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RESUMO 

 

O consumo do etanol (EtOH) tem aumentado principalmente no púbico feminino 

adolescente. A ingestão de EtOH na forma intermitente e episódica possui frequência de 

consumo em torno de 3 vezes por semana. Os efeitos tóxicos dessa forma de consumo são 

especialmente perigosos em detrimento ao consumo contínuo de EtOH devido às altas doses 

ingeridas seguidas de abstinência, acarretando maiores alterações no sistema nervoso central 

(SNC) em maturação em pouco tempo de consumo. Considerando a relevância epidemiológica 

e as consequências nocivas do EtOH sobre o balanço oxidativo, produção hormonal e de 

neurotrofina no SNC em maturação, o objetivo deste estudo foi investigar as respostas 

comportamentais, teciduais e bioquímicas derivadas do consumo intermitente e episódico de 

EtOH em ratas na fase de adolescência à idade adulta. Ratos Wistar fêmeas adolescentes (n=80) 

receberam, por gavagem, água destilada ou EtOH (3 g/kg/dia) durante 3 dias consecutivos por 

semana.  Os animais foram avaliados sete horas e meia após o último dia de administração em 

1, 4 e 8 semanas de episódios de binge drinking (37, 58 e 86 DPN, respectivamente), além 

disso, foi adicionado um período de 14 dias de abstinência após 8 BD (100 DPN) a fim de 

avaliar a habilidade do SNC em reverter danos gerados sobre ele. A bateria de testes 

comportamentais foi constituída de atividade locomotora espontânea, reconhecimento de 

objetos, labirinto em cruz elevado, pole test, beam walking e rotarod. Os animais foram 

sacrificados e as amostras de sangue coletadas para avaliação dos níveis de corticosterona, de 

malondialdeído, atividade da catalase, atividade da superóxido-dismutase e conteúdo de 

glutationa. Por conseguinte, o hipocampo foi dissecado para quantificação do imunoconteúdo 

de BDNF. A administração de EtOH alcançou concentração sanguínea média de 197,4 mg/dL 

e no período de 7,5 horas após a última administração de EtOH em binge agudo, a concentração 

sanguínea foi de 0,7 mg/dL. Dessa forma, os animais realizaram os ensaios comportamentais 

pós-consumo de EtOH, não sob efeito da droga. O consumo de EtOH em binge não alterou o 

ganho de peso dos animais da adolescência à vida adulta, no entanto, reduziu a atividade 

locomotora exploratória, prejuízo na coordenação motora, equilíbrio e aprendizado motor 

associado à bradicinesia, assim como, prejuízo no processo mnemônico e aumento do 

comportamento relacionado à ansiedade. Estes prejuízos foram acompanhados de elevação 

hormonal de corticosterona, redução dos níveis de BDNF hipocampal e desequilíbrio no 

balanço oxidativo sistêmico. Dessa forma, foi possível identificar que os prejuízos encontrados 

sobre o comportamento semelhante à ansiedade, memória de curta duração, bradicinesia e 

atividade locomotora espontânea apareceram desde o pós-consumo de EtOH por três dias 
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consecutivos, no entanto, não apresentaram recuperação nem piora do dano após repetidos 

episódios. Em contrapartida, houve recuperação da memória de curta duração na tarefa de 

reconhecimento do objeto associado ao retorno dos níveis normais de BDNF na idade adulta. 

Além disso, demonstrou piora no aprendizado motor na fase adulto jovem seguido de 

recuperação gradual e parcial após período prolongado de retirada da droga, mesmo assim, o 

prejuízo da coordenação motora e equilíbrio permaneceram na fase adulta. 

 

 

Palavras-chave: adolescente, atividade motora, beber em binge, etanol, memória de curta 

duração. 
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ABSTRACT 

 

 The consumption of ethanol (EtOH) is enhanced particularly in adolescent female pubic. The 

EtOH intake and intermittent episodic own consumption rate around 3 times per week. The 

toxic effects of this kind of consumption is especially dangerous over the continuous 

consumption of EtOH followed due to the high dietary intakes of abstinence, causing major 

changes in the central nervous system (CNS) maturing in a short time consumption. 

Considering the epidemiological relevance and the harmful effects of EtOH on the oxidative 

balance, hormone production and neurotrophin CNS maturing, the aim of this study was to 

investigate the behavioural, tissue and biochemical responses derived from intermittent and 

episodic consumption of EtOH in rats in phase from adolescence to adulthood. Wistar female 

adolescents (n = 80) received by gavage, distilled water or EtOH (3 g/kg/day) for 3 consecutive 

days per week. The animals were assessed seven and a half hours after the last administration 

day 1, 4 and 8 weeks of episodes of binge drinking (37, 58 and 86 DPN, respectively), besides, 

a period of 14 days of abstinence was added after BD 8 (100 DPN) to evaluate the ability to 

reverse the CNS damage generated on it. The battery of behavioural tests consisted of 

spontaneous locomotor activity, object recognition, elevated plus maze, test pole, walking beam 

and rotarod. The animals were sacrificed and blood samples collected for evaluation of 

corticosterone levels of malondialdehyde, catalase activity, the activity of superoxide dismutase 

and glutathione content. Therefore, the hippocampus was dissected to quantify the 

immunocontent BDNF. The administration of EtOH reached average peak blood concentration 

of 197.4 mg / dL and the period of 7.5 hours after the last administration EtOH in acute binge 

blood concentration was 0.7 mg / dL. Thus, the animals underwent behavioural tests post-

consumer EtOH, not under the drug effect. Consumption of EtOH in binge did not affect weight 

gain of adolescent animals into adulthood, however, reduced the exploratory locomotor 

activity, impaired motor coordination, balance and motor learning associated with bradykinesia, 

as well as loss in the mnemonic process and increased anxiety-like behaviour. These losses 

were accompanied by hormonal elevation of corticosterone, reduced hippocampal BDNF levels 

and systemic imbalance in the oxidative balance. Thus, it was possible to identify that the 

damage found on the similar behaviour to anxiety, short-term memory, bradykinesia and 

spontaneous locomotor activity appeared from EtOH post-consumption for three consecutive 

days, however, they showed no recovery or worsening of damage after repeated episodes. In 

contrast, there was recovery of short-term memory in object recognition task associated with 

the return of normal levels of BDNF in adulthood. Moreover, it showed worsening in motor 
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learning in young adult phase followed by gradual and partial recovery after prolonged period 

of drug withdrawal, yet the loss of motor coordination and balance remained in adulthood. 

 

Key words: adolescence, binge drinking, ethanol, motor activity, ethanol, short-term memory. 
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1. MEMORIAL 

Iniciei minhas atividades científicas ainda durante a graduação, em 2009, como bolsista 

de iniciação científica no projeto submetido e aprovado pela agência de fomento FAPESPA, 

intitulado: “Efeitos neurocomportamentais, neuroprotetores e na recuperação funcional após 

bloqueio da ativação microglial com minociclina em ratos submetidos à isquemia focal no 

córtex motor quando tratados cronicamente com EtOH da adolescência à fase adulta” cuja 

coordenadora do projeto foi a Profa Dra Cristiane do Socorro Ferraz Maia. 

O projeto inicial foi oriundo da parceria de dois principais laboratórios colaboradores e 

professores envolvidos: Prof. Rafael Rodrigues Lima e Prof. Walace Gomes Leal do 

Laboratório de Neuroproteção e Neuroregeneração Experimental do Instituto de Ciências 

Biológicas- UFPA e Profa. Cristiane do Socorro Ferraz Maia do Laboratório de Farmacologia 

da Inflamação e do Comportamento do Instituto de Ciências da Saúde- UFPA. A parceria 

resultou em publicações em revistas científicas internacionais, além da ampliação das parcerias 

envolvidas com adição de outros importantes colaboradores (Profa Elena Crespo López- ICB, 

UFPA; Profa Marta Chagas- ICS, UFPA e Prof Rui Daniel Prediger- CCB, UFSC) e 

consolidação efetiva do grupo de pesquisa o qual faço parte.  

Inicialmente, o grupo propôs avaliar a interação entre a intoxicação alcoólica crônica 

iniciada na adolescência e o acidente vascular encefálico isquêmico em córtex motor na fase 

adulta em ratos fêmeas, e os efeitos do tratamento com minociclina sobre esta interação, 

utilizando-se parâmetros comportamentais, celulares e moleculares. Dessa forma, a amplitude 

do projeto inicial culminou em defesas de trabalho de conclusão de curso, mestrado e doutorado 

e duas publicações em revistas de alto fator de impacto e relevância na comunidade científica. 

Dentre os principais resultados encontrados a respeito da interação entre intoxicação 

crônica com etanol (EtOH) e o dano isquêmico no córtex motor de ratos fêmeas foram 

marcantes distúrbios motores como redução da atividade locomotora espontânea, perda da força 

muscular, coordenação motora e equilíbrio em diferentes tarefas comportamentais resultando 

em importantes alterações teciduais e perda neuronal grave. Assim como, também foi 

encontrado que a intoxicação alcoólica crônica limita a ativação microglial e astrocitária 

desencadeada pelo processo isquêmico, mas desenvolve um potente sinergismo sobre 

marcadores de estresse oxidativo (OLIVEIRA et al., 2014; FONTES-JÚNIOR et al., 2016).  

A respeito da ação terapêutica da minociclina nas condições de intoxicação alcoólica 

crônica e isquemia, foi evidenciado efetividade da minociclina na prevenção das perdas motoras 

e celulares induzidas pela isquemia cortical. Assim como, o tratamento com a minociclina após 

a intoxicação crônica com EtOH da adolescência à fase adulta foi capaz de reverter déficits 
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motores induzidos pela isquemia cerebral focal, associada a uma preservação neuronal 

significativa e diminuição da ativação microglial exacerbada (OLIVEIRA et al., 2014; 

FONTES-JÚNIOR et al., 2016).  

No entanto, avaliação mais minuciosa da função motora por Fontes-Júnior e 

colaboradores (2016) revelou que, como a comorbidade agravou significativamente as 

alterações comportamentais, os animais intoxicados com EtOH e com o córtex motor 

isquemiado, mesmo após tratamento com minociclina, apresentaram perdas na capacidade de 

iniciar movimentos e na exploração vertical. Dessa forma, foi possível sugerir que ajustes na 

terapêutica da minociclina sejam necessários no tratamento da isquemia em pacientes etilistas. 

A partir da relevância dos resultados encontrados nos grupos EtOH-intoxicados e devido 

à gama de mecanismos envolvidos nos efeitos neurotóxicos do álcool e diversas áreas afetadas 

pela administração desta droga, nosso grupo de pesquisa iniciou investigações a respeito dos 

efeitos do EtOH per se sobre funções motoras, comportamento relacionado à ansiedade, 

processo mnemônico e suas respectivas áreas encefálicas responsáveis.  

Vale ressaltar que o modelo de intoxicação alcoólica utilizada em nossa linha de 

pesquisa consistiu de uma forma pesada de consumo contínuo crônico – conhecido como heavy 

drinking- iniciado na adolescência seguido até a idade adulta. Este modelo geralmente está 

associado ao consumo frequente de 5 doses padrão de EtOH ou mais e tem sido relacionado 

com a desordem clínica do etilismo que é caracterizado pelo consumo compulsivo do álcool 

com desenvolvimento de tolerância e dependência (POMBO et al., 2015; NIAAA, 2016). Além 

disso, nosso modelo experimental tem sido utilizado com fêmeas a fim de elucidar os efeitos 

da administração do álcool sobre a população feminina que tem aumentado o consumo de EtOH 

(INPAD, 2013). Assim, este modelo reflete o padrão de abuso do consumo de EtOH na 

população humana (NIAAA, 2004; SKALA e WALTER, 2013; WHO, 2014). 

Ao investigar se a exposição pesada e crônica de EtOH durante a adolescência até a 

idade adulta de ratos fêmeas pode induzir danos histológicos do hipocampo e deficiências 

neurocomportamentais, nosso grupo de pesquisa encontrou, pela primeira vez, danos funcionais 

e morfológicos duradouros no hipocampo observado na vida adulta. Além disso, a 

administração crônica de EtOH induziu comportamento relacionado à ansiedade e 

comprometimento da memória de curto prazo avaliada pelos testes de reconhecimento social e 

esquiva inibitória acompanhados por redução no volume do hipocampo e alteração morfológica 

nas regiões hipocampais de CA1, CA3 e hilo e perda neuronal sem demonstrar, no entanto, o 
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envolvimento de marcadores do estresse oxidativo nas alterações comportamentais e 

morfológicas induzidas pelo EtOH no protocolo utilizado (OLIVEIRA et al., 2015). 

Paralelamente, nosso grupo também buscou investigar se o protocolo de administração 

crônica de EtOH durante a adolescência pode induzir deficiências motoras e danos histológicos 

no córtex cerebral e cerebelo de ratos fêmeas, assim como, foi avaliado o suposto envolvimento 

dos mecanismos neuroinflamatórios e de estresse oxidativo. A despeito dessas avaliações, foi 

encontrado, pela primeira vez, que a intoxicação crônica e pesada de EtOH induz dano motor 

em longo prazo avaliado por diferentes ensaios comportamentais- campo aberto, plano 

inclinado e rotarod- que foram acompanhados por perda neuronal e de células gliais do córtex 

cerebral (TEIXEIRA et al., 2014) e cerebelo de ratos fêmeas (dados ainda não publicados). 

Além disso, os ensaios bioquímicos revelaram um papel principal para o estresse oxidativo, e 

especialmente para a via nitrérgica nos efeitos corticais observados (TEIXEIRA et al., 2014). 

 De outra maneira, além das investigações a respeito da intoxicação cônica do EtOH na 

forma de consumo pesado da adolescência à idade adulta de ratos Wistar fêmeas com 

repercussões em áreas do sistema nervoso central (SNC) e reflexos no comportamento, 

investigamos os efeitos desta droga sobre o aparelho estomatognático pois percebemos a lacuna 

na literatura acerca das repercussões na cavidade oral provocadas por este protocolo de 

consumo de EtOH.  

Dessa forma, nosso grupo de pesquisa realizou estudos a respeito dos prejuízos do EtOH 

crônico no modelo de heavy drinking (altas doses de EtOH, 6,5 g/kg/dia) da adolescência à 

idade adulta de ratos Wistar fêmeas sobre importante processo fisiológico no tecido periodontal, 

no qual foi encontrado alteração da homeostase da cavidade oral deflagrado pela perda óssea 

alveolar (BANNACH et al., 2015). 

Porém, observamos que haviam poucas investigações na literatura a respeito dos danos 

encontrados no tecido glandular. Então, este estudo inclui os efeitos sobre as alterações em 

glândulas salivares de ratos fêmeas decorrentes do consumo contínuo de EtOH no modelo 

heavy drinking da adolescência à idade adulta (ANEXO A). Dessa forma, foram encontrados 

atrofia no parênquima glandular associada ao aumento do peso da parótida com redução da 

população celular ductal e mioepitelial; além disso, foi identificado mudanças na população 

celular da glândula submandibular com aparecimento de estruturas ductiformes e aumento de 

apoptose no local (FERNANDES et al., 2015).  

Estudos têm demonstrado que o consumo de EtOH afeta glândulas salivares gerando 

redução do fluxo salivar relacionado à atrofia do parênquima secretor glandular (MAIER et al., 

1990; BANDERAS et al., 1992; RIEDEL et al., 2003; CARRANZA et al., 2005). No entanto, 
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o efeito do consumo de álcool sobre o tamanho da glândula permanece incerto (MANDEL e 

BAURMASH, 1971; MAIER et al., 1986; SCOTT et al., 1988; CAMPOS et al., 2005; 

MANDEL et al., 2005). A intoxicação com EtOH no protocolo de heavy drinking utilizado 

neste estudo gerou aumento somente da glândula parótida.  

Os efeitos do consumo de EtOH no padrão heavy drinking sobre a nutrição são bem 

conhecidos e podem contribuir para o deficiente desenvolvimento dos órgãos (CAMPOS et al., 

2005). O estado de mal nutrição em roedores é caracterizado pela disfunção comportamental, 

perda ou mudanças nos pelos, diarreia, edema e considerável perda de peso (CAMPANA et al., 

1975). Estes fatores alteram a fisiologia e morfologia das glândulas salivares (NÖR et al., 2003). 

Apesar do protocolo heavy drinking utilizado neste estudo, não foi encontrado qualquer 

característica de mal nutrição nas ratas da adolescência à idade adulta conforme previamente 

observado por Oliveira et al. (2014) que utilizou o mesmo paradigma de intoxicação. No 

entanto, nossos achados demonstram atrofia da glândula parótida (observado pela redução da 

área do parênquima) associado ao aumento do peso glandular conforme reportado por alguns 

autores (RIEDEL et al., 2003; CAMPOS et al., 2005). A atrofia glandular depende da dose e 

duração do consumo de EtOH, no entanto, ainda não é conhecido a partir de que momento 

ocorre esta alteração (SCOTT et al., 1988). 

Além do mais, nossos resultados também revelaram que a área do estroma da glândula 

submandibular aumentou a qual não foi acompanhada de processo inflamatório, haja vista que 

não foi visualizado infiltrado inflamatório na área aumentada. Entretanto, alguns relatos 

afirmam que a intoxicação crônica com EtOH aumenta infiltração periductal linfocitária 

(DALE, 2001; CARDA et al., 2005). De outra maneira, é bem reportado que o alcoolismo 

crônico é uma das causas da sialodenose, esta patologia não é de natureza inflamatória, induz 

alargamento glandular e altera o peso glandular (MANDIY e SURAFFANON, 2002). Estas 

informações podem explicar parcialmente nossos achados.  

Além disso, a atrofia glandular produzida pelo consumo contínuo crônico do álcool está 

associada ao aumento da atividade proliferativa do epitélio da mucosa oral que pode ser causada 

por efeito citotóxico do EtOH etanol (RIEDEL et al., 2003). Estudos recentes em ratos 

demonstram que a intoxicação crônica de EtOH durante a idade adulta associada a parcial 

remoção da glândula submandibular induz proliferação celular e aumento de ductos convolutos 

ricos em fatores de crescimento que estão presentes somente na glândula submandibular 

(AMANO et al., 2012; NOR et al., 2013), no 7º dia pós-cirúrgico. No presente estudo, a 

intoxicação crônica durante 55 dias aumentou a intensidade de marcação de citoqueratina-19 
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(CK 19) e aparecimento de estruturas tipo ductal na submandibular, no entanto, redução na 

marcação parótida após o estímulo nocivo. 

Citoqueratinas são proteínas do citoesqueleto de filamentos intermediários específico 

de células epiteliais (FRADETTE et a., 1998). Estudos prévios afirmam que aumento da 

marcação de CK 19 pelas células suprabasais da mucosa oral indica disfunção e mudanças de 

provável pré-malignidade (MICHEL et al., 1996; ZHONG et al., 2007). Todavia, atrofia 

glandular em longo prazo gera redução de células ductais na glândula parótida (WALKER e 

GOLBÉ, 1987).  

Considerando-se que as células ductais no volume total da submandibular é em torno de 

20% comparada a parótida (5%) e que estas células exibem menor susceptibilidade a fatores 

estressores (isto é, como o consumo de álcool), dessa forma, a glândula submandibular 

apresenta fatores de resistência em maior proporção (DEHAYE e TURNER, 1991; BURGESS 

e DARDICK, 1998). No entanto, o presente trabalho não pode fornecer evidência direta para 

explicar essas alterações ou os mecanismos responsáveis pela alteração glandular.   

A imunohistoquímica realizada para identificação de células mioepiteliais revelou 

redução na intensidade de marcação somente na glândula parótida EtOH-intoxicada. De acordo 

com estudos que avaliam indução experimental de atrofia ductal por outros mecanismos (como 

por ligadura), a população de células mioepiteliais reduz após indução de atrofia persistente 

(BURGESS et al., 1996; BURGESS e DARDICK, 1998). Dessa forma, neste estudo, houve 

redução da população de células mioepiteliais do parênquima glandular da parótida causada 

pelo consumo de EtOH no padrão heavy durante a adolescência.  

Foram encontradas células caspase-3 positiva em ácinos e ductos das glândulas 

salivares. Está bem descrito que a apoptose participa de processos progressivos e regressivos 

que ocorrem em períodos do desenvolvimento e de regeneração glandular (TAKAHASHI et 

al., 2004). Este evento contribui para a deleção de células do túbulo terminal e formação do 

lúmen de ductos (HECHT et al., 2000; JASKOLL e MELNICK, 1999). Neste estudo, o 

consumo de EtOH no modelo heavy drinking gerou aumento na intensidade de marcação de 

células apoptóticas na glândula submandibular e inalterado na parótida. No entanto, os 

mecanismos que induziram maiores níveis de capase-3 em somente um tipo glandular ainda 

não são compreendidos. 

Campos e colaboradores (2005) reportaram que mecanismos bioquímicos de ambas as 

glândulas diferem, a glândula parótida possui um mecanismo predominantemente aeróbico 

enquanto que o metabolismo anaeróbico predomina na submandibular. Tais diferenças podem 

indicar que os eventos de morte celular na parótida sejam diferentes dos que ocorrem na 
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submandibular, pois a primeira possui maior suscetibilidade a danos oxidativo e a segunda seja 

mais susceptível a eventos apoptóticos. 

Assim, o consumo pesado de EtOH na forma contínua da adolescência à fase adulta 

causa atrofia em glândula parótida, mas não em glândula submandibular. Os achados na 

glândula submandibular foram paradoxos devido o consumo de EtOH no modelo heavy 

drinking gerar o aparecimento de células tipo ductais associado a aumento da marcação de 

caspase-3. Desta forma, este estudo demonstrou diferenças significantes entre as glândulas 

parótida e submandibular frente ao estímulo de um estressor crônico. Considerando os 

mecanismos exatos envolvidos no dano causado na glândula parótida e na capacidade 

proliferativa de células ductais na submandibular, fazem-se necessários mais estudos sobre 

estas diferenças causadas pelo consumo crônico e pesado de EtOH no tecido glandular de 

adolescentes. 

Considerando as descobertas iniciais sobre os efeitos derivados do heavy drinking da 

adolescência à idade adulta sobre importantes processos fisiológicos em diferentes tecidos 

corporais, tais como alteração da homeostase da cavidade oral (BANNACH et al., 2015; 

FERNANDES et al., 2015) e no sistema nervoso verificado por prejuízos 

neurocomportamentais bem como danos em populações celulares do tecido encefálico 

(OLIVEIRA et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015; FONTES-JÚNIOR 

et al., 2016), surgiram novas perguntas acerca dos efeitos decorrentes do consumo intermitente 

e episódico de EtOH, haja vista que este é o modelo de consumo dominante de uso indevido do 

álcool em adolescentes e adultos jovens (CREGO et al., 2009; CREGO et al., 2010; INPAD, 2013).  

Assim, em 2013 foi desenvolvido então em nosso laboratório um modelo de binge 

drinking em diferentes períodos de intoxicação a fim de avaliar a partir de que período do 

consumo intermitente e episódico ocorrem os prejuízos relacionados ao tecido glandular 

(FAGUNDES et al., 2016) e sobre às funções comportamentais encontradas em nossos estudos 

anteriores, assim como, as alterações bioquímicas decorrentes desta intoxicação. Desta forma, 

o estudo a seguir descreve a caracterização das respostas comportamentais, teciduais e 

bioquímicas derivadas da administração de EtOH no modelo de binge drinking em ratas na fase 

de adolescência à idade adulta. 
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2. INTRODUÇÃO 

 

2.1 Cronologia da adolescência  

A adolescência é um termo usado para descrever um estágio de transição entre a infância 

à idade adulta que compreende períodos da adolescência e puberdade, uma vez que estes termos 

não são mutuamente exclusivos (ARAIN et al., 2013). Tendo em vista que o período da 

puberdade é referido como as mudanças hormonais que ocorrem na fase inicial da adolescência 

(KAPLAN, 2004).  

Durante esta fase do desenvolvimento, o indivíduo passa por transformações físicas, 

psicossociais e cognitivas (PICKLES et al., 1998; ARAIN et al., 2013). Além de algumas 

mudanças comportamentais como tomada de risco, alta exploração, busca pela novidade e 

interação social que auxiliam o desenvolvimento das habilidades sociais necessárias na vida 

adulta (GALEF, 1997; STANSFIELD e KIRSTEIN, 2005; CREWS et al., 2007; STANSFIELD 

e KIRSTEIN, 2007). 

A faixa etária em humanos que compreende a fase da adolescência é considerado por 

alguns autores entre os 12-24 anos de idade (ARAIN et al., 2013; SEMPLE et al., 2013). A 

adolescência em roedores ainda necessita de um consenso e é definida usando vários fatores 

indicativos de transição do desenvolvimento de adolescentes humanos, incluindo mudanças nos 

padrões de comportamento, padrões hormonais e/ou características sexuais primárias 

(MALDONADO-DEVINCCI et al., 2010).  

Segundo Spear (2000) o período que engloba a adolescência em roedores é a faixa entre 

os 28-42 dias pós-natal (DPN), quando ocorrem mudanças comportamentais nos animais mais 

jovens em relação aos mais velhos, associadas a picos no crescimento corpóreo, abertura 

vaginal nas fêmeas e aumento da maturidade espermática nos túbulos seminíferos dos machos. 

Existem diferenças na maturação do desenvolvimento entre gêneros, os machos tendem a 

estender o período da adolescência para 55 DPN.  

Além disso, alguns pesquisadores têm identificado as categorias da adolescência em 

roedores como precoce (pré-púberes: 21-34 DPN), média (periadolescência: 34-46 DPN) e 

tardia (adulto jovem: 46-59 DPN). Vale ressaltar que o aparecimento da puberdade está em 

torno de 33 e 44 DPN em animais com desmame no período de 21 DPN e maturidade 

reprodutiva em 59 DPN (TIRELLI et al., 2003). 

No entanto, para outros autores, a maturidade do ciclo hormonal está por volta de 28-30 

DPN aparecendo mais tarde em ratos machos (60 DPN) [MALDONADO-DEVINCCI et al., 

2010] visto que, a fase adulta de roedores propriamente dita inicia em média a partir dos 70 dias 
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de vida quando não são mais influenciados por processos endócrinos durante desenvolvimento 

ontogenético (KARL et al., 2003; ACEVEDO et al., 2013).   

Apesar de não existir uma resposta simples acerca das comparações de idade entre 

espécies diferentes, Quinn (2005) descreveu algumas equivalências entre dias de vida de ratos 

e anos de vida para humanos. A extrapolação descrita varia de acordo com a fase do 

desenvolvimento, no período da adolescência 10,5 dias de vida de ratos equivale a 1 ano de 

vida para humanos. De outra forma, na fase adulta 11,8 dias de vida de ratos é proporcional a 

1 ano na idade de humanos. Um estudo descrevendo o desenvolvimento do cérebro de roedores 

e seres humanos relatou que a idade de 35-49 DPN em roedores equivale aos 12-18 anos de 

idade em humanos. Além disso, a partir de 60 DPN em ratos equivale aos 20 anos ou mais de 

idade em indivíduos humanos (SEMPLE et al., 2013).  

Vale ressaltar que o encéfalo adolescente é um estado de transição em que ocorrem 

alterações progressivas e regressivas fornecendo uma base biológica para os comportamentos 

específicos da adolescência, associadas às mudanças no comportamento durante a maturação 

para a vida adulta (CREWS et al., 2007).  

 

2.2  Maturação na adolescência  

Durante a infância, pouco antes da puberdade, ocorre o crescimento de neurônios e 

espessamento da substância cinzenta que é seguido por uma podagem durante a adolescência e 

início da idade adulta (ARAIN et al., 2013). Após esta proliferação neuronal, o encéfalo 

adolescente reestrutura-se sofrendo um processo benéfico denominado de podagem dendrítica 

no qual são erradicadas sinapses não utilizadas e mielinização, cuja função é aumentar a 

velocidade de condução dos impulsos nervosos de circuitarias neuronais de regiões específicas 

cerebrais (GUERRI e PASCUAL, 2010; SEMPLE et al., 2013). Assim, este evento demarca a 

restruturação e refinamento de conexão entre neurônios e glia (CREWS et al., 2007; GUERRI 

e PASCUAL, 2010). 

Dessa forma, importantes mudanças estruturais e funcionais na plasticidade sináptica e 

conectividade neural ocorrem durante o desenvolvimento e maturação do SNC. Uma das 

últimas regiões do SNC que sofre este processo de maturação é o córtex pré-frontal. Esta região 

é responsável pela análise cognitiva, pensamento abstrato e a moderação do comportamento 

correto em situações sociais. Devido a isso, alguns adolescentes exibem imaturidade 

comportamental (ARAIN et al., 2013).  

Estruturas cerebrais como amígdala, hipocampo, núcleo accumbens, hipotálamo e 

córtices frontal, pré-frontal e órbito-frontal formam o sistema límbico. Este sistema também 
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sofre maturação no período da adolescência (SPEAR, 2000; CREWS et al., 2007; GUERRI e 

PASCUAL, 2010). Estas regiões são responsáveis por mediar funções executivas - como 

controle do impulso, atenção, inibição da resposta e planejamento de tarefas - e respostas 

comportamentais complexas, tais como aprendizagem e memória (PASCUAL et al., 2011; 

SELEMON, 2013).  

Dentre as alterações decorrentes da maturação do encéfalo adolescente estão envolvidas 

mudanças neuroquímicas, como a redução dos níveis de dopamina, resultando em mudanças de 

humor e dificuldades de regular emoções; e de serotonina, que está relacionada com controle 

de impulso diminuído dos adolescentes (ARAIN et al., 2013). Além disso, a neurotransmissão 

ácido ɣ-aminobutírico (GABA)érgica, particularmente no córtex pré-frontal, permanece sob 

construção durante o período da adolescência cuja consequência é o comportamento de 

excitação encontrado nesta fase da vida (ARAIN et al., 2013).  

Aliás, a adolescência também é um período de maior plasticidade das respostas do eixo 

hipotálamo-pituitária- adrenal (HPA) [ARAIN et al., 2013]. Este eixo medeia respostas à 

estressores por ativação de neurônios do núcleo paraventricular no hipotálamo, promovendo 

liberação do fator liberador de corticotropina (corticotropin-releasing fator - CRF) para a 

glândula hipófise, esta, por sua vez, libera o hormônio adrenocorticotrópico 

(adrenocorticotropic hormone - ACTH) que atua sobre as glândulas adrenais elevando a 

produção de corticosterona (CORT) (LOGRIP et al., 2013). Este hormônio é produzido em 

maior quantidade principalmente ao despertar do sono e faz parte do ritmo circadiano natural 

(CLOW et al., 2010). 

No entanto, a adolescência é um período de maior vulnerabilidade na função do eixo 

HPA que na fase adulta (ROMEO, 2010). Durante a puberdade, há aumento de receptores para 

hormônios esteroidais no sistema límbico que estimulam o desejo sexual, promovem volatidade 

emocional e impulsividade. Estas mudanças estão relacionadas com a diminuição da dopamina 

e, consequentemente, os adolescentes podem exigir níveis mais elevados de estimulação 

dopaminérgica para alcançar os mesmos níveis de prazer /recompensar, levando-os a tomar 

decisões mais arriscadas (ARAIN et al., 2013). 

Desta forma, a adolescência é caracterizada pelo aumento da busca de sensação, 

comportamento de risco, baixos níveis de evitar danos, impulsividade e ansiedade (GUERRI e 

PASCUAL, 2010). Em resumo, essas mudanças hormonais, físicas, psicológicas e sociais são 

características deste período do desenvolvimento (ARAIN et al., 2013). Estes fatores 

associados contribuem para o fenótipo de busca por novidades e comportamento de alto risco 
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que geram susceptibilidade à adição de drogas nos adolescentes (GUERRI e PASCUAL, 2010; 

ARAIN et al., 2013).  

Sobre isto, vale ressaltar que durante o período da adolescência o córtex pré-frontal, 

envolvido no julgamento e controle inibitório, permanece sob maturação e pode ser dotado da 

capacidade de resposta a fatores ambientais, como consequência, está sujeito a maior 

vulnerabilidade a efeitos nocivos do abuso de drogas e estresse (GUERRI e PASCUAL, 2010; 

CREWS et al. 2007; SELEMON et al., 2013). Dessa forma, o encéfalo adolescente é mais 

susceptível aos efeitos neurotóxicos do consumo de EtOH devido à "janela de vulnerabilidade" 

criada pela assíncrona da maturação do córtex pré-frontal e sistema límbico (SKALA e 

WALTER, 2013).  

Portanto, a exposição a drogas psicotrópicas durante as fases críticas do 

desenvolvimento, podem perturbar os processos de maturação e plasticidade cerebral 

acarretando em déficits comportamentais relacionados à memória, comportamento semelhante 

à ansiedade e prejuízos motores (GUERRI e PASCUAL, 2010). Além disso, podem também 

alterar áreas de recompensa sensíveis a agentes estressores gerando aumento da ansiedade e 

maior propensão à iniciação do consumo de drogas e dependência (SPEAR, 2000; GUERRI e 

PASCUAL, 2010).  

 

2.3 Prevalência do consumo do álcool na adolescência 

O álcool etílico é uma das mais antigas substâncias psicoativas utilizadas pela 

humanidade (BOUTROS et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2014). Além 

de ter um histórico cultural, sendo aceito em quase todas as sociedades organizadas inclusive 

entre os adolescentes (BOUTROS et al., 2014; OMS, 2014), seu consumo é favorecido por ser 

uma droga lícita, de custo reduzido, amplamente disponível e de fácil acesso (JOHNSTON et 

al., 2009; JOHNSTON et al., 2014; OMS, 2014). 

Aliado a estes fatores, o uso de álcool é incentivado pelo consumo em celebrações, 

situações sociais e de negócios, cerimônias religiosas e eventos culturais (MELONI e 

LARANJEIRA, 2004). Porém, o abuso desta substância pode desencadear uma cascata de 

problemas agudos de saúde, tais como, acidentes automobilísticos, problemas sociais, incluindo 

a violência doméstica, maltrato infantil, urgências e internações hospitalares, perda de 

produtividade no local de trabalho (MANZO-AVALOSS e SAAVEDRA-MOLINA, 2010), 

crimes e desordens públicas (REHM et al., 2009). 
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Além dos problemas agudos na saúde, a perda do controle sobre a ingestão do álcool 

resulta em uma doença psiquiátrica crônica e progressiva denominada de etilismo crônico ou 

dependência alcoólica (PETIT et al., 2013). Este distúrbio mais grave provoca acentuadas 

consequências fisiológicas e persistente prejuízo na qualidade de vida (SCHUCKIT, 2009). 

Ademais, o uso nocivo do álcool traz consequências para a saúde e a vida social do bebedor, 

assim como, para as pessoas ao seu redor e da sociedade em geral (OMS, 2010).     

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS, 2014), o uso abusivo do EtOH 

está diretamente relacionado com cerca de 3,3 milhões de mortes por ano (5,9% de todas as 

mortes mundiais) e aproximadamente 5,1% de morbidades no mundo. Além disso, o consumo 

eventual e intenso dessa droga tem aumentado principalmente nas mulheres mais jovens 

constituindo, assim, o grupo de maior incremento na elevação desses índices tornando o álcool 

um problema de saúde pública emergencial (SCHUCKIT, 2009; INPAD, 2013).  

Sobre as morbidades decorrentes do consumo abusivo do álcool, vale ressaltar que o 

padrão de consumo determina os riscos adversos sobre a saúde (OMS, 2010). Na verdade, os 

efeitos nocivos do álcool são determinados pela quantidade, período e frequência do consumo 

(BROWN e TAPERT, 2004; ZEIGLER et al, 2005; YANG et al, 2014). Conceitualmente, o 

padrão de consumo é denominado como pesado, moderado e leve que pode ser contínuo ou 

intermitente, bem como pode ocorrer de forma aguda ou crônica (NIAAA, 2004; OMS, 2014). 

O termo heavy drinking geralmente é utilizado para o consumo de altas doses de EtOH 

na forma contínua e crônica, geralmente associado ao consumo frequente de 5 doses padrão de 

EtOH ou mais (NIAAA, 2016). Este modelo tem sido relacionado com a forma de consumo na 

desordem clínica do etilismo que é caracterizado pelo consumo compulsivo do álcool com 

desenvolvimento de tolerância e dependência (POMBO et al., 2015).  

De outra maneira, beber de forma intermitente e episódica, ou em binge drinking, é o 

consumo em altas doses de EtOH em um curto período de tempo seguido por um período de 

abstinência (CREGO et al., 2010; PETIT et al., 2013; JACOBUS e TAPERT, 2013). O Instituto 

Nacional dos EUA sobre Abuso de Álcool e Alcoolismo (sigla do inglês National Institute on 

Alcohol Abuse and Alcoholism-NIAAA) preconizou que beber em binge é a concentração de 

0,08 g/dL de EtOH no sangue após seu consumo, isso equivale em homens ao consumo de 

cinco doses ou mais de bebida em um período de duas horas e quatro doses ou mais de bebida 

no mesmo período para mulheres (NIAAA, 2004). 
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Apesar de este contexto ser comumente utilizado em muitos estudos, não há uma 

definição para o termo bebida (“drink”). De forma geral, a ingestão de álcool é descrita 

utilizando-se termos como: “drink”, “standard drink” ou “units”. Enquanto que uma unidade de 

álcool é definida como quantidade de álcool contendo em torno de 10 g de EtOH, havendo 

variações significantes entre países (de 8 g a quase 20 g de EtOH) de acordo com sua respectiva 

definição de standard drink, em países como EUA e Portugal, por exemplo, o padrão de bebida 

alcoólica é de 14 g de EtOH [Tabela 1] (ICAP, 2003; CREGO et al., 2010; SKALA e WALTER, 

2013). O uso destes termos de forma aleatória torna difícil a comparação entre os diferentes 

estudos epidemiológicos, pois a quantidade de etanol puro pode ser aproximadamente estimada 

como 40 g em 1000 ml de cerveja a 5%, 95 g em 1000 ml de vinho a 12%, ou 316 g em 1000 

ml de uma bebida destilada de 40% (ZERNIG et al., 2000). De outro modo, estudos 

experimentais são de comparação mais segura devido informar a quantidade de EtOH utilizada 

no estudo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este fenômeno de consumo intenso de álcool (intermitente ou em uma simples 

ocasião) tem recebido crescente interesse nas últimas décadas e tornou-se um fenômeno 

mundial e sua prevalência varia entre os países.   

É um estilo de consumo proposital que é popular em vários países do mundo e se 

sobrepõe com o beber socialmente, visto que geralmente é feito em grupos. O grau de 

 
País 

Standard drink 
(Gramas de Etanol) 

Reino Unido 8 

Holanda 9,9 

Austrália, Áustria, Irlanda, 
Nova Zelândia, Polônia e 

Espanha 

 
10 

Finlândia 11 

Dinamarca, França, Itália e 
África do Sul 

12 

Canadá 13,6 

Portugal, Brasil e Estados 
Unidos 

14 

Japão 19,75 

Tabela 1: Padrão de bebida em gramas de etanol (EtOH) - Standard drink- em diferentes países. 

Fonte: Adaptado do ICAP, 2003. 
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intoxicação, no entanto, varia entre e dentro das várias culturas que se dedicam a esta prática. 

O binge drinking pode ocorrer ao longo de horas, durante vários dias, ou em caso de abuso 

prolongado, até semanas, tipicamente seguido por períodos de abstinência. Devido aos efeitos 

em longo prazo, o consumo excessivo de álcool é considerado um grave problema de saúde 

pública (MATHURIN e DELTENRE, 2009). Além disso, a repetição de episódios de 

compulsão durante adolescência constitui um fator de risco para ser um consumidor crônico na 

idade adulta (MATHURIN e DELTENRE, 2009; PETIT et al., 2013). 

O consumo da droga de forma intermitente é conhecido por ser o tipo dominante de 

uso indevido do álcool em adolescentes e adultos jovens (CREGO et al., 2009). A frequência 

de consumo nessa população, principalmente de estudantes universitários, ocorre 3 vezes na 

semana particularmente às quintas-feiras e fins de semana (PARADA et al., 2011; BEETS et 

al., 2009). Porém a prevalência de consumo varia significativamente entre diferentes países (7 

a 40%) (HIBELL et al., 2004; NEWES-ADEYI et al., 2005; WHITE, 2006; OMS, 2004). Parte 

dessa variabilidade pode ser atribuída à falta de critérios consistentes para o binge em amostras 

não-clínicas (estudantes universitários), do uso de diferentes definições no que diz respeito à 

quantidade de EtOH consumida e à frequência de episódios (CREGO et al., 2009).  

De acordo com a definição de beber em binge anteriormente citada, um estudo em 

universidades dos EUA e Europa relataram que cerca de 40% dos alunos foram classificados 

como consumidores em binge (GILL, 2002). Estudo dos Centros para Controle de Doenças e 

Prevenção (EUA) encontraram uma prevalência de 72,5% dos estudantes de ensino médio que 

tenham tido pelo menos um episódio de binge com EtOH durante sua vida e 24,2% que tinham 

relatado ter bebido de forma intermitente nos últimos 30 dias anteriores à pesquisa; quase 40% 

dos estudantes entre 13-14 anos de idade já consumiram EtOH e um quinto (18%) já 

embriagaram-se pelo menos uma vez;  os alunos da faixa de 17-18 anos de idade em mais de 

dois terços (72%) tinham consumido álcool e 50% já havia estado embriagado; além disso, 8%, 

16% e 25% dos estudantes nas idades de 13-14, 15-16 e 17-18 anos respectivamente relataram 

ter bebido em binge nas últimas 2 semanas anteriores à pesquisa (CDC, 2009).    

No Brasil, o II Levantamento Nacional de Álcool e Drogas- LENAD revelou que essa 

forma de consumo teve aumento dentre o gênero feminino (36%), especialmente as mais 

jovens, em níveis superiores aos índices totais de gêneros (31,1%) em relação ao ano de 2006 

indicando que esse grupo é a população de maior risco na sociedade pelo aumento do consumo 

do EtOH na sua forma mais nociva (Figura 1; INPAD, 2013). 
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As leis brasileiras proíbem a venda e o consumo de bebidas alcoólicas por adolescentes 

com menos de 18 anos de idade (ROMANO et al., 2007), no entanto, quase 16% dos 

adolescentes com idade entre 14-17 anos de idade já tiveram envolvidos em consumo de EtOH 

na forma binge (PINSKY et al., 2010). Sanchez et al. (2011) demonstraram por meio de uma 

amostra representativa de alunos de escolas particulares, na maior cidade do país (São Paulo), 

que a prevalência do consumo intermitente de álcool durante o mês anterior à pesquisa foi de 

33%, particularmente entre os adolescentes mais ricos. Além disso, outro estudo realizado por 

Sanchez e colaboradores (2013) revelou que ao contrário do que é observado em países 

desenvolvidos, os estudantes brasileiros de alto nível socioeconômico podem ter um risco 

aumentado ao consumo do EtOH em binge.  

Em geral, o EtOH altera diversos órgãos e sistemas gerando diversas disfunções 

fisiológicas como desordens neuropsiquiátricas (ou seja, episódios depressivos, ansiedade 

grave), déficits cognitivos, deficiência motora, doenças cardiovasculares (ou seja, a doença 

isquêmica do coração e acidente vascular cerebral isquêmico), doenças gastrointestinais (como 

cirrose hepática e pancreatite), câncer, atrofia das glândulas salivares e redução da densidade 

óssea (SCHUCKIT, 2009; OLIVEIRA et al., 2014; OMS, 2014; BANNACH et al., 2015; 

FERNANDES et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015; FONTES-JÚNIOR et al., 2016). 

Figura 1: Registro do consumo de EtOH na forma de binge, no Brasil. 2006 – 2012. 

Fonte: Adaptado do Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia para Políticas Públicas do Álcool e 

outras Drogas - INPAD, 2013. 
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De fato, cada uma destas alterações está associada à modalidade, ao tempo e à dose do 

consumo (BROWN e TAPERT, 2004; ZEIGLER et al., 2005; MEDINA et al., 2008). No 

entanto, estas alterações são mais perigosas e mais acentuadas quando o consumo do álcool 

inicia na adolescência. 

 

2.4 Álcool como fator de risco na adolescência 

2.4.1 FARMACOCINÉTICA DO ÁLCOOL 

O álcool é uma classe de compostos orgânicos com presença de um grupo hidroxila 

ligado diretamente a um carbono saturado. Esta característica influencia diretamente nas 

propriedades farmacocinéticas desta droga (GOULLÉ e GUERBET, 2015). Por ser uma 

molécula fracamente carregada, ele atravessa livremente as membranas por difusão passiva e 

atinge o equilíbrio de concentração sangue/tecidos de maneira rápida (SCHUKIT, 2004; 

CEDERBAUM, 2012). 

Devido à forte interação com a água, o EtOH uma vez ingerido é rapidamente 

distribuído. Dessa forma, seu volume de distribuição está relacionado ao teor de água corpóreo, 

o que é parcialmente responsável por diferenças relacionadas à idade e sexo (NORBERG et al., 

2003). Nas mulheres, por exemplo, BAC tende a ser maior do que nos homens, porque as 

mulheres geralmente têm menor massa muscular e maior quantidade de tecido adiposo, com a 

composição aquosa proporcionalmente menor. Da mesma forma, as variações são observadas 

de acordo com a idade e peso (GRAHAM et al., 1998). 

O metabolismo do álcool ocorre majoritariamente no fígado, em torno de 90% (CISA, 

2016). A principal via de metabolismo do EtOH é por meio da enzima álcool desidrogenase 

(ADH), no entanto, tem-se descrito outras duas vias alternativas que realizam a oxidação do 

EtOH: catalase e sistema de enzimas microssomais oxidativas - citocromo P450 2E1 

(CYP2E1), o produto de reação em todos os três casos é o acetaldeído. Em seguida, a enzima 

aldeído desidrogenase (ALDH) converte o acetaldeído em acetato (Figura 2; ZAKHARI, 2006; 

CISA, 2016).  
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A catalase é uma heme enzima presente nos peroxissomos das células que possui um 

importante papel na atividade enzimática antioxidante, mas também atua na oxidação do EtOH 

não mais que 2% do metabolismo hepático. No entanto, tem um importante papel no 

metabolismo do EtOH no cérebro (VONGHIA et al., 2008).  

Uma relevante consequência do metabolismo EtOH é o aumento da formação de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) associados a danos celulares (CEDERBAUM, 2012). 

Dessa forma, o EtOH manifesta os seus efeitos prejudiciais, dentre outros fatores, através da 

liberação de EROs ou contribuindo para outros mecanismos que promovam dano oxidativo 

consequente (OSTROWSKA et al., 2004). Adicionalmente, é bem aceito na literatura que o 

estresse oxidativo desempenhe um importante papel como via envolvida nos mecanismos 

tóxicos derivado do consumo do álcool (HARPER, 2009).  

 

2.4.2 EFEITOS DO ETOH SOBRE PROCESSOS FISIOLÓGICOS  

 

2.4.2.1 ESTRESSE OXIDATIVO 

O estresse oxidativo refere-se ao desequilíbrio oxidativo decorrente de elevados níveis 

de radicais livres e baixos níveis de antioxidantes nas células, conduzindo a oxidação de 

lipídeos, proteína e DNA gerando dano celular (VASCONCELOS et al., 2007; NOGALES et 

al., 2014). 

EROs são pequenas moléculas altamente reativas que contém oxigênio, tais como o 

radical superóxido, radical hidroxila, peróxido de hidrogênio, peróxidos de lipídeos, peróxidos 

Figura 2: Metabolismo do EtOH. 

Fonte: Centro de informações sobre saúde e álcool – CISA, 2016. 
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de proteínas (GALIZA-MORENO e GUTIÉRREZ-REYES, 2014). Estas espécies reativas 

geram dano celular, em contrapartida, todos os tecidos do corpo, incluindo o SNC, têm a 

capacidade de neutralizar os radicais de oxigênio por mecanismos antioxidantes que incluem a 

atividade enzimática da SOD e catalase, estas enzimas convertem o ânion superóxido em 

peróxido de hidrogênio e peróxido de hidrogênio em água, respectivamente (VASCONCELOS 

et al., 2007; NOGALES et al., 2014).  

Vale ressaltar que o excesso de espécies reativas pode provocar danos em moléculas 

como oxidação de lipídios, sendo assim produzindo malondialdeído (MDA) que caracteriza o 

evento denominado de peroxidação lipídica. O MDA é o produto final da peroxidação lipídica 

de ácidos graxos poli-insaturados, os quais são susceptíveis ao ataque oxidativo por EROs. 

Sendo assim o MDA é um biomarcador para este tipo de dano, e indicativo de liberação 

excessiva de EROs (LIU et al., 2011; YANG et al., 2015). 

Deve-se salientar que o consumo excessivo de álcool provoca danos profundos para 

sistemas e órgãos humanos e são reproduzidos em roedores, incluindo fígado, cérebro, 

glândulas salivares, coração, pâncreas, pulmões, sistema endócrino, sistema imunológico, bem 

como ossos e músculos esqueléticos (LAUING et al., 2008; LINDTNER et al., 2013; 

NOGALES et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2014; FONTES-JÚNIOR et al., 2016). Estes danos 

estão associados ao estresse oxidativo decorrente do metabolismo do álcool, no qual pode 

aumentar a produção de EROs, e ao mesmo tempo, reduzir a atividade dos mecanismos 

protetores antioxidantes resultando no estresse oxidativo (WU e CEDERBAUM, 2003). 

Desta forma, o EtOH altera diversos órgãos e sistemas, inclusive, o SNC (TEIXEIRA 

et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014). Alguns estudos relatam o papel de processos como 

neuroinflamação e de estresse oxidativo associados a eventos de excitotoxicidade para explicar 

os danos funcionais envolvidos com este sistema, como prejuízos motores, cognitivos e no 

comportamento semelhante à ansiedade decorrente do consumo intermitente e episódico de 

EtOH (PASCUAL et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2014).  

 

2.4.2.2 TOXICIDADE SOBRE O SNC 

O EtOH se move livremente através da bicamada lipídica celular e age em proteínas 

receptoras ou efetoras distintas, através de interações diretas ou indiretas (WITT, 2010). Em 

concentrações muito elevadas, o álcool pode até mesmo alterar a composição lipídica que 

envolve a membrana e interferir diretamente com a função de vários canais iônicos e receptores, 

aumentando a atividade dos receptores GABAA, dopamina (tanto receptores D1 e D2) e 
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serotonina (principalmente de 5-HT3) e bloqueando os receptores N-metil-D-aspartato 

(NMDA) (VENGELIENE et al, 2008; ADAMS et al, 2010; WITT, 2010; PICKENS e CALU, 

2011). Entre os sistemas de neurotransmissores, os mais afetados são o gabaérgico e 

glutamatérgico (KUMAR et al., 2013).  

A utilização de doses elevadas ou aguda de EtOH aumenta a atividade inibitória 

gabaérgica, uma vez que esta droga produz modulação alostérica positiva sobre os receptores 

GABAA e facilita a libertação pré-sináptica do GABA (VENGELIENE et al., 2008). 

Atualmente, está bem descrito que tal mecanismo contribui para muitos efeitos 

neurocomportamentais, tais como a desinibição, atividade sedativa-hipnótica, disfunção 

cognitiva, ataxia e incoordenação motora (KUMAR et al, 2009; SCHUCKIT, 2009; HEILIG et 

al., 2011). No entanto, as prováveis consequências do aumento da atividade do sistema 

GABAérgico no encéfalo em desenvolvimento parece produzir neurodegeneração e apoptose 

generalizada em diferentes regiões do SNC (YOUNG et al., 2008). 

Por outro lado, o glutamato (Glu) é o principal neurotransmissor excitatório do SNC 

(CASILLAS-ESPINOSA et al., 2012). Existem receptores ionotrópicos (iGluR) e 

metabotrópicos (mGluR), os quais medeiam a resposta deste neurotransmissor e geram 

potenciais pós-sinápticos, regulando uma ampla variedade de processos fisiológicos, incluindo 

atividade neurotrófica e plasticidade sináptica (CASILLAS-ESPINOSA et al., 2012; 

MÖYKKYNEN e KORPI, 2012). Além disso, os receptores de NMDA desempenham um papel 

central em muitos processos do SNC, tais como as funções cognitivas, comportamento 

relacionado à ansiedade, controle motor, aprendizagem e memória (MÖYKKYNEN e KORPI, 

2012).  

O consumo do EtOH na forma aguda envolve o bloqueio de receptores glutamatérgicos 

do tipo NMDA e ativação excessiva dos receptores do tipo GABAA (IKONOMIDOU et al., 

2000; MILLER, 2006). A ocorrência destes eventos moleculares promove efeitos 

comportamentais típicos do consumo da droga como sedação, hipnose e ataxia (MARTZ et al., 

1983; KUMAR et al., 2004; BOTTA et al., 2007), além de prejuízos no processo mnemônico 

e de emocionalidade (MÖYKKYNEN e KORPI, 2012).   

No período de abstinência, entretanto, estudos relatam uma diminuição na densidade 

dos receptores GABAA cerebrais e uma regulação negativa desta via (“down-regulation”) 

(VENGELINE et al., 2008; JUNG e METZGER, 2010). Associada ao processo excitotóxico 

que ocorre a partir da exacerbação da via de sinalização excitatória comparada à via inibitória, 
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ou seja, um excesso de ligação de glutamato a receptores NMDA em detrimento à sinalização 

gabaérgica (VENGELINE et al., 2008). Portanto, adaptações nestes sistemas parece 

desempenhar um papel importante no desenvolvimento de tolerância ao álcool, esse contexto 

contribui para a ansiedade e insônia durante a abstinência alcoólica aguda e prolongada 

(Schuckit, 2009). 

Essa superatividade de NMDA intensifica a abertura de canais de Ca2+ e Na+ 

dependentes de ligante que alteram o potencial elétrico do neurônio e abrem também os canais 

de Ca2+ dependentes de voltagem, promovendo intenso influxo desse íon para o citosol, 

desencadeando uma cascata de eventos intracelulares, resultando em degeneração neuronal 

(BERLIOCCHI et al., 2005; JAATINEN e RINTALA, 2008).  Este processo mediado por 

glutamato tem íntima relação com danos mitocondriais e estresse oxidativo (NOVELLI et al., 

1998). 

Por conseguinte, o consumo de EtOH afeta populações celulares do SNC, neurônios e 

células gliais, podendo causar aumento da ativação microglial e hipertrofia astrocitária, 

aumentando os níveis teciduais de citocinas, com elevação da atividade da caspase-3, indução 

da ciclooxigenase-2 (COX-2) e da óxido nítrico sintase induzida no córtex cerebral 

(ALFONSO-LOECHES, 2010). Além disso, tais eventos podem estar associados com o 

processo de neurodegeneração causando liberação de radicais superóxidos e consequente morte 

neuronal que causam alterações neurocomportamentais (ZOU e CREWS, 2005; CREWS e 

NIXON, 2008; PASCUAL et al., 2007). 

No entanto, algumas regiões do encéfalo como o córtex cerebral, hipocampo e cerebelo 

são mais vulneráveis à exposição ao EtOH e seus efeitos de abstinência (JUNG e METZGER, 

2010). O córtex motor tem sido reconhecido por desempenhar um importante papel no controle 

motor fino e independente, como os movimentos de alcance e preensão, integração sensório-

motor e movimentos de ordem superior cognitivo-motor (ADKINS et al., 2006; JUAN et al., 

2011). Estudos demonstram o papel do córtex motor, ou interrupções corticais, no desempenho 

de tarefas comportamentais como teste do campo aberto, pole test, beam walking test e rotarod 

que foram utilizados neste estudo, bem como, alterações nessa área encefálica podem estar 

associadas a prejuízos neuromotores (ALLEN et al., 2000; PASCUAL et al., 2007; TEIXEIRA 

et al., 2014). 

O sistema motor constitui-se por possuir uma complexa rede de áreas motoras corticais 

e subcorticais, em que populações neuronais interagem entre si, por meio de mecanismos 
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excitatórios e inibitórios (BREAKSPEAR et al., 2003; HOSP e LUFT, 2011). Este sistema é 

constituído por um conjunto de 3 unidades (unidade de comando, de controle e de ordenação) 

no qual o movimento é idealizado, planejado e comandado pelo córtex, sob supervisão da 

unidade de controle, a qual é constituída pelos núcleos da base e cerebelo que adequam e 

corrigem o movimento realizado reenviando a informação às estruturas corticais por meio de 

uma alça de retroalimentação (DELONG e WICHMANN, 2007; HANDLEY et al., 2009). 

Então, após a adequação e correção do movimento, a informação é transmitida até a unidade de 

ordenação que consiste de motoneurônios da medula e do tronco encefálico (KANDEL et al., 

2003). 

Distúrbios do movimento, hipercinéticos e hipocinético estão associados ao 

funcionamento anormal da circuitaria intrínseca dos núcleos da base por meio da hipoatividade 

seletiva da área motora suplementar e córtex pré-frontal dorsal, que são áreas de associação 

frontais que recebem entrada subcortical principalmente a partir dos gânglios da base 

(BROOKS, 1999; GRAFTON, 2004). O desenvolvimento da bradicinesia, redução da 

amplitude e velocidade do movimento, é amplamente encontrado em doenças 

neurodegenerativas do SNC como a doença de Parkinson (BROOKS, 1999; GRAFTON, 2004; 

PHILLIPS et al., 2009). Este evento ocorre principalmente após lesões e morte de células dos 

terminais dopaminérgicos do estriado e desordens cerebelares (OGAWA et al., 1985; DIGUET 

et al., 2005; HANDLEY et al., 2009). 

Outras áreas centrais, tais como o córtex pré-frontal, que medeia funções executivas 

como as respostas comportamentais complexas e a memória de trabalho (SELEMON, 2013), 

são alvo para os efeitos tóxicos do EtOH, onde há a redução do volume desta área, assim como, 

de outras áreas como o hipocampo, ocasionando repercussões funcionais negativas sobre 

ansiedade e memória (CREGO et al., 2010; GUERRI e PASCUAL, 2010). Estas áreas são as 

últimas regiões encefálicas a maturar e podem ser dotadas da capacidade de resposta a fatores 

ambientais, como consequência, estão sujeitas a maior vulnerabilidade a efeitos nocivos do 

abuso do EtOH (CREWS et al., 2007).  

O EtOH é conhecido por ser um dos estressores que ativam o eixo HPA elevando os 

níveis de CORT após o consumo agudo desta droga na idade adulta (UHART e WAND, 2008), 

enquanto que o padrão de consumo em repetidas exposições e em quadros de dependência 

geram uma redução da ativação do eixo (LOGRIP et al., 2013). Além disso, o consumo de 

EtOH durante a adolescência exerce efeitos a longo prazo sobre os circuitos de estresse no 
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encéfalo adulto, causando prejuízos funcionais que persistem na vida adulta (VARLINSKAYA 

et al., 2014; LOGRIP et al., 2013).  

Tem crescido uma forte evidência sobre a relação entre o estresse, ansiedade e 

desordens do abuso do álcool em adolescentes (SILBERMAN et al., 2009). O padrão de 

consumo em binge de EtOH, além de ser um precursor ao alcoolismo crônico, gera maiores 

alterações no SNC que são especialmente perigosas devido às altas doses ingeridas seguidas de 

abstinência, sendo mais rápidos e mais severos os danos que o consumo crônico em baixas 

doses (SKALA e WALTER, 2013). A transição do consumo em binge para a dependência do 

EtOH envolve a desregulação dos circuitos que medeiam respostas comportamentais a 

estressores, não só dos circuitos neurais envolvidos no processo de recompensa. A ativação 

deste eixo HPA, está associado com elevado estado de ansiedade (GILPIN e KOOB, 2008; 

WILLEY et al., 2012).  

Dentre outros fatores, a resposta do eixo HPA ao EtOH poderia contribuir para o 

consumo excessivo de álcool frequentemente observado durante a adolescência e aumento do 

abuso na idade adulta (SILVERI e SPEAR, 2004; LOGRIP et al., 2013). No entanto, a resposta 

do eixo HPA ao consumo do EtOH no período da adolescência possui um efeito muito mais 

proeminente nas fêmeas que em machos (SILVERI e SPEAR, 2004, WILLEY et al., 2012). 

Durante a puberdade, início da adolescência, ocorre a neuromaturação no qual envolve 

alterações na neurotransmissão e plasticidade que estão associados com modificações 

estruturais em algumas regiões do encéfalo influenciando o desenvolvimento do SNC (CREWS 

e BAUN, 2003; HAO et al., 2003; TATENO et al., 2005; ARAIN et al., 2013). Adicionado a 

isso, tem-se demonstrado que a neurogênese durante este estágio de desenvolvimento crítico da 

maturação cerebral é potentemente inibida pela ação do EtOH (SKALA e WALTER, 2013). 

Dessa forma, a exposição ao EtOH durante esta fase da vida produz alterações 

neurocomportamentais que diferem daquelas observadas em indivíduos adultos (PASCUAL et 

al., 2007).  

A neuroplasticidade é requerida na aquisição de novas tarefas (ARAIN et al., 2013). 

Além disso, esta habilidade encontra-se aumentada na adolescência por conta dos elevados 

níveis de neurogênese hipocampal nos quais novos circuitos funcionais são formados 

(BRIONES e WOODS, 2013; MCCLAIN et al., 2013; VETRENO e CREWS, 2015). Neste 

evento é descrito que células progenitoras neurais estejam presentes na zona subgranular do 

giro denteado do hipocampo e atue na neurogênese constitutiva na qual funções hipocampais 
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necessitariam deste processo intacto (KEMPERMANN et al., 2004, IMAYOSHI et al., 2008; 

KEMPERMANN et al., 2016).  

Um importante fator relacionado à fisiologia deste processo é o fator neurotrófico 

derivado do encéfalo (brain-derived neurotrophic fator - BDNF) que está envolvido na 

migração de células progenitoras neurais presentes na zona subgranular do giro denteado do 

hipocampo e tem um papel essencial em eventos de plasticidade neuronal e funções importantes 

como aprendizado e memória (TYLER et al., 2002; SCHARFMAN et al., 2005). Além disso, 

este fator neurotrófico é essencial para a manutenção da sobrevivência neuronal durante o 

desenvolvimento e na vida adulta (KULKARNY et al., 2011).  

Funcionalmente, o BDNF auxilia o processo mnemônico no qual possui tipos de 

memórias classificadas de acordo com sua duração e natureza, dentre elas estão: memória de 

longa duração, na qual pode permanecer durante horas, dias e anos; memória de curta duração, 

na qual o tempo de retenção pode dar-se em minutos ou horas; memória declarativa (episódica- 

quando envolve eventos relacionados ao tempo e datas, ou semântica- quando relacionada a 

conceitos atemporais), que pode ser evocada por meio de palavras ou de outros estímulos; 

memória não-declarativa (memória de trabalho- utilizada para armazenar temporariamente 

informações que são necessárias para raciocínio imediato, resolução de problemas, ou memória 

de procedimento- a qual está relacionada com aquisição de dados mediante repetição) na qual 

não necessita ser descrita por palavras (IZQUIERDO, 1999; IZQUIERDO, 2006). 

A tarefa de reconhecimento de objeto, utilizado neste estudo, é amplamente 

reconhecida como uma tarefa de memória de trabalho, que é facilitada pela tendência natural 

do rato para a novidade e avalia a capacidade de discriminação entre objetos familiares e não 

familiares (PIRES et al., 2009). Este tipo de tarefa necessita da integridade no funcionamento 

de estruturas como hipocampo, córtex pré-frontal medial e é provável que seja dependente da 

função de outras regiões encefálicas, tais como, córtico-límbicas - incluindo bulbo olfatório, 

giro dentado do hipocampo e córtex entorrinal (NADEL, 1991; CIPPITELLI et al., 2010; 

BARKER e WARBURTON, 2011). Sabe-se que doses elevadas de EtOH administradas em um 

único episódio de binge produz neurotoxicidade nestas áreas (CREWS et al., 2000; PASCUAL 

et al., 2007; CIPPITELLI et al., 2010). 

 

 

 



44 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III JUSTIFICATIVA 

 

 

 

 

 

 

 

 



45 
 

3. JUSTIFICATIVA 

O consumo de EtOH é um problema da saúde pública no Brasil e as mulheres, 

principalmente as mais jovens, aumentaram o consumo desta droga de forma episódica e 

intensa. O consumo de EtOH durante a adolescência exerce efeitos a longo prazo. Esta droga 

possui diferentes alvos de atuação e compromete áreas encefálicas, principalmente região 

cortical e hipocampo e a produção de BDNF que ocorre nestas regiões. Estas áreas estão 

funcionalmente associadas ao comportamento motor, ansiedade e memória. Além disso, um 

dos principais locais de adaptações induzidas pelo EtOH é o eixo HPA cujo sistema medeia 

respostas à estressores.  

Diante deste cenário, este trabalho visa investigar os efeitos pós-consumo de EtOH no 

modelo binge drinking em diferentes períodos de intoxicação durante o desenvolvimento de 

fêmeas sobre o processo mnemônico, comportamento relacionado à ansiedade, comportamento 

motor e processos bioquímicos, mimetizando o padrão de ingesta observado entre o grupo de 

estudo. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral 

Caracterizar as respostas comportamentais, teciduais e bioquímicas derivadas do 

consumo intermitente e episódico de EtOH em ratas na fase de adolescência à idade adulta.  

 

4.2 Objetivos específicos 

Avaliar o efeito decorrido do consumo de EtOH em binge drinking agudo na 

adolescência, repetidos episódios durante a adolescência e da adolescência à fase adulta de 

ratas, assim como, as consequências após retirada prolongada do consumo da droga sobre: 

 A atividade locomotora espontânea utilizando teste do campo aberto; 

 Coordenação motora e equilíbrio por meio de locomoção espontânea sobre vigas 

graduadas e locomoção forçada sobre cilindro giratório (testes do beam walking e 

rotarod, respectivamente); 

 A ocorrência de bradicinesia avaliada no teste de descida em viga vertical (pole test); 

 O comportamento relacionado à ansiedade dos animais no teste do labirinto em cruz 

elevado (LCE); 

 O processo mnemônico no tocante à memória de curta duração relacionada à tarefa 

de reconhecimento de objetos; 

 A quantidade de imunoconteúdo de BDNF no hipocampo dos animais submetidos a 

diferentes episódios de EtOH por meio do método de Western blot; 

 Os níveis de CORT no sangue dos animais submetidos a diferentes episódios de 

EtOH; 

 O balanço oxidativo sanguíneo através dos níveis de peroxidação lipídica e atividade 

enzimática de catalase e SOD. 
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5. METODOLOGIA 

 

5.1 Animais e grupos experimentais  

Este estudo foi inicialmente submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa com Animais 

de Experimentação da Universidade Federal do Pará (CEPAE-UFPA), sob apreciação do 

parecer número BIO196-14 (ANEXO C), obedecendo-se aos critérios e às normas estabelecidas 

por Guias de Cuidado e Uso de Animais Laboratoriais (COMMITTEE FOR THE UPDATE 

OF THE GUIDE FOR THE CARE AND USE OF LABORATORY ANIMALS, 2011). 

Foram utilizados ratos Wistar, fêmeas (n= 80), com 35 dias de vida, pesando em média 

72,83 ± 0,36 gramas provenientes do Biotério da UFPA. Estes animais foram encaminhados 

para Faculdade de Farmácia, UFPA, onde foram mantidos em uma sala de manutenção em 

condições padronizadas de temperatura (25ºC), exaustão, ciclo de luz claro/escuro de 12 horas 

(7:00 - 19:00 horas), água e comida ad libitum. Nas salas onde ocorreram os ensaios 

comportamentais utilizou-se lâmpadas fluorescentes para iluminação e controle de temperatura 

e ruído. 

Este estudo foi realizado com grupos independentes (ou seja, cada animal foi utilizado 

apenas uma vez). Desta forma, a amostra de 80 animais foi dividida em dois grupos 

experimentais denominados de controle e EtOH distribuídos em números diferentes de 

episódios de intoxicação e seu respectivo controle. Conforme ilustra a tabela abaixo (Tabela 2):  

 

GRUPO DESCRIÇÃO IDADE NÚMERO 

 

 

1 Binge drinking 

(BD) 

Controle Animais tratados com 

H2Odest. por 3 dias 

consecutivos  

 

35-37 DPN  

 

10 

 

Etanol 

Animais tratados com EtOH 

em 1 sequência de repetidos 

episódios de binge, 3 dias 

consecutivos, (binge agudo) 

 

 

35-37 DPN 

 

10 

 

 

4 Binge drinking 

(BD) 

 

Controle 

Animais tratados com 

H2Odest. por 4 semanas, 3 dias 

consecutivos/ semana 

 

35-58 DPN 

 

10 

 

Etanol 

Animais tratados com EtOH 

em 4 semanas de repetidos 

 

35-58 DPN 

 

10 
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episódios de binge, 3 dias 

consecutivos/ semana 

 

 

8 Binge drinking 

(BD) 

 

Controle 

Animais tratados com 

H2Odest. por 8 semanas, 3 dias 

consecutivos/ semana 

 

35-86 DPN 

 

10 

 

Etanol 

Animais tratados com EtOH 

em 8 repetidos episódios de 

binge, 3 dias consecutivos/ 

semana 

 

35-86 DPN 

 

10 

 

 

 

 

Abstinência-14 dias 

 

 

Controle 

Animais tratados com 

H2Odest. por 8 semanas (3 

dias consecutivos/ semana) 

adicionado de 14 dias sem 

qualquer administração 

 

 

35-100 DPN 

 

 

10 

 

 

Etanol 

Animais tratados com EtOH 

em 8 semanas de repetidos 

episódios de binge, 3 dias 

consecutivos/ semana, 

seguidos de 14 dias de 

abstinência (sem qualquer 

gavagem) 

 

 

35-100 DPN 

 

 

10 

 

 

 

5.2 Tratamento com EtOH  

Inicialmente as ratas foram mantidas em caixas próprias em grupos de 5 animais para 

evitar o estresse pelo isolamento.  Foi administrada por via oral (gavagem), através de cânula 

orográstrica (Insight, Brasil), água destilada (H2Odest.) ou EtOH (Nuclear, Brasil) na dose de 3 

g/kg/dia (20 p/v) (LAUING et al., 2008; LINDTNER et al., 2013; NOGALES et al., 2014) 

durante três dias consecutivos semanalmente nos animais do 35º ao 86º dia pós-natal (DPN), o 

que corresponde o período de adolescência à fase adulta neste modelo animal (SPEAR, 2000; 

2004). O grupo controle recebeu volumes equivalentes de H2Odest. por administração via 

intragástrica. 

Tabela 2: Distribuição dos grupos experimentais, descrição e quantidade de animais por grupo. 
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A pesagem dos animais foi realizada semanalmente para o ajuste de dose e nenhuma 

morte foi observada ao longo dos repetidos episódios de EtOH. Os cálculos de preparo para a 

dose (3 g/kg/dia) e solução (20 p/v) do EtOH, foram realizados conforme descrição abaixo. 

Para isto, foi considerado: 

• Densidade do EtOH: 0,79 g/mL 

• Pureza do EtOH: 99,5% 

 

1) 0,79 g/mL ------------------ 99,5% 

                 X  ------------------- 20% 

                 X  = 0,16 g/mL 

 

2) 1mL ----------------- 0,16 g  

              X   -----------------   3 g 

                  X = 18,75 mL 

 

3) 18,75 mL (=3 g) -------------- 1000 g 

                               X     -------------- 100 g 

                                      X  = 1,8 mL 

 

4) 100g ----------------- 1,8 mL 

             P (g)  ----------------- X 

                         X = 1,8xP/100, onde P=peso do animal em gramas 

 

Para avaliar a habilidade dos animais em reverter os possíveis efeitos do tratamento com 

EtOH na forma de binge sobre o SNC ou se as prováveis alterações perduram, foi adicionado 

um grupo de ratas intoxicadas com EtOH ou H2Odest. por 8 semanas, como mencionado 

previamente, e seguidos de 14 dias sem tratamento (100 DPN). O esquema de tratamento 

experimental com EtOH em ratas da adolescência à fase adulta está descrito na figura 3. 

 

 

 

 

 

 



52 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3 Dosagem da concentração alcoólica sanguínea 

A alcoolemia foi avaliada em grupos separados de animais com 37 DPN (n = 5 animais 

por grupo) a fim de obter os valores da dosagem alcoólica sanguínea no pico farmacocinético 

do EtOH, segundo Livy e colaboradores (2003), para certificação da ocorrência do binge 

drinking no protocolo utilizado e realização dos ensaios comportamentais com concentração de 

EtOH não detectável no sangue. Após um protocolo de administração de EtOH (3 g/kg/dia) por 

três dias consecutivos, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e as amostras 

de sangue foram coletadas por via intracardíaca 60 min e 450 min após a administração do 

EtOH, transferidas para tubos heparinizados e, em seguida, armazenadas a 4ºC até que a 

concentração da alcoolemia fosse mensurada. Resumidamente, o sangue homogeneizado (500 

µL) foi adicionado ao butanol como padrão interno (500 µL) e analisados por cromatografia 

gasosa (GC-MS) com detector por ionização de chama (FID- Flame Ionization Detector) em 

equipamento de GC-MS (Walnut Creek, CA, EUA), modelo CP3800 equipado com injeção de 

amostras automática (CombPalm número de série 1210469). Utilizou-se a coluna capilar (cera 

CP 52 OC, Varian), que consiste de polietileno (100%), com as dimensões de 30 m x 0,32 

milímetros × 0,25 µm de espessura do filme. A temperatura do detector foi de 250 ° C e o injetor 

foi de 200ºC. 

 

5.4 Ensaios comportamentais  

Após o período de tratamento com EtOH, antes do início dos ensaios comportamentais, 

os animais foram conduzidos à sala de teste por um período de, no mínimo, uma hora para 

aclimatação e habituação ao ambiente de realização dos ensaios. Todos os experimentos 

Figura 3: Esquema do tratamento experimental com EtOH na forma de binge drinking. Os tratamentos 
com EtOH (3 g/kg/dia) ou H2Odest. foram realizados por 3 dias consecutivos semanalmente, dessa forma, 
os grupos de animais foram submetidos aos ensaios comportamentais nas idades de 37, 58 e 86 dias pós-

natal (DPN). Além disso, os grupos 14 dias de abstinência (controle e EtOH) foram analisados na idade 

de 100 DPN.  
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comportamentais foram realizados em sala própria, com atenuação dos níveis de ruído e baixa 

intensidade de iluminação (12 lx). 

A concentração sanguínea de EtOH em ratos, administrado por gavagem, possui um 

declínio gradual e dura em torno de 450 minutos para ser eliminado do organismo (LIVY et al., 

2003), dessa forma, os testes foram realizados 7,5 horas (sete horas e trinta minutos) após a 

última administração de EtOH/ H2Odest., não excedendo o horário de 18 horas a fim de não 

interferir no ciclo circadiano do animal. 

 

5.4.1 ESTUDO DOS EFEITOS DO ETOH SOBRE O COMPORTAMENTO MOTOR 

 

5.4.1.1 TESTE DA ATIVIDADE LOCOMOTORA ESPONTÂNEA/ CAMPO ABERTO 

(OPEN FIELD) 

Neste estudo, foi utilizado um  aparato que consiste em uma arena cuja área central é 

aversiva para o animal conhecido como modelo do campo aberto (AGUIAR, 1995), proposto 

para avaliação simultânea da locomoção, exploração e comportamento semelhante à ansiedade 

por meio da atividade locomotora espontânea (WALSH e CULMMINS, 1979; KARL et al., 

2003), uma vez que um ambiente não habituado mimetiza um conflito natural dos roedores 

entre a tendência de explorar um novo ambiente e evitar uma área aberta aversiva (PANDOLFO 

et al., 2007). 

A comparação da atividade locomotora no centro em relação à periferia do aparato 

indica um comportamento semelhante à ansiedade (HALL et al., 1976). Por outro lado, a 

contagem do número de quadrantes cruzados pelo animal e o número de levantamentos 

exploratórios (frequência de rearings) são parâmetros usados como medida da atividade 

locomotora espontânea (BAHI, 2013; OLIVEIRA et al. 2014). Além disso, o aumento de 

eventos de imobilidade do animal no aparato é um parâmetro amplamente utilizado como 

indicativo de alto grau de estresse (WALSH e CULMMINS, 1979; KARL et al., 2003).  

Para este estudo, foi utilizada uma arena em madeira cujo piso (100 x 100 cm) e as 

paredes (40 cm de altura) possuem a cor preta cobertos com Fórmica impermeável. O chão do 

aparato foi dividido por um sistema de monitoramento de vídeo ANY-mazeTM versão 4.99 

(Stoelting Co., USA) em 25 quadrantes iguais (20 x 20 cm) separados em duas zonas para 

avaliação da tigmotaxia: central (36%) e periférica (64%).  

Inicialmente os animais foram colocados individualmente no centro do campo aberto 

sendo permitido o livre deslocamento dentro do aparato por 5 minutos, seus movimentos ao 

longo da sessão foram registrados através de filmadora posicionada acima da arena (Figura 4). 
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De acordo com o protocolo de Brenes et al. (2009), foram mensuradas as variáveis de 

locomoção total, referentes à distância total percorrida; frequência do número de rearings, 

verificado pela postura sustentada com patas posteriores no chão mantendo as patas dianteiras 

levantadas; distância percorrida nos quadrantes centrais e periféricos, uma vez que o animal 

saiu da área demarcada com as quatros patas (opção de marcação no centro do animal no 

programa Anymaze).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Neste estudo, foi manualmente contabilizado a frequência de rearing, de outro modo, a 

distância total percorrida e na zona central (em metros) da arena foram medidos 

automaticamente usando o sistema de monitoramento de vídeo ANY-mazeTM versão 4.99 

(Stoelting Co., USA). 

Antes e depois da exposição de cada animal, o campo aberto foi limpo com papel toalha 

e álcool 10%.   

 

5.4.1.2 TESTE DE DESCIDA EM VIGA VERTICAL (POLE TEST)  

O pole test, descrito inicialmente por Ogawa et al. (1985), é um experimento utilizado 

para avaliar distúrbios de movimento, em especial a bradicinesia na qual é caracterizada pelo 

4
0

 c
m

 

100 cm 

Figura 4: Arena utilizada no teste do campo aberto ilustrando o posicionamento do 

animal no centro do aparato no início do teste e as dimensões do aparato. 
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um aumento na latência para a execução dos movimentos (MATSUURA et al., 1997; 

ANTZOULATOS et al., 2010). 

No teste, o animal é confrontado com a situação de virar o corpo e descer de uma viga 

vertical (KARL et al., 2003). O protocolo adotado neste estudo foi modificado de Antzoulatos 

e colaboradores (2010) no qual um equipamento que contém uma viga vertical áspera (2 x 50 

cm) apoiada em uma plataforma circular (1 cm; r = 25 cm), onde animais foram colocados no 

topo da viga, de cabeça para cima, e o objetivo foi a virada de cabeça para baixo e descida até 

a plataforma (Figura 5). 

 

 

 

  

O experimento foi realizado após aclimatação inicial no aparato de 300 segundos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Durante o teste, os escores de tempo de virada e de descida dos animais na viga foram 

anotados ao longo de 5 ensaios, limitados a 120 segundos cada, com intervalo de 60 s entre 

eles. Em seguida, foi contabilizado o tempo em que os animais efetuaram corretamente a tarefa. 

No entanto, aos animais que não conseguiram virar deslizando na viga ou caíram da mesma, 

ainda que já tivessem virado de cabeça para baixo, foi atribuído o tempo máximo (120 s). A 

média foi calculada com os 3 melhores tempos de cada animal para tempo de virada e de descida 

do aparato.  

Após esta avaliação, os animais seguiram para o teste de equilíbrio em vigas graduadas. 

 

Figura 5: Ilustração do pole test. A primeira haste ilustra como o animal será 

posicionado sobre o aparelho. Na segunda, observa-se a inversão do eixo e (a terceira) 

a descida até a plataforma do aparato. 

25 cm 

50
 c

m
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5.4.1.3 TESTE DE EQUILÍBRIO EM VIGAS GRADUADAS (BEAM WALKING TEST- 

BWT) 

O BWT é utilizado para avaliar a coordenação motora e equilíbrio de roedores medindo-

se a capacidade dos animais em atravessar uma série graduada de vigas estreitas até alcançar 

uma plataforma segura (PERRY et al., 1995; STANLEY et al., 2005). 

O aparato é construído em madeira e consiste de 2 extremidades de vigas suspensas (1 

m) a 50 cm do chão. Em uma extremidade situa-se o início do aparato, onde os animais foram 

colocados e na outra extremidade é localizada a plataforma segura, uma caixa fechada (20 cm2), 

para qual o animal poderia escapar. As vigas seriadas apresentaram 2 tipos de secção 

transversal: quadrada (28, 12 e 5 mm) e circular (28, 17 e 11 mm), e eram posicionadas entre 

as duas extremidades para que o animal percorresse e cumprisse a tarefa de travessia das vigas 

(CARTER et al., 1999; KARL et al., 2003) [Figura 6]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O protocolo foi modificado de Carter e colaboradores (2001) em que os animais 

inicialmente foram colocados na caixa fechada para ambientação e, em seguida, sobre as vigas 

graduadas posicionados na extremidade de início. Todos os ensaios do BWT foram iniciados 

posicionando os animais nas vigas quadradas e em seguida sobre as circulares, sempre da maior 

para a menor secção, onde o tempo máximo de travessia de uma extremidade à outra foi de 60 

segundos, sendo 2 tentativas por viga, com intervalo de 60 s. Para os animais que caíssem do 

equipamento, a contagem era interrompida e os mesmos eram recolocados no início da viga e 

Figura 6: Desenho esquemático do beam walking test (BWT). Os animais foram colocados na 

extremidade de início com a face voltada para o aparato o qual percorreu a viga para chegar à 

plataforma segura (caixa fechada). 
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continuava a contagem a partir do tempo marcado na queda, até que se completasse o tempo 

máximo de cada tentativa. 

Neste experimento por vezes os animais pararam enquanto atravessavam as vigas, 

assim, as medidas de latência de travessia sobre cada uma das vigas foram consideradas difíceis 

de interpretar e não são relatadas neste documento. Dessa forma, foi contabilizado o número de 

vezes em que pelo menos uma das patas traseiras escorregou. O deslizamento de duas patas 

traseiras de uma só vez foi contabilizado como 2 escorregadas (CRABBE et al., 2003). 

Após o término deste teste, os animais foram submetidos ao teste de locomoção forçada 

em cilindro giratório. 

 

5.4.1.4 TESTE DE LOCOMOÇÃO FORÇADA EM CILINDRO GIRATÓRIO (TESTE DO 

ROTAROD) 

O teste do Rotarod foi desenvolvido em 1968 por Jones e Roberts para avaliar 

coordenação motora, equilíbrio e ataxia. Usualmente ele é utilizado como um teste de avaliação 

de performance motora haja vista que o mesmo se fundamenta em mensurar a habilidade de 

roedores manterem o equilíbrio sobre um cilindro giratório movido a um motor (KARL et al., 

2003).  Dessa forma, a coordenação motora e equilíbrio das patas dianteiras e traseiras podem 

ser analisadas, de forma que para realizar esta tarefa, a função e coordenação cerebelar do 

animal deve estar intacta (CARTER et al., 1999). 

Diante do exposto, foi utilizado um equipamento automatizado (Insight®, EFF-411), 

instalado em uma sala fechada e mantida à temperatura de aproximadamente 25ºC. O aparelho 

consiste em uma caixa de acrílico com um cilindro de 8 cm de diâmetro, instalado 

transversalmente a aproximadamente 20 cm da base do equipamento, e mantido em rotação 

através de um motor. A caixa é dividida em 4 baias, de aproximadamente 10 cm de largura, 

permitindo a análise de 4 animais simultaneamente (Figura 7).  
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Para o teste, cada animal foi colocado sobre o cilindro já em movimento, deste modo, a 

função motora foi quantificada cronometrando o tempo que o mesmo conseguia se equilibrar 

até cair (latência). O equipamento possui um sistema instalado no solo de cada baia que detecta 

o impacto da queda cessando automaticamente o cronômetro.  

No treinamento do teste, os animais foram colocados no eixo giratório por um período 

de 120 segundos a 8 rotações por minuto. Caso o animal caísse, este seria reposicionado no 

eixo giratório quantas vezes fossem necessárias até a finalização do tempo estipulado para esta 

fase (120 segundos). Após o treinamento, o teste foi realizado em três exposições de 120 

segundos, com intervalo de 60 segundos entre cada exposição, sendo registrado o tempo de 

latência, isto é, tempo de permanência do animal sobre a barra de rolagem do rotarod (adaptado 

de SLAMBEROVÁ et al., 2006).  

 

5.4.2 ESTUDO DOS EFEITOS DO ETOH SOBRE O COMPORTAMENTO 

RELACIONADO À ANSIEDADE E MEMÓRIA 

 

5.4.2.1 TESTE DA ATIVIDADE LOCOMOTORA ESPONTÂNEA/ CAMPO ABERTO 

(OPEN FIELD) 

Conforme descrito anteriormente, o teste do open field também avalia parâmetros de 

comportamento semelhante à ansiedade (KARL et al., 2003; BAHI, 2013). Dessa forma, a 

distância percorrida no centro em relação à periferia do aparato foi analisada, assim como, o 

Figura 7: Ilustração do Rotarod. 

Fonte: Insight® Brasil 
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número de eventos de imobilidade do animal no aparato durante o teste foi examinado como 

indicativo de alto grau de estresse (WALSH e CULMMINS, 1979; KARL et al., 2003).  

  

5.4.2.2 TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)  

O teste do LCE é um método simples de medição de comportamento semelhante à 

ansiedade validado em ratos (PELLOW et al., 1985) e em camundongos (LISTER, 1987) 

baseado exclusivamente na atividade exploratória espontânea do animal no aparato durante 5 

minutos. O ensaio é fundamentado na aversão natural de roedores a espaços abertos (TREIT et 

al., 1993). Os índices principais do comportamento tipo ansiogênico no teste compreendem 

medidas espaço-temporais de esquiva dos braços abertos, enquanto a atividade locomotora é 

avaliada seja pelo número total de entradas nos braços ou pelo número de entradas nos braços 

fechados (ACEVEDO et al., 2014).  

O LCE é um equipamento em madeira, na forma de cruz, elevado 50 cm do chão, com 

dois braços fechados (50 x 10 x 40 cm) e dois abertos (50 x 10 x 1 cm), opostos entre si 

(HANDLEY e MITHANI, 1984). Nos braços abertos há uma proteção de 1 cm de altura 

circundando-os a fim de impedir a queda dos animais do aparato. 

Ao início do teste, cada animal foi posicionado no centro do LCE com a face voltada 

para os braços fechados e foi permitido que o animal explorasse o equipamento por 5 minutos. 

Um observador, o qual não teve conhecimento prévio a que grupo pertencia cada animal, 

realizou as anotações do número de entradas nos braços abertos e fechados do equipamento 

(EBA e EBF respectivamente) [Figura 8].  
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Figura 8: Diagrama esquemático do aparato do labirinto em cruz elevado (LCE) com suas 

respectivas dimensões. O animal é posicionado no centro do aparato com a face voltada para 

um dos braços fechados e aguardado o período de 5 minutos de teste.  
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Antes e depois da exposição de cada animal, o LCE foi limpo com solução de álcool 

10% e toalhas de papel deixando-o secar e receber a circulação normal de ar. 

As porcentagens de EBA (%EBA) foram calculadas em relação ao número total de entradas 

nos dois braços, de acordo com a fórmula: (EBA / EBA + EBF) x 100 (PELLOW et al., 1985; 

PANDOLFO et al., 2007; BAHI, 2013). O efeito ansiolítico foi definido pelo aumento da 

%EBA, de outra forma, o efeito ansiogênico foi definido pela diminuição deste. 

 

5.4.2.3 TAREFA DE RECONHECIMENTO DE OBJETO  

Este teste foi conduzido na mesma arena de madeira utilizada para o teste de atividade 

locomotora espontânea e também analisado através do softawe Any-mazeTM versão 4.99 

(Stoelting Co., USA).  

O teste de reconhecimento de objeto baseia-se no princípio de que, em um ambiente 

familiar, os roedores de laboratório mostram uma atração instintiva para a novidade, ou 

preferência por um novo objeto, não familiar (HUGHES, 2007). Esta preferência foi utilizada 

como um indicativo de memória em relação ao objeto familiar. O procedimento realizado foi 

adaptado de Pires e colaboradores (2009) o qual consiste de 3 fases: i) uma fase de habituação; 

ii) uma fase de treino; iii) e uma fase de teste.  

A fase de habituação foi considerada o momento em que o animal explorou livremente 

o aparato no teste de campo aberto, sem objetos, por 5 minutos. As fases de treino e de teste 

duraram 3 minutos cada e tiveram intervalo de 30 minutos entre elas a fim de avaliar a memória 

de curta duração. Após 30 minutos da fase de habituação, previamente à fase de treino foram 

fixados dois objetos idênticos em formato de cubo (C1 e C2) em cantos opostos da arena, a 10 

cm distantes das paredes e aproximadamente 70 cm afastados um do outro.  

Antecipadamente à fase de teste, uma cópia idêntica do objeto familiarizado (C3) e um 

objeto novo (X) foram dispostas na arena nos mesmos locais anteriormente ocupados pelos 

objetos C1 e C2 da fase de treino. O novo objeto selecionado, com diferença estrutural dos 

cubos, em forma de “T” (T) foi utilizado para a fase de teste. Todos os objetos foram construídos 

com blocos de plástico Lego (São Paulo, SP, Brasil) [Figura 9].  
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Cada animal foi posicionado delicadamente no centro do aparato nas decorrentes fases 

e os objetos foram contrabalançados em cada sessão a fim de excluir qualquer preferência por 

algum canto do aparato. Depois de transcorridos 3 minutos em cada sessão, o animal foi retirado 

do aparato e devolvido para sua caixa de moradia. No final de cada procedimento 

comportamental, o campo aberto e os objetos foram limpos com papel toalha e álcool 10% para 

evitar reconhecimento pelo odor. 

O tempo despendido de investigação pelos animais em cada objeto foi registrado a partir 

de uma câmera fixada sobre o campo aberto e contabilizado com auxílio do sistema de 

monitoramento de vídeo ANY-mazeTM versão 4.99 (Stoelting Co., USA). A exploração de um 

objeto foi definida como a cabeça do animal voltada para o objeto a uma distância igual ou 

inferior a 4 cm (adaptado de ENNACEUR e DELACOUR, 1988). As análises foram realizadas 

considerando o tempo de exploração total gasto nos dois objetos na fase de treino (C1 + C2) e 

o índice de reconhecimento o qual foi definido pela diferença no tempo de exploração entre o 

novo objeto e o objeto familiar divididos pelo tempo total gasto de exploração entre os mesmos 

objetos nas fases de teste (T – C3) / (T + C3).  

A figura 10 demonstra o delineamento experimental adotado no estudo, o esquema dos 

procedimentos foi descrito a ilustração do tratamento com EtOH no padrão binge, ensaios 

comportamentais e bioquímicos (Painel A). O painel B ilustra a sequência dos ensaios 

Figura 9: Ilustração do reconhecimento de objeto. A primeira imagem ilustra a fase de treino, 

com os dois cubos idênticos, e a segunda demonstra a fase de teste, com o objeto na forma de 

cubo e outra na forma de “T”. 
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comportamentais utilizados iniciado com o teste do campo aberto e finalizado com o teste do 

rotarod. 
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Figura 10: Delineamento experimental do estudo. Inicialmente as ratas adolescentes (35 dias de 

vida) receberam por gavagem água destilada (H2Odest.) ou etanol (EtOH) durante 3 dias 

consecutivos semanalmente. Este procedimento foi realizado até 8 semanas. No último grupo 

avaliado, após o período total de administração, deixou-se transcorrer 14 dias sem nenhuma 

administração. Sete horas e meia (7,5 h) após o terceiro dia de administração, os animais foram 

submetidos, sequencialmente, aos ensaios comportamentais: campo aberto, reconhecimento do 

objeto, Labirinto em Cruz Elevado (LCE), pole test, beam walking test (BWT) e rotarod. Assim, 

os animais foram avaliados respectivamente após 1 semana de repetidos episódios de binge 

drinking (1 BD), 4 semanas (4 BD) 8 semanas (8 BD), e adicionalmente, 14 dias após retirada 

do 8 BD (grupo analisado na 10ª semana desde o início do experimento). Em seguida, os animais 

foram destinados à coleta para ensaios bioquímicos.  
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5.5 Ensaios bioquímicos 

 

5.5.1 COLETA DAS AMOSTRAS BIOLÓGICAS 

Na manhã do dia seguinte após a bateria de testes comportamentais, os animais foram 

sacrificados por deslocamento cervical a fim de caracterizar os efeitos bioquímicos sobre os 

níveis de CORT, balanço oxidativo e imunoconteúdo de BDNF hipocampal após uma única 

sequência de repetidos episódios de binge drinking, por 3 dias consecutivos, na fase de 

adolescência ou repetidos episódios da adolescência à idade adulta, assim como, se tais efeitos 

perduravam após 14 dias de retirada da droga na fase adulta.  

As amostras biológicas de sangue foram coletadas no período da manhã a fim de 

considerar o ritmo hormonal diurno de CORT (CIPPITELLI et al., 2014). O conteúdo 

sanguíneo foi obtido por meio de punção cardíaca intraventricular precedido de toracotomia 

para acesso da cavidade torácica. Em seguida, a amostra foi coletada com auxílio de seringa 

perfurando-se o ventrículo esquerdo e aspirando de 2 a 3 mL de sangue para realização das 

dosagens bioquímicas.  

Após coleta sanguínea, as amostras de sangue total (n= 5 animais por grupo) foram 

colocadas em tubo a vácuo K3/EDTA de 4 mL (LABOR IMPORTS) para evitar a coagulação 

e armazenadas sob refrigeração (-20ºC). De outro modo, outra parte das amostras (n= 5 animais 

por grupo) foram dispostas em tubos sem anticoagulante, logo depois, postas em centrifugação 

a baixa velocidade de 1400 rpm por 10 minutos para retirada do soro sanguíneo, estocadas em 

eppendorf de 2,5 mL e acondicionadas sob refrigeração (±0ºC). 

Concomitantemente, o encéfalo foi removido da caixa craniana e lavado com solução 

fisiológica (NaCl) 0,9% à 4ºC. Em seguida, o hipocampo foi dissecado arrefecido sobre gelo 

seco, retirado do restante do encéfalo, congelado em nitrogênio líquido e armazenado em 

freezer -80ºC até momento do uso para determinação do imunoconteúdo de BDNF.  

 

5.5.2 DOSAGEM DOS NÍVEIS DE CORTICOSTERONA (CORT) SANGUÍNEO  

Os níveis de CORT no soro foram determinados por ensaio de imunocompetição do kit 

colorimétrico de ELISA (Cortisol ELISA Kit, Cayman nº 500360, Cambridge, UK) com leitura 

no espectro de absorbância entre 405-420 nm. Este ensaio foi baseado na competição entre 

CORT e o conjugado CORT-acetilcolinesterase para um número limitado de sítios de ligação 

ao anticorpo monoclonal de rato CORT-específico. O produto desta reação enzimática é 
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identificado na cor amarela e a intensidade da coloração é diretamente proporcional à 

quantidade de CORT ligado e inversamente proporcional à quantidade livre presente na parede 

durante a incubação.  

O limite de detecção deste teste é de aproximadamente de 35 pg/mL de soro e a 

sensibilidade de ligação competitiva é de 80 pg/mL. Padrões e amostras foram feitas em 

duplicata, o cálculo da concentração de cada amostra foi realizado utilizando-se a equação da 

curva padrão traçada no ensaio.  

 

5.5.3 ENSAIO DE IMUNODETECÇÃO DE BDNF HIPOCAMPAL POR MEIO DO 

MÉTODO DE WESTERN BLOT  

 

5.5.3.1 PREPARAÇÃO DO HOMOGENADO 

As amostras de hipocampo foram retiradas do freezer a -80º C, descongeladas e 

homogeneizadas manualmente (com auxílio de pistilos) em tampão dodecil sulfato de sódio 8% 

(SDS) composto por SDS 10%, EDTA 100mM e Tris 500mM 10% ich,), na presença do 

coquetel inibidor de proteases (SIGMA-ALDRICH, St. Louis, EUA). Após a homogeneização, 

as amostras foram incubadas em gelo por 30 min e em seguida centrifugadas (10.000 g, 4ºC, 

durante 10 min). O sobrenadante foi coletado sendo este o extrato celular total contendo as 

proteínas dissolvidas no meio, em seguida, diluído em SDS a 8%. Os extratos celulares totais 

foram armazenados em freezer a -20º C para uso posterior. 

 

5.5.3.2 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE PROTEÍNAS 

A determinação da concentração de proteínas foi realizada utilizando o método proposto 

por Bradford (1976). com o auxílio de um espectrofotômetro Nanodrop® (THERMO FISHER, 

Waltham, EUA). Utilizou-se o comprimento de onda de 280 λ, um dos padrões de absorbância 

para a dosagem de proteínas, oferecidos pelo software. Após a calibração do aparelho com uma 

amostra de água destilada (branco), as amostras foram pipetadas e a quantidade de proteína 

mensurada. 

 

5.5.3.3 ENSAIO DE IMUNODETECÇÃO POR MEIO DO MÉTODO DE WESTERN 

BLOT 

Os extratos dos tecidos previamente preparados foram diluídos de modo a apresentar a 

mesma concentração de proteína (4 mg/ml), foram misturadas em volumes iguais ao tampão de 

amostra 5 vezes concentrado (Tris-HCl 150 mM (pH 6,8), β-mercaptoetanol 15%, SDS 10%, 
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azul de bromofenol 0,3%, glicerol 25%) e fervidas por 5 min a 100ºC. Quantidades iguais de 

proteínas para cada amostra (30 µg) foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 

e SDS 15%. A próxima etapa consistiu na transferência das proteínas contidas no gel para uma 

membrana de nitrocelulose (BIORAD, Hercules, EUA) sob as seguintes condições: 100 V e 30 

mA durante 1 h. Após a transferência, as membranas foram saturadas em solução de TBS-T 

(Tris 1,2 g; NaCl 8,76 g e tween 0,05% em água destilada) contendo albumina (0,2 g/10 mL) 

por no mínimo 1 h, à temperatura ambiente. Após a lavagem, as membranas foram incubadas 

em tempo e condições apropriadas para o anticorpo primário contra a proteína do BDNF (Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) (1:250). Após a incubação, as membranas foram lavadas 

em TBS-Tween e incubadas com anticorpo secundário específico de coelho conjugado a 

peroxidase (1:1000)  (Cell Signaling Technology, Danvers, EUA) durante 1 hora a temperatura 

ambiente. Os imuno-complexos foram visualizados usando sistema de detecção de substrato 

quimioluminescente, os valores densitométricos foram normalizados utilizando como controle 

as bandas imunorreativas para a anti-β-actina (Santa Cruz, Dallas, EUA) (1:500). Sendo que o 

antiBDNF e a anti-β-actina apresentavam peso molecular de 14 kDa e 42 kDa respectivamente. 

Os filmes foram digitalizados e os níveis de proteína foram quantificados por densidade óptica 

utilizando o programa NIH ImageJ 1.36b (NIH, Bethesda, EUA) e os valores expressos como 

unidades arbitrárias em relação à β-actina. 

 

5.5.4 AVALIAÇÃO DO ESTRESSE OXIDATIVO  

 

5.5.4.1 DOSAGEM DE MALONDIALDEÍDO (MDA)  

A dosagem de MDA foi realizada de acordo com a metodologia de Percário (2004), 

baseado na formação do complexo com ácido tiobarbitúrico (TBA) com MDA, TBA-MDA. 

A etapa inicial consistiu em preparar aproximadamente 1000 ml de fosfato monobásico 

de potássio – tampão fosfato 75 mM (pH 2,5). O TBA (SIGMA®) 10 nM utilizado para 

formação do complexo TBA-MDA. Foi utilizado 0,144 g de TBA para 100 ml da solução de 

fosfato monobásico de potássio, terminando a dissolução completa (PERCÁRIO et al., 1994). 

Foi preparada a solução padrão de MDA (1,1,3,3-tetrahidroxipropano, SIGMA®) 20 μM a 

partir de uma solução de 400 μM/L, diluindo esta solução em 100 ml de água destilada. 

Após as soluções prontas, iniciou-se a pipetagem de 1 ml do reagente TBA 10 nM em 

cada tubo de ensaio. Para o tubo de controle branco e padrão foram adicionados 500 μl de água 

destilada 500 μl de solução padrão de MDA 20 μM. Por fim, os tubos em diante receberam 500 

μl das amostras de soro. Em seguida, os tubos fechados foram colocados em banho-maria à 
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94ºC durante 1 hora, a vedação foi para evitar perda ou contaminação das amostras com água 

condensada.  

Após uma hora de banho-maria, as amostras foram resfriadas em temperatura ambiente 

durante 15 minutos. Observou-se nesta fase a coloração de tonalidade rósea proporcional a 

quantidade de MDA nas amostras. A cada tubo de ensaio foi acrescentado 4 mL do reagente 

álcool n-butílico, tampados com rolhas apropriadas e submetidos à homogeneização no vórtex 

para alcançar máxima extração do MDA para a fase orgânica. Em seguida, os tubos foram 

centrifugados a 2500 rpm por 10 minutos e o sobrenadante pipetado para a cubeta e lido em 

espectrofotômetro calibrado em 535 nm e zerado com o tubo controle branco.  

O cálculo para o valor de MDA da amostra foi obtido pelo emprego da seguinte fórmula 

com os resultados expressos em ng/ml: MDA = Absorbância das amostras x (10 x 

440,61/Absorbância padrão MDA). 

 

5.5.4.2 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DA CATALASE  

A determinação da atividade da catalase foi realizada de acordo com a metodologia de 

Aebi (1984), modificado por Bukowska e Kowalska (2004).  

Inicialmente, as amostras de sangue total foram preparadas para análise, uma alíquota 

da amostra foi retirada e foram hemolisadas com adição de água gelada (1:3), em seguida, foram 

diluídas com solução tampão TRIS base (Tampão Tris 1 M / EDTA 5mM pH8,0). 

A verificação da atividade da catalase foi realizada pela medida da taxa de decaimento 

de H2O2. Para isso, preparou-se a solução de reação de H2O2 a 30%, em seguida, retirou-se 5 

mL desta solução e foi adicionando 2,5 mL da solução TRIS base e 2 mL de água ultrapura, 

deixando em banho-maria (37ºC) durante 15 minutos. 

Posteriormente, foi realizada a leitura em comprimento de onda de 240 nm a 25°C, 

durante 60 segundos. Para calcular a atividade de catalase foi utilizada a equação: 

(2,3/t)x(a/b)x(Log a1/a2), onde t é a variação do tempo da reação (60s), a é o volume do 

hemolisado na cubeta, b é a concentração de proteínas totais da amostra em g/dL, a1 é o valor 

da absorbância no tempo 0 (t=0s) e a2 é o valor da absorbância no tempo final (t=60s). Os 

resultados finais foram expressos em k/gProt/min. 

 

5.5.4.3 DOSAGEM DE PROTEÍNAS TOTAIS NO HEMOLISADO  

A quantidade de proteínas contidas nas amostras foi obtida a partir do método do biureto 

modificado (WEICHSELBAUM, 1946) e usado o kit comercial para proteínas totais da Doles® 

nos valores finais de catalase.  
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Este método do reagente de biureto modificado baseia-se em uma reação com formação 

de cor com as proteínas. A solução biureto é composta por citrato trissódico 0,114M, carbonato 

de sódio 0,21 M e sulfato de cobre 0, 01 M.  

Para o preparo dos tubos de ensaio em que foram preparadas as amostras, o branco e o 

padrão, foi adicionado o reagente de biureto (solução de uso) em todos os tubos, em seguida, 

50 µL da amostra, com exceção dos tubos branco e padrão. Por conseguinte, foi adicionado 50 

µL da solução padrão (4 g/dL) nos tubos padrões. Nos tubos brancos não foram adicionados 

amostra nem solução padrão. Em todos os tubos de ensaios, foram adicionadas 2 gotas de 

hidróxido de sódio 6 M. Em seguida, os tubos foram homogeneizados e deixados em repouso 

durante cinco minutos, à temperatura ambiente (20-30ºC). Por conseguinte, foram adicionadas 

aos poços da placa de leitura de ELISA e realizadas as leituras, comprimento de onda em 550nm 

ou filtro verde, acertando o zero com o branco.  

O cálculo de proteínas totais foi realizado de acordo com a fórmula: Proteínas totais = 

(Absorbância teste/Absorbância padrão) x4. Os valores finais foram expressos em g/dL. 

 

5.5.4.4. DOSAGEM DE ATIVIDADE DA ENZIMA SUPERÓXIDO-DISMUTASE 

(SOD)  

A metodologia de dosagem a atividade da enzima superóxido-dismutase (SOD) foi feita 

de acordo com McCord e Fridovich (1969), que consiste na determinação enzimática da SOD 

por competição com a enzima xantina oxidase (XOD) pelo radical superóxido. 

Foram utilizadas as seguintes soluções: solução de tampão fosfato de potássio 49,3 

mg/mL, solução de EDTA a 4 mg/mL, solução de citocromo C à 1,1 mM, solução de xantina 

de 1,64 mg em 90 Ml de água ultrapura adicionado 1N de KOH. Após a fabricação de todas as 

soluções, os reagentes foram misturados nas seguintes proporções: água ultrapura (23 mL); 

reagente tampão fosfato de potássio (25 mL); reagente EDTA (1,0 mL); reagente citocromo C 

(1,0 mL); solução de xatina (50 mL). Após mistura, todas as soluções foram ajustadas o pH 

para 7,8, formando a solução de coquetel.  

As amostras foram preparadas para a leitura, em que foram retirados 100 mL e 

adicionados 400 mL de água gelada para promover hemólise. As cubetas foram preparadas para 

a leitura em espectrofotômetro Spectra MAX 250 (Molecular Devices, Union City, CA, USA) 

com comprimento de onda 550nm, no tempo de 5 minutos, os valores de absorbância foram 

anotados do tempo 0 (T0) e tempo 5 (T5). O T0 foi anotado antes da adição do reagente XOD, 

em seguida foi adicionado o XOD e contados 5 minutos para verificar como final de reação 

(T5). 
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Os resultados foram calculados a partir das seguintes fórmulas: 

%inibição = (A550nm/min Não inibido - A550nm/min Teste)x(100) 

  (A550nm/min Não inibido - A550nm/min Branco) 

Em seguida: 

Enzima (Unidades/mL) = (%inibição) x (Fator de diluição) 

        (50%) x (0,10) 

Onde: 50% é a taxa de redução do Citocromo C por definição de unidade; e 0,10 o 

volume em mililitros da amostra usada em cada teste. Os resultados finais foram expressos em 

Unidades/mL. 

 

5.6 Análise estatística 

Os dados obtidos foram expressos como média ± erro padrão da média (e.p.m.) de 10 

animais por grupo para os testes comportamentais e de 4-5 animais por grupo para análises 

bioquímicas. Inicialmente foi verificado a normalidade dos grupos pelo método de 

Kolmogorov-Smirnov.  

Para o ganho de peso corporal entre os animais dos grupos controle e EtOH, assim como, 

para o teste do rotarod a comparação estatística foi performada utilizando-se Análise de 

Variância (ANOVA) de duas vias (fator tratamento vs. fator episódios de BD) com medidas 

repetidas (dias semanais ou número de exposições ao aparato rotarod) seguido do teste 

Bonferroni. A análise estatística da alcoolemia foi realizada pelo teste t de Student (60 vs. 450 

minutos após o BD). Para todos os demais dados, a comparação estatística foi performada com 

ANOVA de duas vias com fator tratamento (água vs. EtOH) e fator episódios de binge drinking 

(1 BD vs. 4 BD vs. 8 BD vs. Abstinência-14 dias).  

Após encontrar valores significantes para a ANOVA, foram realizadas comparações 

múltiplas utilizando o teste de Fisher-LSD. Em todos os casos, o nível aceito de significância 

foi de p <0,05. Além disso, foi performado análise de correlação de Pearson entre os dados de 

imunoconteúdo de BDNF hipocampal com o índice de discriminação na tarefa de 

reconhecimento de objeto. 

 

 

 

 



69 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  VI RESULTADOS 

 

 

 

 

 



70 
 

6. RESULTADOS 

 

6.1 Repetidos episódios da administração intermitente de EtOH (3 g/kg/dia) não altera o 

peso corporal de ratas da adolescência à fase adulta 

O efeito da administração de EtOH (3 g/kg/dia) intermitente e episódico sobre o ganho 

de peso dos animais é ilustrado na figura 11. ANOVA de duas vias com medidas repetidas 

revelou efeitos significantes para o fator tratamento (F1 = 11,85; p = 0,0006) e para o fator 

repetição (F9 = 254,5; p < 0,0001) mas não para o fator de interação entre tratamento e repetição 

(F9 = 0,4594; p = 0,9015). Comparação subsequente usando teste de Bonferroni revelou que o 

EtOH não altera o ganho de peso corporal de ratos fêmeas da adolescência à fase adulta, durante 

o período do experimento, independentemente do número de episódios de binge drinking na 

dose utilizada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.2 Concentração de EtOH sanguíneo após repetidos episódios de binge drinking por 3 

dias consecutivos na fase de adolescência  

A mensuração da alcoolemia no período de 60 minutos após a última dose de EtOH 

numa sessão do modelo binge utilizado (3 dias consecutivos) foi de 197,4 ± 19,46 mg/dL, este 

nível alcoólico reflete a ocorrência do binge drinking definido pelo NIAAA cujo nível 

sanguíneo de álcool no sangue deve exceder 80 mg/dL (NIAAA, 2004). Além disso, a 
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Figura 11: Efeitos da administração de etanol (EtOH) em forma de binge drinking sobre o ganho de peso 

de ratas na fase de adolescência à fase adulta. Os resultados estão expressos como a média ± e.p.m do 

número total de animais pesados semanalmente a partir do 35º DPN até o 98º DPN, conforme a 

permanência no biotério de acordo com o período determinado por seu respectivo grupo de análise (n=10-

40; ANOVA de duas vias com medidas repetidas). 
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quantidade mensurada no período de 450 min após a última administração da droga foi de 0,75 

± 0,48 mg/dL no sangue. Teste t de Student revelou que 7,5 h após a administração de EtOH 

por três dias consecutivos reduziu a concentração alcoólica (0,74 ± 0,4 mg/dL; p < 0,0001) 

comparado ao tempo de 60 min após o binge drinking (Figura 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.3 Efeitos após a administração de EtOH no padrão binge da adolescência à fase adulta 

sobre o comportamento motor 

 

6.3.1 ADMINISTRAÇÃO DE ETOH NO PADRÃO BINGE PROVOCA REDUÇÃO DA 

ATIVIDADE LOCOMOTORA ESPONTÂNEA EM RATAS POR TEMPO PROLONGADO 

O efeito da administração de EtOH (3 g/kg/dia) intermitente e episódico gerou redução 

da atividade locomotora espontânea de ratas Wistar identificado no teste do campo aberto por 

meio dos parâmetros distância total percorrida (exploração horizontal) e número de 

levantamentos exploratórios (rearings, exploração vertical) [Figura 13].  

ANOVA de duas vias revelou efeito significante para o fator tratamento (F1 = 32,06; p 

< 0,001) mas não para os fatores repetição (F3= 0,49; p = 0,68) e interação entre tratamento e 

repetição (F3 = 1,98; p = 0,11) na distância total percorrida. Comparação subsequente usando 

teste de Fisher-LSD revelou que o EtOH reduz a distância total percorrida (em metros) dos 

animais independentemente do número de episódios de binge desde a adolescência até a idade 
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Figura 12: Dosagem da concentração de etanol (EtOH) em forma de binge drinking (3 dias consecutivos) 

no sangue de ratas na fase de adolescência. Os resultados estão expressos como a média ± e.p.m da 

alcoolemia em mg/dL no período de 60 minutos e 450 minutos após 3 dias consecutivos de binge de EtOH 

(n= 5; Teste t de Student). ***P<0,0001 
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adulta (p < 0,001 para 1 BD; p = 0,03 para 4 e 8 BD), assim como, a permanência do prejuízo 

por tempo prolongado após os repetidos episódios da administração de EtOH (p = 0,03) [Figura 

13 A]. 

Análise com ANOVA de duas vias realizada para o número de levantamentos 

exploratórios revelou efeito significante para o fator tratamento (F1 = 36,15; p < 0,001) mas não 

para os fatores repetição (F3= 2,47; p = 0,06) e interação entre tratamento e repetição (F3 = 0,39; 

p = 0,76). Teste de Fisher-LSD realizado, por conseguinte, demonstrou que o binge drinking 

da adolescência à fase adulta gera redução prolongada da atividade exploratória vertical de ratos 

fêmeas (4 BD, p = 0,002; 8 BD, p = 0,03; e, Abs-14 dias, p = 0,007), sendo encontrado este 

efeito mais pronunciado em uma sequência de binge na fase da puberdade quando comparado 

a seu respectivo controle (1 BD, p < 0,001) [Figura 13 B].  
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Figura 13: Efeitos da administração de etanol (EtOH) em forma de binge drinking sobre a atividade 

locomotora espontânea de ratas na fase de adolescência à fase adulta por meio dos parâmetros distância 

total percorrida (painel A) e número de levantamentos exploratórios (painel B). Os resultados estão 

expressos como a média ± e.p.m da distância total percorrida e da frequência de rearings, durante 300 

segundos, com 10 animais por grupo (ANOVA de duas vias, teste Fisher-LSD subsequente). *p < 0,05 

comparado ao respectivo grupo controle; **p < 0,01 comparado ao respectivo grupo controle; ***p < 

0,001 comparado ao respectivo grupo controle. 
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6.3.2 ETOH NO PADRÃO BINGE GERA OCORRÊNCIA DE BRADICINESIA EM 

RATAS DA ADOLESCÊNCIA À IDADE ADULTA 

A figura 14 ilustra o desempenho de ratas adolescentes tratadas com H2Odest. ou EtOH, 

na forma de binge drinking, no pole test.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANOVA de duas vias revelou efeitos significantes para os principais fatores 

(tratamento: F1= 30,98; p < 0,001; repetidos episódios de binge: F3= 2,84; p = 0,04) e para a 

interação entre eles (F3= 4,23; p = 0,007). Comparação com teste de Fisher-LSD subsequente 

mostrou aumento significativo no tempo de descida até chegar na base da plataforma entre o 

grupo controle e o grupo intoxicado após 4 (p = 0,004) e 8 (p < 0,001) semanas de repetidos 

A 

B 

Figura 14: Efeito do etanol (EtOH) em forma de binge drinking na determinação do controle de movimento 

e avaliação do desenvolvimento de bradicinesia em ratas na fase de adolescência à fase adulta por meio 

da média dos 3 melhores ensaios no tempo de descida em segundos até a base da plataforma. Os resultados 

estão expressos como a média ± e.p.m, no período máximo de 120 segundos/ensaio, com 10 animais por 

grupo. Painel A: ANOVA de duas vias, teste Fisher-LSD subsequente; painel B: teste t de Student para 

avaliação do período 1 BD e Abst- 14 dias. *p < 0,05 comparado ao respectivo grupo controle; **p < 

0,01comparado ao respectivo grupo controle; ***p < 0,001 comparado ao respectivo grupo controle; +++p 

< 0,001 comparado ao grupo EtOH- 1 BD; +’p < 0,05 comparado ao grupo EtOH- 4 BD; +’+’p < 0,01 

comparado ao grupo EtOH- 4 BD; +’’+’’+’’p < 0,001 comparado ao grupo EtOH- 8 BD. 
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episódios de binge drinking a partir da média dos três melhores ensaios de cada animal (Figura 

14 A).  

Além disso, a intoxicação com EtOH da adolescência à fase adulta durante o período de 

8 semanas de administração em binge gerou bradicinesia de forma mais intensa que os demais 

períodos de administração deste padrão de ingestão (p < 0,001 e p = 0,002 para 1 BD e 4 BD 

respectivamente), assim como, houve uma recuperação parcial da intensa hipocinesia dos 

movimentos das ratas adultas após um período de retirada da droga (p < 0,001) [Figura 14 A]. 

Por conseguinte, teste t de Student revelou ocorrência de bradicinesia nos animais 

intoxicados com EtOH no período de 1 BD (t = 3,19; p = 0,004), assim como, 14 dias (t = 3,32; 

p = 0,004) após a retirada do toxicante pelo aumento no tempo de descida até chegar na base 

da plataforma do pole test (Figura 14 B).  

 

6.3.3 ADMINISTRAÇÃO DE ETOH NO PADRÃO BINGE GERA PREJUÍZO NA 

COORDENAÇÃO MOTORA E EQUILÍBRIO DE RATAS POR TEMPO PROLONGADO  

A figura 15 demonstra o desempenho de ratas adolescentes tratadas com H2Odest. ou 

EtOH, na forma de binge drinking, sobre vigas graduadas de transecções quadrada e circular 

no BWT. Ao analisar o número de escorregadas durante a travessia dos animais ao caminhar 

sobre a viga quadrada de maior espessura da extremidade de início até alcançar a plataforma 

segura, ANOVA de duas vias revelou efeito significante somente para o fator repetição de 

episódios de binge drinking (F3= 9,49; p < 0,001). Por conseguinte, comparação com teste de 

Fisher-LSD revelou diferença no número de escorregadas de animais controle ou intoxicados 

na fase adulta (100 DPN) em relação aos mais jovens (37 e 58 DPN, controle: p = 0,02 e p < 

0,001; EtOH: p = 0,02 e p < 0,001 respectivamente) [Figura 15 A]. 

ANOVA de duas vias não identificou variância entre os principais fatores (tratamento: 

F1= 1,53; p = 0,22; repetidos episódios de binge: F3= 1,60; p = 0,19) e para a interação entre 

eles (F3= 0,23; p = 0,87) no número de escorregadas durante a travessia dos animais ao caminhar 

sobre a viga quadrada de espessura média (12 mm), consequentemente, foi excluído qualquer 

possibilidade de diferença entre as amostras dos animais controle ou intoxicados com EtOH no 

padrão binge (Figura 15 B).  

Ao avaliar a travessia de ratas Wistar sobre a viga quadrada de menor espessura (5 mm), 

ANOVA de duas vias revelou diferença somente no fator tratamento (F1= 28,53; p < 0,001), 
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não revelando diferença no fator repetição dos episódios nem na interação entre os dois fatores 

principais (F3= 1,60; p = 0,19 e F3= 0,37; p = 0,77 respectivamente). Comparação com teste de 

Fisher-LSD subsequente mostrou aumento significativo do número de escorregadas por todos 

os animais pós-intoxicação com EtOH durante a passagem sobre a viga (p = 0,04; p = 0,01; p 

= 0,01; p < 0,001 para os períodos de 1 BD, 4 BD, 8 BD e Abs- 14 dias respetivamente). No 

entanto, o prejuízo na coordenação motora e equilíbrio após o período de 14 dias de retirada da 

droga nos animais adultos foi maior que a intoxicação com binge drinking agudo na 

adolescência (p = 0,03) [Figura 15 C].   

A respeito da travessia dos animais sobre a viga circular de maior espessura (28 mm), 

ANOVA de duas vias revelou efeitos significantes para os principais fatores (tratamento: F1= 

4,39; p < 0,03; repetidos episódios de binge: F3= 7,79; p < 0,001) e para a interação entre eles 

(F3= 4,27; p = 0,006). Por conseguinte, comparação com teste de Fisher-LSD revelou aumento 

significativo do número de escorregadas na travessia da viga entre o grupo controle e o grupo 

intoxicado após 4 semanas de repetidos episódios de binge drinking (p < 0,001). Além disso, 

foi demonstrado que a intoxicação durante 4 semanas de EtOH intermitente e episódico durante 

a adolescência provocou maior número de escorregadas na travessia sobre a viga em relação 

aos demais períodos pós-intoxicação (p < 0,001; para 1 BD, 8 BD e Abst- 14 dias) [Figura 15 

D].   

A avaliação da travessia dos animais na viga circular de espessura média (17 mm) foi 

semelhante aos achados na viga circular de maior diâmetro, no qual ANOVA de duas vias 

revelou efeitos significantes para os principais fatores (tratamento: F1= 5,69; p < 0,01; repetidos 

episódios de binge: F3= 2,33; p = 0,07) e para a interação entre eles (F3= 4,38; p = 0,006). 

Comparação subsequente com teste de Fisher-LSD revelou aumento significativo do número 

de escorregadas na travessia da viga entre o grupo controle e o grupo intoxicado após 4 semanas 

de repetidos episódios de binge drinking (p < 0,001), assim como, também foi demonstrado 

nesta viga que a intoxicação durante 4 semanas de EtOH intermitente e episódico durante a 

adolescência provocou maior número de escorregadas na travessia em relação aos demais 

períodos de intoxicação (p < 0,001; para 1 BD e 8 BD) e (p = 0,01; para o períodos de Abst- 14 

dias) [Figura 15 E].   

Análise com ANOVA de duas vias realizada para o número de escorregadas durante a 

travessia na viga de maior dificuldade, circular de menor diâmetro, revelou efeito significante 

para o fator tratamento (F1 = 25,67; p < 0,001) e fator repetição (F3= 3,36; p = 0,02) mas não 

para interação entre tratamento e repetição (F3 = 0,61; p = 0,60). Teste de Fisher-LSD realizado, 
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por conseguinte, demonstrou que o binge drinking em ratos fêmeas da adolescência à fase 

adulta gera aumento do número de escorregadas por período prolongado (4 BD, p < 0,001; 8 

BD, p = 0,04; e, Abs-14 dias, p = 0,004), sendo encontrado este efeito em uma semana de 

repetidos binges de EtOH (3 dias consecutivos) na fase da puberdade revelado por teste t de 

Student (1 BD: t = 3,13; p = 0,008) [Figura 15 F]. 
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Figura 15: Efeitos da administração de etanol (EtOH) em forma de binge drinking sobre o número de 

escorregadas de ratas na fase de adolescência à fase adulta ao atravessar vigas graduadas. Os resultados 

estão expressos como a média ± e.p.m do número de escorregadas sobre vigas quadradas (Painéis A, B e 

C) e circulares (Painéis D, E e F), no Beam Walking Test (BWT), no período máximo de 120 segundos, 

com 10 animais por grupo (ANOVA de duas vias, teste Fisher-LSD subsequente). No painel F, teste t de 

Student para avaliação do período 1 BD. *p < 0,05 comparado ao respectivo grupo controle; **p < 

0,01comparado ao respectivo grupo controle; ***p < 0,001 comparado ao respectivo grupo controle; #p < 

0,05 comparado ao grupo controle 1 BD; #’#’#’p < 0,001 comparado ao grupo controle 4 BD; +p < 0,05 

comparado ao grupo EtOH- 1 BD; +++p < 0,001 comparado ao grupo EtOH- 1 BD; +’+’p < 0,01 comparado 

ao grupo EtOH- 4 BD; +’+’+’p < 0,001 comparado ao grupo EtOH- 4 BD. 
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No teste do rotarod os grupos experimentais foram expostos quatro vezes ao cilindro 

giratório, com um intervalo de 60 segundos entre as exposições. A primeira exposição consistiu 

na adaptação dos animais ao aparato e, em seguida, o teste foi realizado nas três exposições 

seguintes avaliando-se a coordenação motora dos animais por meio do parâmetro tempo de 

permanência (latência) sobre o cilindro giratório até a primeira queda (adaptado de 

SLAMBEROVÁ et al., 2006). 

O efeito da administração de EtOH (3 g/kg/dia) intermitente e episódico em ratas Wistar 

sobre o tempo de latência, em segundos, nas três exposições ao aparato rotarod é ilustrado na 

figura 16. ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeitos significantes para os 

principais fatores (fator tratamento: F7 = 9,69; p < 0,0001; fator repetição: F2 = 12,59; p < 

0,0001) mas não para a interação entre tratamento e repetição (F14 = 1,40; P = 0,14).  

Comparação subsequente usando teste de Bonferroni revelou que o EtOH no protocolo 

binge agudo em ratos fêmeas na fase de adolescência reduz o tempo de permanência destes 

animais sobre o cilindro giratório na primeira fase do teste comparado ao grupo controle (p < 

0,01). No entanto, as ratas adolescentes intoxicadas com EtOH melhoraram seu desempenho 

nas demais etapas do teste aproximando-se aos tempos de permanência sobre o cilindro do 

grupo controle (p > 0,05).  

Vale ressaltar que repetidos episódios de binge drinking durante a adolescência gera 

maior prejuízo na coordenação motora e equilíbrio identificado pela redução do tempo de 

permanência dos animais sobre a barra giratória em todas as três fases do teste do rotarod (p < 

0,05).  

No entanto, foi observado que a continuidade da administração de EtOH no padrão 

binge na fase adulta gera uma pequena adaptação e atenuação do dano em relação ao 

aprendizado motor dos animais identificada pela redução da latência no tempo de permanência 

até a primeira queda do rotoarod somente nas duas primeiras fases do teste (p < 0,01 e p < 0,05; 

primeira e segunda fase respectivamente). Além disso, o tempo de permanência dos animais 

intoxicados após 8 BD sobre o cilindro giratório foi maior que os animais da administração de 

4 semanas de binge drinking na terceira exposição ao aparato no teste do rotarod (p < 0,05). 

Todavia, mesmo após um período prolongado de retirada da droga os animais que 

consumiram EtOH permaneceram com redução da latência no tempo de permanência no 

aparato do rotarod até ocorrer a primeira queda na primeira fase de teste (p < 0,05). Contudo, o 

tempo de permanência dos animais abstêmios sobre a barra giratória na primeira exposição ao 
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aparato ainda foi maior que a latência encontrada pelos animais intoxicados durante 8 semanas 

(p < 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

6.4 Repetidos episódios de binge drinking da adolescência à fase adulta geram 

comportamento semelhante à ansiedade 

A figura 17 ilustra o efeito da administração episódico e intermitente de EtOH em ratas 

da adolescência à fase adulta sobre o comportamento semelhante à ansiedade nos testes do 

campo aberto e LCE.  

A comparação da atividade locomotora no centro do campo aberto em relação à periferia 

indica comportamento semelhante à ansiedade, uma vez que roedores têm aversão natural à 

espaços abertos (KARL et al., 2003). ANOVA de duas vias (tratamento vs. repetição de 

episódios de BD) revelou efeitos significativos sobre a distância percorrida na área central para 

os fatores principais [(tratamento: F1 = 54,13; p < 0,001); (repetição: F3 = 13,64; p < 0,001)], 

Figura 16: Efeitos da administração de etanol (EtOH) em forma de binge drinking sobre a coordenação 

motora de ratas na fase de adolescência à idade adulta avaliadas pelo tempo de permanência sobre o 

cilindro giratório no teste do rotarod. Os resultados estão expressos como a média ± e.p.m da latência, em 

segundos, da primeira queda no aparato do rotarod em três fases do teste, no período máximo de 120 

segundos, com 10 animais por grupo (ANOVA de duas vias com medidas repetidas, teste de Bonferroni 

subsequente). *p < 0,05 comparado ao respectivo grupo controle; **p < 0,01comparado ao respectivo 

grupo controle; +p < 0,05 comparado ao grupo EtOH- 1 BD; +’p < 0,05 comparado ao grupo EtOH- 4 BD; 
+’’p < 0,05 comparado ao grupo EtOH- 8 BD. 
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mas não para a interação entre eles [F3 = 0,30; p = 0,82]. Comparações post-hoc Fisher-LSD 

revelou que EtOH no padrão binge drinking reduz a distância percorrida na área central do 

campo aberto desde uma única sequência de episódios de binge na adolescência até um período 

prolongado de retirada da droga na fase adulta (1 BD: p = 0,002; 4 BD: p = 0,003; 8 BD: p < 

0,001; Abst-14 dias: p < 0,001), indicando sugestivo comportamento ansiogênico (Figura 17 

A).  

ANOVA de duas vias demonstrou que não houve diferença sobre a distância percorrida 

na periferia do campo aberto para nenhum dos fatores principais [(tratamento: F1 = 0,49; p = 

0,48); (repetição: F3 = 0,92; p = 0,43)], assim como, para a interação entre eles [F3 = 0,58; p = 

0,62]. Dessa forma, os animais EtOH-intoxicados não diferiram do grupo controle quanto à 

distância percorrida na periferia do campo aberto, este parâmetro de tigmotaxia foi utilizado 

como validação da distância percorrida pelos animais na área central (Figura 17 B).   

ANOVA de duas vias revelou efeitos significantes para os principais fatores do 

percentual de entrada nos braços abertos no teste do LCE [(tratamento: F1 = 68,84; p < 0,001); 

(repetição: F3 = 52,95; p < 0,001)], mas sem interação entre eles (F3 =1,10; p = 0,35). 

Comparação subsequente com Fisher-LSD demonstrou diminuição no percentual de entrada 

nos braços abertos do LCE após todos os episódios de BD (1 BD: p < 0,001; 4 BD: p = 0,003; 

8 BD: p < 0,001; Abst- 14 dias: p < 0,001), indicando comportamento ansiogênico decorrente 

da administração episódica e intermitente de EtOH da adolescência à idade adulta (Figura 17 

C).  

De outra maneira, ANOVA de duas vias demonstrou que não houve diferença sobre o 

número de entradas no braço fechado do LCE para os fatores tratamento (F1 = 0,003; p = 0,95) 

e interação entre os principais fatores (F3 = 0,09; p = 0,96), no entanto, apresentou diferença 

para o fator repetição (F3 = 13,10; p < 0,001). Comparação post-hoc subsequente revelou que 

não houve alteração do número de entrada nos braços fechados do aparato entre os grupos 

experimentais controle e EtOH-intoxicado em todas as condições avaliadas (1 BD: p = 0,81; 4 

BD: p = 0,63; 8 BD: p = 0,93; Abst-14d: p = 0,96), este parâmetro foi utilizado como validação 

de deambulação dos animais no LCE (Figura 17 D). 

Além disso, foi percebido que os animais mais jovens reduziram tanto a distância 

percorrida na área central no campo aberto (p < 0,001 para grupos 8 BD e Abst-14d comparados 

ao 1 BD; p = 0,02 para grupos 8 BD e Abst-14d comparados ao 4 BD) quanto o percentual de 

entrada nos braços abertos do aparato do LCE (p < 0,001 para grupos 4 BD, 8 BD e Abst-14d 

comparados ao 1 BD; p < 0,02 para grupos 8 BD e Abst-14d comparados ao 4 BD) independente 

da interferência da administração de EtOH [Figura 17 A e C]. Do mesmo modo, os animais 
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adolescentes deambularam menos nos braços fechados que os animais controle da fase adulta 

(p ≤ 0,001 para os grupos 8 BD e Abst-14d comparados ao 1 BD) [Figura 17 D]. Estes achados 

demonstram a diferença no comportamento semelhante à ansiedade no fator idade.  
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A figura 18 demonstra a representação do padrão de exploração de ratos Wistar fêmeas 

no aparato do open field durante a realização do teste (5 minutos) após a administração do EtOH 

no padrão binge da adolescência à idade adulta.  
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Figura 17: Efeitos da administração de etanol (EtOH) em forma de binge drinking sobre o comportamento 

semelhante à ansiedade de ratas na fase de adolescência à idade adulta avaliado por meio distância 

percorrida na área central no teste do campo aberto (painel A) e percentual de entrada nos braços abertos 

(%EBA) no teste do labirinto em cruz elevado (LCE-painel C). Painéis B e D correspondem à parâmetros 

motores de deambulação nos aparatos campo aberto (distância percorrida na periferia) e LCE (número de 

entradas no braço fechado-EBF) respectivamente como validação dos resultados obtidos sobre o 

comportamento semelhante à ansiedade. Os resultados estão expressos como a média ± e.p.m da distância 

percorrida na área central e periferia do campo aberto, % EBA e número de EBF no LCE, durante 300 

segundos, com 10 animais por grupo (ANOVA de duas vias, teste Fisher-LSD subsequente). **p < 

0,01comparado ao respectivo grupo controle; ***p < 0,001 comparado ao respectivo grupo controle; ++p 

< 0,01 comparado ao grupo EtOH- 1 BD; +++p < 0,001 comparado ao grupo EtOH- 1 BD; +’p < 0,05 

comparado ao grupo EtOH- 4 BD; +’+’+’p < 0,001 comparado ao grupo EtOH- 4 BD; ##p < 0,01 comparado 

ao grupo controle- 1 BD; ###p < 0,001 comparado ao grupo controle- 1 BD; #’p < 0,05 comparado ao grupo 

controle- 4 BD. 
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ANOVA de duas vias revelou diferença entre os principais fatores, tratamento e 

repetição, sobre o tempo de imobilidade no open field [(F1 = 23,67; p < 0,001); (F3 = 3,35; p = 

0,02), respectivamente] e no fator de interação entre eles (F3 = 2,99; p = 0,03). Post-hoc com 

teste de Fisher-LSD subsequente demonstrou aumento no tempo de imobilidade, em segundos, 

após a administração de EtOH na forma de binge drinking (Figura 18 A). No entanto, este efeito 

não permaneceu no período de 14 dias de abstinência devido os animais EtOH-intoxicados não 

A 

B 

Figura 18: Efeitos da administração de etanol (EtOH) em forma de binge drinking sobre o padrão de 

exploração de ratos Wistar fêmeas na fase de adolescência à idade adulta no aparato do campo aberto 

avaliado pelo tempo de imobilidade (painel A) e ocupação por grupo dos animais (marcação no centro do 

animal no software Anymaze) durante o período de teste (painel B). Os resultados estão expressos como a 

média ± e.p.m, durante 300 segundos, com 10 animais por grupo (ANOVA de duas vias, teste Fisher-LSD 

subsequente). **p < 0,01comparado ao respectivo grupo controle; ***p < 0,001 comparado ao respectivo 

grupo controle; ++p < 0,01 comparado ao grupo EtOH- 1 BD; +’+’+’p < 0,001 comparado ao grupo EtOH- 4 

BD; +’’+’’p < 0,01 comparado ao grupo EtOH- 8 BD. 
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diferirem do grupo controle 14 dias após a retirada da droga (p = 0,86), ao contrário, reduziram 

o tempo de imobilidade em relação aos animais avaliados 7,5 após a última administração de 

EtOH- 1, 4 e 8 BD (p = 0,003; p < 0,001 e p = 0,001 respectivamente). Vale ressaltar que o 

aumento do tempo de imobilidade do animal no aparato é um parâmetro amplamente utilizado 

como indicativo de alto grau de estresse (WALSH e CULMMINS, 1979; KARL et al., 2003). 

Imagens automáticas adquiridas por meio do programa Anymaze estão representadas 

pela ocupação, por grupo, dos animais nos períodos da adolescência à idade adulta no campo 

aberto (Figura 18 B). Estes dados demonstram o comportamento natural de roedores que é 

manter-se próximo dos limites de um ambiente novo, ou seja, mantiveram a preservação da 

tigmotaxia pois ficaram próximos às paredes do open field.  

No entanto, é visivelmente perceptível que os animais controle tenham explorado mais 

o centro do aparato, em contrapartida, os grupos EtOH-intoxicados em todos os episódios de 

binge drinking preferiram permanecer nos cantos. Além disso, os pontos mais quentes de 

ocupação ocorrem nos cantos do aparato coincidindo com menor exploração do ambiente não 

familiar e aumento do tempo de imobilidade nos períodos de 1, 4 e 8 BD. 

 

6.5 Binge drinking durante a adolescência à fase adulta provoca prejuízo temporário na 

memória de curta duração na tarefa de reconhecimento de objeto  

A figura 19 demonstra o desempenho de ratas tratadas com H2Odest. ou EtOH na forma 

de binge drinking da adolescência à idade adulta na tarefa de reconhecimento de objeto, a fim 

de avaliar a habilidade dos animais em reconhecer objetos em curto prazo (memória de curta 

duração). A avaliação realizada foi apresentada como média ± e.p.m. da soma do tempo total 

de investigação dos objetos iguais (C1 e C2) durante a fase de treino e o índice de 

reconhecimento do novo objeto (T) na fase de teste. 

O painel A (Figura 19) ilustra a comparação das médias no tempo total de investigação 

(tempo de investigação despendido no objeto C1 mais o tempo de investigação despendido no 

objeto C2). ANOVA de duas vias revelou efeito significante para o fator repetidos episódios de 

binge drinking (repetição: F3 = 10,29; p < 0,001), mas não para os fatores tratamento nem 

interação [(tratamento: F1 = 1,25; p = 0,26); (interação: F3 = 0,11; p = 0,95)]. Comparação post-

hoc subsequente com Fisher-LSD demonstrou que não houve diferença significativa entre os 

grupos controle e EtOH (p > 0,05 em todos os períodos analisados) indicando semelhança no 

tempo de exploração nos objetos na sessão de treino pelos animais intoxicados e não-

intoxicados.  
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Por conseguinte, comparação com teste de Fisher-LSD revelou diferença no tempo de 

investigação na fase de treino dos animais controle ou intoxicados mais jovens (37 DPN) em 

relação aos mais velhos - 58, 86 e 100 DPN (controle: p = 0,02 e p < 0,001; EtOH: p = 0,07 e 

p < 0,001 respectivamente).  Os animais mais jovens com 37 DPN exibiram maior tempo 

despendido nos objetos idênticos que os demais animais avaliados em períodos mais avançados 

da vida.  

No painel B (Figura 19), o índice de reconhecimento do novo objeto durante a fase de 

teste foi definido pela diferença no tempo de exploração entre o novo objeto e o objeto familiar 

divididos pelo tempo total gasto de exploração entre os mesmos objetos (T – C3) / (T + C3). 

ANOVA de duas vias revelou efeitos significantes para os principais fatores (tratamento vs. 

repetidos episódios de binge drinking) e para o fator interação entre eles [(tratamento: F1 = 

40,93; p < 0,001); (repetição: F3 = 4,08; p = 0,009) (interação: F3 =5,62; p = 0,001)]. 

Comparação post-hoc subsequente com Fisher-LSD demonstrou redução do índice de 

discriminação do objeto T após repetidos episódios de binge drinking da adolescência à fase 

adulta (1BD: p = 0,007 e p < 0,001 para 4 e 8 BD), revelando que os animais EtOH-intoxicados 

passaram menos tempo investigando o novo objeto após a administração de EtOH.  

No entanto, o prejuízo provocado pelo EtOH no padrão binge da adolescência à fase 

adulta sobre a memória de curta duração na tarefa de reconhecimento de objeto foi temporária, 

haja vista que os animais que consumiram EtOH no padrão binge desde a adolescência à idade 

adulta obtiveram maior índice de reconhecimento na fase de teste 14 dias após a retirada da 

droga na fase adulta (p < 0,001 em relação a 1, 4 e 8 BD). 
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6.6 Efeitos bioquímicos após administração em binge drinking durante a adolescência à 

fase adulta de ratas  

6.6.1 REPETIDOS EPISÓDIOS DE ETOH GERA AUMENTO DOS NÍVEIS DE CORT 

DESDE A ADOLESCÊNCIA À FASE ADULTA 

A concentração dos níveis de CORT do soro de ratos Wistar fêmeas após administração 

episódica e intermitente de EtOH da adolescência à fase adulta estão ilustrados na figura 20. 

ANOVA de duas vias demonstrou diferença significante no fator tratamento (F1 = 41,69; p < 

A 

B 

Figura 19:  Efeitos da administração de etanol (EtOH) em forma de binge drinking sobre a memória de 

curta duração de ratas na fase de adolescência à idade adulta avaliadas no teste de reconhecimento do 

objeto. (A) As barras representam o tempo total de investigação do objeto C1 mais o objeto C2 (C1+C2) 

em segundos. (B) O índice de reconhecimento foi calculado pelo tempo que os animais desprenderam 

investigando os objetos novo e familiar [(T – C3) / (T + C3)] durante o teste realizado 30 minutos após o 

treino. Os resultados estão expressos como a média ± e.p.m do tempo de investigação na fase de treino e 

o índice de reconhecimento na fase de teste, durante 180 segundos, com 10 animais por grupo (ANOVA 

de duas vias, teste Fisher-LSD subsequente). **p < 0,01comparado ao respectivo grupo controle; ***p < 

0,001 comparado ao respectivo grupo controle; ++p < 0,01 comparado ao grupo EtOH- 1 BD; +++p < 0,001 

comparado ao grupo EtOH- 1 BD; +’+’+’p < 0,001 comparado ao grupo EtOH- 4 BD; +’’+’’+’’p < 0,001 

comparado ao grupo EtOH- 8 BD; ##p < 0,01 comparado ao grupo controle- 1 BD; ###p < 0,001 comparado 

ao grupo controle- 1 BD. 
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0,001), mas sem diferença no fator repetição de episódios de EtOH e na interação entre os 

principais fatores [(repetição: F3 = 1,48; p = 0,23); (interação: F3 = 0,57; p = 0,63)]. Subsequente 

análise com Fisher-LSD revelou que a concentração de CORT é elevada por tempo prolongado 

após a administração de EtOH no padrão binge desde a adolescência à idade adulta (p < 0,05 

para todos períodos avaliados).  
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6.6.2 ETOH INTERMITENTE E EPISÓDICO PROVOCA ALTERAÇÃO DA 

QUANTIDADE DE IMUNOCONTEÚDO DE BDNF NO HIPOCAMPO 

A figura 21 demonstra o estudo da quantidade de imunoconteúdo de neurotrofina no 

hipocampo de ratos Wistar fêmeas após administração intermitente e episódica de EtOH da 

adolescência à fase adulta por meio da técnica de Western blot. A ANOVA de duas vias 

demonstrou diferença significante entre os principais fatores (tratamento vs. repetição) 

[(tratamento: F1 = 20,51; p < 0,001); (repetição: F3 = 3,39; p = 0,03)] mas sem diferença na 

interação entre eles (F3 = 0,48; p = 0,69). Fisher-LSD subsequente revelou que o 

imunoconteúdo de BDNF hipocampal é reduzido após a administração de EtOH no padrão 

binge desde a adolescência à idade adulta (1 BD: p = 0,008; 4 BD: p = 0,037; 8 BD: p = 0,01).  

Além disso, post-hoc com Fisher-LSD demonstrou uma redução mais acentuada da 

neurotrofina hipocampal na fase adulta dos animais EtOH-intoxicados que iniciaram o binge 

drinking na fase de adolescência perdurando a administração pelo período de 8 semanas de 

Figura 20: Efeitos da administração de etanol (EtOH) em forma de binge drinking sobre os níveis de 

corticosterona (CORT) do soro de ratas na fase de adolescência à idade adulta. Os resultados estão 

expressos como a média ± e.p.m da concentração de CORT, com 4-5 animais por grupo (ANOVA de duas 

vias, teste Fisher-LSD subsequente). **p < 0,01comparado ao respectivo grupo controle; ***p < 0,001 

comparado ao respectivo grupo controle. 
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repetidos episódios de ETOH em comparação aos animais que consumiram a droga até a fase 

de adolescência tardia (p = 0,02). Apesar da depleção da quantidade de imunoconteúdo de 

BDNF hipocampal ser mais intensa no período denominado de 8 BD, quatorze dias após a 

retirada do EtOH foi suficiente para o retorno dos níveis normais dos valores da neurotrofina 

no hipocampo (p = 0,04). 
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6.6.3 CORRELAÇÃO ENTRE IMUNOCONTEÚDO DE BDNF NO HIPOCAMPO E 

ÍNDICE DE DISCRIMINAÇÃO NA TAREFA DE RECONHECIMENTO DE OBJETO  

A redução da quantidade de imunoconteúdo de BDNF no hipocampo provocada pela 

administração de EtOH de forma episódica e intermitente da adolescência à idade adulta foram 

correlacionadas com do índice de reconhecimento na fase de teste da tarefa de reconhecimento 

de objeto (Figura 22). Análise de correlação de Pearson revelou que as duas variáveis possuem 

coeficientes de correlação positiva cuja tendência é de aumentar juntos (r = 0,76; p = 0,0003).  

Figura 21: Efeitos da administração de etanol (EtOH) em forma de binge drinking sobre a quantidade de 

imunoconteúdo de BDNF no hipocampo de ratas na fase de adolescência à idade adulta por meio do 

método de Western blot. Os resultados estão expressos como a média ± e.p.m do imunoconteúdo de BDNF 

no hipocampo, com 4-5 animais por grupo (ANOVA de duas vias, teste Fisher-LSD subsequente). *p < 

0,05 comparado ao respectivo grupo controle; **p < 0,01 comparado ao respectivo grupo controle; +’p < 

0,05 comparado ao grupo EtOH- 4 BD; +’’p < 0,05 comparado ao grupo EtOH- 8 BD. 

BDNF  

β-actina 

14 kDa 

42 kDa 



88 
 

 

 

 

 

 

6.6.4 ADMINISTRAÇÃO DE BINGE DRINKING PRODUZ DESEQUILÍBRIO NO 

BALANÇO OXIDATIVO DE RATAS DA ADOLESCÊNCIA À IDADE ADULTA 

A figura 23 ilustra as mensurações realizadas sobre o balanço oxidativo de ratas Wistar 

após a administração de EtOH no padrão intermitente e episódico da adolescência à idade 

adulta.  

O painel A demonstra os níveis de peroxidação lipídica por meio da concentração de 

MDA. A ANOVA de duas vias revelou que não há diferença no fator tratamento (F1 = 0,96; p 

= 0,33), no entanto existe diferença no fator repetição de episódios de binge drinking e no fator 

interação entre os principais fatores [(repetição: F3 = 4,11; p = 0,01); (interação: F3 = 4,11; p = 

0,01)] na qual os níveis da diferença do fator repetição depende do fator tratamento.  

Teste de Fisher-LSD subsequente demonstrou que após a administração de EtOH em 

binge agudo na fase de adolescência os níveis de MDA reduziram (p = 0,01) diferindo dos 

demais resultados a respeito do binge drinking neste protocolo (4 BD: p = 0,04; 8 BD: p < 

Figura 22: Correlação da quantidade de imunoconteúdo de BDNF no hipocampo e valores do índice de 

discriminação da tarefa de reconhecimento de objeto de ratas após o consumo de etanol (EtOH) em forma 

de binge drinking na fase de adolescência à idade adulta. Análise de correlação de Pearson demonstra 

relação positiva entre as duas variáveis. Os resultados estão expressos com a distribuição de correlação e 

regressão linear, com 4-5 animais para valores de BDNF e 10 animais para valores do índice de 

reconhecimento de objeto por período. 
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0,001; Abst-14d: p = 0,01). Em contrapartida, com a cronicidade da administração, ocorre 

aumento da produção de MDA deflagrada no período de 8 semanas de repetidos episódios de 

EtOH da adolescência à idade adulta (p = 0,003), inclusive com valores maiores da 

concentração de MDA em relação ao período anterior estudado (4 BD, p = 0,01). Por outro 

lado, a elevação dos níveis de peroxidação lipídica não permanecem elevados 14 dias após a 

retirada da droga (p = 0,63), até mesmo reduzindo a concentração de MDA encontrada 7,5 h 

após a última administração de EtOH no padrão binge da adolescência à idade adulta (p = 0,01). 

A atividade da enzima catalase foi avaliada durante o protocolo de intoxicação no 

padrão binge utilizado (Painel B). ANOVA de duas vias demonstrou que não existe diferença 

significativa no fator tratamento (F1 = 0,0008; p = 0,97), no entanto existe diferença no fator 

repetição de episódios de binge drinking e no fator interação entre os principais fatores 

[(repetição: F3 = 4,96; p = 0,006); (interação: F3 = 4,96; p = 0,006)].  

Post-hoc com teste de Fisher-LSD revelou que a atividade da catalase é elevada após a 

administração de EtOH (3 g/kg/dia) no padrão binge por 3 dias consecutivos na fase de 

adolescência (p = 0,005) diferindo de qualquer outro período analisado neste paradigma de 

intoxicação (p < 0,001 para todos os períodos analisados). No entanto, há redução da atividade 

desta enzima após a continuidade do protocolo de intoxicação na fase adulta dos animais (p = 

0,04).  

A atividade da enzima SOD foi mensurada no sangue de ratas EtOH- intoxicadas no 

padrão binge (Painel C). A ANOVA revelou que não há diferença no fator tratamento (F1 = 

0,58; p = 0,29), no entanto existe diferença no fator repetição de episódios de binge drinking e 

no fator interação entre os principais fatores [(repetição: F3 = 7,23; p < 0,001); (interação: F3 = 

7,23; p < 0,001)].  

Análise subsequente com teste de Fisher-LSD demonstrou que após a administração de 

EtOH em binge agudo na fase de adolescência aumenta a atividade da SOD (p = 0,002) 

diferente dos demais períodos analisados neste paradigma de intoxicação (p < 0,001 para 4 e 8 

BD e p = 0,01 em relação ao grupo Abst- 14d). Após 4 repetidos episódios de binge drinking 

durante a adolescência, a atividade enzimática da SOD é reduzida (p = 0,002). Após um período 

prolongado de 14 dias sem administração de EtOH subsequente a um período de administração 

episódica e intermitente da adolescência à idade adulta, a atividade da SOD tende a normalizar 

diferindo significativamente da atividade enzimática encontrada logo após os períodos de 

administração de EtOH de 4 BD e 8 BD (p = 0,009 e p = 0,04 respectivamente).    
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Figura 23: Efeitos da administração de etanol (EtOH) em forma de binge drinking sobre o balanço 

oxidativo de ratas na fase de adolescência à idade adulta por meio do percentual do controle da 

concentração de malondialdeído (MDA, painel A) e dos percentuais do controle das atividades enzimáticas 

de catalase (painel B) e superóxido-dismutase (SOD, painel C). Os resultados estão expressos como a 

média ± e.p.m, com 4-5 animais por grupo (ANOVA de duas vias, teste Fisher-LSD subsequente). *p < 

0,05 comparado ao respectivo grupo controle; **p < 0,01 comparado ao respectivo grupo controle; +p < 

0,05 comparado ao grupo EtOH- 1 BD; +++p < 0,001 comparado ao grupo EtOH- 1 BD; +’p < 0,05 

comparado ao grupo EtOH- 4 BD; +’+’p < 0,01 comparado ao grupo EtOH- 4 BD; +’’p < 0,05 comparado 

ao grupo EtOH- 8 BD. 
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7. DISCUSSÃO 

O presente estudo demonstra pela primeira vez que a administração intermitente e 

episódica (3 g/kg/dia) de EtOH da adolescência à fase adulta produz prejuízos sobre o 

comportamento motor e processo mnemônico, além de alterações comportamentais 

semelhantes à ansiedade. Estas relações estavam acompanhadas de alterações bioquímicas, tais 

como elevação dos níveis do hormônio CORT sanguíneo, redução da quantidade de 

imunoconteúdo de BDNF no hipocampo e alteração do balanço oxidativo sanguíneo. Este 

estudo é pioneiro também em avaliar os efeitos do álcool em períodos de recortes importantes 

do desenvolvimento de ratos fêmeas da adolescência à fase adulta a fim de caracterizar quais 

são os prejuízos imediatos e em longo prazo derivados do binge drinking. 

A adolescência é um termo usado para descrever um estágio de transição entre a infância 

e a idade adulta e consiste em diversas mudanças comportamentais, neuroquímicas e 

morfológicas (ARAIN et al., 2013). Além disso, é uma etapa do desenvolvimento com elevada 

ocorrência de comportamento de risco, impulsividade e busca por novidade que caracterizam a 

vulnerabilidade desta população ao consumo de drogas psicotrópicas e, ao mesmo tempo, 

momento de maior sensibilidade aos efeitos nocivos das mesmas tanto em relação à propensão 

do desenvolvimento de dependência quanto aos mecanismos neurotóxicos (CREWS et al., 

2007; GUERRI e PASCUAL, 2010; ARAIN et al., 2013; SELEMON et al., 2013) 

Para Semple e colaboradores (2013) a estreita janela entre o período de 35-49 DPN da 

idade de roedores é o período mais usual descrito como adolescência ou “periadolescência” e 

equivale em humanos em torno dos 12-18 anos de idade. Dessa forma, o período inicial da 

administração de EtOH utilizado neste estudo ocorreu no período da adolescência de ratas 

Wistar as quais encontravam-se em período de maturação do SNC em desenvolvimento. 

Para o estudo sobre os danos provocados pelo consumo de EtOH, deve-se salientar que 

os prejuízos encontrados variam de acordo com o modo de consumo os quais são determinados 

pela quantidade, período e frequência de ingestão (TAPERT et al., 2004; ZEIGLER et al., 2005; 

YANG et al., 2014). Conceitualmente existem formas de beber denominada pesada, moderada 

e leve que pode ser contínua ou intermitente bem como podem ocorrer de forma aguda ou 

crônica (NIAAA, 2004; WHO, 2014).  

O consumo de grandes quantidades de EtOH em curto período de tempo, seguido por 

um período de abstinência - ou em binge drinking- representa a forma dominante de uso 

indevido de álcool entre os adolescentes e adultos jovens (NIAAA, 2004; CREGO et al., 2009; 

CREGO et al., 2010; PETIT et al., 2013; JACOBUS e TAPERT, 2013). Esta modalidade tem 
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crescido no gênero feminino e é considerado como um precursor do alcoolismo crônico 

(NIAAA, 2004; SKALA e WALTER, 2013; WHO, 2014). 

Neste estudo foi utilizado o modelo de intoxicação alcoólica o qual consiste de uma 

forma de administração intermitente e episódica – conhecido como binge drinking- da 

adolescência à idade adulta a fim de avaliar as alterações decorrentes da administração de EtOH 

no período crítico do desenvolvimento. Além disso, o modelo experimental foi utilizado com 

fêmeas a fim de elucidar os efeitos desta forma de consumo sobre a população feminina que 

tem aumentado o uso abusivo de EtOH (INPAD, 2013). 

Nosso grupo de pesquisa tem realizado estudos a respeito dos prejuízos sistêmicos do 

EtOH crônico no modelo de heavy drinking (altas doses de EtOH, 6,5 g/kg/dia) da adolescência 

à idade adulta de ratos Wistar fêmeas sobre importantes processos fisiológicos em diferentes 

tecidos corporais, tais como alteração da homeostase da cavidade oral deflagrada pela perda 

óssea alveolar e alterações em glândulas salivares (BANNACH et al., 2015; FERNANDES et 

al., 2015) e no sistema nervoso verificado por prejuízos neurocomportamentais bem como 

danos em populações celulares do tecido encefálico (OLIVEIRA et al., 2014; TEIXEIRA et al., 

2014; OLIVEIRA et al., 2015; FONTES-JÚNIOR et al., 2016).  

Após a etapa inicial de descobertas sobre os efeitos derivados do heavy drinking sobre 

diversos tecidos corporais relacionados principalmente à cavidade oral e SNC, surgiram novas 

perguntas acerca dos efeitos decorrentes da administração intermitente e episódica de EtOH, 

haja vista que este é o modelo de consumo dominante de uso indevido do álcool em 

adolescentes e adultos jovens (CREGO et al., 2009; CREGO et al., 2010; INPAD, 2013). Além 

disso, a frequência de consumo nessa população ocorre 3 vezes na semana particularmente às 

quintas-feiras e fins de semana (PARADA et al., 2011; BEETS et al., 2009).   

Assim, foi proposto então neste projeto a primeira investigação dos efeitos após a 

administração da droga por três dias consecutivos para simular o binge drinking humano em 

diferentes períodos de intoxicação (1, 4 e 8 semanas) a fim de avaliar a partir de que período da 

administração intermitente e episódica ocorrem os prejuízos neurocomportamentais 

relacionados às mesmas áreas funcionais do sistema nervoso encontrados em nossos estudos 

anteriores e alterações bioquímicas relacionadas à intoxicação.  

Além disso, propomos investigar se as possíveis alterações ocorridas após 8 semanas de 

repetidos episódios de binge drinking persistem após um período de 14 dias sem qualquer 

administração. Considerando que 11,8 dias na idade adulta em ratos equivale a um ano na idade 

de humanos adultos (QUINN, 2005), quatorze dias após 8 repetidos episódios de binge drinking 

equivale em média à 1 ano e 2 meses de abstinência em humanos. Assim, este período 
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adicionado em nosso estudo teve o intuito de avaliar a habilidade dos animais em reverter os 

possíveis efeitos do tratamento com EtOH na forma de binge sobre o SNC ou se as prováveis 

alterações perduram por tempo prolongado. 

Diante do exposto, após a administração do protocolo experimental, os animais 

seguiram para realização de uma bateria de testes comportamentais que consistiu de avaliação 

sobre a deambulação dos animais e a função motora mais detalhada, por meio de análises da 

coordenação motora, equilíbrio e ocorrência de bradicinesia nos movimentos realizados sobre 

uma viga vertical.  

Além disso, foi realizada a qualificação da deambulação destes animais a respeito da 

natureza do comportamento tipo emocional no teste do campo aberto e, em seguida, avaliados 

no teste do LCE o qual é sensível para análise de comportamento semelhante à ansiedade 

(KARL et al., 2003). Ademais, o efeito do binge drinking da adolescência à fase adulta sobre a 

memória de reconhecimento de objeto também foi descrito neste estudo. Adicionalmente, foi 

realizado a investigação sobre os efeitos bioquímicos por meio dos níveis de CORT, balanço 

oxidativo e imunoconteúdo de BDNF no hipocampo dos animais.  

Existem algumas divergências nas definições das diferentes classificações dos níveis 

de binge drinking. Inclusive, a definição do termo estabelecido pelo NIAAA (2004) sobre beber 

nesta modalidade de consumo é considerada a concentração acima de 80 mg/dL de EtOH no 

sangue em um único episódio dentro de um período de duas horas (5 ou mais doses para os 

homens ou 4 ou mais doses para as mulheres), desta forma, não há delimitação fundamentada 

para os tipos de bebedeira. 

No entanto, tem-se frequentemente utilizado doses de EtOH que alcançam níveis 

sanguíneos em torno de 250-400 mg% em estudos sobre binge que conhecidamente geram 

dependência alcoólica, mimetizando altos níveis de alcoolemia e o consumo pesado de EtOH 

comum entre os etilistas (CREWS et al., 2000; CREWS e NIXON, 2009; MCCLAIN et al., 

2013). Ademais, concentrações alcoólicas sanguíneas em ratos jovens entre 43-106 mg/dL 

foram descritas estando associadas ao consumo de EtOH em binge denominado de moderado 

(SAMPSON et al., 1999).  

Nós adotamos a dose de 3 g/kg/dia (solução de 20% v/v) nos episódios de binge drinking 

conforme protocolos utilizados em outras investigações que avaliam prejuízos sistêmicos 

decorrentes da intoxicação de EtOH neste paradigma intermitente e episódico (LAUING et al. 

2008; LINDTNER et al. 2013; NOGALES et al., 2014). Esta dose utilizada em nosso estudo 

obteve concentração de 197,4 mg/dL de EtOH no sangue, este valor é considerado para alguns 



95 
 

autores como níveis de alta a moderada concentração alcoólica devido estar na faixa de 

concentração entre 150 a 225 mg/dL (EHLERS et al., 2011; 2013).  

Além disso, a concentração alcoólica após administração de EtOH por três dias 

consecutivos encontrado nos animais deste estudo foi semelhante aos valores encontrados em 

outra investigação que utilizou a mesma dose em uma única administração em ratos 

adolescentes (WALKER e EHLERS, 2009).  Aliás, estes níveis de alcoolemia em nossos 

achados são consistentes com concentrações encontradas em pesquisa sobre o binge drinking 

em adolescentes humanos (DONOVAN, 2009). Dessa forma, a dose utilizada de 3 g/kg por 

episódio gerou o nível sanguíneo de EtOH pretendido no projeto para o estudo do modelo binge 

drinking em ratas adolescentes. 

Livy e colaboradores (2003) realizaram um estudo contrastando a farmacocinética do 

EtOH (3,8 g/kg) em ratos e camundongos adolescentes em duas vias de administração (injeção 

intraperitoneal e gavagem intragástrica) avaliando a concentração sanguínea da droga nos 

animais. A avaliação intragástrica em ratos teve picos na concentração 60 minutos após a 

administração e declínio gradual chegando à zero após 450 minutos. Baseado nesse trabalho e 

com o intuito de avaliar os efeitos após a administração de EtOH, consideramos submeter os 

animais aos ensaios comportamentais 7,5 horas após a última administração de álcool.  

Segundo Schulteis e Liu (2006) valores abaixo de 10 mg/dL na dosagem alcóolica de 

animais EtOH-intoxicados são considerados valores não detectáveis de alcoolemia. Em nosso 

estudo, sete horas e meia foi suficiente para encontrarmos valores não detectáveis de alcoolemia 

(0,74 mg/dL). Dessa forma, os animais EtOH-intoxicado no protocolo utilizado neste estudo 

atingiram a concentração que caracteriza o binge drinking. Além disso, estes mesmos animais 

foram submetidos aos ensaios comportamentais após o efeito da droga, validando o estudo dos 

efeitos da abstinência de EtOH no padrão binge por três dias consecutivos. 

Inicialmente, não houve alterações no ganho de peso ou morte dos animais durante a 

administração de repetidos episódios de EtOH. Estes resultados retratam uma importante 

implicação desta forma de consumo na população adolescente em geral, haja vista que a 

aparente normalidade no desenvolvimento e a baixa taxa de mortalidade podem esconder 

prejuízos ou outras morbidades, tais como disfunções cognitivas e motoras, além de alterações 

bioquímicas importantes.   

De forma geral, o álcool produz alterações funcionais e morfológicas no SNC, no 

entanto, tais efeitos não são uniformes (Crews et al., 2004). Tem sido documentado que regiões 

como córtex pré-frontal, hipocampo, cerebelo, substância branca e células da glia são as 

estruturas mais susceptíveis (HARPER et al., 1987; HARDING et al., 1996; BAKER et al., 
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1999; ARAIN et al., 2013). De fato, a administração de EtOH em forma de binge produz 

maiores danos ao desenvolvimento cerebral comparado com achados de exposição contínua 

(BONTHIUS e WEST, 1990). Além disso, a retirada abrupta no consumo excessivo altera a 

integridade neuronal de regiões cerebrais vulneráveis como cerebelo, hipocampo e córtex 

gerando alterações no processo mnemônico, comportamento semelhante à ansiedade e 

comportamento motor (JUNG e METZGER, 2010). 

O sistema nervoso é responsável por originar as diferentes formas de comportamento, 

assim, a análise comportamental pode ser considerada a maneira mais elementar para avaliação 

das funções neurais (WHISHAW et al., 1999). Karl e colaboradores (2003) realizaram uma 

abordagem sobre a seleção de procedimentos específicos adequados ao “screening” 

comportamental confiável em farmacologia e toxicologia. Segundo os autores, esse modelo de 

ensaio que detecta efeitos comportamentais específicos induzidos por drogas é vital para excluir 

resultados falsos positivos ou negativos. Neste estudo, foram avaliados testes confiáveis de 

domínios comportamentais específicos (funções motoras, relacionado à ansiedade e memória) 

em formato de “screening”. 

Apesar dos prejuízos na função motora também depender do período e tempo de 

consumo do EtOH, é conhecido que os adolescentes são menos vulneráveis aos danos motores 

comparados aos adultos devido os mais jovens serem mais resistentes aos efeitos motores 

sedativos da droga (LITTLE et al., 1996; WHITE et al., 2002; VAN SKIKE et al., 2010; 

ACEVEDO et al., 2013). Esta característica da adolescência pode levar ao aumento do consumo 

de grande quantidade de álcool sem gerar a percepção dos efeitos toxicológicos.  

Além disso, há evidências que fêmeas sejam menos susceptíveis aos efeitos deletérios 

do álcool em tarefas de aprendizagem motora, especialmente durante a adolescência em um 

paradigma de binge drinking (FORBES et al., 2013). Mesmo assim, nossos resultados 

demonstram que EtOH no padrão binge gerou prejuízo sobre o comportamento motor de fêmeas 

adolescentes reduzindo a atividade locomotora espontânea, ocorrência de bradicinesia, dano na 

coordenação motora e equilíbrio. 

A tendência exploratória do animal em um novo ambiente no teste do campo aberto 

pode ser traduzida como atividade locomotora espontânea, utilizando-se os parâmetros de 

distância total percorrida na arena como medida de exploração horizontal e frequência de 

rearings decorrente da exploração vertical (KARL et al., 2003; BRENES et al., 2009). Este 

estudo demonstrou que a atividade exploratória horizontal e vertical foram prejudicadas após 

administração de EtOH no padrão binge. Estes prejuízos apareceram desde apenas uma 
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sequência de repetidos episódios na adolescência estendendo-se por período prolongado na 

idade adulta.  

A administração de EtOH (3,25 g/kg) agudo no início da adolescência é conhecido por 

ter efeito estimulante na locomoção espontânea quando a avaliação da deambulação ocorre 

imediatamente após administração da droga, cerca de 20 minutos (ACEVEDO et al., 2014). 

Além disso, Acevedo e colaboradores (2013) têm demonstrado que ratos adolescentes são mais 

sensíveis à ação estimulante aguda do EtOH devido ao aumento encontrado da atividade 

locomotora destes animais no campo aberto em relação aos mais velhos (70 DPN). No entanto, 

também é notório que os efeitos pós-consumo do álcool reduzem a atividade locomotora 

exploratória em protocolos de estudo a respeito das primeiras horas de abstinência desta droga 

(PASCUAL et al., 2011; KUZMIN et al., 2012) 

Recente estudo de nosso grupo de pesquisa revelou que a administração crônica de altas 

doses diárias de EtOH (6,5 g/kg/dia), durante toda a adolescência (35 a 90 DPN), reduziram a 

frequência de rearings na fase adulta avaliada 7 dias após a última administração da droga 

(FONTES-JÚNIOR et al., 2016). No entanto, não tem sido observado redução da atividade 

locomotora espontânea após 24 h e 7 dias após a última administração da droga no paradigma 

heavy drinking da adolescência à fase adulta (OLIVEIRA et al., 2014; FONTES-JÚNIOR et 

al., 2016). Estes resultados sugerem que a frequência de rearings seja um parâmetro mais 

sensível ao efeito deletério do álcool, no teste do campo aberto 

Pascual e colaboradores (2011) avaliaram o efeito do consumo voluntário crônico de 

EtOH (média de 10 g/kg) iniciado no final da periadolescência (42-49 DPN) de roedores 

durante 5 meses de intoxicação. Estes autores encontraram redução da atividade locomotora 

espontânea dos animais em 8 horas após a retirada da solução de EtOH, no entanto este prejuízo 

não perdurou por tempo prolongado (15 dias). Em contrapartida, nosso estudo demonstra que 

a administração intermitente e episódica de EtOH (3 g/kg) da adolescência à idade adulta reduz 

a atividade locomotora exploratória dos animais a curto e longo prazo. Estes achados indicam 

o maior efeito nocivo decorrente do consumo do álcool no modelo binge drinking usual entre 

os adolescentes. 

A fim de abranger o estudo sobre os vários aspectos da função motora, foram utilizados 

os ensaios comportamentais do pole test, BWT e rotarod. O primeiro foi desenvolvido para 

mensurar a bradicinesia e redução do tônus muscular avaliando a capacidade do animal inverter 

seu eixo e descer até a plataforma (MATSUURA et al., 1997; KARL et al., 2003). De outro 

modo, os dois últimos avaliam coordenação e equilíbrio motor (KARL et al., 2003; STANLEY 

et al., 2005). Quando objetiva-se avaliar esses dois parâmetros, deve ser escolhido mais de um 
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teste comportamental sensório-motor para que, dessa forma, possa capturar detalhes 

relacionados ao foco do estudo (CRABBE et al., 1999). Assim, a função motora dos animais 

foi avaliada de forma ampla, capaz de detectar alterações motoras mais finas além da atividade 

locomotora geral. 

O desenvolvimento da bradicinesia é mensurado pelo prolongamento do tempo de 

virada e de descida do animal à base da plataforma (MATSUWAKI et al., 2008), esse efeito é 

amplamente encontrado em doenças neurodegenerativas do SNC como a doença de Parkinson 

devido a degeneração de neurônios da via dopaminérgica nigroestriatal (GRAFTON, 2004; 

PHILLIPS et al., 2009; ANTZOULATOS et al., 2010). Este sintoma está associado com o 

funcionamento anormal da circuitaria intrínseca dos núcleos da base através da hipoatividade 

seletiva da área motora suplementar e córtex pré-frontal dorsal, que são áreas de associação 

frontais que recebem entrada subcortical principalmente a partir dos gânglios da base 

(BROOKS, 1999; GRAFTON, 2004).  

Além disso, tem sido descrito que a bradicinesia em roedores é aumentada 

principalmente após lesão e morte celular nos terminais dopaminérgicos do estriado (OGAWA 

et al., 1985; DIGUET et al., 2005). De acordo com o que foi observado, os grupos EtOH-

intoxicado apresentaram tempo de descida elevado em relação aos respectivos grupos controle, 

indicando que a intoxicação pelo EtOH em forma de binge drinking gera prejuízo na cinética 

da atividade motora dos animais perdurando por tempo prolongado. Assim, nossos achados 

indicam prejuízo na conexão subcortical e/ou subcortical com áreas motoras corticais em 

adolescentes a partir de três repetidos episódios de binge drinking que perdura até a fase adulta 

sem recuperação funcional após 14 dias de retirada da droga. Este dano duradouro 

provavelmente é decorrente da perturbação da conexão dopaminérgica em maturação no SNC 

adolescente (ARAIN et al., 2013). 

Para avaliar a coordenação motora e o equilíbrio dos animais experimentais foi 

empregado o teste do BWT e do rotarod que são amplamente utilizados conjuntamente para 

avaliar a coordenação e refinamento motor (CARTER et al., 1999). Segundo Crabbe e 

colaboradores (2003) um único conjunto de parâmetros em um ensaio motor é insuficiente para 

caracterizar influências genéticas sobre o comportamento, além disso, os autores sugerem ser 

razoável assumir que cada ensaio selecionado reflita a mesma demanda de sistemas 

neurobiológicos como locomoção, equilíbrio, propriocepção e marcha padronizada. Desta 

forma, foram selecionados dois ensaios que permitam verificar os mesmos parâmetros por meio 
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da locomoção espontânea e forçada sobre um cilindro giratório (BWT e rotarod 

respectivamente).     

Conforme o objetivo do BWT de avaliar características atáxicas e distônicas através da 

dificuldade do animal em transpassar as vigas de diferentes formas e de áreas de secção 

transversal (KARL et al., 2003), nosso estudo demonstrou que a administração de EtOH no 

modelo binge drinking provoca prejuízo motor principalmente nas vigas de fina espessura 

evidenciado pelo aumento no tempo de escape associado (dados não ilustrados) com o 

acentuado número de escorregadas em uma tarefa que necessita, além de equilíbrio, 

coordenação motora  para percorrer as vigas de secções transversais mais estreitas. Ademais, 

os danos sobre a coordenação motora e equilíbrio ocorreram logo após as primeiras horas de 

retirada da droga na fase da adolescência e perdurou por tempo prolongado na idade adulta. 

Por outro lado, o teste do rotarod mede distúrbios de marcha e incoordenação motora a 

partir da capacidade que o animal tem de manter-se sobre uma haste giratória, para isso, 

verifica-se o tempo de latência de queda do animal (KARL et al., 2003). No presente estudo, a 

administração de EtOH no padrão binge gera déficit motor a curto e longo prazo em fêmeas da 

adolescência à fase adulta caracterizado pela redução no tempo de permanência sobre o 

aparelho quando comparado aos respectivos grupos controle. 

Neste sentido, para que o movimento ocorra corretamente, as áreas motoras relacionadas 

à organização e ao controle do movimento – córtex motor primário, área motora suplementar, 

área pré-motora e motora cingular - influenciam vias descendentes e interneurônios medulares 

por meio de suas conexões com o tronco encefálico, núcleos da base e cerebelo (KURATA, 

1994; NAIR et al., 2003). Dessa forma, as ataxias resultam de distúrbios do cerebelo e/ou de 

suas conexões, mas os circuitos que integram o córtex motor e corpo estriado também estão 

envolvidos (CHUCK et al., 2006).  

A incoordenação motora é frequentemente usada como índice de intoxicação produzida 

por drogas que deprimem o SNC (CRABBE et al., 2003). Tem sido observado que o EtOH, no 

período de abstinência, pode regular negativamente (“down-regulation”) neurônios gabaérgicos 

associado à exacerbação da via glutamatérgica na maioria das áreas cerebrais promovendo 

efeitos comportamentais típicos deste período como alteração do controle motor, aprendizado 

e memória (VENGELINE et al., 2008; JUNG e METZGER, 2010; MÖYKKYNEN e KORPI, 

2012). Assim, os resultados obtidos neste estudo revelam que repetidos episódios de binge 

drinking aumenta o número de escorregadas sobre as vigas mais finas no BWT, assim como, 

redução no tempo de permanência no rotarod provavelmente devido a estes eventos moleculares 

descritos no período de abstinência.  
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Van Skike e colaboradores (2010) relataram que as células de Purkinje são mais 

insensíveis à exposição aguda do EtOH no início da adolescência, mas tornam-se sensíveis após 

repetidas exposições. Estes achados contribuem com nosso estudo, haja vista que os prejuízos 

motores encontrados neste protocolo ocorreram após repetidos episódios de binge drinking. 

Além disso, os prejuízos motores identificados por tempo prolongado podem estar relacionados 

à maturação da neurotransmissão GABAérgica durante a adolescência em que foi iniciado o 

consumo de EtOH (ARAIN et al., 2013). 

Adicionado a isso, Pascual e colaboradores (2007) estudaram os efeitos do binge 

drinking cujos níveis de alcoolemia eram em torno de 210 mg/dL de EtOH, 2 dias on e 2 off 

durante duas semanas em ratos adolescente (25 DPN). Estes autores encontraram prejuízo na 

coordenação e equilíbrio nos animais ao atravessarem vigas graduadas no BWT 24 horas pós-

consumo, assim como, quando testados na idade adulta (60 DPN) 21 dias pós-consumo. Além 

disso, os prejuízos encontrados estavam associados com elevados níveis de fatores associados 

à inflamação como COX-2, iNOS e neurodegeneração em regiões cerebrais como cerebelo e 

neocórtex.  

O cerebelo, juntamente com o estriado, é um componente de circuitos cortical-

subcorticais envolvidos em aspectos distintos do aprendizado e controle motor (MIDDLETON 

e STRICK, 2002). Segundo Crabbe e colaboradores (2003) vigas mais largas no teste do BWT 

refletem o aprendizado motor, além de coordenação e equilíbrio. Além disso, o teste do rotarod 

pelo repetido número de exposições ao aparelho, mesmo que em velocidade constante, também 

reflete aprendizado motor (LALONDE e STRAZIELLE, 2011). Diante disso, este estudo 

propõe que os ratos fêmeas após a administração de EtOH intermitente e episódica, em alta 

dose, apresentaram coordenação, equilíbrio e aprendizado motor prejudicados.  

Por se tratar de um estudo temporal dos efeitos da administração intermitente e episódica 

de EtOH da adolescência à fase adulta, nossos achados demonstram que existe déficit motor 

independentemente do número de episódios de binge drinking. No entanto, vale ressaltar o 

maior prejuízo motor no período de 4 semanas de repetidos episódios de binge drinking durante 

a fase da adolescência devido os animais, após atravessar vigas de menor espessura no BWT, 

ser o único grupo com altos números de escorregadas ao atravessar as vigas circulares de 

maiores espessuras. Similarmente no resultado do rotarod, este período de intoxicação foi o 

único com redução da latência de queda em todas as exposições ao aparato. Dessa forma, a 

aprendizagem motora com maior prejuízo foi neste período estudado.    
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Curiosamente, nossos achados demonstram uma pequena adaptação e atenuação do 

dano no aprendizado motor dos animais EtOH-intoxicado, haja vista que há uma recuperação 

gradual ou simplesmente adaptação do organismo identificada pelo maior tempo de 

permanência dos animais intoxicados após 8 repetidos episódios de binge drinking sobre o 

cilindro giratório em relação ao grupo 4 BD na terceira exposição ao aparato no teste do rotarod. 

Além disso, houve uma recuperação parcial do aprendizado motor após um período prolongado 

de retirada da droga mesmo com a presença de prejuízo da coordenação motora e equilíbrio. 

Vale ressaltar que a administração de EtOH no padrão binge, em nosso protocolo, gerou 

prejuízos no equilíbrio, coordenação e aprendizagem motora. Além disso, também foram 

encontradas diferenças no número de escorregadas dos animais mais jovens (37 e 58 DPN) em 

relação aos mais velhos (100 DPN) na viga quadrada de maior espessura no BWT. No entanto, 

este achado não demonstra prejuízo na coordenação motora e equilíbrio de ratas Wistar na fase 

da adolescência, e sim, decorrente da maior impulsividade e excitabilidade características desta 

fase manifestadas diante da realização de uma tarefa de menor grau de dificuldade (SPEAR, 

2000; GUERRI e PASCUAL, 2010; SPEAR e SWARTZWELDER, 2014).  

O período da adolescência é caracterizado por aumento da busca de sensações, 

comportamentos de risco, baixos níveis de prevenção de danos, impulsividade e ansiedade 

(GUERRI e PASCUAL, 2010; PASCUAL et al., 2011; SELEMON, 2013). Os animais controle 

na fase de periadolescência, deste estudo, apresentaram comportamento natural semelhante à 

ansiedade evidenciado pela maior aversão a espaços abertos nos testes do campo aberto e LCE 

em relação aos adultos.   

Esta característica negativa do comportamento entre adolescentes é consequência da 

maturação tardia de componentes corticais e subcorticais como áreas do sistema límbico (ex. 

amígdala, hipocampo, núcleo accumbens, hipotálamo) envolvidos em funções executivas como 

controle do impulso, atenção, inibição da resposta e planejamento de tarefas (SPEAR, 2000; 

CREWS et al., 2007; GUERRI e PASCUAL, 2010; ARAIN et al., 2013). Desta forma, há maior 

vulnerabilidade dos adolescentes ao abuso de substâncias psicotrópicas como o EtOH 

(GUERRI e PASCUAL, 2010).  

Alguns autores têm descrito que o EtOH está associado com algumas morbidades como 

medo, ansiedade e depressão (BERTOTTO et al., 2006). Considerando que o córtex pré-frontal 

e estruturas do sistema límbico são vulneráveis aos efeitos neurotóxicos do álcool, repetidos 

episódios de binge drinking estão relacionados a mudanças neuroadaptativas que podem levar 

a aumento persistente de sintomas de ansiedade (CREWS et al. 2007; SILBERMAN et al., 
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2009; GUERRI e PASCUAL, 2010; SELEMON et al., 2013). Assim, estas diferenças têm sido 

propostas por refletir a maior tendência no reforço induzido pelo EtOH em indivíduos mais 

jovens, que podem fundamentar a maior propensão dos adolescentes a se envolverem em 

condições de abuso do consumo do toxicante (DOREMUS et al., 2005).  

Alguns autores sugerem que fêmeas adolescentes são menos sensíveis às alterações 

associadas ao EtOH dentro dos sistemas cerebrais envolvidos na modulação do comportamento 

semelhante à ansiedade (VARLINSKAYA et al., 2016). No entanto, em nosso estudo, repetidos 

episódios de binge drinking desde a adolescência à idade adulta gerou redução do número de 

entrada nos braços abertos do LCE e distância percorrida no centro do aparato do campo aberto, 

estes achados revelam o comportamento semelhante à ansiedade dos animais EtOH-intoxicado. 

Vale ressaltar que a ansiedade está associada ao reforço negativo do álcool que podem 

impulsionar ainda mais repetidos ciclos do consumo excessivo da droga (DE WITTE et al., 

2003; BERTOTTO et al., 2006; GILPIN e KOOB, 2008; CREWS e VETRENO, 2014).  

As desordens da ansiedade, baseado em estudos experimentais, envolvem circuitos 

neuronais bem definidos que podem estar associados com desordens de ansiedade específicas 

ou generalizadas (BRANDÃO et al., 2008). De forma geral, tem sido descrito a importância de 

regiões límbicas como amígdala e hipocampo com comportamento semelhante à ansiedade 

(BRANDÃO et al., 2008; VETRENO e CREWS, 2015). Além disso, é conhecido que o pós-

consumo crônico de EtOH no modelo heavy drinking durante a adolescência à idade adulta 

aumenta comportamento semelhante à ansiedade em fêmeas associado a alterações 

morfológicas no hipocampo, como redução do volume hipocampal e populações de células 

neuronais e glial (OLIVEIRA et al., 2015).  

Bertotto et al. (2006) realizaram interrupção abrupta no consumo de EtOH (média de 

9,4 g/kg) por 14 dias em ratos adultos, em seguida, os animais foram submetidos ao teste do 

LCE 8, 48 e 72 h pós-consumo. No entanto, os animais revelaram comportamento do tipo 

ansiogênico somente no tempo de 8 h do pós-consumo. Contraditoriamente, nossos achados 

revelaram comportamento tipo ansioso nos animais EtOH-intoxicado na idade adulta mesmo 

14 dias após a retirada da droga, dessa forma, este período não foi suficiente para minimizar as 

alterações sobre o comportamento semelhante à ansiedade derivadas do EtOH no padrão binge 

utilizado em nosso protocolo de estudo. Estas diferenças ressaltam o efeito nocivo do consumo 

de EtOH no padrão binge iniciado na adolescência. 
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Vale ressaltar que Pascual e colaboradores (2011) relataram comportamento semelhante 

à ansiedade persistente em adolescentes após 15 dias de retirada do consumo crônico de EtOH 

após 5 meses intoxicação, associado a dano inflamatório com mudanças epigenéticas mediadas 

por receptores toll-like 4. Além disso, outra investigação sobre os efeitos do consumo de EtOH 

(4 g/kg, via i.p.) no modelo binge drinking, no paradigma 2 dias on e 2 off durante 20 dias, 

revelou comportamento tipo ansioso em ratos adolescentes e adultos após 12 dias de retirada 

da droga (VAN SKIKE et al., 2015). Dessa forma, estes achados indicam que a retirada de 

EtOH após repetidos episódios gera efeito ansiogênico por período prolongado dose e tempo-

dependente (ZHANG et al., 2007).  

Considerando que os animais EtOH-intoxicado reduziram a atividade locomotora 

espontânea e que a qualificação da deambulação foi de comportamento semelhante à ansiedade, 

foi avaliado também a distância percorrida na periferia. É conhecido que o comportamento do 

animal é influenciado pela tigmotaxia cuja definição é “propensão natural do rato de ficar 

próximo dos limites de um ambiente novo” que no caso do campo aberto, é o comportamento 

natural dos animais de ficar próximos às paredes do aparato (ZHENG et al., 2012).    

Dessa forma, o comportamento de tigmotaxia dos animais foi preservado, conforme 

ilustração qualitativa de ocupação dos animais no campo aberto, assim como, não houve 

diferença quantitativa da distância percorrida pelos mesmos na periferia do aparato. No entanto, 

foi percebido que EtOH em padrão binge, em nosso protocolo, gerou aumento temporário no 

tempo de imobilidade destes animais durante a exploração de um aparato não familiar.  

O aumento de eventos de imobilidade do animal no aparato é um parâmetro amplamente 

utilizado como indicativo de alto grau de estresse (WALSH e CULMMINS, 1979; KARL et 

al., 2003). Além disso, a hipoatividade locomotora e redução da frequência de rearings 

associadas ao aumento do tempo de imobilidade podem representar um potencial 

comportamento relacionado ao medo de espaços abertos ou uma redução motivacional de ir ao 

centro do campo aberto ou ainda uma combinação dos dois fatores (EHLERS et al., 2013; 

KARADAYIAN et al., 2013).  

Tem crescido uma forte evidência sobre a relação entre o estresse, ansiedade e desordens 

do abuso do álcool em adolescentes (SILBERMAN et al., 2009). A transição do consumo em 

binge para a dependência do EtOH envolve a desregulação dos circuitos que medeiam respostas 

comportamentais a estressores, não só dos circuitos neurais envolvidos no processo de 

recompensa. No sistema de estresse, o CRF ativa o eixo HPA fazendo com que o ACTH 

estimule a glândula adrenal aumentando, assim, a produção de CORT (LOGRIP et al., 2013). 
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A ativação deste eixo, está associado com elevado estado de ansiedade (GILPIN e KOOB, 

2008; WILLEY et al., 2012).  

A adolescência é um período de maior plasticidade das respostas do eixo HPA, desta 

forma, este sistema pode ter importante impacto da vida adulta. Além disso, o consumo de 

EtOH durante este período crítico do desenvolvimento tem um efeito mais proeminente em 

fêmeas que em machos quanto adaptações em longo prazo (WILLEY et al., 2012). Um estudo 

realizado por Logrip e colaboradores (2013) evidenciou que o consumo intermitente de EtOH 

(alcoolemia de 200 mg%) durante a fase de adolescência (28-42 DPN) de ratos resulta em 

perturbações permanentes sobre à circuitaria cerebral do eixo HPA na idade adulta (70-71 

DPN), principalmente nas fêmeas que apresentaram uma marcante inibição do núcleo 

paraventricular hipotalâmico. 

Adicionado a isso, Chu et al. (2007) tem reportado que o aumento da ingestão em 

animais dependentes de EtOH poderia ser reduzida significativamente pelos tratamentos com 

antagonistas do receptor de CRF do receptor (CRF1-R) associado à atenuação do 

comportamento tipo ansiedade, independentemente da idade ou sexo. Nossos achados 

demonstram que os níveis de CORT sanguíneo foram elevados pós-consumo intermitente e 

episódico de EtOH em todos os períodos estudados.  

Dentre os objetivos deste estudo está a caracterização das alterações comportamentais e 

bioquímicas decorrentes de um novo paradigma do consumo intermitente e episódico de EtOH 

da adolescência à idade adulta elucidando os prejuízos imediatos e em longo prazo. No entanto, 

vale ressaltar que este estudo é de importante relevância nas investigações relacionadas às 

desordens de abuso do álcool na adolescência, haja vista que encontramos associações 

importantes em todos os períodos estudados. Tais como níveis elevados de hormônio CORT 

desde o pós-consumo intermitente e episódico de EtOH na adolescência que perdurou por 

tempo prolongado na idade adulta, assim como, o aumento da ocorrência de comportamento 

semelhante à ansiedade persistente. Esta elevação pode perturbar o funcionamento normal do 

hipocampo (CREGO et al., 2010; GUERRI e PASCUAL, 2010). 

 

A tarefa de reconhecimento de objeto é amplamente reconhecida como uma tarefa de 

memória de trabalho, que é facilitada pela tendência natural do rato para a novidade e avalia a 

capacidade de discriminação entre objetos familiares e não familiares (PIRES et al., 2009; 

TAKAHASHI et al., 2015). É bem estabelecido que doses elevadas de álcool administradas em 
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curto período de tempo (3 a 4 dias), em um simples ciclo de binge, produza neurotoxicidade 

em áreas córtico-límbicas - incluindo bulbo olfatório, giro dentado do hipocampo e córtex 

entorrinal - estas últimas, fazem conexões importantes podendo estar envolvidas na 

identificação de novos objetos (CREWS et al., 2000; CIPPITELLI et al., 2010).  

Além disso, Pascual e colaboradores (2007) sugeriram que os prejuízos encontrados na 

memória discriminativa de objetos em ratos adolescentes após exposição ao EtOH na forma de 

binge podem estar associados a danos hipocampal e cortical. Está bem descrito na literatura que 

o hipocampo é uma das regiões mais vulneráveis aos efeitos neurotóxicos induzidos pelo EtOH, 

assim como, ratos adolescentes são mais sensíveis que os adultos aos prejuízos mnemônicos 

decorrentes do consumo do álcool (WARD et al., 2009; GUERRI e PASCUAL, 2010; YANG 

et al., 2014).  

Assim, nossos achados demonstram que as ratas adolescentes pós-consumo intermitente 

e episódico de EtOH não discriminaram os objetos com diferenças estruturais, resultado este 

evidenciado pelo baixo índice de reconhecimento do novo objeto. Como não houve alteração 

no tempo de investigação nos objetos idênticos na fase de treino, nossos achados revelam 

prejuízo na memória não-espacial - de curta duração - de reconhecimento de objeto decorrente 

da administração do EtOH e não secundariamente advinda da alteração da atividade locomotora 

encontrada neste estudo (TAKAHASHI et al., 2015).   

Existem evidências de que alguns efeitos cognitivos induzidos por repetidos episódios 

de EtOH em ratos adolescentes, como prejuízo na aprendizagem, posam persistir até à idade 

adulta (PASCUAL et al., 2007; PASCUAL et al., 2011; CIPPITELLI et al., 2010). Além disso, 

também tem sido relatado que o consumo intermitente de álcool causa prejuízos na memória 

espacial e não-espacial na tarefa de reconhecimento de objeto em roedores adolescentes e 

adultos (PASCUAL et al., 2007; PASCUAL et al., 2011; CIPPITELLI et al., 2010; ZHAO et 

al., 2013). Vale ressaltar que repetidos episódios de EtOH a doses que levem níveis de 

alcoolemia a partir de 80 mg/dL e 200 mg/dL, são conhecidos por gerar prejuízo mnemônico 

(KUZMIN et al., 2012). 

Apesar de estar bem descrito os prejuízos mnemônicos decorrentes do binge drinking, 

em contrapartida, a possibilidade de recuperação desta função durante a abstinência permanece 

obscura. Em nossos achados, o prejuízo na memória de curta duração na tarefa de 

reconhecimento de objeto decorrente de repetidos episódios de EtOH da adolescência à idade 

adulta não perdurou após 14 dias de abstinência.  Da mesma forma, estudos sobre o uso do 

EtOH em altas doses de forma intermitente e episódica revelaram prejuízo temporário na 
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memória não-espacial de reconhecimento do objeto no qual foi gradualmente recuperado após 

longo prazo de abstinência, 14 e 30 dias (CIPPITELLI et al., 2010; ZHAO et al., 2013).  

Por outro lado, outros trabalhos têm relatado que o consumo de EtOH contínuo (3,4 g/kg 

por 6 dias) ou intermitente e episódico (5 g/kg, 2 dias on e 2 off, durante 30 dias) em 

adolescentes gera prejuízo na memória não-espacial de reconhecimento de objeto sem 

recuperação do dano após 3 e 25 dias da retirada da droga, respectivamente (TAKAHASHI et 

al., 2015; VETRENO e CREWS, 2015). Notavelmente, a dose, tempo e duração do consumo 

de EtOH são determinantes para a recuperação dos prejuízos na memória hipocampo-

dependente após abstinência (CIPPITELLI et al., 2010). 

Adicionado ao aumento da ansiedade, o período da adolescência é momento de 

comportamento de alto risco e aumento da exploração (STANSFIELD e KIRSTEIN, 2005; 

STANSFIELD e KIRSTEIN, 2007). Stansfield e Kirstein (2005) utilizaram um novo protocolo 

para avaliar comportamentos impulsivo e de preferência por novidade entre ratos adolescentes 

(35 DPN) e adultos (60 DPN). Os autores encontraram que os animais adolescentes 

apresentaram maior tempo de investigação nos objetos num ambiente anteriormente conhecido. 

De fato, neste estudo, os animais na fase da periadolescência gastaram mais tempo investigando 

os objetos num ambiente anteriormente habituado, este achado reflete a maior curiosidade neste 

período do desenvolvimento. 

Vale ressaltar que a adolescência é o período do desenvolvimento marcado pela 

neuroplasticidade na qual refere-se às possíveis mudanças neuronais significativas que ocorrem 

na aquisição de novas tarefas (ARAIN et al., 2013). Além disso, esta habilidade encontra-se 

aumentada nesta fase da vida particularmente pelos níveis elevados de neurogênese hipocampal 

nos quais novos circuitos funcionais são formados (BRIONES e WOODS, 2013; MCCLAIN 

et al., 2013; VETRENO e CREWS, 2015). Ademais, muitos acreditam que a estrutura e a 

função do hipocampo dependem das células progenitoras neurais presentes na zona subgranular 

do giro denteado e o seu papel na neurogênese constitutiva (KEMPERMANN et al., 2004, 

IMAYOSHI et al., 2008; KEMPERMANN et al., 2016).  

O BDNF é um fator neurotrófico envolvido na migração de células progenitoras neurais 

presentes na zona subgranular do giro denteado do hipocampo e tem um papel essencial em 

eventos de plasticidade neuronal e funções importantes como aprendizado e memória (TYLER 

et al., 2002; SCHARFMAN et al., 2005). Também já foi descrito que esta neurotrofina é 

importante para a sobrevivência neuronal e manutenção do fenótipo estrutural e neuroquímico 

de neurônios hipocampais (KULKARNY et al., 2011).  
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Repetidos episódios do consumo de EtOH da adolescência à fase adulta, em nosso 

protocolo, reduziu o imunoconteúdo de BDNF no hipocampo. Diminuição da atividade dessa 

neurotrofina pode estar envolvida em processos de neurodegeneração relacionados ao consumo 

de EtOH (DAVIS, 2008). Além disso, tem sido descrito que o consumo do álcool durante o 

desenvolvimento cerebral induz apoptose e prejudica a migração neuronal, resultando em 

hiperatividade, aumento da impulsividade e déficits mnemônicos e motores (MUKHERJEE et 

al., 2006). 

É conhecido a importância do BDNF na plasticidade hipocampal facilitando 

aprendizado e memória (TYLER et al., 2002; SCHARFMAN et al., 2005; KULKARNY et al., 

2011). No entanto, é surpreendente que poucos estudos descrevam diretamente os efeitos do 

EtOH sobre a sinalização de BDNF, principalmente envolvendo a relação da neurotrofina vs. 

binge drinking vs. prejuízo mnemônico. Em nosso estudo, houve correlação da redução de 

imunoconteúdo de BDNF com o prejuízo mnemônico encontrado identificado pelo baixo índice 

de reconhecimento na fase de teste da tarefa de reconhecimento de objeto em relação aos 

animais EtOH-intoxicado da adolescência à idade adulta. 

A respeito da quantidade de BDNF no hipocampo dos animais submetidos a nosso 

protocolo de binge drinking, não foi encontrado diferença da quantidade de imunoconteúdo da 

neurotrofina 14 dias após a retirada da droga, assim como, não foi encontrado prejuízo na tarefa 

de reconhecimento de objeto no mesmo período estudado. Esses resultados demonstram a 

importância dos níveis de BDNF hipocampal para o processo mnemônico, assim como, é um 

forte indicativo que esta neurotrofina é a responsável pela recuperação funcional encontrada. 

Briones e Woods (2013) encontraram reduzidos níveis de BDNF no hipocampo de ratos 

adolescentes 8 dias após o consumo de EtOH em um paradigma de binge drinking por 12 dias. 

Em contrapartida, outro estudo demonstrou que o consumo de EtOH (5 g/kg, via intragástrica, 

a cada 8 horas por 4 dias) não alterou a quantidade de BDNF no hipocampo em ratos 

adolescentes em 2, 7 e 14 dias pós-consumo (MCCLAIN et al., 2013). Neste estudo, por sua 

vez, também não foi encontrado diferença da quantidade da neurotrofina 14 dias após repetidos 

binges desde a adolescência. Estas diversidades nos resultados podem ser devido aos diferentes 

protocolos utilizados, mas nos reflete a busca de retorno à homeostasia do sistema após 

distúrbio fisiológico, de certa forma, o êxito da recuperação depende da extensão do dano 

causado. 

Diante das disfunções encontradas sobre o comportamento motor, comportamento 

semelhante à ansiedade e no processo mnemônico de ratas decorrente do consumo intermitente 

e episódico de EtOH, o balanço oxidativo sistêmico no mesmo paradigma foi estudado. O 
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estresse oxidativo refere-se ao aumento da liberação de ROS e/ou depleção do sistema de defesa 

antioxidante resultando em desequilíbrio oxidativo entre os sistemas pró e antioxidante, cujas 

as principais consequências são a oxidação de lipídeos, proteínas e DNA gerando dano celular 

(VASCONCELOS et al., 2007; NOGALES et al., 2014). 

Os efeitos nocivos do EtOH são manifestados pela liberação de radicais livres ou por 

outros mecanismos que contribuem para promover dano oxidativo reforçado (OSTROWSKA 

et al., 2004). É conhecido que o consumo crônico de EtOH diminui fatores antioxidantes como 

as enzimas catalase e SOD, além disso, essas mudanças geram, entre outros efeitos, o aumento 

da peroxidação lipídica (OSTROWSKA et al., 2004). Por outro lado, Nogales e colaboradores 

(2014) descreveram que os níveis de MDA e das enzimas catalase e SOD encontram-se 

elevados 24 horas após o consumo intermitente e episódico de EtOH (3 g/kg, 3 dias 

consecutivos durante 3 semanas) em ratos adolescentes (28-47 DPN).  

Em nosso estudo, foi realizado pela primeira vez os efeitos do binge drinking sobre o 

balanço oxidativo em importantes períodos do desenvolvimento de ratos fêmeas adolescentes, 

assim como, em longo prazo na fase adulta. Os resultados encontrados revelam a alta atividade 

enzimática do sistema antioxidante pelo aumento das enzimas catalase e SOD após a 

administração de binge drinking agudo, esta eficiência enzimática gerou redução da 

peroxidação lipídica. Além disso, a continuidade de repetidos episódios de EtOH gera uma 

redução gradual da atividade enzimática com concomitante elevação dos níveis de MDA 

culminando na peroxidação lipídica. 

O metabolismo majoritário de EtOH ocorre no fígado, sendo que a principal via de 

metabolização é por meio da ADH que realiza a conversão do álcool em acetaldeído e a ALDH, 

por sua vez, converte o acetaldeído em acetato. Estes processos aumentam os níveis de EROs, 

incluindo radical superóxido, radical hidroxila e peróxido de hidrogênio que contribuem com 

distúrbios no balanço oxidativo e podem causar dano celular gerando em tecido nervoso, dano 

na barreira hematoencefálica, neuroinflamação e doenças neurológicas (HAORAH et al., 

2008a, 2008b; ZAKHARI, 2006).  

Todos os tecidos, incluindo SNC, têm a capacidade de neutralizar os radicais de 

oxigênio por mecanismos antioxidantes que incluem a atividade enzimática da SOD e catalase, 

estas enzimas convertem o ânion superóxido em peróxido de hidrogênio e peróxido de 

hidrogênio em água, respectivamente (VASCONCELOS et al., 2007).  
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Ostojic e colaboradores (2012) relacionaram o aumento da atividade da SOD à 

prevenção de danos na mitocôndria provocados pela administração intermitente e episódica de 

EtOH (5 doses via intragástrica, 2 g/ kg a cada 12 horas). Em nosso estudo, o binge drinking 

agudo na adolescência parece ter estimulado a prevenção de dano mitocondrial, no entanto, a 

atividade enzimática da SOD foi reduzida após repetidos episódios do consumo de EtOH na 

idade adulta, em seguida, foi encontrado uma adaptação do sistema enzimático ao binge 

drinking crônico.  

Além de atuar no sistema antioxidante, a catalase também pode atuar no metabolismo 

do EtOH como uma rota alternativa que necessita de peróxido de hidrogênio para oxidar o 

álcool e produzir acetaldeído (CEDERBAUM, 2012). Em contrapartida, esta via do 

metabolismo é constituída por não mais do que 2% do metabolismo hepático de EtOH, no 

entanto, tem sido atribuída à catalase uma importante função na via de oxidação de EtOH no 

cérebro (VONGHIA et al., 2008; CORREA et al., 2006).  

Nossos achados demonstram que o binge drinking agudo na adolescência estimulou a 

atividade enzimática da catalase provavelmente como consequência da elevação dos níveis de 

peróxido de hidrogênio proveniente da reação enzimática da SOD. Por conseguinte, com a 

redução da atividade da SOD, os níveis de catalase foram gradualmente declinando. A efetiva 

redução da catalase foi observada somente após 2 meses de binge drinking crônico na idade 

adulta. 

Vale ressaltar, que o excesso de espécies reativas pode provocar oxidação de lipídeos 

liberando MDA, este é o produto final da peroxidação lipídica de ácidos graxos poli-

insaturados. Estes lipídeos são susceptíveis ao ataque oxidativo tipicamente por EROs, sendo 

assim, o MDA é um biomarcador para este tipo de dano e indicativo de liberação excessiva de 

EROs (LIU et al., 2011; YANG ET AL., 2015). Desta forma, nossos achados demonstram uma 

passageira proteção às membranas pela intensa atividade do sistema enzimático antioxidante 

frente ao binge drinking agudo, no entanto, o aparente esgotamento e falência do sistema 

enzimático após repetidos episódios de EtOH culmina em peroxidação lipídica. No entanto, no 

período de 14 dias sem administração, estas alterações retornam à normalidade.     
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Este estudo demonstrou que o modelo de consumo de álcool usual entre os adolescentes, 

que consiste de elevado consumo de EtOH no padrão intermitente e episódico, ou em binge 

drinking, da adolescência à fase adulta induz prejuízos funcionais tais como, redução da 

atividade locomotora exploratória, prejuízo na coordenação motora, equilíbrio e aprendizagem 

motora associados à lentidão nos movimentos, assim como, prejuízo no processo mnemônico 

e aumento de comportamento semelhante à ansiedade. Estes prejuízos foram acompanhados de 

alterações bioquímicas como elevação dos níveis do hormônio CORT, redução da quantidade 

de imunoconteúdo de BDNF no hipocampo e dano no balanço oxidativo sistêmico.  

Além disso, foi realizado pela primeira vez períodos de recorte em importantes fases do 

desenvolvimento de ratos fêmeas da adolescência à idade adulta durante repetidos episódios de 

binge drinking. Dessa forma, foi possível identificar que os prejuízos encontrados sobre o 

comportamento semelhante à ansiedade, memória de curta duração, bradicinesia e atividade 

locomotora espontânea apareceram desde a administração de EtOH por três dias consecutivos, 

no entanto, não apresentaram piora do dano após repetidos episódios. Ademais, não houve 

recuperação destes prejuízos em longo prazo (14 dias sem administração após 8 BD), exceto 

sobre a memória de curta duração de reconhecimento de objeto associado ao retorno dos níveis 

normais de BDNF.     

Vale ressaltar que este estudo de repetidos episódios de binge drinking em recortes, 

revelou a piora na função motora principalmente deflagrado pelo déficit no aprendizado motor 

na fase adulto jovem com uma recuperação gradual e parcial após período prolongado de 

retirada da droga. No entanto, o prejuízo da coordenação motora e equilíbrio permaneceram. 

   Assim, a administração intermitente e episódica de elevada quantidade de EtOH altera 

a homeostasia e funções especializadas do SNC. Estes efeitos nocivos são mais proeminentes 

durante o período da adolescência, no entanto, são necessárias mais investigações sobre por 

quanto tempo perduram os danos encontrados em cada recorte de binge drinking realizado neste 

estudo. Assim como, o surgimento de novos prejuízos ou cessação ou adaptação funcional em 

outras áreas comportamentais, além de investigação da recuperação durante mais períodos de 

abstinência na fase adulta e mecanismos envolvidos. Por fim, futuras investigações devem ser 

elucidadas principalmente no público feminino que é uma população com alto consumo de 

EtOH, mas negligenciada em estudos experimentais. 
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