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RESUMO

LEEUWEN, M.V.; UCHOA, E.T.; ESTANISLAU, C.R.. Efeitos longitudinais da intoxicacao
alcodlica na adolescéncia em um modelo de transtorno por uso de 4alcool em ratos Wistar
adultos machos e fémeas. 2025. 74f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da Satde) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2025.

Introducio: A exposicao pesada ao alcool na adolescéncia ja foi associada a desfechos
negativos na vida adulta, incluindo aumento do risco de desenvolver Transtorno por Uso de
Alcool (TUA). Embora pesquisas pré-clinicas tenham contribuido para o entendimento dessas
consequéncias a longo prazo, muitos estudos ndo incorporaram caracteristicas importantes do
TUA em seus modelos, como diferengas sexuais, protocolos de consumo voluntarios e desenhos
experimentais de alta replicabilidade. O presente estudo teve como objetivo suprir essas
lacunas, avaliando os efeitos a longo prazo da intoxicagdo alcodlica na adolescéncia sobre
comportamentos tipo TUA em ratos Wistar adultos de ambos os sexos. Método: 110 ratos
Wistar (55 machos e 55 fémeas) foram divididos em oito grupos de acordo com as variaveis:
(1) sexo (masculino ou feminino), (2) intoxicagdo alcodlica na adolescéncia (expostos ou ndo
expostos) e (3) exposi¢do ao alcool na fase adulta (expostos ou nao expostos). O primeiro
protocolo ocorreu entre os dias pds-natais (DPN) 30 e 48, periodo em que os ratos receberam
solugdo alcodlica a 3,5 g/Kg via intraperitoneal (i.p.). Foram avaliadas a laténcia e a duragdo
da Perda do Reflexo Postural (LORR). Ao término do protocolo, os animais foram submetidos
a aproximadamente trés semanas de privagao de alcool. No DPN 72, o consumo voluntario de
alcool e agua foi avaliado por meio do protocolo Two-bottle choice (TBC) por cerca de cinco
semanas (total de 14 sessdes). Os ratos foram colocados em gaiolas individuais por 24 horas,
com uma garrafa contendo agua potavel e outra com solugdo alcodlica a 20% v/v em agua
potavel. Apos o término do TBC, o comportamento de pressdao a barra foi modelado para
autoadministracdo operante de alcool. Quando a resposta-alvo foi selecionada, os animais
passaram por 10 sessdes do protocolo de esvanecimento de sacarose (sucrose fading).
Posteriormente, ocorreu a fase de testes, composta por cinco sessdes de autoadministragdo
operante de alcool. Os ratos foram privados de alcool para avaliacao dos efeitos tipo abstinéncia
no labirinto elevado em cruz (EPM) e em uma sessdo Unica de autoadministracdo de alcool. O
método de clusterizagdo Fuzzy C-Means foi aplicado para avaliar possiveis subgrupos mais
susceptiveis ao consumo de dalcool. Resultados: Os ratos apresentaram aumento da
sensibilidade aos efeitos do 4lcool no protocolo LORR. Os resultados do TBC indicaram que a
exposicao alcoolica na adolescéncia pode aumentar a preferéncia e o consumo de 4lcool na vida
adulta. Foi observada diferenca significativa entre os sexos na autoadministracdo operante de
alcool. A exposicao alcoolica na adolescéncia também foi associada a prejuizos na avaliagao de
risco no EPM. As analises provenientes da clusterizacdo sugeriram a existéncia de subgrupos
com maior motivagao para o consumo operante de alcool. O tratamento LORR alterou o peso
corporal no grupo que recebeu alcool na adolescéncia. Ratos machos exibiram crescimento
compensatorio (catch-up), recuperando o peso tipico na fase adulta, enquanto as fémeas nao
apresentaram tal recuperacdo. Conclusdo: A exposicao intensa ao alcool durante o inicio da
adolescéncia pode gerar consequéncias duradouras na vida adulta, aumentando
comportamentos semelhantes ao TUA, particularmente em subgrupos de animais.

Palavras-chave: Wistar, Adolescéncia; Transtorno por Uso de Alcool; Comportamento
Operante; Lorr.



ABSTRACT

LEEUWEN, M.V.; UCHOA, E.T.; ESTANISLAU, C.R.. Heavy adolescent alcohol exposure
in Wistar rats long-term adult outcomes and sex-specific effects in an alcohol use disorder
model. 2025. 74p. Master’s Thesis (Master in Science in Computer Science) — State University
of Londrina, Londrina, 2025.

Backgroud: Heavy alcohol exposure in early to mid adolescence has been associated with
long-term negative outcomes in adulthood, including as augmented risk of Alcohol Use
Disorder (AUD). Although preclinical research has improved the understanding of these
consequences, many studies have not incorporated key features of AUD in their models, such
as sex differences, voluntary protocols, and highly replicable experimental designs. The present
study aimed to address these gaps by evaluating the long-term effects of adolescent alcohol
intoxication on AUD-like behaviors in adult female and male Wistar rats. Methods: 110 Wistar
rats (55 males and 55 females) were divided into eight groups according to the variables (1) sex
(male or female), (2) adolescent alcohol intoxication (exposed or unexposed), and (3) adult
alcohol exposure (exposed or unexposed). The first protocol occurred between PND 30 and 48.
Rats received 3.5g/Kg alcohol solution intraperitoneally (I.P.). The latency and duration of the
Loss of Righting Reflex (LORR) were further assessed. At the end of the protocol, rats were
subjected to roughly 3 weeks of alcohol deprivation. At PND 72, voluntary alcohol and water
consumption were evaluated with a Two-bottle choice protocol for around 5 weeks (total of 14
sessions). Rats were placed in individual cages for 24h with one bottle of tap water and one
bottle of 20% v/v alcohol solution. After the end of TBC, bar press response was modeled for
alcohol operant self-administration. When the aimed response was acquired, rats undergo 10
sessions of sucrose fading protocol. Subsequentially, the test phase ocorred for a total of five
alcohol operant self-administration sessions. Rats were deprived to determine the abstinence-
like effects in the elevated plus maze (EPM) and in a single alcohol self-administration session.
Fuzzy C-Means clustering was applied to evaluate possible subgroups. Results: Rats exhibited
increasing sensitivity to alcohol effects in the LORR protocol. TBC results indicated adolescent
alcohol exposure may increase alcohol preference and consumption. A significant sex
difference was observed in operant self-administration of alcohol. Adolescent alcohol exposure
was also linked to impaired risk assessment in the EPM. Clustering analyses suggested the
existence of subgroups with heightened motivation for operant alcohol consumption. LORR
treatment altered body weight in the alcohol-administered group. Male rats exhibited a catch-
up growth, regaining typical weight in adulthood, whereas females did not. Conclusion: Heavy
alcohol exposure during early adolescence may produce lasting consequences in adulthood,
enhancing AUD-like behaviors, particularly in a subgroup of animals.

Key-words: Wistar, Adolescence, Alcohol Use Disorder; Operant Behavior, Lorr.
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1 INTRODUCAO

1.1 O alcool

O uso de alcool, também chamado de etanol ou alcool etilico, remonta ha milé-
nios na histéria da humanidade. Essa pratica provavelmente surgiu de modo aciden-
tal, algo que tardiamente foi alterado com o dominio de processos de fermentacdo
de alimentos ricos em certos nutrientes. As aplicacoes dessa substancia sdo multiplas.
De modo geral, o alcool pode ser utilizado como conservantes, solventes industriais,
combustiveis alternativos aos derivados de petrdleo e, por fim, na forma de bebidas

alcodlicas?.

Curiosamente, a historia entre humanos e o dlcool ndo aparenta ser exclusiva no
reino animal. Ela é compartilhada com outros mamiferos, aves e, até mesmo, insetos. Ha
relatos na literatura, de modo abrangente — nao somente cientifica —, de elefantes, ba-
buinos, girafas, chimpanzés, aves, entre outras espécies, apresentando comportamentos
relativos a embriaguez. Inclusive, aparentemente, esse € mais um trago evolutivo que
humanos compartilham com outros animais: a ebriedade?.

Dentre os relatos da “bebedeira” no reino animal, é relativamente comum o con-
sumo de frutas com teor alcodlico por diferentes espécies. Uma das mais conhecidas
talvez seja a marula, presente no sul do continente africano. No ambiente natural, essa
fruta de cor amarela e cerca de 4 cm entra em processo de fermentacdo apds cair dos
galhos da arvore e a fauna local, incluindo seres humanos, a consome. Ha destaque
especial para os elefantes, pois sdo os figurantes principais de diferentes histérias de
embriaguez na regido envolvendo essa fruta. A marula tornou-se conhecida, entre hu-
manos, por sua fermentacgdo alcodlica principalmente por conta do licor produzido a
partir dela, o licor de Amarula?.

Além desses grandes mamiferos, ha também estudos envolvendo animais voa-
dores, como borboletas, morcegos e diversos passaros. Uma caracteristica peculiar a
essas espécies, em comparacao as terrestres, ¢ a de que a ebriedade gerada pelo con-
sumo excessivo de dlcool proveniente de frutas e néctar pode incapacitd-los de voar.
Isso apresenta um risco substancial a esses seres vivos, dado que os expde a uma gama
de ameacas de predadores?.

Dentre esses animais voadores, os grandes morcegos do Deserto de Negev, em Is-
rael, evitam consumir solucdes que contenham mais de 1% de alcool. Essa caracteristica
¢ indicativa de uma histdria de selecdo natural nessa espécie. Os morcegos com paladar
mais sensivel ao alcool tiveram vantagem evolutiva frente a seus pares, provavelmente
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por se exporem menos a situagoes de risco. Esse fenomeno € indicativo de que, apesar
do consumo de dlcool ser recorrente em diferentes espécies, comportamentos diferentes
relacionados ao uso dessa substancia podem ter sido selecionados em cada espécie?.

Como supracitado, os primeiros relatos do consumo de bebidas alcodlicas por hu-
manos datam de milénios atras, possivelmente ainda durante o periodo Neolitico ( 5000
a.C.), em diferentes culturas e sociedades, tais como as do Oriente Médio, Europa Oci-
dental e leste asidtico®*. O principal meio de obtenc¢io dessas bebidas é a fermentacéo
alcoolica. Esse processo pode ser basicamente entendido como a oxida¢do de compo-
nentes organicos, especialmente carboidratos, que resulta na geracdo do dlcool como
um de seus principais bioprodutos. Esse é o modo de producao de bebidas alcodlicas
mais amplamente empregado no mundo®.

A producdo do alcool normalmente também conta com a presenca de leveduras
que realizam as reagOes quimicas da fermentacao alcodlica. Dentre elas, destaca-se a
Saccharomyces cerevisiae, que, em ambiente anaerdbico, é capaz de oxidar diferentes
acucares e produzir dlcool, entre outros componentes®. Por fim, o substrato utilizado
na reacdo de oxidacdo pode ser composto por uma gama de produtos organicos. Isso
permite a producdo de bebidas alcodlicas com diferentes teores alcodlicos e caracteris-
ticas fisicas, como gosto, cheiro e aparéncia. A escolha do substrato também tem forte
influéncia de tracos culturais. Por ora, evidencia-se a producdo de cerveja a partir da
cevada; o saqué com o uso de arroz; a vodca, com a oxidacdo de batatas e, por fim, o
vinho, tendo as uvas como substrato®.

Tem-se que a relacdo entre humanos e bebidas alcodlicas é vasta e de longa data.
Curiosamente, assim como no exemplo dos morcegos do Deserto de Negev, também é
possivel tecer relacdes entre comportamentos de consumo de dlcool e polimorfismos
genéticos em humanos. Evidéncias em populacées humanas ja apontaram para a re-
lacdo entre as isoformas da dlcool desidrogenase e o risco para o desenvolvimento do

consumo abusivo do dlcool’.

Apesar disso, no caso humano, é dificil tecer uma relacédo clara de causalidade
entre a existéncia, por selecdo natural, de variaces alélicas dessa enzima com o com-
portamento de consumo de alcool, semelhante ao que ocorre com os morcegos mencio-
nados. Mesmo assim, o fato essencial dessa comparacao é ressaltar como a heterogenei-
dade genética em humanos exerce funcdo importante nos comportamentos de consumo
de bebidas alcodlicas, importante para o desenvolvimento do Transtorno por Uso de Al-
cool (TUA). Por fim, ressalta-se que o uso dessa substancia ndo é exclusividade humana,
sendo caracteristica presente em multiplos seres vivos.
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1.1.1 Caracteristicas fisico-quimicas

O etanol é uma substancia volatil e inflamavel composta pela molécula C2H60 e
tem peso molecular de 46,07 g/mol. Uma das principais caracteristicas dessa molécula
é a presenca do grupo funcional hidroxila (-OH) em sua composicdo® (Figura 1). H4
muito, ja foi descrito que essa ligacdo a cadeia de hidrocarbonetos torna a molécula
soltivel em dgua, fato importante do ponto de vista biolégico®.

O ponto de ebulicao do etanol é de aproxi-
madamente 78°C, enquanto o ponto de fusdo é de
cerca de -114°C. Ja o ponto de fulgor dessa molé-
cula é por volta de 14°C. Tem densidade na ordem
de 0,79 g/cm® a temperatura ambiente (25°C).
Possui viscosidade de 1,074 mPa*s a 25°C, seme-
lhante a agua. A tensdo superficial do etanol é
de 21,97 mN/m (25°C), consideravelmente menor
que a da dgua (71,97 mN/m a 25°C). Quando solu-
bilizado a aproximadamente 95% em &gua, forma

\.

uma mistura azeotrépica com ponto de ebulicdo
constante. A altissima solubilidade do etanol em  Figura 1 — Molécula do etanol®.

dgua permite a formacgdo de solu¢do homogénea.

Além disso, ele é miscivel com diversos outros solventes organicos, como éter, clorofor-
mio, benzeno e acetona®.

A aparéncia fisica do etanol, a temperatura ambiente, é a de um liquido incolor,
claro e de baixa viscosidade, mével, semelhante a 4gua. Possui cheiro vinico e caracte-
ristico, com gosto pouco palatdvel e ardido®.

1.1.2 Farmacocinética do alcool

Um dos pontos-chave para a compreensdo dos efeitos de uma droga em um
organismo € entender a farmacocinética dessa substancia. Pode-se entender a farmaco-
cinética pelo estudo dos processos de absor¢ao, distribuicdo, metabolismo e excrecao de
um farmaco (ou droga). Esses quatro aspectos determinam se essa molécula sera capaz
de exercer um efeito fisiolégico em seu sitio-alvo'°.

Devido as propriedades fisico-quimicas, especialmente quanto a sua estrutura
polar e altamente solivel em dgua, bem como seu pequeno tamanho molecular, a ab-
sor¢cao do alcool ocorre principalmente por meio da difusdo simples pela membrana
celular. Os principais locais de absorcdo do etanol administrado oralmente sdo, respec-
tivamente, duodeno, jejuno e estdbmago. O conteudo estomacal pode influenciar nesse
processo, sendo a presenca de alimentos um entrave para a rdpida absorcao dessa
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molécula'!. Somado a isso, uma pequena parte do etanol ingerido pode ser metabo-
lizada, durante a absorcéo, pelas enzimas gdstricas ADH1C * 1/*1 e ADH1C * 2/*2!2,

Quanto a distribuicdo, apds ser absorvido no estdbmago e intestino, o alcool chega
ao figado via circulacdo porta-hepdtica. Uma vez no figado, o alcool sera metabolizado
por trés vias enzimaticas: (1) alcool desidrogenase (ADH), (2) catalase e (3) CYP2E1
(microsomal), que caracterizam o mecanismo de metabolismo de primeira passagem
mais importante do alcool (Figura 2). A ADH compde a principal via de oxidacdo do
alcool em acetaldeido, sendo esse ultimo metabolizado em acetato pela aldeido desi-
drogenase (ALDH). O acetato resultante poderd ser utilizado no ciclo de Krebs, com-
pletando a transformacdo do dlcool. Em baixas concentracdes de etanol no organismo,
a catalase e a CYP2E1 apresentam participacdo negligencidvel no metabolismo. Entre-
tanto, em circunstancias de alta concentracao, é possivel que elas tenham uma atividade

maior314,
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etanol distribuido aos teci- sz do 4lcool em acetaldeido pode resultar na geracio de sub-
dos depende da capilaridade  produtos nocivos, como no caso do actimulo de espécies reativas
e fluxo sanguineo. Assim, te- de oxigénio (ROS). O acetaldeido é convertido em acetato pela

aldeido desidrogenase (ALDH). Por fim, o acetato pode ser utili-
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cidos como encéfalo, figado _ o T
zado no metabolismo energético nas mitocondrias-.

e rins atingem equilibrio nas

concentra¢des entre agua e

alcool rapidamente. Essa droga é capaz de se distribuir por todo o compartimento
de agua total (CAT) do organismo, mantendo concentracdes mais altas nos biofluidos,
como o sangue. Esse aspecto é importante, visto que hd diferencas sexuais no volume
do CAT entre machos e fémeas. Para uma mesma dose/Kg corporal de dlcool, é possivel
que as fémeas atinjam aproximadamente 15% de concentracdo alcodlica sérica a mais

do que os machos'>.

Como ja citado anteriormente (Figura 2), o principal responsavel pelo metabo-
lismo do alcool é o figado por meio das trés vias descritas. Além disso, a transformacao
dessa droga também ocorre, em menor magnitude, no encéfalo. Nessa regido, a ca-
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talase e a CYP2E1 aparentam ter papel mais significativo quando comparadas a ADH
no figado. Elas constituem as principais vias metabdlicas do dlcool no sistema nervoso
central'*. Em animais pequenos, o metabolismo do dlcool é mais rdpido em comparacio
a em humanos. Por exemplo, essa diferenca pode chegar a ser de até cinco vezes em
camundongos'®.

Por fim, a excrecao do alcool acontece principalmente pela oxida¢do da molécula
em acetaldeido e, depois, em acetato. A via oxidativa corresponde a pelo menos 90%
da excrecdo de todo o etanol consumido, sendo o restante eliminado diretamente pela
urina, respiracio e suor'®.

1.1.3 Farmacodinamica do alcool

A farmacodinamica busca descrever os efeitos de um farmaco no organismo.
Para isso, utiliza-se anadlises quantitativas para determinar faixas de doses e caracteri-
zar os respectivos efeitos da interacio farmaco-receptor'®. Por conta das caracteristicas
fisico-quimicas do dlcool, essa molécula é capaz de interagir com multiplos sitios de
ligacdo em tecidos variados de um organismo. As principais vias de atuacdo do alcool
na modulacdo do comportamento acontecem por sua atuacio no encéfalo. Portanto, o
foco da descricao da farmacodinamica dessa substancia sera em seus efeitos centrais.

No sistema nervoso central (SNC), o alcool atua em uma amplitude de mecanis-
mos diferentes. Uma revisio recente'® indicou que essas vias englobam predisposi¢oes
genéticas, alteracOes epigenéticas, atividade transcricional, a ocorréncia de splicing al-
ternativo, traducdo e modificacoes pds-traducionais de proteinas e, por fim, mudancas
a nivel de funcionamento da circuitaria neuronal. Em ultima instancia, todas essas mu-
dancas resultam na alteracao do funcionamento do SNC principalmente por vias de neu-
roplasticidade, podendo alterar até mesmo a excitabilidade intrinseca dos neurdnios!’.

Em relacdo a circuitaria alterada pelo alcool Figura 3, a principal hipdtese é de
que ele altera o funcionamento dos Nucleos da Base (NB). Essa regido € altamente
conservada entre os animais vertebrados, fato que indica sua importancia adaptativa.
Apesar de cerca de 560 milhdes de anos separarem as lampreias, que constituem os
vertebrados filogeneticamente mais distantes dos mamiferos, dos humanos, nota-se que
os NB dessas duas espécies tém regides e funcionamento anédlogos'®. Em ambos os casos,
bem como em diversos outros vertebrados, nota-se que esse conjunto de neuronios
exerce controle sobre os comportamentos, especialmente no que tange a selecdo de
acoes. A maior complexidade do repertdrio comportamental existente nos mamiferos,
em comparacao as lampreias, possivelmente envolve um processo de exaptacao dos NB
por meio de sua integracdo a regides anatomicas evolutivamente mais recentes, como o
cortex cerebral'®20,

Tendo em vista o perfil evolutivo altamente conservado dos NB, bem como suas
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conexoes corticais, € necessario aprofundar a discussdo quanto aos meios pelos quais
essas regioes selecionam os diferentes comportamentos dos vertebrados. Ha diversos lo-
opings que coordenam as conexoes coOrtico-estriato-tdlamo-cortical no SNC. O estriado
ocupa uma posicao central nos NB por ser a principal regido receptora de projecdes neu-
ronais. Ele é composto, em sua grande maioria, por neurdnios inibitérios GABAérgicos
que projetam as informacdes downstream por meio de duas vias: a direta e a indireta.
Os neurdnios que compdem essas duas vias sdo chamados de neurdnios espinhosos
médios (MSN), que se diferenciam por projetarem para o GPe ou para a Substancia
Negra pars reticulata (SNpr) e para o GPi . Respectivamente, essas vias sdo chamadas
de indireta (MSNi) e direta (MSNd)2°.

Acrescenta-se, também, que

os MSN diferem quanto a expres- —j Cortex cerebral (sensorio-motor e pré-frontal) P—
sdo de receptores dopaminérgi- ‘ ; :
cos de acordo com a via. Esses
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Figura 3 — Diagrama simplificado da organizacio das prin-
A principal fonte de pro- cipais vias do circuito cértico-estriato-tdlamo-cortical.

jecoes dopaminérgicas aferentes

no estriado provém do mesencé-

falo. Notoriamente, os neurdnios dessas projecdes se originam na Area Tegmental Ven-
tral (VTA) e na Substancia Negra pars compacta (SNc¢). Ambas atuam na modulagédo
da sinalizagdo dos NB?°. De modo geral, os MSNd atuam na ativacio comportamental,
enquanto os MSNi tém papel inibitério?!. Por fim, ainda hd uma terceira via importante
de sinalizacdo nos NB, a hiperdireta, que tem projecOes excitatérias provenientes do
cortex diretamente para o Nucleo Subtalamico. Essa via, por sua vez, aparenta promo-
ver a inibi¢do de programas motores jd em andamento??. Ainda hd outras conexdes e

loopings que nao foram descritos aqui.

Considerando o funcionamento e organizacdo dos NB, o dlcool exerce seus efei-
tos comportamentais por meio de interacoes de baixa afinidade com multiplos alvos mo-
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leculares. Diferentemente de outras drogas de abuso, como a heroina, ele ndo apresenta
especificidade com receptores, seja em concentracdes altas ou baixas. Dentre esses al-
vos, hd a presenca de vias dopaminérgicas, GABAérgicas, opiodérgicas, endocanabindi-
des, NMDAérgicas, glutamatérgicas e, até mesmo, interacdo a nivel de funcionamento
de canais de potassio BK. Somado a isso, tem-se que subpopulacées de neurdnios de
uma mesma drea podem reagir diferentemente em funcdo da concentracio de dlcool?.
Soma-se a isso que a exposicdo a essa droga também pode causar alteracao na forca
das sinapses de diversas areas, dentre as quais se destacam o cértex, o estriado e o hi-
pocampo (AVCHALUMOV; MANDYAM, 2020). Tratando-se das vias diretas e indiretas,
o consumo repetido de dlcool aparenta causar potenciacao de longa duracdo na sina-
lizacdo aferente glutamatérgica nos MSNd (D1r) e GABAérgica nos MSNi (D2r). Essa
dindmica foi ligada ao maior nivel de consumo voluntdrio de dlcool em camundongos?*.

Como resultado das altera¢des causadas pelos mecanismos supracitados, ha duas
hipoteses importantes envolvendo o uso e abuso do etanol: (1) a reducao da capacidade
das areas corticais de engajar os NB no controle inibitério de comportamentos e (2) na
maior aptidao de pistas contextuais para evocar comportamentos de busca e consumo
de alcool por meio do sistema de recompensa — via mesolimbica — nos NB. Entretanto,
por se tratar de mecanismos amplos e complexos com multiplas interacdes na selecdo do
comportamento de uso dessa droga, ressalta-se a necessidade de modelos mais diversos

no campo?.

1.2 Epidemiologia do uso de alcool - Mundo e Brasil

O élcool é uma droga de abuso utilizada em boa parte do mundo, de maneira
licita ou ilicita. Seu uso € influenciado por diversos aspectos, sendo eles socioecondomi-
cos, culturais, de género, idade, religido, entre outros?>2°. Em 2019, a maior parte da
populacdo (56,2%) mundial com 15 anos ou mais podia ser considerada abstémia, ou
seja, nao fez uso de dlcool nos 12 meses anteriores a pesquisa. Por outro lado, os outros
quase 44%, que juntos somam mais de 2 bilhoes de pessoas, fizeram uso dessa droga
no ultimo ano (Figura 4). Por ano, cerca de 27g de dlcool puro por dia sdo ingeridos,
em média, pela populacdo mundial ndo abstémia?®.

Nessa populacdo, hd diferenca nas prevaléncias do consumo entre pessoas do
sexo masculino e feminino, sendo elas, respectivamente, 52,2% e 35,4%. Além disso,
a quantidade consumida também é maior nesse primeiro grupo em comparacao ao

segundo?®.

Até o relatério passado da OMS? sobre uso de dlcool na populacdo mundial,
37,5% dos jovens de 15 a 19 anos, no mundo, consumiram alcool em algum momento
da vida. J4 as informacdes mais atuais®®, referentes ao ano de 2019, indicam que ao
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menos 22% dos jovens (15 a 19 anos) consumiram alcool nos ultimos 12 meses. Nao
houve mudanca significativa na prevaléncia global de jovens ndo abstémios, apenas
regionais. Quanto ao uso de acordo com o sexo, respectivamente, 23,5% e 20,5% dos
jovens do sexo masculino e feminino consumiram alcool no ultimo ano de referéncia.

No Brasil, apesar de algumas diferencas em relacdo aos critérios de consumo

alcodlico utilizados pela Organizacio Mundial da Satde?>2°

, os dados indicam para
um consumo significativo de dlcool na populacdo. Os dados mais recentes?’ indicam
que, em 2015, cerca de 66,4% da populacdo, entre 12 e 65 anos, consumiu alcool
em algum momento da vida. Dentre eles, 43,1% o fizeram nos ultimos 12 meses, com
maior prevaléncia em jovens entre 18 a 24 anos (53,2%) e 25 a 34 anos (51,9%).
Quanto ao fator género, a prevaléncia entre homens foi maior tanto no consumo em
algum momento da vida (74,3%) quanto no periodo de 12 meses anterior a pesquisa
(51,6%) em comparacao as mulheres (respectivamente, 59% e 35%). Quanto aos jovens
brasileiros de 12 a 17 anos, cerca de 34,3% ja fez consumo de alcool na vida e 22,2% o

fez nos 12 meses anteriores a pesquisa®’.

Um possivel agravo na satde decorrente do consumo dessa droga é o Transtorno
por Uso de Alcool (TUA). Segundo o DSM-5-TR?3, esse transtorno pode ser definido
por um conjunto de sintomas fisicos e comportamentais. Sintomas caracteristicos desse
conjunto sdo toleradncia, altas concentracdes de consumo da droga, forte engajamento
comportamental na obtencao do alcool e periodos marcados por abstinéncia e fissura
pela droga. E estimado que aproximadamente 400 milhdes de pessoas, ou 7% da po-
pulacdo mundial com 15 anos ou mais convivam com transtornos por uso de dlcool.
Dentre eles, 209 milhdes, ou 3,7%, apresentam dependéncia ao 4lcool?®.

A prevaléncia do Transtorno por Uso de Alcool em adultos (15+ anos) é de 264
milhoes (9,3%) entre pessoas do sexo masculino e 136 milhdes (4,8%) entre pessoas
do sexo feminino no mundo. Essa diferenca de prevaléncia entre os sexos é observada

em todas as regides do mundo?®.

Além dos dados sobre o consumo de alcool no mundo e no Brasil, um outro
aspecto crucial sdo os padroes de consumo dessa droga, que estdo associados a uma
diversidade de prejuizos ao usudrio?. Dentre os padrdes de consumo do dlcool mais
discutidos, existe o beber episddico pesado (heavy episodic drinking, HED) e o binge drin-
king (BD). Essas duas classificacGes sao as mais utilizadas mundialmente para descrever
episddios de intoxicacdo aguda, pois estdo relacionadas a maior risco de desfechos ne-
gativos ao usudrio de dlcool®°. Essas consequéncias negativas sdo variadas, podendo
estar relacionadas com situacoes de doencas agudas e cronicas, violéncia, exposicao se-
xual, acidentes variados em decorréncia dos prejuizos cognitivos e psicomotores, entre
outros. Um dos principais aspectos também é a maior prevaléncia de Transtorno por
Uso de Alcool entre pessoas que fazem esse tipo de consumo do alcool®!.
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2526 " o beber episédico pesado (he-

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
avy episodic drinking, HED) pode ser considerado como um episddio tinico no qual 60g
ou mais de alcool puro foram consumidos. O outro critério para caracterizar o uso
pesado de alcool é a definicdo de binge drinking (BD), utilizado pelo National Insti-
tute on Alcohol Abuse and Alcoholism (NIAAA) nos EUA. De acordo com esse 6rgao, o
padrao BD ocorre quando o individuo atinge concentracdo sérica igual ou superior a
0,08g/dL de alcool. Isso normalmente corresponde ao consumo de 5 doses (14g de al-
cool puro/bebida) para homens (70g de élcool puro) e 4 para mulheres (56g de dlcool
puro) em um periodo de aproximadamente 2h32. Apesar de j4 existir evidéncia de que
a divergéncia entre os critérios (i.e., limite de tempo para o consumo alcodlico) de HED
(OMS) e de BD (NIAAA) implique também em resultados diferentes nas pesquisas, as
duas classificacOes estdo, em linhas gerais, relacionadas a desfechos graves do uso dessa
droga®°.

Por exemplo, o BD foi associado a mais da metade das mortes atribuidas ao uso
de alcool nos Estados Unidos da América (EUA). Ao todo, 1 a cada 5 jovens adultos
(20 a 49 anos de idade) morreram, no periodo entre 2015 a 2019, em decorréncia do
consumo de dlcool nos EUA*3. No mundo, o uso abusivo de dlcool foi responsével por
cerca de 5% de todas as mortes em 2010 e 2016. Somente em 2016, aproximadamente
3 milhdes de mortes foram atribuidas ao uso nocivo do dlcool no mundo?.

Ainda segundo a OMS?°, o padrdo de consumo pesado é recorrente em signifi-
cativa parte da populacdo mundial. Considerando a propor¢do da populacdo que con-
some alcool, 39,5% dela apresentou consumo HED nos 12 meses anteriores a pesquisa.
Se considerarmos a prevaléncia na populacdo geral (consumidores e abstémios), esse
valor é reduzido para 18,2% de todas as pessoas com pelo menos 15 anos. Focando
na América do Sul, paises como Brasil, Paraguai, Peru e Bolivia apresentaram preva-
léncia maior de HED que a média mundial, ficando na faixa de 45% a 60% entre os
ndo-abstémios.

Especialmente se tratando do Brasil, apesar do relatério da OMS? ter apontado
que cerca de 45% a 60% da populacdo brasileira era consumidora pesada de dlcool, um
estudo mais recente** identificou flutuacdes nessa prevaléncia. De acordo com essa pes-
quisa, que teve como base a Pesquisa Nacional de Saude de 2019, 26,5% da populacao
brasileira, com pelo menos 18 anos, ¢ consumidora de dlcool, sendo 1,8% consumidor
pesado de dlcool (> 50g/etanol por sessdo). Por fim, um outro estudo?’, realizado pela
Fundacdo Oswaldo Cruz referente ao ano de 2015, encontrou que 30,1% dos brasi-
leiros, com 12 a 65 anos, consumiram dlcool nos 30 dias anteriores ao questiondrio.
Desses, 16,5% tiveram uma sessdo de BD nesse intervalo de tempo.

Com base nos estudos acima, é possivel afirmar que o uso pesado de &lcool,
tendo tanto o BD quanto o HED como critério, tem significativa presenca, recorréncia e
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impacto negativo na populacdo mundial e brasileira. Entretanto, apesar de os padrdes
BD e HED comporem alguns dos principais indicadores utilizados nas pesquisas e po-
liticas publicas sobre o uso abusivo de dlcool, notou-se a existéncia de um padrao de
consumo ainda mais nocivo a saude do usuario. Esse padrao esta associado a desfechos
mais negativos do uso abusivo de &lcool em comparacgio ao BD e ao HED®. Por conta
disso, o padrao high-intensity drinking (HID) foi proposto.

Apesar de seus critérios ainda nao serem consensuais, o HID pode ser caracteri-
zado pelo consumo de, pelo menos, duas a trés vezes o valor definido no binge drinking,
ajustado para cada sexo, em uma mesma sessdo de consumo®>3°. Outros estudos tam-
bém definem o HID como o consumo de 10 ou mais doses (14g de alcool/bebida) em
uma Unica sessdo de consumo®’. Ainda ndo hd consenso sobre a necessidade de se es-
tabelecer critério de duracio da sessdao de consumo no HID, tal como ocorre no BD. Ha
evidéncia que indica diferencas na duracido e intensidade de uso do élcool em padrdes
HID e BD, porém nao houve um ponto de corte de duracdo significativo que pudesse
predizer quais consumidores no HID tém maiores riscos (em relacido aos do BD) de des-
fechos negativos do consumo de alcool. Essa métrica seria uma das justificativas para a
inclusdo de duracdo de tempo em uma sessido de HID®®,

O HID ¢é mais frequente entre adolescentes e jovens adultos, tendo como “pico”
da prevaléncia a idade por volta de 21 anos®***°. O relatério anual sobre o uso de subs-
tAncias entre adultos de 19 a 65 anos nos EUA*? indicou que o HID, apesar de negligen-
ciado de certo modo pela comunidade cientifica, ocorreu em aproximadamente 8,5%
dos adolescentes e jovens de 18 a 30 anos nos EUA nas 2 ultimas semanas de referéncia
ao estudo. H4 uma tendéncia de queda entre os mais jovens (18 a 22 anos). Entretanto,
esse padrdo de consumo ainda é relativamente bem frequente na populacio jovem*.
Desconhecem-se informacdes especificas sobre o HID na populacdo jovem brasileira a

nivel nacional.

Estudos em humanos, especialmente jovens, sobre o padrdo HID apresentam li-
mitagOes e sdo escassos em relacdo aos que avaliaram o binge-drinking (BD) e heavy
episodic drinking (HED)*!'. Normalmente, esses estudos também sdo concentrados em
paises desenvolvidos, com destaque para os EUA. Muitos deles falham em reconhecer
com precisdo as multiplas causalidades do HID em jovens, além de serem limitados por
métodos de autorrelato, como entrevistas. Isso limita a capacidade desses estudos em
identificar quais fatores na histéria de vida do sujeito o levaram ao consumo HID**%3,
Com isso, a pesquisa com modelos animais contribui significativamente para a com-
preensdo de alguns aspectos envolvendo a intoxicacdo aguda e pesada por etanol na
adolescéncia, na qual o HID tem alta prevaléncia®.
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1.3 Implicacoes do uso de alcool no periodo da adolescéncia

O termo “adolescéncia” tem sua origem do latim adolescere, que pode ser enten-
dido como “crescer”. Esse periodo do desenvolvimento humano pode ser caracterizado
como um estagio intermedidrio entre a infincia e a vida adulta. Seus limites sdo de
dificil acesso, ndo sendo possivel definir critérios especificos, para além dos legais —
definidos constitucionalmente —, quanto ao seu comeco e fim. Ha também de ser citado
que o termo “juventude” por vezes converge ao significado da adolescéncia. Entretanto,
é discutido existir distin¢éo entre esses periodos*.

A definicdo da adolescéncia leva em consideracdo fatores biopsicossociais. Por-
tanto, ndo é possivel reduzir esse conceito a maturacdo puberal, que tem seu pico por
volta dos 11 aos 13 anos de idade em pessoas do sexo masculino e feminino. Junto a
isso, uma outra varidvel bioldgica essencial para a compreensado desse periodo é o neu-
rodesenvolvimento. Apesar do encéfalo de um adulto ser vastamente semelhante ao de
uma crianca um pouco mais velha, diversos processos de maturacao de vias neuronais
continuam ocorrendo durante a terceira década de vida. Dentre essas areas, destacam-
se as relacionadas ao refinamento do processo de realizacao de escolhas e selecdo com-
portamental. Tendo em vista essas informagdes, ha a proposta de que o periodo da
adolescéncia humana engloba, atualmente, as idades dos 10 aos 24 anos®.

Em ratos, o periodo andlogo a adolescéncia humana ocorre aproximadamente
entre os dias 28 e 55%. Essa fase do desenvolvimento ainda pode ser dividida em ado-
lescéncia inicial (DPN 28 a 42) e tardia (DPN 43 a 55). Esse intervalo engloba a puber-
dade, mas néo ¢ restrito a ela*’. Apesar de semelhantes, comparacdes entre o periodo
de desenvolvimento humano e de ratos demandam cautela. Afinal, sdo duas espécies
que compartilham tracos evolutivos, porém ainda assim sao diferentes. Essas particula-
ridades necessitam ser incluidas nas hipéteses de pesquisas comparadas, especialmente
se tratando da idade dos animais dos modelos. Focando no neurodesenvolvimento do
sistema nervoso central, hd intervalos importantes para a maturacdo encefdlica. Ha
destaque para a poda sindptica e mielinizacdo de neurdnios durante a adolescéncia e o
comeco da vida adulta tanto de roedores quanto de humanos*® (Figura 4).

Focando no cértex pré-frontal (PFC), que, como mencionado anteriormente, €
essencial para o funcionamento do circuito cértico-estriato-tadlamo-cortical, o periodo
da adolescéncia em humanos e roedores € critico para o neurodesenvolvimento dessa
area. Os neur6nios piramidais sdo caracteristicos dessa regido. Eles recebem multiplas
sinapses aferentes de partes diversas do encéfalo, como as da Area Tegmental Ventral e
do tdlamo. A sinalizacdo do PFC depende, portanto, de diferentes neurotransmissores,
como o GABA (inibitério) e o glutamato (excitatério). Por isso, a razdo entre estimulos
excitatorios e inibitorios (E-I) pode determinar o funcionamento do PFC. Além disso,

esses neurdnios também tém sua fisiologia modulada especialmente por catecolaminas
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e serotonina provenientes do mesencéfalo®.

Em roedores, o periodo
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nios piramidais do PFC. Apesar
de ainda nio ser totalmente des-  Figura 4 — Marcos do neurodesenvolvimento no Sistema

crito como isso ocorre, uma hi- Nervoso Central (SNC) de ratos e humanos. Os picos de

; . cada processo do neurodesenvolvimento estdo indicados
potese recai sobre o aumento da

pela porcfio mais larga da linha*®.

via glutamatérgica aferente nos

interneurénios PV/FSI GABAérgicos do PFC. Esses interneurénios, por sua vez, reali-
zam a inibicdo da sinalizacdo eferente dos neurdénios piramidais. Tais alteracdes estao
relacionadas a mudanca da atividade do PFC em outras regides encefalicas, como no

funcionamento dos nucleos da base®.

Eventos que afetem o equilibrio da sinalizacdo no PFC durante esse periodo
critico podem causar alteragcdes duradouras no funcionamento neuronal dessa regido.
Dentre eles, destaca-se o uso de drogas*. Por exemplo, j4 foi demonstrado que o con-
sumo intermitente pesado de dlcool (IA EtOH) na adolescéncia pode induzir alteracao
persistente na excitabilidade intrinseca dos neurdnios piramidais do PFC. Isso estd re-
lacionado a uma reducdo no potencial de repouso (RMP) nesses neuronios, possivel-
mente mediado pela atividade diferente dos canais HCN (canais de hiperpolarizacgio
e nucleotideos ciclicos). Esses canais produzem a corrente SAG (corrente ativada por
hiperpolarizacéo), caracterizada pela entrada de ions que leva (ou facilita) a despolari-
zacdo do potencial de membrana. A reducdo da geracdo das SAG resulta em uma menor
probabilidade de disparo dos neurdnios piramidais®°.

Soma-se a isso que a exposicdo ao dlcool na adolescéncia acarreta multiplas
consequéncias comportamentais na vida adulta. Dentre elas, destaca-se o aumento da
motivacdo pela busca e consumo voluntério de dlcool, déficits comportamentais relaci-
onados a menor inibicdo, maior exposicao ao risco e o incremento de comportamentos
ansiosos. Esses tracos aparentam ser compartilhados entre humanos e modelos experi-

mentais com roedores’’.

Esses comportamentos da vida adulta relativos a exposicao ao dlcool na adoles-
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céncia aparentam ter relacdo especialmente com a conectividade do PFC com os nticleos
da base. Dessa forma, tais regides corticais afetam o controle inibitério em um sentido
top-down (cortex — regides subcorticais) do circuito cdrtico-estriato-talamo-cortical. A
alteracdo nesse sistema estd relacionada a maior propensdo para o desenvolvimento de
transtornos relativos ao uso abusivo do dlcool®2.

1.4 Problematica

Apesar do alcool ser a droga de abuso mais amplamente pesquisada, a ampla
gama de efeitos dele sobre o funcionamento do sistema nervoso central traz desafios na
compreensdo das bases biopsicossociais que regulam o uso e abuso dessa substancia.
Contudo, ja ha certo consenso de que seu uso durante o periodo de desenvolvimento,
mais especificamente durante a adolescéncia, acarreta em alteragdes duradouras no
funcionamento encefalico. Essas altera¢gdes acontecem em multiplas esferas, indo desde
o molecular até o complexo dinamismo das conectividades sindpticas. Nesse sentido,
ha destaque para o circuito cortico-tdlamo-cortical, que estd envolvido, entre outras ati-
vidades, no processo de tomada de decisdes e controle inibitério do comportamento.
Notadamente, o alcool é capaz de alterar o funcionamento desse circuito a nivel mo-
lecular, estrutural e funcional. A desregulacdo dessa via aparenta estar relacionada a
multiplas alteracOes neurofisioldgicas e comportamentais importantes para o desenvol-

vimento do uso abusivo de alcool na vida adulta.

Considerando esse cendrio, os estudos pré-clinicos tém sido muito utilizados para
caracterizar varidveis bioldgicas e comportamentais que sustentam essas alteracdes. A
validade desses métodos decorre da semelhanca evolutiva entre o periodo de desen-
volvimento de roedores e de humanos. Todavia, essa drea enfrenta certos desafios no
estabelecimento desses modelos. Nesse sentido, o presente trabalho busca suprir as se-
guintes lacunas da literatura cientifica:

* Embora existam muitos estudos sobre intoxicacdo alcodlica na adolescéncia, a
maior parte deles foi conduzida apenas em animais machos, mesmo existindo
diferencas intersexuais no consumo do 4lcool®3.

* Apesar da tolerancia aos efeitos sedativos-hipndticos a exposicao pesada ao alcool
ter papel substancial no desenvolvimento de transtornos relacionados ao abuso
dessa droga, estudos nessa area tém sido negligenciados nos tltimos anos. Melho-
res modelos pré-clinicos permitem estabelecer as bases bioldgicas relativas a esse

processo>.

* Consideravel parte dos modelos pré-clinicos que exploram as bases do uso abu-
sivo do alcool utilizam administracoes involuntdrias e ndo contingentes dessa
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droga. H4 necessidade de modelos comportamentais mais complexos que utilizem
métodos de autoadministracdo para aprimorar o valor translacional dos resulta-
dos. Esses recursos possibilitam melhor averiguacdo do processo de desenvolvi-
mento da dependéncia e das varidveis psicofisioldgicas relativas a sindrome de

abstinéncia®>°°.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar efeitos da intoxicacdo alcodlica na adolescéncia em comportamentos
caracteristicos do Transtorno por Uso de Alcool na vida adulta em ratos Wistar machos
e fémeas.

2.2 Especificos

Avaliar a tolerancia comportamental ao dlcool na adolescéncia;

 Aferir o consumo voluntario de etanol,

Avaliar propriedades motivacionais do consumo de etanol;

* Examinar os efeitos comportamentais da privacdo do consumo de etanol;

Investigar diferencas nos efeitos a exposicao ao alcool em fun¢édo do sexo;

Identificar possiveis grupos de animais com base no padrao de consumo de alcool.
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3 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa com animais de experimentacdo tem sido alvo de criticas contunden-
tes quanto a sua baixa reprodutibilidade ha anos. Esses estudos, por vezes publicados
em periodicos cientificos de alto prestigio, apresentam significativas taxas de resultados
falsos positivos. A essa conjuntura, deu-se o nome de crise de reprodutibilidade®”. Uma
das principais causas para esse problema pode estar relacionada a padronizacio exces-
siva dos procedimentos experimentais, por vezes chamada de “faldcia da padronizacao”.
Nela, acredita-se que, ao se controlar e padronizar excessivamente todos os protocolos,
haverd melhor consisténcia nos resultados, visto que qualquer variacdo entre as coortes

decorrera do tratamento®S.

Para contornar o excesso de padronizagdo nos protocolos, hd uma série de reco-
mendacdes para a insercao de heterogeneizacgéo sistematica e intencional nos delinea-
mentos experimentais®®-%°. Dentre elas, do ponto de vista bioldgico, hd a incorporacéo
de linhagens outbreds de roedores, para reduzir a padronizacdo genética do experi-
mento, e o uso de animais de ambos os sexos’.

Sob a dptica do delineamento, ha diferentes designs experimentais utilizados em
estudos pré-clinicos. Apesar disso, ja foi apontado que os delineamentos completamente
casualizados e os delineamentos em blocos casualizados (DBC) oferecem vantagens em
relacdo a reprodutibilidade do estudo. Com eles, é possivel melhorar a qualidade dos
erros experimentais e a consisténcia das inferéncias realizadas, garantindo maior vali-
dade externa®. Dentre esses dois delineamentos, o com maior capacidade de minimizar
o viés tanto da variacdo individual quanto da variacdo em decorréncia das condi¢oes ex-
perimentais (ex.: tempo e local) é o DBC®*%!. Cada bloco pode ser entendido como um
“mini-experimento” que ocorre em momentos diferentes e ajuda a reduzir o viés cau-
sado por varidveis ndo controladas sobre o resultado total®!. Além disso, o uso de es-
quemas fatoriais permitem avaliar isoladamente os possiveis efeitos de interacoes entre
as covariaveis do modelo, resultando em ganhos de reprodutibilidade®®.

Levando em consideracdo os pontos mencionados acima, o delineamento ex-
perimental do presente trabalho ocorreu pelo Delineamento em Blocos Casualizados,
completos e ndo balanceados, em esquema fatorial triplo (2x2x2) (Figura 5). Cada
bloco consistiu em uma, entre 6, iteracoes do experimento, de modo que o total de ani-
mais foi subdividido em 6 blocos. Cada bloco contou com o0 mesmo nimero de animais
machos e fémeas. Todos os blocos contaram com ao menos um dos tratamentos. Os
tratamentos foram distribuidos de maneira aleatdria entre os individuos de cada bloco.
Apesar disso, o DBC teve cardter ndo balanceado, ou seja, entre os blocos poderia haver

numeros diferentes de repeticbes de um mesmo tratamento. Portanto, havia homoge-
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neidade intra-bloco, porém heterogeneidade inter-bloco. O ndo balanceamento entre
os blocos decorre de: perda de dados experimentais por motivos variados (aleatdrios)
e ndo controlados e diferencas nos tamanhos dos grupos em func¢ao do tratamento na
vida adulta, como descrito abaixo.

™
‘ Total de animais = 130 ‘

Excluidos previamente

1 8 | | |
— L

e ‘ ‘ Bloco 1 |§| Bloco 2 |»| Bloco 3 |¢| Bloco 4 |.| Bloco 5 ‘Q‘ Bloco 6 |

’ Niveis hierarquicos

eSS TS X 06/09/2023 18/10/2023 29/11/2023 06/03/2024 17/04/2024 12/06/2024
Sujeitos

Observacbes

1 J

Figura 5 — Esquematizacdo do DBC completo e ndo balanceado do estudo. Abaixo de cada bloco,
consta a data de inicio do experimento. Nota-se a relacdo de dependéncia hierdarquica, que pode
ser descrita como: observaces agrupadas no nivel “sujeitos”, que por sua vez estdo agrupados
dentro do nivel “blocos”. A quantidade de sujeitos por bloco se refere ao nimero de animais que
prosseguiram até o fim do experimento. Animais eventualmente excluidos durante os protocolos
néo estao representados.

3.1 Roedores

O projeto foi apreciado e aprovado (protocolo n° 021.2023 via Oficio Circular n°
042/2023 - Anexo A) pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Esta-
dual de Londrina (CEUA - UEL). A retirada de animais no biotério e todos os protocolos
experimentais s6 ocorreram apds a aprovacao mencionada.

Os experimentos foram realizados em 130 (65 machos e 65 fémeas) ratos Wistar
com 30%1 dias de idade ao inicio do protocolo experimental. Inicialmente, o projeto
previa a coleta de figado, coracdo, rins e encéfalo para avaliar os impactos da into-
xicacdo alcodlica pesada na adolescéncia sobre o perfil molecular e histolégico desses
orgaos. Entretanto, devido a entraves na execucdo dessas andlises, as amostras coleta-
das foram apenas fixadas e preservadas. Devido a impossibilidade de resolucao dessas
dificuldades em prazo habil durante o presente mestrado, foi necessaria a interrupcao
de tal protocolo. Juntamente a isso, alguns animais, em menor escala, foram excluidos
da pesquisa por motivos descritos abaixo e relacionados a saude e ao bem-estar. Assim,
dos 130 ratos inicialmente incluidos no projeto, 23 foram retirados apds o protocolo
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LORR.

Os outros 107 (54 machos e 53 fémeas) animais foram divididos em 8 grupos em
funcao das variaveis independentes: (1) sexo, (2) intoxica¢do alcodlica na adolescéncia
e (3) exposicdo ao dlcool na vida adulta. Os 4 grupos expostos ao dlcool na vida adulta
tinham tamanho de n = 15 (total = 60), enquanto os 4 grupos expostos a d4gua na vida
adulta tinham tamanho de n = 11 12 (total = 47).

Os animais foram provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de
Londrina e foram mantidos no Biotério do Departamento de Psicologia Geral e Analise
do Comportamento (PGAC) por pelo menos 5 dias antes do inicio do experimento para
adaptacao ao biotério local. O alojamento dos animais contava com ciclo claro/escuro
controlado (12/12h, luzes acesas as 07:30), em temperatura controlada (23°+ 2°C)
sob regime ad libitum de 4dgua e comida. Os animais foram alocados em gaiolas de
polipropileno (28 cm X 23 cm X 13 ¢cm), em grupos de 3 a 4 ratos por gaiola. As gaiolas
contavam com simples enriquecimento ambiental feito por um cano PVC de 50mm de
espessura e 15 a 20 cm de comprimento. Todos os protocolos experimentais ocorreram
entre 14:30 e 19:30.

3.2 Droga e método de preparo

O 4lcool utilizado foi o Alcool Etilico 95% P.A. — A.C.S 1000 ml proveniente do
laboratoério Dindmica Quimica Contemporanea LTDA (Indaiatuba - SP, Brasil). Ele foi
administrado via injecdo intraperitoneal (I.P.) em concentracdes de 3,5 g/kg®? diluidas
20%v/v em solucao fisiologica 0,9% NaCl estéril.

A solucao fisioldgica de cloreto de sédio (NaCl) 0,9% injetavel utilizada foi pro-
veniente do laboratdrio Equiplex Industria Farmacéutica Ltda. (Goiania - GO, Brasil). A
apresentacdo escolhida foi em flaconetes de 10ml de solucao injetavel estéril. Todas as
ampolas foram abertas logo antes do procedimento e descartadas em seguida, de modo
a evitar a contaminac¢ado do conteudo.

A solucdo injetavel de dlcool 20% v/v em solucdo fisioldgica 0,9% NacCl foi pre-
parada logo antes de cada experimento. O preparo da solucdo ocorreu com o uso de ma-
terial estéril. Todas as embalagens de seringas e agulhas eram estéreis e foram abertas
logo antes da administracado e descartadas apds término de cada protocolo. Buscou-se
evitar a contaminacao do contetido e das vias de administracdo da solucao.

3.3 Loss of Righting Reflex (LORR)

Um indicador comportamental usualmente utilizado na avaliacdo dos efeitos da
intoxicacdo aguda do etanol é por meio da andlise da perda do reflexo postural (em
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inglés, loss of righting reflex, LORR). Essa avaliacdo permite investigar a sensibilidade
do animal aos efeitos do etanol, sendo a duracdo do LORR diretamente relacionada a
sensibilidade®®. O LORR pode ser definido como a incapacidade de um animal retomar
sua postura pronada ap0s ser colocado em posicio supinada®*.

Baseado em protocolo ja existente®?, no 30° dia PN os animais receberam inje-
cao intraperitoneal (I.P.) de 3,5 g/kg de etanol (20% v/v) ou salina 0,9% NaCl. Foram
aplicadas 3 I.P. por semana em dias intercalados durante 3 semanas consecutivas, to-
talizando 9 injecOes ao fim do processo. Apds cada injecdo, eles foram posicionados
deitados na aresta inferior de uma caixa individual apoiada em uma grade metdlica
de modo a formar um angulo aproximado de 45° em relacdo a superficie da mesa.
A cronometragem teve inicio apés o animal falhar duas vezes em retomar a posi¢cdo
pronada em um periodo de 30 segundos. As tentativas de virar o animal comec¢aram
apenas apos 50 segundos da administragédo da I.P visando reduzir o impacto do possivel
cansaco que tentativas consecutivas de retornar a posi¢do pronada influenciassem no
tempo do LORR.

Foi contabilizado o tempo até que os animais recuperassem o reflexo de retornar
a sua posicdo pronada depois de pelo menos trés tentativas em menos de 60 segundos
de intervalo. Animais que ndo perderam o reflexo postural em até 4 minutos foram
excluidos da andlise naquele dia (dado censurado).

Os animais foram monitorados visualmente quanto a possiveis expressoes faciais
de nocicepcéo, com o uso da escala Grimace para ratos®®, quando sinais de “dor” eram
identificados. Comportamentos relacionados a dor abdominal, que podem ser sinais
de peritonite, também foram avaliados de acordo com estudo prévio®. Em especial,
observou-se a presenca de postura arqueada nos animais. Qutros aspectos como perda
significativa de peso, pelagem baguncada e presenca de porfirinas nos olhos, ambos in-
dicativos de reducdo do autogrooming, e machucados na pele, especialmente na regiao

facial, também foram visualmente avaliados®’-%°.

Animais com significativos indicios de “dor” foram retirados do estudo e eu-
tanasiados, conforme recomendacdes do Comité para o Reconhecimento e Alivio do
Sofrimento em Animais de Laboratério do Instituto para Pesquisa com Animais de La-
boratério dos EUA’° quanto aos pontos finais humanos (humane endpoints) de animais
em sofrimento. Para tanto, os critérios utilizados neste estudo foram: perda de peso
entre os dias de cada I.P. (perda > 15%), presenca de ao menos uma alteracdo com
escore 2 na escala Grimace para ratos e alteracOes significativas no cuidado e integri-
dade da superficie corporal do animal. Tais critérios buscaram estabelecer limites entre
a justificativa cientifica e caracteristicas do estudo e o bem-estar animal, reduzindo o
sofrimento desnecessario. Como a propria administracdo de altas e repetidas doses de
etanol pode acarretar na alteracdo da ativacdo de vias e comportamentos relacionados
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ao estresse’!, definiu-se um limiar plausivel entre a presenca de algumas caracteristicas
indicativas de “dor” e a necessidade de eutandsia.

3.4 Two-bottle choice (TBC)

O paradigma do Two-Bottle Choice é um dos procedimentos mais bem estabe-
lecidos na literatura cientifica para o estudo de consumo episédico de alcool, com alta
relevancia translacional para o estudo da dependéncia ao dlcool’2. O protocolo consistiu
na disponibiliza¢do intermitente (dia sim, dia ndo), 3 dias por semana, de duas garrafas,
sendo uma contendo dlcool (20% v/v) diluido em &gua potdvel e, a outra, apenas dgua
potavel durante 24h. Para o periodo de consumo, os animais foram alojados em gaiola
individual e as garrafas foram alternadas de posicao a cada sessdo para evitar estabe-
lecimento de preferéncia ao lugar. As caixas individuais foram posicionadas lado-a-lado
na tentativa de atenuar o estresse por isolamento social durante o protocolo, visando
principalmente o bem-estar animal. Essa estratégia foi baseada em estudo de condicio-
namento de preferéncia ao lugar em ratos separados por uma tela, o qual demonstrou
certo valor positivo para o animal’®. Houve alimento disponivel ad libitum durante todo

o periodo e, apds o teste, eles foram realocados em suas moradias grupais habituais.

Os volumes iniciais (Vi) e finais (Vf) de cada garrafa foram contabilizados antes
e depois das 24h de consumo. Tal fato permitiu avaliar (1) o consumo total de cada um
dos liquidos e (2) o consumo estimado de etanol (em g/Kg/24h de massa do animal)
durante a sessdo’*. Os animais e a ra¢io individual foram pesados antes de cada sessdo
de consumo. O vazamento das garrafas foi estimado por um Modelo Linear Misto em
funcao do peso inicial da garrafa e do contetido liquido (ver Apéndice 2). A estimativa
do vazamento foi descontada do resultado da diferenca entre Vi e Vf para cada garrafa.

Para a aplicacdo do protocolo Two-Bottle Choice, os animais, até entdo alojados
em grupo, foram submetidos ao protocolo descrito acima por um periodo de 14 sessdes,
totalizando aproximadamente 5 semanas, a fim de estabelecer o consumo e a preferén-
cia pelo etanol.

3.5 Autoadministracdo de alcool

Os procedimentos de autoadministracdo tém o maior valor translacional para
o estudo do uso abusivo de drogas dentre todos os modelos animais propostos. Eles
permitem quantificar propriedades motivacionais e reforcadoras de uma droga a par-
tir de alteracdes nos esquemas de reforcamento do ambiente®®. Apesar disso, uma das
dificuldades na utilizacdo de autoadministragédo de alcool é o gosto pouco palatdvel do
etanol. Estudos tém utilizado o protocolo de Two-Bottle Choice previamente ao con-
dicionamento operante utilizado na autoadministracéo, visto que essa dificuldade me-
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todoldgica tende a ser atenuada em ratos que ja fazem consumo voluntario de etanol
e apresentam comportamentos tipo-dependentes’”. Portanto, a autoadministracdo de
etanol ocorreu apds nosso protocolo de Two-Bottle Choice.

Para a realizacdo do protocolo de autoadministracdo, 10 caixas de Skinner do
modelo Eltrones ELT-02 (Joinville - SC, Brasil) do Departamento de Psicologia Geral e
Andlise do Comportamento (PGAC-UEL) foram utilizadas. Cada aparelho contava com
uma barra para pressao e um dispenser de liquidos posicionado abaixo da barra, além
dos controladores que realizavam as contagens das pressoes a barra. As caixas tinham
duas configuracoes para a entrega do liquido, sendo uma a op¢do manual, na qual o
experimentador realiza a acdo, e a outra, automadtica, que entrega uma gota do liquido
a cada pressao a barra (esquema de reforcamento em Razdo Fixa = 1). Cada gota entre-
gue tinha aproximadamente 0,1 ml da solu¢do. Para a modelagem do comportamento
de pressdo a barra, utilizou-se a entrega manual de reforcadores. Para a fase de sucrose
fading e as sessoes de testes, a opcdo automatica foi configurada, tendo o experimenta-
dor anotado a quantidade de pressoes ao final do tempo estabelecido. Os animais foram
sujeitos a privacdo hidrica previamente as sessOes somente na etapa de modelagem. To-
dos os outros protocolos foram feitos com animais em regime ad libitum de racédo e
agua. Os procedimentos detalhados se encontram descritos abaixo.

3.5.1 Modelagem

A modelagem do comportamento ocorreu por meio da privacao hidrica durante
15h a 24h antes de cada sessdo. Para a primeira sessdo, utilizou-se o intervalo de 20h
a 24h de privacdo de dgua. Para as demais sessOes, esse intervalo foi reduzido para
15h a 20h. A reducdo do tempo em privacao visou diminuir o mal-estar animal durante
o protocolo. O maior valor na primeira sessdo foi para contornar o conflito entre o
aspecto motivacional da privacdo de dgua e o comportamento de evitagcdo causado pela
novidade do ambiente (a caixa de Skinner). Como nas demais sessdes o animal ja estava
habituado ao espaco, reduziu-se o tempo de privacdo. Nao houve dois dias consecutivos
de modelagem. Procedimentos envolvendo privacéo hidrica de até 24h sdo tradicionais
nos experimentos que envolvem modelagem’®.

Em resumo, as sessdes de modelagem buscaram selecionar o comportamento de
pressdo a barra. Para isso, aproximacoes sucessivas foram realizadas, sequencialmente,
de modo a selecionar as seguintes respostas: achar o bebedouro — associar som do
bebedouro e liberacdo de dgua — levantar a cabeca — interagir com a barra (chei-
rar, encostar pata, morder, etc) — ficar apoiado nas patas traseiras em frente a barra —
apoiar patas dianteiras na barra — apertar a barra — pressionar completamente a barra.
Mesmo que o animal pulasse uma etapa da modelagem (por exemplo, da interacao com
a barra direto para a pressao a barra), o procedimento continuou. Apds apresentar a ul-
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tima resposta da modelagem, o animal recebeu acesso a dgua, em razdo fixa = 1, por
pelo menos 30 respostas consecutivas a fim de aumentar a probabilidade de manuten-
cdo dessa resposta e extinguir eventuais outras respostas. O processo de modelagem
levou, ao todo, de 2 a 4 semanas para ser completado em cada bloco experimental.

3.5.2 Protocolo de sucrose fading

O protocolo de sucrose fading é utilizado ha décadas para estimular o consumo
de alcool em animais com naturalmente baixa preferéncia ao uso dessa droga, como
no caso da espécie de ratos Wistar. Nesse procedimento, os roedores sdo treinados a
pressionar a barra por uma solucdo contendo sacarose e dlcool inicialmente. Com o
decorrer das sessdes, a concentracdo de acticar é reduzida, mantendo-se o nivel de
etanol, que tradicionalmente é de 10% v/v””.

Para o experimento do presente estudo, foi padronizado um protocolo de sucrose
fading, o qual consistiu de 10 sessdes, de segunda-feira a sexta-feira, de 30 minutos
cada. Nas primeiras 5 sessOes, manteve-se o nivel de 6% m/v de agciicar em dgua potavel,
enquanto aumentou-se a concentracdo de dlcool em 2% a cada sessao, totalizando 10%
ao final. Nas outras 5 sessOes, manteve-se o nivel de 10% de alcool e reduziu-se a
concentracao de acticar de 6% para 4% — 3% — 2% — 1% e 0. O ntimero de pressoes a
barra foi anotado em todas as sessdes, com exce¢do da primeira. Isso decorre do motivo
de que nem todos os animais generalizaram o comportamento de pressdao a barra nas
novas caixas de Skinner.

3.5.3 Fase de testes

A fase de testes consistiu em 5 sessOes consecutivas, de segunda-feira a sexta-
feira, de 30 minutos cada. Ela ocorreu na semana seguinte ao término do protocolo de
sucrose fading descrito acima. Para cada sessdo, os animais eram expostos ao dlcool
(10% v/v em dgua potavel) ou a dgua potavel a depender da coorte experimental. A
quantidade de pressOes a barra ao final de cada sessdo foi registrada. O resultado final
das pressoes foi corrigido pelo peso corporal dos animais ao final do protocolo e pela
estimativa de 0,1 ml de solucédo por reforco liberado.

3.5.4 Efeitos comportamentais da privacdo ao etanol

A abstinéncia forcada ao etanol em animais que apresentam comportamento
tipo-dependente a droga causa alteracdes comportamentais e fisioldgicas. Estudos anteriores’®”?
demonstraram que essas mudancas sdo perceptiveis apds dias e até semanas de priva-
cdo em roedores e podem levar ao maior engajamento de respostas dos sujeitos na
reexposicdo a protocolos de autoadministracdo ao etanol. Somado a isso, outros sinto-
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mas comportamentais da abstinéncia ao dlcool estdo relacionados a comportamentos
tipo-ansiosos em roedores expostos ao teste do Labirinto em Cruz Elevado (EPM)®°.

Considerando os aspectos comportamentais presentes na abstinéncia de alcool
supracitados, os animais foram submetidos a 10 a 12 dias de privacdo ao etanol apds
o término do protocolo de autoadministracdo. Depois desse periodo, os animais foram
submetidos ao teste no Labirinto em Cruz Elevado e ao reteste no protocolo de autoad-
ministracdo de alcool.

3.5.5 Labirinto em Cruz Elevado (EPM)

O labirinto em cruz elevado permite a analise de multiplos comportamentos tipo-
ansiosos. Essa analise é feita por meio da contabilizacdo do tempo de permanéncia e
numero de cruzamentos no centro, bracos abertos ou fechados, comportamentos de
postura esticada (Strend attach posture), autolimpeza (autogrooming), investidas com a
cabeca (head dips) e levantar-se, apoiado (climbing) ou nio (rear)®!. Assim, o rato foi
posicionado no centro do aparato com sua face voltada a um braco fechado do Labirinto
em Cruz Elevado, o que o permitiu explorar o ambiente durante 5 minutos®!. Os animais
foram gravados com uma webcam Logitech c920 posicionada sobre o labirinto e ligada
a um computador. A utilizacdo do software OBS Studio permitiu o registro do video. Os
comportamentos mencionados acima foram analisados conforme as referéncias citadas.

3.5.6 Reteste autoadministracido

A fissura pelo dlcool, segundo o DSM-5-TR?®, é indicada pelo forte desejo de con-
sumo da droga, o que pode levar ao engajamento na ingestao da substancia. Essa fissura
normalmente é acentuada quando na presenca de estimulos discriminativos contingen-
tes ao consumo operante de alcool e durante os episddios de abstinéncia. Ela também
estd ligada a casos de recaida em humanos”.

A fim de avaliarmos a fissura pelo etanol ap6s duas semanas, reaplicamos o pro-
tocolo de autoadministracdo diretamente na fase de teste para avaliar se ha diferenca na
eficacia do alcool enquanto estimulo reforcador apds aproximadamente duas semanas
de abstinéncia forcada. Ou seja, se houve mudanca na magnitude do dlcool enquanto
estimulo reforcador, um possivel indicador da motivacao para o consumo da droga.
Uma possivel mudanca na magnitude do alcool enquanto estimulo reforcador pode ser
inferida a partir do maior engajamento no comportamento de pressdo a barra, apesar
do custo da resposta, em comparacdo com a fase de testes anterior.
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Grupos dlcool vida adulta Two-Bottle Choice Autoadministragao Privagado
n= 1y/grupo DPN 3048 DPN 72-104 DPN > 114-132 DPN > 142-144
4 grupos 2o total 9x IP 3.5 g/Kg Etanol 5 semanas 3 semanas
(2 machos + 2 fémeas) 0 9/Kg
7 . LORR Two-Bottle Choice H Autoadministragao H Privagédo }—’
Grupos agua vida adulta
n=11~12/grupo DPN 30-48 DPN 72-104 DPN > 114-132 DPN > 142-144
4 grupos ao total <K 9xIP NaCl0,9% 5 semanas 3 semanas
(2 machos + 2 fémeas)
Two-Bottle Choice Autoadministragao Privacao
Todos os grupos
aconteceram em paralelo DPN 30-48 DPN 72-104 DPN > 114-132 DPN > 142-144
6 iteragdes do experimento 9x IP NaCl 0,9% 5 semanas 3 semanas
L O, m Two-Bottle Choice H Autoadministragdo H Privagdo }”
Total ap6s LORR = 107
DPN 30-48 DPN 72-104 DPN > 114-132 DPN > 142-144
5 semanas 3 semanas

Lab. Cruz Elevado

[CX. OPERANTE|

ALcooL

CONTROLE

Figura 6 — Delineamento experimental simplificado (sem considerar a variavel sexo).

3.5.7 Eutanasia

A eutandsia dos animais ocorreu ao final dos protocolos comportamentais. O mé-
todo escolhido foi o de sobredosagem da associacdo de anestésicos dissociativos (Ceta-
mina, dose: 300 mg/Kg) com agonistas de adrenorreceptores alfa-2 (Xilazina, dose: 30
mg/Kg) administrada pela via intraperitoneal conforme Resolucdo Normativa CONCEA
n° 37 de 15 de fevereiro de 201852,

3.5.8 Analise Estatistica

Todos os dados foram anotados manualmente durante os experimentos e depois
transferidos para planilhas criadas no Google Sheets para armazenamento em nuvem
(Google Drive). Backup local também foi realizado periodicamente. Para as filmagens,
utilizou-se apenas backup local feito em trés diferentes equipamentos. Todos os testes
de hipoteses foram bilaterais e tiveram nivel de significancia de 5%.

Todas as andlises ocorreram com o uso do ambiente e linguagem de programa-
cdo R® (v. 4.4.1). A programacio ocorreu no ambiente RStudio. Optou-se pelo uso do R
pela sua flexibilidade e pelo carater gratuito, fato que aumenta a replicabilidade e aces-
sibilidade as andlises. Além das funcGes basicas do R, diversos pacotes foram utilizados,
dentre eles:

readxl®*: leitura de dados .xlsx e .csv;

ggplot28°: geracgdo de gréficos.;

plotly®®: criacdo de gréficos exploratérios 3D para medidas repetidas;

grid®3, gridExtra®” e ggExtra®®: criacio de gréficos e paineis;

dplyr®® e tidyr°: manipulacéo e filtragem de dados;
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* MASS®!: transformagio Box-Cox;

e car®: anélise de Fator de Inflacdo de Varidncia (VIF e GVIF);
 ggpubr®®: criacdo de QQ-plot com envelope simulado (95% I.C.);

¢ StMoSim®*: criacdo de simula¢des para confeccdo de QQ-plot;

* lme4°°: criacdo de modelos lineares generalizados mistos;

* ImerTest?®: cdlculo do p-valor para modelos mistos feitos com Ime4;

» performance®”: cdlculo do coeficiente de correlacéo intraclasse (ICC);

e influence.ME®®: célculo da distAncia de Cook para modelo misto (1 efeito aleatd-
rio);

* emmeans’’: célculo das médias marginais estimadas e teste post hoc.

* glmmTMB!?: criagdo de modelos lineares generalizados mistos com distribuicoes
ndo suportadas pelo lme4 (ex.: Tweedie);

* DHARMa'%!: anélise de residuos quantilicos dos modelos criados com glmmTMB;

o gamlss'??, gamlss.dist!?3, gamlss.inf!%*: ajuste de Modelos Aditivos Generalizados
de Locacdo, Escala e Forma (GAMLSS);

* ppclust!®: realizacdo de Fugzzy C-Means clustering.

3.5.8.1 Pré-tratamento dos dados

Nao foram removidas observacoes discrepantes (outliers), exceto nos casos em
que havia evidéncias de que elas foram resultado de erros experimentais ou de registro.
Considerou-se que tais observacoes refletem a variabilidade inerente a varidvel aleatd-
ria, ndo havendo justificativa cientifica para sua exclusao.

3.5.8.2 Definicdo dos grupos

Os animais foram divididos em 8 grupos em funcéo das varidveis independentes:
(1) sexo (niveis: machos e fémeas), (2) intoxicacdo alcodlica na adolescéncia (niveis:
sim ou ndo) e (3) exposicao ao dlcool na vida adulta (niveis: sim ou ndo). Os 4 grupos
expostos ao alcool na vida adulta tinham tamanho de n=15 (total = 60), enquanto
os 4 grupos expostos a dgua na vida adulta tinham tamanho de n=11-12 (total =
47). O maior grupo entre os animais que consumiram alcool na vida adulta decorre
da maior variabilidade na resposta de consumo em ratos'®. Junto a isso, os tamanhos
de cada coorte também foram escolhidos a partir de experimentos j& realizados em
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nosso laboratério®"-1%7 e em experimentos prévios de nosso laboratdrio (dados ainda no
publicados). Os animais foram aleatoriamente alocados em cada coorte experimental.

3.5.8.3 Andlise Exploratoéria

A andlise exploratdria aconteceu com o uso de alguns meios, sendo os principais:
boxplots, histogramas, medidas descritivas (média, mediana, desvio padrao e quantis)
e graficos 3D com densidades de Kernel. Referéncias tedricas quanto a natureza da
variavel de interesse também foram utilizadas. Por exemplo, informacoes quanto as
propriedades da distribuicao da variavel resposta “tempo de duracao”, a qual é esperado
que haja cardter continuo, estritamente positivo, distribuicdo assimétrica e afins. Essas
informacdes foram utilizadas para a melhor escolha do modelo estatistico.

3.5.8.4 Testes de normalidade

A verificacdo de normalidade é parte de diversos procedimentos na modelagem
estatistica. Pode-se verificar a distribuicdo de varidveis resposta de interesse e também
realizar a checagem de pressupostos de certos modelos, como € o caso de regressoes que
assumem normalidade. Para isso, diversos métodos sdo aceitaveis, sendo eles divididos

em testes formais de hipdteses e andlises visuais com o uso de recursos graficos.

No presente trabalho, recorreu-se a ambos os recursos, priorizando os métodos
visuais. Isso decorre de limitacdes dos testes de hipdteses, os quais apresentam baixo

poder estatistico em amostras pequenas'®®

e alta sensibilidade para detectar até peque-
nos desvios em amostras grandes (n > 30-40). Esses pequenos desvios, com base no
Teorema do Limite Central, ndo devem resultar em viés importante nas estimativas'®®.

Como teste de normalidade no estudo, optou-se pelo uso do teste de Shapiro-Wilk.

Para as andlises grdficas, utilizou-se histogramas e boxplots com limites de Tukey
para verificacio de caracteristicas das varidveis respostas e dos residuos dos modelos!!°.
Somado a isso, recorreu-se também ao uso de grdficos quantil-quantil (Q-Q plot) para
inspecdo do ajuste dos modelos. Para melhorar a interpretacdo do Q-Q plot, também
foram gerados envelopes simulados com bandas de 95% de intervalo de confianga'!?,

bem como simula¢des com ao menos 19 repeticdes dos resultados dos modelos!!2.

3.5.8.5 Modelos Lineares Generalizados Mistos (GLMM)

Dentre os diferentes métodos de andlise de estudos longitudinais, tradicional-
mente ha o emprego da Andlise de Varidncia (ANOVA) ou Andlise Multivariada da Va-
riancia (MANOVA) para medidas repetidas. Para que isso ocorra, existem diversos pres-
supostos que muitas vezes acabam limitando a aplicabilidade da ANOVA em contextos
experimentais. Isso, por vezes, acaba levando ao uso de métodos ndo paramétricos de
analise, o que gera perda de poder estatistico, ou transformacao de dados da variavel
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resposta, fato que pode dificultar a interpretabilidade das estimativas. Como alternativa
eficiente ao uso desses métodos tradicionais, pode-se utilizar modelos lineares genera-
lizados mistos (GLMM) ou equacdes de estimativas generalizadas (GEE)!!3.

Apesar de tanto os GLMM quanto as GEE serem alternativas vidveis para andlise
de dados longitudinais, suas aplicacdo pode ser um pouco diferentes especialmente
quanto aos delineamentos experimentais e interesses da pergunta. De modo geral,
as GEE sdo modelos com pressupostos mais flexiveis, por vezes chamados de semi-
paramétricos, pois assumem uma familia exponencial e uma func¢éo de ligacdo para a
varidvel resposta, mas ndo para a estrutura de correlacdo entre observacoes. Mesmo
com a selecdo da estrutura errada da matriz de correlacdo, as estimativas tendem a ser
robustas!!3. O processo de estimacio dos coeficientes foca somente nas médias popu-
lacionais, levando em conta a estrutura de correlacdo nédo explicitada entre as observa-
¢oes. Em conjunto de dados com nuimero pequeno de grupos de observacoes, as GEE
podem resultar em viés nas estimativas dos erros padrao!!'4.

Por outro lado, as GLMM, apesar de também serem utilizadas na anéalise de me-
didas repetidas, tém um funcionamento um pouco diferente. Enquanto as GEE geram
estimativas a partir da populacdo, levando em consideracdo a estrutura dos dados e o
“ruido” que as estruturas de correlacdo podem causar, a GLMM tem uma abordagem
“individual”, condicionada aos fatores de agrupamento definidos explicitamente pelos
efeitos aleatdrios'!*. Por conta dessa caracteristica, bem como a existéncia de pressupos-

tos menos flexiveis que, por exemplo, a GEE, seu uso pode ser complexo na pratica'®>.

Tanto as GEE quanto os GLMM podem ser entendidos como extensdes dos Mo-
delos Lineares Generalizados (GLM) propostos por Nelder e Wedderburn em 1972113,
Brevemente, um GLM envolve uma (1) variavel resposta univariada, que caracteriza o
componente aleatério do modelo, (2) um componente sistematico com estrutura linear
e que descreve a variavel resposta e (3) uma func¢éo de ligacdo adequada, que une o
descritor linear ao vetor de médias da variavel resposta. Além disso, os GLM assumem,
entre outros pontos, a independéncia entre as observacoes!!2.

Para a selecdo de um GLMM para medidas repetidas, utiliza-se os trés pontos
mencionados acima e uma estrutura de efeito aleatério que modela e agrupa a relagdo
de dependéncia entre as observacoes de um mesmo sujeito. Essa estrutura hierarqui-
zada (observacoes dentro do nivel de cada sujeito), ou multinivel (quando também ha
sujeitos agrupados em blocos), dos GLMM ¢é entendida por um conjunto organizado
de observacdes pertencentes a um nivel de agrupamento!!®. Essa caracteristica permite
modelar ndo somente um conjunto de medidas repetidas de um mesmo individuo, mas

também a estrutura de um delineamento de bloco casualizado!!”.

Quando ha estruturas mais complexas de delineamento, por exemplo, com mais

de um nivel de agrupamento, os GLMM se apresentaram mais eficientes quando com-
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parados as GEE!'®, Por fim, pode-se também entender que os Modelos Lineares Mistos
(LMM) sdao um caso particular dos GLMM no qual a familia exponencial assumida é a

Gaussiana com funcéo de ligacdo identidade!!”.

Considerando os trés tipos de andlises de medidas repetidas discutidas anterior-
mente (ANOVA/MANOVA, GEE e GLMM), o presente estudo optou pelo uso dos GLMM
para avaliacido dos dados, especialmente os longitudinais. A escolha decorre do cardter
ndo balanceado dos dados, o que inviabiliza o uso de ANOVA, e a estrutura hierarqui-
zada nos multiniveis (1) observacgoes por sujeito e (2) sujeitos por blocos, além da baixa
quantidade de blocos. Portanto, em todas as analises de medidas repetidas, os fatores
aleatdrios (interceptos) “observacdes de um mesmo sujeito” (id) e “sujeitos por bloco”
(bloco/grupo) foram incluidos. Para andlises de medidas tnicas por sujeito, utilizou-se
apenas o efeito aleatério (intercepto) “grupo”.

Na presenca de indicios significativos de mal ajuste dos GLMM, o que gera viés
significativo nas estimativas, utilizou-se as GEE por serem mais flexiveis. Isso permite
avaliar ao menos os efeitos populacionais das varidveis explicativas, mesmo perdendo a
modelagem ao nivel dos sujeitos. Apesar disso, nota-se uma violacao tedrica dos pres-
supostos da GEE, dado que as observacoes sdo temporalmente dependentes dos blocos,
além de dependentes dos sujeitos. Normalmente, postula-se que as observacoes devem
ser dependentes ao nivel sujeito e independentes entre sujeitos. Como sugere-se que
os blocos sejam homogéneos entre si, assumiu-se que o viés gerado por essa violacao
possa ser negligenciado. Entretanto, ressalta-se a importancia do cuidado na interpre-

tacdo desses resultados.

O uso de dois fatores aleatérios aumenta a complexidade do modelo. Mesmo
assim, optou-se por ndo excluir nenhum deles mesmo quando nédo havia indicios de
melhora significativa do ajuste do modelo aos dados. A principal explicacao para essa
postura é a possivel violacdo do pressuposto de independéncia entre as observacoes, que
serve de base para os GLM!2°, Na estrutura do delineamento experimental do presente
estudo, a probabilidade da ocorréncia de uma observacao fica condicionada ao fator
do bloco e, caso haja medidas repetidas, ao individuo. Isto é, a probabilidade de uma
observacao depende da ocorréncia de um ou dois eventos a priori. Portanto, os eventos
ndo tém a mesma chance de ocorréncia. Além disso, também houve interesse em avaliar
a concordancia das medidas entre os sujeitos.

Essa estrutura condicional pode ser util em delineamentos ndo balanceados,
como o caso da presente pesquisa, visto que as estimativas dos erros devem ser influen-
ciadas pelos tamanhos amostrais diferentes de cada bloco. Assim, a estrutura condicio-
nal, mediada pelos fatores aleatdrios, permite (1) capturar possiveis correlacdes entre
observacoes de um mesmo sujeito e de um mesmo grupo e (2) assimilar diferencas nos
erros de cada bloco em decorréncia do tamanho amostral. Ja foi descrito que a retirada
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do fator aleatério pode ter implicacoes importantes para estudos com DBC. Dentre elas,
ha o viés na estimativa do erro tipo I e a violacdo do pressuposto de independéncia das
observagoes de um sujeito pertencente a um bloco!''”, como mencionado acima.

As hipoteses dos modelos contavam com a interagdo entre os fatores fixos. To-
davia, na presenca de problemas significativos, como multicolinearidade, discutiu-se
somente os efeitos simples, sem interacdo. Abaixo, encontram-se tabelas que resumem
os modelos utilizados para a andlise dos resultados dos diferentes protocolos. O aste-
risco entre os fatores fixos indica interacdo entre as varidveis explicativas, enquanto o
sinal de adicdo representa um modelo com efeitos simples, sem interacdo.

3.5.8.6 Modelos Aditivos Generalizados de Locacao, Escala e Forma (GAMLSS)

Apesar da maior flexibilidade nas aplicacdes dos GLMM, dados complexos po-
dem continuar sendo de dificil andlise. Dentre os problemas, ha destaque para ao me-
nos trés aspectos: (1) relacoes nado lineares entre variaveis explicativas e resposta; (2)
heterogeneidade excessiva dos dados que pode, por sua vez, variar em funcdo de um
preditor; (3) assimetria na distribuicdo da varidvel resposta. De maneira a contornar
essas limitacdes impostas aos GLMM, houve a proposicdo dos Modelos Aditivos Gene-
ralizados de Locacdo, Escala e Forma (GAMLSS). Esse tipo de modelo abrange uma
expansao de seus predecessores, os Modelos Lineares Generalizados (GLM), com o uso
de familias exponenciais, e os Modelos Aditivos Generalizados (GAM), com a adocao
de termos aditivos!?!.

Tradicionalmente, os modelos de regressdao buscam descrever a relacdo entre a
média de uma variavel resposta a partir de preditores. Entretanto, por volta das déca-
das de 70 e 80, também foram propostos modelos que, junto a média, eram capazes
de modelar a variancia da distribuicao da varidvel resposta. Apesar de um avanc¢o na
aplicabilidade dessas andlises, modelos de dois parametros ainda apresentavam limi-
tacOes considerdveis: a fixacdo da curtose e assimetria da distribuicdo dada a média e
varidncia'?!,

Com base nesses aspectos, em 2005, os GAMLSS foram introduzidos a comuni-

102 Esses modelos se apresentaram ainda mais flexiveis que seus anteces-

dade cientifica
sores supracitados. Dentre suas vantagens, destacam-se: (1) a capacidade de modelar
até quatro parametros da distribuicdo Y ~ D(u,o,v,7), onde p e o sdo, respectiva-
mente, a locacdo (média) e a escala (variancia), enquanto v (assimetria) e 7 (curtose),
a forma'?!. (2) Também é possivel gerar distribuicbes ajustadas a presenca de zeros
com a adicdo de mais um parametro, como é o caso, por exemplo, da distribuicao
Gamma ajustada para zeros (ZAGA, do inglés Zero adjusted Gamma). Considerando a
modelagem via GAMLSS, ao invés da distribuicdo tradicional de dois parametros, onde

Y ~ Gamma(u, o), hd a atribuicdo de mais um pardmetro, v, para modelar a probabi-
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lidade de P(X = 0), gerando a distribuicio Y ~ ZAGA(u, o,v)?. (3) Por fim, outro
ponto a ser destacado € a possibilidade de uso de termos aditivos para modelar relagcdes
ndo lineares entre varidveis explicativas e respostas'?!.

3.5.8.7 Fuzzy C-Means clustering

Estudos!?*124 j4 indicaram a existéncia de possiveis subpopulacées de roedores
inerentemente heterogéneos quanto ao padrao de consumo de dlcool. Por inerente,
entende-se, aqui, que ha um componente da variancia que independe da histéria de
exposicdo a essa droga, apresentando uma predisposicao especialmente genética. Para
investigar esse aspecto, foi utilizado o algoritmo de clusterizacdo Fuzz C-Means (FCM)
com parametro m=1,5 e k=4. Apds isso, foi realizado comparacdo entre os quatro
clusters obtidos, com testagem post hoc quando modelo GAMLSS resultou em diferencas
significativas. Houve ajuste de Holm-Bonferroni.
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Abstract

Backgroud: Heavy alcohol exposure in early to mid adolescence has been associated with
long-term negative outcomes in adulthood, including as augmented risk of Alcohol Use Dis-
order (AUD). Although preclinical research has improved the understanding of these con-
sequences, many studies have not incorporated key features of AUD in their models, such
as sex differences, voluntary protocols, and highly replicable experimental designs. The
present study aimed to address these gaps by evaluating the long-term effects of adoles-
cent alcohol intoxication on AUD-like behaviors in adult female and male Wistar rats. Meth-
ods: 110 Wistar rats (55 males and 55 females) were divided into eight groups according to
the variables (1) sex (male or female), (2) adolescent alcohol intoxication (exposed or unex-
posed), and (3) adult alcohol exposure (exposed or unexposed). The first protocol occurred
between PND 30 and 48. Rats received 3.5g/Kg alcohol solution intraperitoneally (I.P.). The
latency and duration of the Loss of Righting Reflex (LORR) were further assessed. At the
end of the protocol, rats were subjected to roughly 3 weeks of alcohol deprivation. At PND
72, voluntary alcohol and water consumption were evaluated with a Two-bottle choice pro-
tocol for around 5 weeks (total of 14 sessions). Rats were placed in individual cages for 24h
with one bottle of tap water and one bottle of 20% v/v alcohol solution. After the end of TBC,
bar press response was modeled for alcohol operant self-administration. When the aimed
response was acquired, rats undergo 10 sessions of sucrose fading protocol. Subsequen-
tially, the test phase ocorred for a total of five alcohol operant self-administration sessions.
Rats were deprived to determine the abstinence-like effects in the elevated plus maze (EPM)
and in a single alcohol self-administration session. Fuzzy C-Means clustering was applied
to evaluate possible subgroups. Results: Rats exhibited increasing sensitivity to alcohol ef-
fectsin the LORR protocol. TBC results indicated adolescent alcohol exposure may increase
alcohol preference and consumption. A significant sex difference was observed in operant
self-administration of alcohol. Adolescent alcohol exposure was also linked to impaired
risk assessment in the EPM. Clustering analyses suggested the existence of subgroups
with heightened motivation for operant alcohol consumption. LORR treatment altered body
weight in the alcohol-administered group. Male rats exhibited a catch-up growth, regaining
typical weight in adulthood, whereas females did not.Conclusion: Heavy alcohol exposure
during early adolescence may produce lasting consequences in adulthood, enhancing AUD-

like behaviors, particularly in a subgroup of animals.
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INTRODUCTION

Adolescenceis a core developmental phase characterized
by pronounced neurobehavioral changes driven by phylo-
genetic mechanisms and environmental influences (Zeiss
2021). This complex relationship makes adolescence a
critical and sensitive window of vulnerability to pharma-
cological insults to the organism, which may lead to per-
sistent deleterious effects in adulthood (Salmanzadeh et
al. 2020).
the probability of developing Alcohol Use Disorder (AUD)

Early life exposure to alcohol can augment

symptoms in adulthood in an age at drinking onset- and
dose-dependent way (Yuen et al. 2020). Standard AUD di-
agnostic criteria include: (1) high amounts of consumed
alcohol, (2) consistent use of alcohol despite contingent
aversive consequences, (3) development of tolerance to
alcohol effects, (4) intense desire or motivation to con-
sume alcohol, and (5) withdrawal symptoms when de-
prived, such as anxiety and craving (American Psychiatric
Association 2022).

Among described alcohol use patterns in humans,
high-intensity drinking (HID) has been linked to worse
deleterious outcomes and long-term effects compared
to other consumption patterns (Greenfield et al. 2023).
HID can be defined as the ingestion of more than two to
three times the binge-drinking (BD) threshold, which cor-
responds to 4 drinks (around 14g of pure alcohol) for fe-
males and 5 drinks for males within a 2h interval (Hingson,
Zha, and White 2017). Previous studies have found higher
HID and BD prevalence among adolescents and young
adults than among older adults (Patrick et al. 2025; Miech
et al. 2025). Alongside the long-lasting consequences of
HID, recurring manifestations of acute alcohol intoxication
episodes include motor control impairment, transient se-
dation, and blackouts (American Psychiatric Association
2022; Mirijello et al. 2023).

Rodent models have been largely employed to eval-
uate the consequences of adolescent alcohol exposure.

Evidence suggests that alcohol can impair risk assess-

ment and increase voluntary alcohol ingestion in adult-
hood (Spear 2018), while also undermining physical de-
velopment (Zou et al. 2009) during adolescence. These
consequences can be persistent even after long periods
of alcohol abstinence (Spear 2018) and may vary accord-
ing to individual predisposition in outbred rat strains (Domi
et al. 20217). Despite the growing evidence encompassing
adolescent HID persistent outcomes in adulthood, such
as AUD, rodent models fail to incorporate important fea-

tures of alcohol consumption (Smith 2020).

First, most experiments have relied only on male
rats to model AUD-like outcomes despite known sex
differences. The intricate interplay between genetics,
physiology, environmental influences, and life history re-
mains insufficiently understood, particularly among fe-
males (Flores-Bonilla and Richardson 2020). Hormones
of the estrous cycle may influence alcohol consumption
and effects, albeit scientific data on this phenomenon re-
main inconsistent (Maddern et al. 2024). Lastly, and of
particular relevance, tolerance to the effects of alcohol
plays a major role in the etiology of AUD. However, this
trait has been neglected in recent years, particularly in fe-
male rats (Elvig et al. 2021).

Second, voluntary alcohol consumption protocols of-
ten do not comprise distinct characteristics of motivation
and response cost contingent to alcohol use. These two
properties can enhance the translational value of the find-
ings (Smith 2020). In order to improve the reliability of the
results from rodent models, experiments could also incor-
porate protocols that assess different phases of AUD to
enhance understanding of the disorder’s etiology and pro-

gression (Venniro et al. 2020).

The aim of the present study is to investigate the
long-term outcomes of heavy alcohol exposure during
adolescence, analogous to a chronic HID pattern in hu-
mans, using an adult AUD model. We sought to incorpo-
rate characteristics that are critical for AUD models, in-
cluding sex differences, voluntary alcohol consumption

protocols, and analyses of subgroup predisposition to
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compulsive alcohol use.

MATERIALS AND METHODS

All protocols were approved by the Ethics Committee on
the Use of Animals of the State University of Londrina
(protocol n° 021.2023) prior to the experiments. To en-
hance reproducibility, this study employed an unbalanced
and complete randomized block design (RCBD) (Voelkl et
al. 20217). Hence, all treatments were applied in each of
the six experimental iterations (blocks), although the block
sample sizes differed.

Animals were obtained from the Central Vivarium of
the State University of Londrina. They arrived at postnatal
day (PND) 25 & 1 and were housed in the departmental
experimental vivarium. The environment was maintained
at 22 4 3°C under a 12 h/12 h light—dark cycle (lights on
at 7:30 a.m.). In total, 55 male and 55 female Wistar rats
were used in this study. They were housed in cages con-
taining 3 or 4 animals separated by sex, with ad libitum
access to tap water and commercial chow for laboratory
rats (Quimtia, Brazil). The cages measured 28 x23x 13 cm
and were slightly enriched with a tunnel (17 & 2.5 cm in
length, 50 mm? in cross-section) and bedding material
(shredded paper tissue). The animals were housed for at
least five days prior to the experiments to allow habitua-
tion to the vivarium environment and to the researcher's

handling.
The experiments started at the 30 + 1 PND, which

corresponds to early adolescence in rats (Spear and
Swartzwelder 2014). The animals were assigned to eight
groups based on three factors: (1) sex (levels: male and
female), (2) heavy alcohol exposure during adolescence
(levels: exposed and unexposed), and (3) voluntary alco-
hol consumption in adulthood (levels: exposed and unex-
posed) (Fig. 1). Because exposure to high doses of alco-
hol can cause inflammation and pain, the present study
implemented humane endpoints (Nunamaker et al. 2021)

to interrupt significant animal suffering. The Rat Grimace

Scale (Sotocina et al. 2011) was used to assess signs of
animal pain. Rats exhibiting at least one behavior scored
2 ("obviously present") or experiencing weight loss greater

than 15% were euthanized.

DRUG

Alcohol 95% was acquired from Dindmica Quimica Con-
temporanea Ltda (Indaiatuba, S&o Paulo, Brazil). Solu-
tions were prepared at a concentration of 3.5 g/kg (20%
v/v in injectable saline) for the LORR protocol, or within
a range of 2-20% v/v in tap water for voluntary con-
sumption protocols. Commercial sugar (sucrose) was
added within a range of 2-6% w/v in solutions based on
a sucrose-fading procedure for operant consumption ac-
quisition.

Sterile injectable saline (0.9% w/v NaCl) solutions
were purchased from Equiplex Industria Farmacéutica
Ltda (Goiénia, Goids, Brazil). The 10 mL ampoules were
opened immediately before each alcohol dilution to avoid

contamination.

LOSS OF RIGHTING REFLEX (LORR)

The loss of righting reflex is a well-established behavioral
protocol used to assess the sedative effects of a drug, in-
cluding alcohol. This method consists of the inability of an
animal to regain its upright posture following the adminis-
tration of a drug. In this study, LORR was used to evaluate
the development of tolerance to alcohol following chronic
heavy alcohol exposure in adolescence (Jeanblanc et al.
2019).

Between PND 30 4 1 and 48 =+ 1, which encompass
early to the beginning of late adolescence (Spear and
Swartzwelder 2014), rats received 9 intraperitoneal injec-
tions (i.p.) every other day over a period of three weeks.
Eachi.p. injection consisted of a dose of 3.5 g/kgina20%
v/v alcohol solution prepared in injectable saline (0.9%
w/v NaCl). Rats received the i.p. injection, with either al-
cohol solution or sterile saline, and were placed on their

backs (supine position) on the edge of a small sloped cage
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set at approximately a 50° angle from the horizontal ta-
ble. The duration and the latency to the loss of righting
reflex were recorded for the alcohol group. To assess the
latency to LORR, animals were repeatedly flipped to the
supine position until they failed twice to right themselves
(prone position) within 30 seconds. Attempts started only
50 seconds after the i.p. injection to avoid fatigue from
exertion. The time between the i.p. injection and the fail-
ure was considered the latency to LORR. Rats that did not
lose the righting reflex within 4 minutes after the i.p. in-
jection were censored from analysis for that day. Subse-
guently, the time until recovery of the prone position was
recorded. LORR ended when the animal successfully re-
gained the prone position three times within one minute.
Partial regaining of the prone position (i.e., righting only
the upper body or lying sideways) was not considered for
the purpose of this analysis. Censored observations were

not included in the analysis of LORR duration.

TWO-BOTTLE CHOICE (TBC)

The two-bottle choice paradigm is a traditional and reli-
able method for assessing voluntary alcohol consump-
tion and preference over water. TBC provides results with
considerable translational value (Nieto et al. 2021). In this
study, we employed the standard intermittent access two-
bottle paradigm, with one bottle containing tap water and
the other a 20% v/v alcohol solution in tap water. Between
PND 72 and PND 104, comprising approximately 5 weeks,
rats were single-housed in individual cages for 14 TBC ses-
sions, each lasting 24 hours. The cages were placed side
by side to minimize social isolation stress. The two bot-
tles, the chow, and the rat from each individual cage were
weighed before and after each 24-hour session. Bottle
leakage was individually corrected using estimates froma
Linear Mixed Model. Bottle leakage was dependent on the
solution content and initial volume. To investigate alcohol
preference, the estimated mass of ethanol was divided by
the total consumed water mass, calculated as the sum of

water from the water bottle and the water content of the

20% v/v alcohol solution bottle.

OPERANT SELF-ADMINISTRATION OF ALCOHOL

Among alcohol consumption procedures, operant self-
administration yields a preeminent translational value for
preclinical models of Substance Use Disorders, such as
AUD. These procedures are frequently employed to inves-
tigate an individual's sensitivity to the response cost con-
tingent on drug intake. This motivational facet of operant
self-administration enables the evaluation of compulsive-
like alcohol consumption in rats (Smith 2020). Up
to 8 Eltrones ELT-02 operant conditioning chambers
(Joinville, Santa Catarina, Brazil) were used for alcohol
self-administration. Essentially, these chambers had a
fixed lever and a liquid disposal. The protocol comprised
four different stages: (1) response modeling (1-5 ses-
sions), (2) sucrose fading (10 sessions), (3) test phase (5
sessions), and (4) consumption under abstinence (1 ses-
sion). The animals were water-deprived only for the re-
sponse modeling. All the other stages occurred under
ad libitum access to water and chow. The Continuous
Reinforcement (FR=1) was applied as the reinforcement
schedule throughout all stages. All sessions lasted for 30
minutes without any exclusion criteria.

In stage 1, for the first modeling session, they were
water-deprived for 20h-24h. For the following sessions,
up to a total of five, restriction lasted 15h-20h. This adjust-
ment aimed to overcome novelty aversion in the operant
chamber by enhancing motivation for water while reduc-
ing animal suffering. No modeling sessions occurred on
consecutive days. The goal of each stage 1session was to
sequentially shape responses toward the final target be-
havior, the lever press. In stage 2, the sucrose fading was
applied. For the first five sessions, sucrose concentration
was held at 6% v/w in both water and alcohol solutions.
Simultaneously, the alcohol dilution was increased from
2% to 10% v/v in tap water. During the subsequent four
sessions, sucrose was gradually reduced to zero. In the

10th session, rats pressed the bar for alcohol 10% v/v or
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only tap water, according to their assigned groups.

The aim of stage 3 was to assess motivation for alco-
hol consumption under a fixed response cost. To this end,
rats underwent five sessions of 10% v/v alcohol or water
self-administration over five consecutive days. In stage
4, animals underwent a single additional stage 3 session
after 10—12 days of alcohol deprivation. The goal was to

evaluate craving-like behavior during abstinence.

ELEVATED PLUS MAZE (EPM)

The EPM protocol allows for the evaluation of anxiety-like
behavior in rodents. For this purpose, the following be-
haviors were analyzed according to Filgueiras, Carvalho-
Netto, and Estanislau (2014): time spent and number of
entries in the center, opened, and closed arms regions.
An entry into the center or arm was scored after all four
paws had entered it. Exploratory and risk-assessment be-
haviors were also recorded, including: stretch-attend pos-
ture (SAP), head dipping, rearing (no touching on the wall)
and climbing (front limb paws touching the wall). Lastly,
autogrooming was recorded in terms of both duration
and frequency, covering total, rostral, and body grooming.
The apparatus consisted of a conventional EPM for rats
(Insight Equipamentos Ltda - Ribeirdo Preto, Sdo Paulo,
Brazil) with two opaque closed arms, one central region,
and two opened arms. The dimensions of the arms were
50 cm in length, 12 cm in width, and the maze apparatus
was 50 cm in height. Sessions lasted 5 minutes and were
recorded with a Logitech C920s webcam using OBS Stu-

dio software.

DATA ANALYSIS
PREPROCESSING

All analyses were made in R language (v.4.5.1). Data
were evaluated, and outliers were excluded only when
there was evidence they arose from experimental error
or manual recording mistakes. Otherwise, outlying values
were retained for statistical analysis, considering the re-

moval could lead to unreliable results (Altman and Krzy-

winski 2016). The data were also screened for missing
values. Besides censored data, missingness was consid-
ered missing at random (MAR) when all values from an
entire block session were lost owing to experimental er-
ror, and deemed missing completely at random (MCAR) in
all other cases. Data imputation was only performed for
the fuzzy clustering analysis for missing two-bottle choice
protocol consumption values. To accomplish this, miss-
ing data (around 3% of the observations) were imputed us-
ing the predicted values from a two-bottle choice model.
Alcohol ingestion values were corrected for solution dilu-
tion and liquid density (alcohol p = 0.8 g/ml). Alcohol
and food consumption results were normalized to body
weight in all protocols. Lastly, bar presses in the operant
self-administration stage 3 protocol were evaluated as the

total number of responses across the five sessions.

STATISTICAL ANALYSIS

Results were initially explored visually using boxplots and
density plots to identify data characteristics and plausi-
ble distributions. Moreover, results were analyzed using
generalized additive models for location, scale, and shape
(GAMLSS) to account for the complexity and skewness of
the data (Rigby and Stasinopoulos 2005). Only simple ef-
fects were included in the models due to multicollinear-
ity, which was defined as Variance Inflation Factor (VIF)
> 5 or Generalized VIF > /5. A block random effect
was included in all models, besides clustered group anal-
ysis, as its omission could potentially inflate standard er-
rors in RCBD (Frey et al. 2024). For repeated measures
data, an additional random effect was added to account
for dependence between observations. A right-censored
GAMLSS approach was employed to model latency to
LORR results. Zero-adjusted GAMLSS models were im-
plemented for two-bottle choice consumption and pref-
erence results. Model fit and diagnostics were visually
assessed through plots of normalized and randomized
quantile residuals. Non-linearity effects were evaluated

using term plots. The significance threshold was defined
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| LORR Two-bottle choice — Self-administration ] e ™
Stage 4
PND 30-48 PND 72-104 PND > 114-132 PND > 142-144

Figure 1: Overview of experimental timeline. There are three independent variables: Sex (levels: male and female), LORR (levels: exposed and unex-
posed), and alcohol exposure in adulthood (Two-bottle choice and self-administration protocol - levels: exposed and unexposed).

at a < 0.05. Results were organized and presented in ta-
bles, with intercepts for the sigma, nu, and tau parameters
omitted for overview. The notation pb(variable) indicates
the use of P-spline smoothing functions for non-linear ef-
fects.

Fuzzy C-Means (FCM) clustering was applied to iden-
tify potential subgroups with inherently higher levels of
alcohol consumption. Five variables were used for this
purpose: (1) Sex, (2) LORR treatment, total consumption
in (38) TBC and in self-administration, (4) stages 3 and
(5) 4. The number of clusters (k=4) was defined on the
within-cluster sum of squares (elbow method) and previ-
ously described subgroup features. The fuzziness param-
eter (m=1.5) was set to account for uncertainty but with-
out generating overly sparse results. Euclidean distance
was used for FCM analysis. Individuals were further as-
signed to the cluster with the highest membership degree.
Additionally, the variables used in FCM were compared
across clusters using GAMLSS to explore differences be-
tween subgroups. Because of a complete separation case
between LORR clusters, this variable was analyzed using
Firth's bias-reduced logistic regression, and the model fit
was assessed via deviance residuals. Post-hoc pairwise
comparisons (t-test based) were performed on estimated
marginal means and only applied for the cluster compari-
son analysis. P-values from post-hoc tests were adjusted

using the Holm-Bonferroni correction.

RESULTS

LOSS OF RIGHITING REFLEX

The LORR protocol was applied to evaluate the develop-
ment of tolerance to the hypnotic and sedative effects of

alcohol following repeated acute alcohol administration

in adolescence. To analyze latency to LORR, a GAMLSS
was fitted to account for right-censored observations us-
ing a 4-parameter Sinh-Arcsinh distribution (SHASH). Of
the 567 observations, 27 were lost, and 55 were right-
censored. Atotal of 63 animals (32 males and 31 females)
were included in the model. In concordance with our ini-
tial hypothesis, the model identified sex and session (or
alcohol i.p. injection) as significant predictors for the mu
parameter. Male rats exhibited increased tolerance com-
pared to female rats to the acute effects of alcohol. Ses-
sion, representing the repeated alcohol administrations,
was also associated with lower sensitivity to ethanol (Fig.
2 Aand C).

Contrary to our initial hypothesis, the duration of the
hypnotic and sedative effects of alcohol increased be-
tween exposures. Among the 485 resting observations
after latency analysis, 450 observations proceeded to the
LORR duration model with a 3-parameter Box-Cox Cole
and Green distribution (BCCG) model. No sex differences
were identified in duration. However, there was a linear in-
crease in LORR duration following repeated exposures to
alcohol (Fig. 2 B and D).

TWO-BOTTLE CHOICE

Two-bottle choice protocol was applied to assess alco-
hol consumption escalation and preference over water
following several sessions. The GAMLSS analyses were
complex due to the necessity of zero-adjustment, increas-
ing dispersion across sessions, and the existence of out-
liers. For the zero-adjusted alcohol ingestion model, a 4-
parameter original Box-Cox t distribution (BCTo) was em-
ployed. Out of 840, 781 observations from 60 animals (30
males and 30 females) were included. Among mu predic-
tors, rats exposed to alcohol in adolescence (LORR) exhib-

ited higher voluntary alcohol consumption than the con-



Manuscript draft for Alcohol, Clinical and Experimental Research journal

A B
4
. 200
3 . - . o
. : o —150 *
£ Ll ch = N
E . - E : . Sex
32 ¢ S 1 F
< B & 100
o H = . =M
1 O
! 50
0 0
1 2 3 - 5 6 7 8 9 1 2 3 - 5 B 7 8 9
Session Session
c D
Par Ind.Var. Estimate S.E. t P Par Ind.Var. Estimate S.E. t P
mu Intercept 16284 00216 75156 =0001 mu Intercept 374156 19678 19.014 =000
mu  Sex{male) 00389 00180 2159 00314 rmu Seximale) 23027 19476 1182 0238
mu Session 00528 00032 16.064 <0001 mu Session 81001 04188 1934 =0001
tau Session(1-9) 09286 04722 1966 0.0498

Figure 2: Exploratory boxplot and statistical results of the loss of righting reflex protocol. A, C: Latency to LORR results. B, D: LORR duration results.
Par: parameter; Ind.Var.: indepent variable; S.E.: standard error; t: t-value; p: p-value.

trol group. A significant sex effect was also observed, with
males consuming less alcohol than females. Increased al-
cohol consumption was associated with reduced food in-
take across sessions. Finally, there was a significant linear
escalation over repeated sessions. Briefly, regarding scale
and shape parameters, the model identified growing vari-
ance (sigma) across sessions and sexes, with females ex-
pressing higher dispersion than males. There was higher
asymmetry (nu) in LORR alcohol group. Male rats showed
higher kurtosis (tau) than females, while there was an
overall decrease in kurtosis across sessions. The addi-
tional zero-adjusted parameter (xi0) also showed a lower
probability of zero alcohol consumption in females and
over sessions (Fig. 3 A and B).

Concerning alcohol preference over water in TBC,
data also exhibited a skewed distribution with zero values.
A 3-parameter Zero-Adjusted Gamma distribution (ZAGA)

with log mu link function was employed to evaluate 809
observations (out of 840) from 60 animals (30 males and
30 females). Among mu covariates, rats that were not
exposed to alcohol in adolescence (LORR) showed lower
preference for alcohol solution over water. In addition, a
significant sex difference was observed, with females hav-
ing a higher preference for alcohol solution than males.
Repeated exposures to the TBC protocol (session) also
increased overall preference for alcohol. Although not sig-
nificant for the sigma parameter, session exhibited a non-
linear U-shaped effect that improved the model residu-
als. Male rats showed higher variance than females, while
LORR control had reduced variance. Male rats and those
in the LORR control group showed an increased probabil-
ity of zeros for alcohol solution preference, whereas this

probability decreased across sessions (Fig. 3 C and D).
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Figure 3: Exploratory boxplot and statistical results of the two-bottle choice protocol. A, B: Alcohol consumption. C, D: Alcohol preference. Par:
parameter; Ind.Var.: indepent variable; S.E.: standard error; t: t-value; p: p-value.

OPERANT SELF-ADMINISTRATION

Operant self-administration protocol was applied to ex-
plore motivational and compulsive aspects of alcohol
consumption. A 3-parameter t family distribution (TF) was
fit to assess total alcohol consumption over the five ses-
sions from stage 3 self-administration protocol. There
was no data loss, and all observations from 59 animals
(30 females and 29 males) were used. Among the mu
predictors, male rats exhibited decreased operant self-
administration of alcohol solution compared to females,
while also showing reduced variance (sigma) and heavier
tails (nu). No adolescence treatment (LORR) difference
was found in operant alcohol consumption (Fig. 4 A and
B).

Regarding the alcohol self-administration in absti-

nence (stage 4), a 4-parameter Sinh-Arcsinh distribution

(SHASH) was used to evaluate 59 singular observations
from 59 animals (30 females and 29 males). No sig-
nificant differences were detected among predictors, al-
though the effect of sex was close (p=0.0643) to the
threshold for significance (Fig. 4 C and D).

ELEVATED PLUS MAZE

For EPM protocol, 104 animals (53 females and 51 males)
were used in every model. A singular GAMLSS was fitted
separately for behavioral response, with the inclusion of
a random variable for the block structure. For the time
in each EPM compartment, animals exposed to alcohol
in adulthood (TBC and operant self-administration proto-
cols) spent more time in the center compared to the con-
trol group. About the frequency of entries, female rats ex-

hibited a higher number of compartment crossings than
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Figure 4: Exploratory boxplot and statistical results of the alcohol self-administration protocol. A, B: Total alcohol consumption across the five ses-
sions in stage 3. C, D: Alcohol consumption in stage 4. Par: parameter; Ind.Var.: indepent variable; S.E.: standard error; t: t-value; p: p-value.

males. Also, there were sex differences in the time spent
in total grooming and climbing frequency. Finally, animals
exposed to alcohol in adolescence showed a reduction in

SAP frequency (Table 1).

FUZZY C-MEANS CLUSTERING

The data from 59 animals (30 females and 29 males) that
consumed alcohol in adulthood were used. The elbow
method suggested two possible optimal cluster numbers
(k), with inflection points at k = 4 and k = 6, for the Fuzzy
C-Means clustering. k = 4 was preferred for its inter-
pretability and simplicity, while preserving important fea-
tures about alcohol consumption in the data. Visual in-
spection of clusters (Fig. 5 B) indicated the possibil-
ity of different characteristics in the subpopulations. A
T-parameter Binomial distribution (Bl) was employed to
evaluate the sex prevalence between clusters. Significant
differences were found between cluster 1-3 (8 = -4.0943,
S.E. =1.2974,p<0.01) and 1-4 (3 = -3.0910, S.E. = 1.0038,
p < 0.07). Post hoc tests revealed a higher prevalence
of males in cluster 1, no sex difference in cluster 2, and
a greater prevalence of females in clusters 3 and 4 (Fig.
5 A). For the LORR treatment prevalence, the Firth's bias-

reduced logistic regression identified differences between
clusters (Likelihood ratio test = 50.20653, df = 3, p < 0.007).
Moreover, cluster 1 and 2 exhibited complete separation
cases, while cluster 3 had a higher prevalence of the alco-
hol group. No difference was found in cluster 4, probably
due to the small occurrence of alcohol group animals (Fig.
50).

For the alcohol consumption in TBC, a 2-parameter
Gaussian distribution (NO) showed differences between
clusters 1-3 (8 = 84.278, S.E. = 13.734, p < 0.001) and clus-
ters 1-4 (8 = 101.835, S.E. = 12.388, p < 0.001). Post hoc
tests identified that clusters 1and 2 were similar, as were
clusters 3 and 4, but the two groups of clusters differed
significantly from each other (Fig. 5 D). For the operant
alcohol consumption in stage 3, a 2-parameter Inverse
Gaussian distribution (IG) showed a difference in mu (38
=1.1735,S.E. = 0.2289, p < 0.001) and sigma (8 = -1.6384,
S.E.=0.2849, p < 0.001) between clusters 1and 3. Further
post hoc analysis revealed cluster 3 different from the oth-
ers (Fig. 5 E). Lastly, a 2-parameter Gaussian distribution
(NO) model identified differences between cluster 1-3 (3
=16.190, S.E. = 4.278, p < 0.001), and 1-4 (8 = 23.182, S.E.
= 4.072, p < 0.001). Post hoc showed that clusters 1 and
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Table 1: Behavior analysis of the Elevated Plus Maze protocol. Par: parameter; Ind.Var.: indepent variable; S.E.: standard error; t: t-value; p: p-value.

Behavior Par Ind.Var. Estimate S.E. t P
mu Intercept 78.944 7.679 10.280 <0.001
Time Open Arm mu  Sex(male) -0.049 7593  -1192  0.236
mu LORR(control) 2954 7.566 0.390 0.697
mu  Adulthood(control)  11.106 7.988 1390 0.168
mu Intercept 54023 04562 11.842 <0.001
Freq. Open Arm mu  Sex(male) -1.2457 04701 -2.650  <0.07
mu LORR(control) 0.3471 0.4705 0.738 0.4625
mu  Adulthood(control)  0.6347 04743 1338 0.1841
mu Intercept 44.732 4475 9.996 <0.001
Time Center mu Sex(male) 1.427 3.357 0.425 0.6718
mu LORR(control) -1.050 3.278 -0.320 0.7494
mu  Adulthood(control)  -6.903 3396 -2.032 <0.05
mu Intercept 12.6229  0.6699 18.843 <0.001
Freq. Center mu Sex(male) -21306  0.6853 -3.109 <0.01
mu LORR(control) 0.2621 0.6938 0.378 0.7065
mu  Adulthood(control) ~ 0.8751  0.6897 1269  0.2077
mu Intercept 164.214 7979 20580 <0.001
Time Closed Arm mu Sex(male) 14.316 8.451 1.694  0.0935
mu  LORR(control) 3.801 8.420 0.451 0.6527
mu  Adulthood(control)  -9.733 8.441  -1153  0.2518
mu Intercept 6.9097 0.3473 19.896 <0.001
Freq. Closed Arm mu  Sex(male) -1.4191 0.3357 -4228 <0.001
mu LORR(control) 0.2628 0.3192  0.823 0.412
mu  Adulthood(control)  0.4355  0.3211  1.356 0.178
mu Intercept 0.4591 19107  0.240 0.811
mu  Sex(male) -0.0663 01970 -0.347 0.729
Rearing mu  LORR(control) 012917 0.2023 0638  0.525

mu  Adulthood(control)  -0.0770  1.8548 -0.041 0.967
sigma  Adulthood(control)  -4.5723  18.2411 -0.251  0.803

mu Intercept 13.3328 09111  14.633 <0.001
Climbing mu  Sex(male) -22917  0.8633 -2.655 <0.07
mu LORR(control) -0.0716  0.8452 -0.085 0.9326
mu  Adulthood(control) 21704  0.8923 2432  <0.05
mu Intercept 2.4051 0.0817 29.434 <0.001
Head dips mu Sex(male) 0.0628 0.0845 0.743 0.459
mu LORR(control) 0.0517 0.0846  0.611 0.543
mu  Adulthood(control)  0.1308  0.0850  1.539 0.127
mu Intercept 1.9639 0.0822 23.876 <0.001
SAP mu Sex(male) -0.0802 0.0806 -0.994 0.322
mu  LORR(control) 05569 0.0822 6.775 <0.001
mu  Adulthood(control)  -0.0064  0.0811 -0.079  0.937
mu Intercept 2.6121 0.1539 16.968 <0.001
Total groom. mu Sex(male) 0.4956 01649  3.006 <0.01
mu LORR(control) -0.2079  0.1648 -1.261 0.2102

mu  Adulthood(control)  -0.2019  0.1656  -1.219  0.2256

2 were similar, as were 3 and 4, but both pairs of clusters  FOOD INGESTION IN TBC

differed from each other (Fig. 5 F).
Two different GAMLSS were fitted to evaluate food intake

for male and female rats separately. First, the model for
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Figure 5: Fuzzy C-Means (FCM) cluster analysis. A: sex and C: LORR count in each cluster; B: FCM clusters (k=4) according to voluntary consumption
protocols; D: alcohol consumption in two-bottle choice, E: self-administration stage 3, and F: self-administration stage 4 (abstinence). n.s., non-

significant; *p < 0,05; **p < 0.07; ***p < 0.001.

male rats used a 2-parameter Gaussian distribution (NO).
Out of 756 observations, 724 were included from 54 male
rats. Regarding the mu parameter, animals in the alcohol
LORR group exhibited greater food intake compared to
control rats. A P-spline was applied to the session covari-
ate, revealing a significant cubic polynomial-like pattern.
Regarding TBC treatment, alcohol voluntary consump-
tion was associated with lower food intake. Although not
significant, modeling the session sigma covariate with
a P-spline improved residuals, producing a meandering
non-linear effect (Fig 6 A and C).

Furthermore, a 4-parameter Box-Cox t distribution

(BCT) was fit to evaluate food intake in female rats. Out
of 742 observations, 710 values from 53 females were
included in the model. In contrast to male rats, alcohol
exposure during adolescence (LORR) did not affect food
intake (mu) in female rats during TBC protocol. The P-
spline applied to the session mu parameter also revealed
a significant cubic polynomial-like pattern. Lastly, females
exposed to alcohol exhibited reduced food intake com-

pared to the control group (Fig 6 B and D).
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BODY WEIGHT

An exploratory body weight analysis was done for the lon-
gitudinal data from experiments. Three distinct models
were fitted for each sex: (1) LORR protocol, (2) TBC pro-
tocol, and (3) operant self-administration protocol. For
female rats, the three models employed a 3-parameter
t-family distribution (TF) or Box-Cox Cole and Green distri-
bution (BCCG). There was no data loss and all 53 females
were included in the analysis. For the mu parameters,
alcohol exposure in adolescence (LORR) significantly re-
duced the body weight throughout the experiment. In the
TBC protocol, females exposed to alcohol solution also
showed a diminished body weight compared to the con-
trol group. The effect of TBC treatment was not persistent

and differences disappeared in the operant protocol. P-

splines applied to the age covariate revealed a significant
increasing trend with a concave-down shape (Fig. 7 A and
B).

Interestingly, male rats exhibited a distinct pattern
from females across protocols. The three models em-
ployed either a three-parameter t-family distribution (TF)
or a four-parameter original Box-Cox t distribution (BCTo).
All 54 animals were included in the analysis, and there
was no data loss. For the mu parameters, alcohol ad-
ministration in adolescence resulted in lower body weight
compared to the control group. Unlike females, this effect
was not persistent in males, who recovered typical body
weight by the operant self-administration protocol. Age
had a linear effect on body weight, whereas TBC treat-

ment impaired weight gain in the alcohol group (Fig. 7 C
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Figure 7: Exploratory line chart and statistical results for all body weight measures across protocols. A, B: Female rats C, D: Male rats. Par: parameter;

Ind.Var.: indepent variable; S.E.: standard error; t: t-value; p: p-value.

and D).

DISCUSSION

As previously noted, adolescence is critical for neurode-
velopment, and heavy alcohol exposure during this period
can have lasting effects on behavior (Spear 2018). The
LORR protocol results show an increasing latency to the
acute effects of alcohol after the i.p. injection. Repeated
exposures to alcohol may lead to the development of both
rapid and chronic tolerance to its sedative and hypnotic
effects (Elvig et al. 2021). Although significant, the magni-
tude of the tolerance-like effect, as measured by latency
to LORR, may be small according to the present results.
Therefore, the underlying mechanism of this effect could
involve either pharmacodynamic or pharmacokinetic fac-

tors. In spite of the development of tolerance to alcohol

effects being commonly observed with repeated admin-
istrations, a subtle change in body composition occurs
in adolescence. The water content of the rat brain has
been shown to inversely correlate with body weight, with
an acute reduction during early adolescence (Gottschalk,
Scafidi, and Toung 2021). Because alcohol is hydrophilic
and its distribution and delivery rate highly rely on tis-
sue water content (Jones 2019), the speed and amount
of alcohol reaching the brain in the LORR protocol may
have decreased over sessions. This may have produced
pharmacodynamic (rapid) tolerance-like effects, or even
changes resembling alterations in metabolic rate (chronic
tolerance), although the underlying mechanism may ac-
tually be related to alcohol distribution.

Moreover, increasing duration of LORR following high
doses of alcohol has been previously described in other
studies exploring the age-dependent alcohol-induced lo-

comotor effects (Broadwater, Varlinskaya, and Spear
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2017).
sensual in the field (Matthews et al. 2008). The present

However, this sensitization process is not con-

findings further support the hypothesis that early ado-
lescence is a period of heightened tolerance to the seda-
tive and hypnotic effects of alcohol, along with an age-
dependent increase in sensitivity to alcohol. Taken to-
gether, the naturally reduced risk assessment and in-
creased tolerance observed during adolescence, com-
pared to adulthood, may represent an important risk fac-
tor for alcohol use and exposure (Spear 2000).

As shown in the present results, rats escalated alco-
hol consumption across sessions in the TBC protocol, ac-
companied by a rising preference for the alcohol solution
over water. This progressive trend has been previously
described in the two-bottle choice paradigm (Peregud,
Stepanichev, and Gulyaeva 2021). Different hypotheses
have been proposed to explain the phenomenon, encom-
passing altered alcohol metabolism (chronic tolerance)
(Okuda et al. 2018), lower aversion to alcohol palatability,
and positive reinforcing effects of alcohol (Wukitsch and
Cain 2021; Blizard et al. 2008). Additionally, food intake
reduced alcohol consumption in the TBC protocol. This
effect likely stems from the significant caloric value of al-
cohol, around 7 kecal/g , contributing to the maintenance
of energy balance (Lands 1998).

Lastly, and of particular interest in the present study,
alcohol exposure and sex were also associated with al-
cohol consumption and preference in the TBC protocol.
Previous studies have shown heavy alcohol exposure in
adolescence can augment later-life voluntary consump-
tion (see Towner and Varlinskaya (2020) for review). This
effect may be age-dependent, with alcohol administration
during early to mid-adolescence affecting adult alcohol
consumption differently than exposure during mid- to late
adolescence. This divergent age effect may arise from
differences in neurodevelopmental timeframes, involving
differences in neuronal signaling and connectivity, and
sexual dimorphism in puberty (Spear 2015). Other stud-

ies using different mouse and rat strains have identified

sex differences in alcohol consumption and preference
in the TBC protocol, with different possible mechanisms.
Among these, ovarian hormones may be linked to the
heightened alcohol consumption in females. Experiments
with ovariectomized rodents showed that removal of ovar-
ian hormones may abolish sex differences in TBC alcohol
consumption (Hilderbrand and Lasek 2017).

Contrasting with the TBC protocol results, adoles-
cent alcohol exposure (LORR) did not influence alcohol
operant self-administration. This fact suggests that the
long-term effects of early-life alcohol exposure may vary
when alcohol consumption is contingent on operant rein-
forcement schedules involving a response cost. Despite
the fact that adolescent alcohol exposure did not alter
total alcohol intake in operant self-administration, it has
been proposed that such exposure may impair distinct
features of alcohol operant consumption. The lasting
consequences of adolescent exposure to alcohol may
involve behavioral inflexibility to changes in the reinforce-
ment schedule rather than alterations in the motivational
properties of alcohol (Gass et al. 2014). Furthermore, fe-
male rats also exhibited greater alcohol intake under oper-
ant conditioning than males, while concurrently showing
higher response variance. As aforementioned, this dif-
ference may ensue from distinct hormonal mechanisms.
Although not significant, a trend related to sex was ob-
served in operant consumption under abstinence condi-
tion (stage 4).

Alcohol use in adolescence has already been linked
withincreased prevalence of anxiety in adulthood (Towner
and Varlinskaya 2020).

broadly replicate this aspect. In fact, adolescent alcohol

The present findings did not

exposure was only associated with impaired risk assess-
ment in adulthood, considering the reduction in stretch-
attend posture. The main results suggest differences
between sexes, with males showing reduced exploratory
behaviors (frequency of entries in all compartments) and
increased anxiety-like behavior (total grooming) than fe-

males. Additionally, rats in abstinence manifested dif-
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ferences in exploration, spending more time in the cen-
tral area and engaging in less climbing. Although not
meaningful per se, these differences may reflect anxiety-
and compulsive-like behaviors observed during periods
of abstinence (Filgueiras, Carvalho-Netto, and Estanislau
2014).

Not all drinkers are going to develop alcohol use dis-
order. Previous studies have found distinct subgroups in
outbredrats (Patwell et al. 2027; Domi et al. 2021). This as-
pect of alcohol consumption should be incorporated into
AUD models to deepen the understanding of the disorder’s
etiology. The results obtained after clustering likely reveal
the existence of distinct subgroups within outbred rats
regardless of the administered treatments. Notably, only
one of the four clusters exhibited enhanced motivational
properties for operant alcohol self-administration. Anim-
portant diagnostic criterion for AUD is the compulsive al-
cohol intake despite the aversive stimuli contingent upon
consumption. The operant self-administration protocol
may be able to mimic this core criterion, providing valu-
able insights into AUD-like behaviors in rats. The higher
prevalence of females among drinkers further reiterates
the necessity of incorporating both sexes in AUD mod-
els. Finally, the cluster with higher alcohol intake across
the three voluntary consumption protocols also showed a
greater prevalence of rats exposed to alcohol during ado-
lescence. This finding suggests that alcohol exposure in
early to mid-adolescence may enhance the motivational
properties of alcohol in some individuals, thereby increas-
ing the probability of compulsive-like intake in adulthood.

Heavy exposure to alcohol impairs body weight gain
in adolescent rats (Broadwater, Varlinskaya, and Spear
2017), but the long-term consequences of this exposure
are not well known. The present study shows that alcohol
may have lasting consequences on body weight in a sex-
specific manner. Notably, only male rats exposed to alco-
hol in adolescence recovered the typical body weight in
adulthood, around three months after the LORR protocol.

The alcohol exposure effect remained significant in fe-

males in adulthood. On top of that, only male rats exposed
to alcohol in the LORR protocol showed increased food in-
take in the TBC protocol, whereas females did not exhibit
differences due to the treatment in adolescence. These
inconsistencies may reflect sex differences in catch-up
growth after heavy alcohol exposure. Future research
should investigate the long-term outcomes of adolescent
alcohol exposure and the potential of sex-specific catch-
up growth.

In brief, the present study investigated the conse-
guences of heavy adolescent alcohol exposure on AUD-
like behaviors in adulthood, while also addressing key
factors such as sex differences, voluntary alcohol intake
protocols, and a highly replicable experimental design.
Our results suggest that alcohol exposure in adolescence
may increase both alcohol preference and consumption
in adulthood, while also undermining normal body weight
gain in a sex-dependent manner. Moreover, although
these factors can commonly affect outbred rats, distinct
sensitive subgroups may exist with heightened motiva-
tion for alcohol consumption despite the contingent re-

sponse cost.
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em modelo de Transtorno por Uso de Alcool em ratos Wistar machos e fémeas” protocolo CEUA
n° 021.2023 sob a responsabilidade de Celio Roberto Estanislau que envolve a producao,
manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL) em
26/04/2023.

Este projeto tem por objetivo investigar efeitos da intoxicagdo alcoolica na adolescéncia em
comportamentos caracteristicos do Transtorno por Uso de Alcool na vida adulta em ratos Wistar
machos e fémeas. Grau de invasividade: G2.

Finalidade () Ensino (X)) Pesquisa cientifica
Vigéncia da autorizacao 27/04/2023 a 27/04/2026
Espécie/ linhagem/ raca Rato heterogénico/Wistar
N° de animais 138, sendo:
Machos — 69
Fémeas — 69
Peso/ Idade 40-60g/25 dias
Sexo Machos e fémeas
Origem Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina
Amostras a serem coletadas | Sangue ¢ figado

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo
experimental aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciagdo da CEUA/UEL anteriormente
a execucdo das modificagoes.

Em cumprimento as exigéncias do CONCEA, em até30 dias da finalizacio do
projeto de pesquisa ou extensdo envolvendo o uso de animais (verificar periodo de vigéncia
expresso neste oficio), é necessario encaminhar relatéorio da descricio de uso de animais
para ceua@uel.br, conforme modelo disponivel no site da CEUA:
http://www.uel.br/comites/ceua/pages/relatorio-de-projetos.php.

Coloco-me a disposicdo para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessarios. Sem
mais para o momento, subscrevo-me, cordialmente,

Prof* Dr* P2fricia Chimin Perandini
Coordenadora da CEUA/UEL

Imo.(a) Sr.(a)

Prof. (a) Dr. (a). Celio Roberto Estanislau

Responsavel pelo projeto

C/C para a Chefia do Departamento de Psicologia Geral e Analise do Comportamento/CCB
C/C para a Dire¢ao do Centro de Ciéncias Biologicas/CCB

C/C para o Biotério Central/CCB
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