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RESUMO

O transtorno por uso de alcool € um dos principais fatores de risco para morte e
incapacidade pessoal, considerado um transtorno complexo e generalizado no qual as
opc¢oes farmacoterapéuticas ainda sao de eficacia limitada. Seu consumo excessivo € a
terceira causa de comprometimento a saude em todo o mundo, de acordo com a OMS
(2018), afetando comportamento, fungdes cognitivas, nociceptiva, funcdo hepatica, e a
microbiota intestinal, prejudicando a absor¢cdo de nutrientes através de alteragdes no
equilibrio da mucosa intestinal, favorecendo o crescimento das bactérias patégenas e
inibindo o crescimento de outras. Ja foram evidenciados estudos que demonstram a
reducdo da recaida ao alcool apds tratamento com probidticos. Os probidticos sao
microrganismos que, quando fornecidos em quantidade adequada ao hospedeiro,
conferem beneficios a saude. Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o
uso de probidticos na modulagao da microbiota intestinal e no comportamento frente ao
consumo de alcool, incluindo neurotransmissdo, defesa antioxidante e danos
histoldgicos. Foram utilizados 48 animais divididos em 4 grupos, cada um com 12 ratos
(Controle; Probiético; Alcool; Alcool + Probiético). Durante 5 semanas, os ratos tiveram
acesso a dois frascos: um contendo agua e outro com 20% de etanol (v/v em agua
consumida pelos animais). Do 35° ao 37° dia, os animais foram privados da exposigao
ad libitum de alcool e, apds, quantificado o padrédo de consumo através da sua
reexposi¢céo. Para os grupos que receberam o tratamento com probidtico, uma dose por
dia foi ofertada por gavagem, durante 8 dias, contendo no blend 6 x 10° UFC/1ml de
mistura de Lactobacillus plantarum, Bacillus coagulans, Lactobacillus rhamnosus e
Saccharomyces boulardii. Dos resultados, embora o padrdo de consumo e
comportamento ansiogénico realizado através do teste de cruz elevado, ndo tenham sido
alterados, tanto a exposi¢cao ao alcool quanto também o tratamento com probidticos,
foram capazes de modular a neurotransmissdo da dopamina, com uma concentracao
reduzida no grupo alcool + probiéticos (G4) indicando uma regulagdo compensatoria,
como também os parametros de defesa antioxidante, no cortex e hipocampo, incluindo
uma redugao significativa da atividade da catalase e da glutationa redutase do grupo
alcool + probidtico, indicando uma defesa antioxidante. As partes histologicas hepatica e
intestinal ndo apresentaram reversao completa das lesdes, devido a grave agressao
alcodlica. Os achados indicam que intervengdes de curta duracdo nao sao suficientes
para desfechos complexos, como os comportamentais, entretanto, a modulacdo no
sistema nervoso central ja havia sido iniciada, através da resposta antioxidante e da
modulagdo dopaminérgica, ou seja, a suplementagdo probidtica exerce efeitos
relevantes, mesmo na auséncia imediata de mudangas comportamentais e histoldgicas.

Palavras-chave: Microbiota; Etanol; Probiético; Transtorno por uso de alcool.



ABSTRACT

Alcohol use disorder is one of the main risk factors for mortality and personal disability
and is considered a complex and widespread condition for which pharmacotherapeutic
options still have limited efficacy. According to the World Health Organization (2018),
excessive alcohol consumption is the third leading cause of global health impairment,
affecting behavior, cognitive and nociceptive functions, liver function, and the intestinal
microbiota. It also impairs nutrient absorption through alterations in the balance of the
intestinal mucosa, promoting the growth of pathogenic bacteria while inhibiting beneficial
ones. Previous studies have demonstrated a reduction in alcohol relapse following
probiotic treatment. Probiotics are microorganisms that, when administered in adequate
amounts to the host, confer health benefits. Therefore, the present study aimed to
evaluate the use of probiotics in modulating the intestinal microbiota and behavior in
response to alcohol consumption, including neurotransmission, antioxidant defense, and
histological damage. A total of 48 animals were divided into four groups, each consisting
of 12 rats (Control; Probiotic; Alcohol; Alcohol + Probiotic). For five weeks, the rats had
access to two bottles: one containing water and the other containing 20% ethanol (v/v in
the consumed solution). From day 35 to day 37, the animals were deprived of ad libitum
alcohol exposure and subsequently re-exposed to quantify consumption patterns. For the
groups receiving probiotic treatment, one daily dose was administered by gavage for eight
days, containing a blend of 6 x 10° CFU/mL composed of Lactobacillus plantarum,
Bacillus coagulans, Lactobacillus rhamnosus, and Saccharomyces boulardii. Regarding
the results, although ethanol consumption patterns and anxiety-like behavior assessed
through the elevated plus maze test were not altered, both alcohol exposure and probiotic
treatment were able to modulate dopaminergic neurotransmission, with reduced
dopamine concentration observed in the Alcohol + Probiotic group (G4), suggesting a
compensatory regulatory mechanism. Modulation of antioxidant defense parameters was
also observed in the cortex and hippocampus, including a significant reduction in catalase
and glutathione reductase activity in the Alcohol + Probiotic group, indicating activation of
antioxidant defense mechanisms. However, hepatic and intestinal histological analyses
did not show complete reversal of lesions due to the severe alcohol-induced
damage.These findings indicate that short-term interventions are not sufficient to produce
complex outcomes, such as behavioral changes. Nevertheless, modulation within the
central nervous system had already been initiated through antioxidant responses and
dopaminergic modulation. In other words, probiotic supplementation exerts relevant
biological effects even in the absence of immediate behavioral and histological changes.

Keywords: Microbiota; Ethanol; Probiotic; Alcohol use disorder.
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1. INTRODUGAO

1.1. TRANSTORNO POR USO DE ALCOOL

O etanol (C,Hs;0OH) é um alcool primario composto por dois atomos de carbono,
seis de hidrogénio e um de oxigénio. A estrutura molecular pode ser descrita como um
grupo etila (-CH-—CH5) ligado a um grupo hidroxila (—OH) (Wishart et al., 2022). Por suas
propriedades fisico-quimicas, o etanol atravessa facilmente as membranas celulares e
afeta diversos sistemas do organismo, contribuindo para seus efeitos psicoativos e o risco
de dependéncia.

O Transtorno por Uso de Alcool (AUD, do inglés Alcohol Use Disorder) é conhecido
popularmente como dependéncia de alcool ou alcoolismo, no ano de 2012, cerca de 3,3
milhdes de pessoas morreram em decorréncia do consumo de etanol, o que representa
1 em cada 20 ébitos ao redor do mundo (WHO, 2014). A maioria das pessoas comega a
consumir alcool devido as sensagbes de euforia ou para uso recreativo; em seguida,
desenvolve-se a tolerancia devido a dessensibilizacdo dos receptores de GABA e/ou a
ativacao de enzimas hepaticas, levando a um consumo descontrolado (Wang et al.,2020).

De acordo com Sarasa-Renedo et al. (2014), o consumo de alcool esta
relacionado a problemas familiares, violéncia doméstica, abuso infantil, negligéncia com
o cuidado, escola, trabalho (absenteismo, baixa produtividade), problemas econémicos
e comunitarios (ruido, incémodo, roubo, comportamento sexual violento e desprotegido,
brigas etc.), que afetam tanto o individuo quanto outras pessoas. O transtorno por uso
de alcool representa um fardo econdmico crescente em todo o mundo, cujo custo total é
estimado na faixa de US$ 200-700 bilhées anuais, tanto na Europa como nos Estados
Unidos (Barrio et al., 2017; Baumberg, 2006; Sacks et al., 2015).

Inicialmente, o alcool aumenta a liberacdo de dopamina, promovendo a sensagao
de bem-estar; entretanto, o consumo crénico leva a redugao da liberagao de dopamina,
diminuindo a sensibilidade do cérebro a recompensas naturais, fazendo com que o
individuo precise de doses maiores de alcool para obter um estado de euforia. Sendo
assim, o sistema dopaminérgico esta envolvido na dependéncia por uso de alcool (Dikici,
2020). Além de danos neuroquimicos, a parte fisica do cérebro também ¢é afetada,
contribuindo ainda mais para a dependéncia, ja que uma vulnerabilidade microestrutural
da fimbria/fornice explica importantes alteragdes cognitivas encontradas nos estados de
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abstinéncia pés-dependentes de alcool em humanos e modelos animais (Pérez-Cervera
et al., 2023). Por se tratar de uma substancia toxica, uma das principais consequéncias
sao os danos hepaticos; o metabolismo do alcool gera espécies reativas de oxigénio
(ROS), levando a danos celulares e inflamacgé&o (Chen et al., 2023). A via de sinalizagéo
TLR4/NF-kB ¢é ativada pelo alcool, promovendo a liberagao de citocinas inflamatérias que
exacerbam a lesédo hepatica (Subramaniyan et al., 2023). O alcool também interrompe o
metabolismo lipidico, levando a esteatose e mais lesdes hepaticas (Xiao et al., 2024).

A hepatite alcodlica € uma doenga hepatica grave caracterizada por inflamacgao e
danos ao figado causados pelo consumo excessivo de alcool. Essa condigao representa
um problema de saude significativo em todo o mundo, pois pode progredir para doengas
hepaticas mais graves, incluindo cirrose e insuficiéncia hepatica (Haider et al., 2024). O
consumo crénico de alcool pode impactar negativamente o metabolismo de vitaminas e
minerais, favorecendo o desenvolvimento de deficiéncias nutricionais, esse efeito ocorre
nao apenas devido a uma possivel redugao na ingestao alimentar, mas também porque
o alcool compromete a absor¢cao de nutrientes no trato gastrointestinal. Além disso,
fatores como estresse oxidativo, disfuncdes intestinais e o0 aumento da excreg¢ao de
micronutrientes hidrossoluveis agravam esse quadro (CISA, 2023).

Essas deficiéncias nutricionais podem agravar os danos ao figado e ao sistema
nervoso central. O estresse oxidativo causado pelo alcool leva ao acumulo de danos ao
funcionamento proteico, o que esta associado a perda neuronal e ao declinio cognitivo
(Mudyanselage et al., 2024). Uma complicagao grave do transtorno por uso de alcool é a
sindrome de Korsakoff, caracterizada por déficits severos de memodria devido a
deficiéncia de tiamina, geralmente resultante da desnutricdo associada ao consumo
excessivo de alcool (Morand et al., 2024).

As farmacoterapias atuais sdo frequentemente caracterizadas por eficacia limitada
€ nao mostram resultados promissores no uso clinico. Além disso, a consideravel
heterogeneidade dos pacientes com AUD torna especialmente desafiador projetar um
unico medicamento capaz de tratar pacientes com o transtorno por uso de alcool como
um todo (Lohoff, 2022). As taxas de recaida apds o tratamento sao um fator preocupante;
muitos pacientes retornam ao uso de substancias nos primeiros 3 meses apos o
tratamento, com taxas de recaida de cerca de 70% em 1 ano apos o tratamento (Yazici;

Bardakci, 2023).
13



1.2. MICROBIOTA INTESTINAL E PERMEABILIDADE

O intestino humano oferece um habitat para diversos microrganismos, que
desempenham um papel crucial na homeostase do ecossistema intestinal, contribuindo
para a manutengdo da saude do corpo humano. Esse conjunto de microrganismos €&
denominado microbiota intestinal. A barreira intestinal absorve nutrientes essenciais,
fornecendo fontes de energia para o individuo, mas também atua como uma linha
defensiva, resistindo a invasdo de microrganismos e toxinas prejudiciais. Ja a
permeabilidade intestinal refere-se ao estado funcional mensuravel da barreira intestinal,
descrevendo a capacidade seletiva do trato gastrointestinal de permitir a passagem de
ions, moléculas e nutrientes (Li et al., 2024).

Essa capacidade pode ser alterada quando a microbiota intestinal entra em
desequilibrio, com uma predominéncia de microrganismos patogénicos em relagdo aos
benéficos, condicdo conhecida como disbiose (Fu et al., 2025). A disbiose pode ser
desencadeada por varios fatores, como maus habitos alimentares, uso excessivo de
medicamentos e problemas cronicos de saude, aumentando o risco de doencas
inflamatdrias e outras complicagdes (Cazella et al., 2024). Hetta et al. (2024 ) afirmam que
a disbiose no microbioma intestinal aumenta o afinamento da camada de muco e a
destruicdo das juncdes apertadas, o que eleva a permeabilidade da parede intestinal a
diferentes patdgenos. Esse processo subsequente estimula respostas inflamatorias e
imunoldgicas, sendo um fator importante para o desenvolvimento de doengas
gastrointestinais, como a doenca inflamatdria intestinal.

A disbiose também esta associada a doengas neurodegenerativas, como a doenca
de Alzheimer, em que pode aumentar a neuroinflamacao e afetar as fungdes cognitivas
atraveés do eixo intestino-cérebro (Baciuk-Souza et al., 2024). Liu et al. (2021) destacam
a relagao entre obesidade e microbiota intestinal: a disbiose esta intimamente ligada a
obesidade, com muitos microrganismos intestinais identificados como responsaveis pelo
aumento da absorcdo de energia do hospedeiro, o que favorece o apetite central, o
armazenamento de gordura e a inflamagao cronica.

Alteracbes na composicao da microbiota intestinal podem exacerbar o estresse
oxidativo, danos celulares e ao acido desossiribonucleico (DNA), inflamacao e alteragdes
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epigenéticas, aumentando o risco de doengas metabdlicas, como resisténcia a insulina,
dislipidemia, obesidade e hipertensdo (Abdolmaleky; Zhou, 2024). A "Dieta Ocidental",
caracteristica dos paises ocidentais, é rica em gordura e pobre em fibras, com um alto
consumo de alimentos ultraprocessados. Essas refeicbes sdo também extremamente
ricas em aditivos alimentares, como emulsificantes e adogantes artificiais, que alteram a
microbiota intestinal (Gibiino et al., 2021).

O consumo de alcool também é um fator que contribui para o surgimento da
disbiose, pois reduz alguns géneros bacterianos e aumenta outros (Yan et al., 2011).
Além disso, o alcool dificulta 0 metabolismo de aminoacidos, esteroides, lipidios, carnitina
e acidos biliares, o que resulta em niveis reduzidos de acidos graxos de cadeia curta
(SCFAs) e de acidos graxos saturados de cadeia longa (LCFAs) no intestino apos a
administracao de etanol (Chen et al., 2015). O alcool gera danos morfologicos no epitélio
intestinal, incluindo a reducdo das vilosidades, reduzindo assim a area de contato,
dificultando a absorgédo de nutrientes e aumentando a permeabilidade. Um estudo feito
por Moraes et al. (2024) com ratos mostrou que, independentemente da quantidade de
alcool, os grupos de ratos com etanol tiveram redugéo das vilosidades, comparados ao
grupo controle.

Da mesma forma que uma dieta rica em gordura saturada e pobre em fibras é fator
para o desenvolvimento da disbiose, uma alimentagcdo saudavel pode reverter esse
quadro e preveni-lo, incluindo fibras, vitaminas e polifendis (Moura; Buckley, 2025).
Estudos também demonstram a melhora através de nutracéuticos contendo prebidticos,
como frutooligossacarideos (FOS), galactooligossacarideos (GOS), leveduras (B-
glucanas) e minerais (Mg, Se, Zn) (Santamarina Et al., 2024). Microrganismos vivos
também séo utilizados, chamados de probidticos, o termo encontra suas raizes no grego
antigo e significa "para a vida" e mostraram efeitos positivos sobre a microbiota intestinal

para melhorar aspectos gerais da saude (Maftei et al., 2024).
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1.3. EIXO INTESTINO- CEREBRO

O eixo intestino-cérebro é constituido por rotas bidirecionais que utilizam vias
de comunicagdo como o sistema nervoso parassimpatico (especialmente o nervo vago),
o sistema imunoldgico, o sistema neuroendocrino e o sistema circulatério, que permitem
a passagem de metabdlitos e neurotransmissores produzidos pelo intestino (Carabotti et
al., 2015). O figado também faz parte desse eixo por diversos motivos, como a conexao
fisica através da veia porta e o influxo sanguineo direcionado para o figado a partir dos
intestinos. Com a barreira intestinal prejudicada, metabdlitos inflamatérios podem ser
translocados para o figado (Kolodziejczyk et al., 2019).

No figado, as células de Kupffer (macréfagos residentes) expressam o
receptor Toll-like 4 (TLR4), que reconhece o LPS e outros padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPs), desencadeando o recrutamento e a ativagdo de outras
células inflamatérias (Koyama; Brenner, 2017). Além dessa resposta imunoldgica local,
a comunicacao sistémica e a modulacdo do comportamento e da homeostase ocorrem
por meio de multiplas rotas do eixo intestino-cérebro. Essas vias incluem: a via enddcrina
mediada pelo cortisol; as vias neurais, envolvendo o0 nervo vago e o sistema nervoso
entérico; as vias metabdlicas, através das quais a microbiota produz precursores de
neurotransmissores (como o triptofano) e acidos graxos de cadeia curta (SCFAs); e a via
imunoldgica (Ouabbou et al., 2020).

A disbiose intestinal pode contribuir para a associagcdo entre alteragbes
imunoldgicas e transtornos mentais, pois favorece um estado pro-inflamatério no
intestino, permitindo a passagem de moléculas inflamatdrias, como lipooligossacarideos
e certos aminoacidos, para a corrente sanguinea. Esse processo pode levar a
desregulagédo da resposta imune e ao reconhecimento anémalo de antigenos. Dessa
forma, a microbiota intestinal desempenha um papel fundamental nos transtornos
mentais por meio do eixo intestino-cérebro (Ouabbou et al., 2020).

Um fator que contribui para a desregulacdo da microbiota, afetando
negativamente o sistema nervoso central (SNC), € o alcool, que altera a quantidade de
bactérias intestinais, aumenta a permeabilidade intestinal e provoca inflamagao

sistémica. Esses fatores estdo positivamente correlacionados com sintomas como
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depressao e desejo por alcool, contribuindo para o desenvolvimento e manutencéo da
dependéncia do alcool (Leclercq et al., 2012). Além disso, como ja citado anteriormente,
0 consumo crénico de alcool contribui para a deficiéncia nutricional, especialmente das
vitaminas do complexo B, o que pode impactar também os transtornos mentais, pois
esses nutrientes sdo essenciais para a sintese de neurotransmissores e neurdnios.
Niveis adequados dessas vitaminas sao indispensaveis para a regulagao do humor e

afetam neurotransmissores ligados a depressao e a ansiedade (Zhao et al., 2024).

1.4. PROBIOTICOS

A microbiota intestinal humana consiste em diversas bactérias essenciais para a
digestdo, metabolismo e fungédo imunoldgica. Bactérias benéficas, como Bifidobacterium
e Lactobacillus, auxiliam na quebra de carboidratos, na produgao de vitaminas e no
suporte imunoldogico (Kho; Lal, 2018), um exemplo disso sdo as espécies de
Lactobacillus, que produzem substancias antimicrobianas, como bacteriocinas, que
inibem o crescimento de bactérias nocivas, contribuindo para um microbioma intestinal
equilibrado (Paul et al., 2025). Em contraste, bactérias nocivas como Fusobacterium
nucleatum aderem e invadem as células epiteliais, facilitando um ambiente pro-
inflamatério e proporcionando condigdes propicias para o desenvolvimento de cancer
(Alon-Maimon et al., 2022).

Os probidticos sao definidos como "microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem um beneficio a saude do
hospedeiro” (O'mahony et al., 2014). Esses microrganismos sdo excelentes para a
microbiota intestinal, aderindo a mucosa intestinal, fortalecendo as barreiras epiteliais,
modulando a imunidade, excluindo competitivamente com patégenos e produzindo
antimicrobianos (Paul et al., 2025).

A microbiota intestinal mantém uma conexdao complexa com diversos 6rgaos, e
seu desequilibrio, como a disbiose e o0 aumento da permeabilidade intestinal, pode
contribuir para o desenvolvimento de varias doengas que afetam esses sistemas, logo,
tratar a microbiota pode melhorar, de forma indireta, outras doencas (Zhang et al., 2024).
Isso inclui os disturbios na saude mental, por meio de mecanismos neurais, endocrinos
e imunoinflamatérios, afetando, inclusive, transtornos como o AUD. Embora os
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mecanismos neuronais exatos subjacentes a esse fendmeno ainda nao sejam totalmente
compreendidos, as evidéncias sugerem que a neuroinflamagdo pode contribuir
plausivelmente para os sintomas de abstinéncia de alcool e o desejo por alcool (Amadieu
et al., 2022).

A melhora da microbiota intestinal pode desempenhar um papel importante no
tratamento de transtornos mentais, como a reducéo da recidiva ao consumo de alcool.
Um estudo de Ezquer et al. (2022) demonstrou que ratos que consumiram etanol por 33
dias tiveram uma reducéo significativa na reexposi¢cao ao alcool apds o tratamento com
Lactobacillus-GG. O consumo excessivo de alcool, que durava 60 minutos inicialmente
(com doses de 1,65-1,75 g de etanol/kg), foi reduzido em até 80% pelo tratamento,
resultando numa diminuicao significativa da recidiva alcodlica nas primeiras 24 horas
apos a reexposicao ao etanol. Além disso, o tratamento aumentou o consumo de agua
pelos animais.

Essas descobertas ressaltam o potencial terapéutico de direcionar a microbiota
intestinal para aliviar os sintomas de transtornos de saude mental. Essa compreensao
em evolugdo sugere que os tratamentos probidticos e prebidticos, juntamente com as
modificagdes dietéticas, podem oferecer novos caminhos para gerenciar e tratar

condi¢cdes de saude mental (Paul et al., 2025).

1.5. LESOES HEPATICAS INDUZIDAS PELO ALCOOL

O alcool é metabolizado principalmente no figado pela alcool desidrogenase (ADH)
uma enzima primaria, que converte o alcool em acetaldeido esse €& rapidamente
convertido em acetato pela enzima aldeido desidrogenase (ALDH), o acetato é
posteriormente metabolizado em diéxido de carbono (CO,), acidos graxos e agua nos
tecidos periféricos (Hyun et al.,, 2021). O acetaldeido é altamente toxico e, quando
acumulado, desencadeia estresse oxidativo, peroxidacdo lipidica e disfungao
mitocondrial, contribuindo para lesao hepatica progressiva (Li et al., 2023).

A esteatose hepatica alcodlica é a primeira manifestagdo clinica no figado das
doencas hepaticas alcodlicas (ALD, do inglés Alcoholic Liver Disease), isso se deve ao
comprometimento das vias do metabolismo lipidico principalmente aquelas mediadas por

SIRT1 e AMPK o alcool inibe a SIRT1 e sua inibigdo leva a aumento da lipogénese (via
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SREBP-1c) e reducédo da B-oxidacdo de acidos graxos, favorecendo o acumulo de
gordura no figado, também inibe a AMPK diminuindo assim a oxidagao de acidos graxos,
essas vias interagem entre si e o alcool compromete essa interacao (You et al., 2015).
A hepatite € uma doencga hepatica caracterizada pela inflamagao do figado, que
pode ser causada por diversos fatores, incluindo virus e 0 consumo excessivo de alcool.
O alcool provoca hepatite devido a sua toxicidade direta, ao estresse oxidativo gerado
pelos radicais livres produzidos durante seu metabolismo hepatico e a ativagdo de uma
resposta inflamatdria, que envolve a liberacéo de citocinas pré-inflamatérias como TNF-

a, IL-6 e IL-1 3, as quais intensificam a inflamacéo no tecido hepatico (Gao; Bataller,

2011).

Além da hepatite, o consumo crénico de alcool contribui para o desenvolvimento
da fibrose hepatica, caracterizada pelo acumulo excessivo de tecido conjuntivo no figado.
A cirrose representa o estagio avangado dessa fibrose, podendo levar a insuficiéncia
hepatica. Nesse ambiente de inflamacéo crbnica e regeneracao celular desordenada, o
risco de mutagdes genéticas aumenta, favorecendo o desenvolvimento do carcinoma
hepatocelular (CHC), que é o tipo mais comum de cancer primario do figado. Embora
diversos outros fatores também contribuam para a carcinogénese hepatica, € indiscutivel
que a presenga de um microambiente inflamatdrio crénico constitui um importante fator

de risco para o surgimento do cancer (Seitz et al., 2022).

1.6. NEUROINFLAMACAO E ALTERACOES NEUROQUIMICAS NA ABSTINENCIA
ALCOOLICA

De acordo com Dharavath et al. (2023), o consumo crénico de alcool promove um
desequilibrio entre os neurotransmissores glutamato (excitatério) e GABA (inibitério). A
exposicao frequente ao etanol potencializa a neurotransmissao gabaérgica e inibe a
glutamatérgica por meio dos receptores NMDA. Com o tempo, o cérebro adapta-se
quimicamente a presenca do etanol, estabelecendo um novo equilibrio neuroquimico no
qual a substancia torna-se parte integrante da fungcéo neuronal. A retirada abrupta do

etanol desencadeia um aumento na atividade glutamatérgica, favorecendo a
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hiperexcitabilidade e contribuindo para os sintomas da abstinéncia, ja que o cérebro
estava condicionado a niveis elevados de GABA.

O estudo de Dahchour e Ward (2022) demonstrou que o consumo agudo de etanol
promove um aumento significativo na concentragdo extracelular de dopamina no nucleo
accumbens, uma unica dose de alcool é suficiente para estimular a liberacdo de
dopamina, desencadeando efeitos reforgcadores associados a sensagao de prazer. No
entanto, exposi¢des crénicas ao etanol induzem uma adaptagdo neuroquimica,
resultando em uma resposta dopaminérgica atenuada a novas doses — fendmeno
compativel com o desenvolvimento de tolerancia. Durante a abstinéncia, ha uma queda
acentuada nos niveis basais de dopamina, o que contribui para a recaida.

Paralelamente, o processo de abstinéncia desencadeia uma resposta inflamatéria
significativa no cérebro, caracterizada pela ativagdo da micréglia e o aumento na
expressado de citocinas pro-inflamatoérias, como a interleucina-1 (IL-1B), o fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a) e a interleucina-6 (IL-6) o etanol e seus metabdlitos podem
comprometer a integridade da barreira hematoencefalica, facilitando a entrada de
moléculas inflamatdérias (Walter et al., 2017).

A neuroinflamacgao alimenta o desequilibrio neuroquimico: ela inibe o sistema
dopaminérgico (reduz prazer e motivagao) e super estimula o glutamatérgico (aumenta
estresse e neurotoxicidade). Essa interagao entre inflamagéo e neurotransmissores é
uma das causas centrais dos sintomas comportamentais e cognitivos da abstinéncia
alcodlica (Gipson et al., 2021). Nesse contexto, a disbiose ocasionada pelo alcool
aumenta a permeabilidade intestinal, permitindo que metabdlitos e endotoxinas entrem
na corrente sanguinea e, através do eixo intestino-cérebro, contribuam para a
intensificacdo da neuroinflamagao. Estudos demonstram que a modulagédo da microbiota
intestinal por meio da administracao de probiéticos pode reduzir a inflamacéo no cérebro,

atenuando os efeitos neurocomportamentais da abstinéncia alcodlica (Chen et al., 2022).
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1.7. ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDO PELO ALCOOL E SUA MODULACAO
POR PROBIOTICOS

O estresse oxidativo é caracterizado por um desequilibrio entre a produgao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e a capacidade antioxidante do organismo. Durante
o metabolismo do alcool, especialmente no figado, ocorre a geragédo excessiva de ROS,
principalmente pela atividade da enzima citocromo P450 2E1 (CYP2E1), além da
conversao de etanol em acetaldeido, um metabdlito altamente téxico e pré-oxidante (Ceni
et al., 2014). O acetaldeido, além de ser altamente reativo, contribui diretamente para a
formagao de ligagdes anormais com proteinas e lipidios, gerando disfun¢des estruturais
e funcionais nas células hepaticas. Em paralelo, a ativacdo da CYP2E1 ndo apenas
intensifica a conversdao de etanol, mas também promove reacbes de oxidagao
incompleta, com liberacdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Cederbaum; Lu; Wu, 2009).

O figado por ser o 6rgdao metabolizador do alcool acaba estando mais suscetivel
aos efeitos do estresse oxidativo, esse excesso de ROS compromete a integralidade
estrutural e funcionalidade dos hepatdcitos, quando os hepatdcitos sofrem danos no
DNA, sua capacidade de reparar esse material genético e de manter a expressao normal
dos genes fica comprometida contribuindo para o desenvolvimento da Doenga Hepatica
Alcodlica (DHA) a prépria doenga sinaliza o sistema imune havendo liberagéo de citocinas
proé-inflamatérias, a presenca da inflamagao agrava ainda mais o estresse oxidativo,
formando um ciclo de les&o continua, que contribui para a progresséo da doenga (Lai et
al., 2024).

O cérebro também é altamente vulneravel ao estresse oxidativo por consumir
muito oxigénio, além de ter menos mecanismos de defesa antioxidante. De acordo com
Mudyanselage et al. (2024), o alcool ocasiona lesdo neural com ROS mitocondrial
elevado, queda no ATP e acumulo de proteinas danificadas. Esses processos resultam
em disfungdo mitocondrial, que compromete a producédo energética essencial para a
sobrevivéncia e funcionamento dos neurénios, contribuindo para o declinio cognitivo e

neurodegeneragao associada ao consumo crénico de alcool.
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O uso de probidticos tem se mostrado uma estratégia eficaz na modulagdo do
estresse oxidativo e da inflamacao induzidos pelo alcool. De acordo com o estudo
experimental de Hsieh et al. (2021), os probiodticos estimulam a sintese e a regeneragao
da glutationa reduzida (GSH) no figado, eles também aumentam a expressdo e a
atividade da glutationa peroxidase (GPx), potencializando a neutralizagdo dos peroxidos
e protegendo as células hepaticas contra o estresse oxidativo, consequentemente,

também reduzindo a inflamacao.
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2. JUSTIFICATIVA

O consumo nocivo de alcool configura-se como um relevante problema de
saude publica, uma vez que esta associado a multiplos danos sistémicos, transtornos
mentais e comportamentais, além do desenvolvimento de dependéncia quimica,
impactando significativamente a morbimortalidade em nivel global (Organizagdo Pan-
Americana da Saude, 2020). Apesar dos avancos cientificos, as opgoes terapéuticas para
o alcoolismo ainda sao limitadas, devido a complexidade dos mecanismos biologicos
envolvidos na dependéncia (Costardy et al., 2015). Diferentes padrées de consumo de
alcool afetam o sistema nervoso central de maneiras variadas, dificultando a
padronizacdao de um tratamento eficaz (Macrae & Peterson, 2015). Além disso,
transtornos psiquiatricos, como depressao e ansiedade, estao fortemente associados ao
alcoolismo, 0 que agrava a condi¢do e torna seu manejo clinico ainda mais desafiador
(Boden & Fergusson, 2011; McHugh & Weiss, 2019).

Diante da eficacia limitada das abordagens psicofarmacoldgicas
convencionais, estratégias terapéuticas alternativas vém ganhando destaque, como os
probidticos que tém sido amplamente estudados por seu potencial na modulacéo do eixo
intestino-cérebro, apresentando efeitos positivos sobre vias neuroquimicas associadas a
dependéncia (Bernhardt et al., 2024).Evidéncias sugerem que determinadas cepas
probidticas podem reduzir alteragdes inflamatorias e comportamentais decorrentes do
consumo excessivo de alcool (Fuenzalida et al., 2021). No entanto, os mecanismos
responsaveis por esses efeitos ainda nao estdo totalmente elucidados, e a aplicagao
clinica dos probidticos no tratamento da dependéncia alcodlica requer maior
investigacao.

Estudos mais aprofundados sdo necessarios para compreender a magnitude
dos efeitos dos probidticos e seu potencial como terapia adjuvante no tratamento do
alcoolismo. A elucidagao desses mecanismos pode abrir caminho para novas estratégias
terapéuticas mais eficazes e com menos efeitos colaterais, beneficiando pacientes que

enfrentam dificuldades com os tratamentos convencionais.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Analisar o uso de probidticos na modulagdo da microbiota intestinal e no

comportamento frente ao transtorno por uso de alcool.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar o consumo voluntario de alcool e analises comportamentais;
¢ Quantificar os niveis de dopamina, serotonina;

e Avaliar o estresse oxidativo no cortex e hipocampo;

¢ Avaliar os danos histolégicos hepaticos e intestinais.
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4. METODOLOGIA

4.1. ANIMAIS

Foram utilizados 48 ratos Wistar machos com 60 dias de vida, obtidos da
colénia de reproducdo do biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense,
aprovados pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA), com nimero de protocolo
73/2024, e permaneceram no biotério com agua potavel e comida ad libitum até o fim do
experimento. Todos os animais foram mantidos em ambiente com temperatura e umidade
controladas, bem como em ciclo claro-escuro (12h escuro e 12h claro), alocados 5
animais por caixa. Os animais foram monitorados diariamente quanto ao seu estado de

saude.

4.2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

O presente experimento apresentou uma duracao de 46 dias totais, sendo
dividido 48 animais divididos em 4 diferentes grupos, contendo 12 animais cada. O
calculo amostral estabelece o numero de 12 animais por grupo, capaz de permitir de
forma suficiente a variabilidade dos dados e peso estatistico para todos os parametros
que serao avaliados (bioquimicos e comportamentais) e considerando os 3 Rs
preconizados pelas regras de uso de animais.

Durante 5 semanas, os ratos tiveram acesso a dois frascos: um contendo
agua da torneira e outro com 20% de etanol (v/v em agua da torneira). Do dia 35° ao
37° os animais foram privados do alcool exposicao ad libitum de alcool. Do 38° ao 43°
dia foi quantificado o padrao de consumo através da oferta de alcool (Abulseoud et al.,
2014). Para os grupos que receberam o tratamento com probiético, uma unica dose do
blend contendo 6 x 10° bilhées de UFC/1 ml de mistura de Lactobacillus plantarum,
Bacillus coagulans, Lactobacillus rhamnosus e Saccharomyces boulardii entre o 35° e
42° dias foi ofertada por gavagem. Apés, foi avaliado o padrao de ansiedade (46° dia)
através do teste do plus maze, seguido de eutanasia no dia 46° para a coleta de
sangue, encéfalo, figado e intestino para analises bioquimicas e histologicas. Dos 4
grupos, 2 deles passaram pela intervengao através da administragdo da solugéo

contendo o blend de probidticos conforme resume a imagem abaixo:
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Testes Comportamentais
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Figurail. Linha do tempo do protocolo experimental. Linha azul representa o consumo de alcool e a

amarela de probidticos.

4.3. PROBIOTICOS

Os probidticos utilizados no estudo foram fornecidos pela fabricante
Gabbia, contendo um blend de Lactobacillus plantarum, Bacillus coagulans, Lactobacillus
rhamnosus e Saccharomyces boulardii. A suspensao preparada dissolvendo 6 x 10°
bilhdes de UFC em 1ml de veiculo apropriado, garantindo homogeneidade da solugao. A
administracdo foi realizada por gavagem, utilizando seringas estéreis para evitar
contaminagao e preservar a integridade microbioldgica das cepas. A preparagao das
doses foi realizada diariamente para assegurar a viabilidade das bactérias durante o

periodo de tratamento.
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4.4 ANALISES COMPORTAMENTAIS

4.4.1 Teste Comportamental do Labirinto em Cruz Elevado

Os ratos foram submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado conforme descrito
anteriormente (Pellow et al., 1985). O aparato do labirinto em cruz elevado, inteiramente
feito de madeira, consiste em dois bracos abertos (50 x 10 cm) e dois bracos fechados
(50 x 10 x 40 cm) separados por uma plataforma central (5 x 5 cm). Os testes foram
conduzidos sob luz vermelha fraca (nivel de luminosidade medido no centro do aparelho,
100 lux) em uma sala silenciosa. Os animais foram colocados individualmente na
plataforma central do labirinto em cruz de frente para um brago aberto. O numero de
entradas e o tempo gasto nos bragos abertos e fechados do aparelho foram registrados
em uma sessao de 5 minutos. Avaliando a redugédo da ansiedade que é indicada no

labirinto em cruz por um aumento na proporgao de tempo gasto nos bragos abertos.

4.4.2 Teste da Quantidade Total de Alcool Consumida

Consiste em avaliar quanto de etanol foi consumido em cada caixa, na qual houve
entre 3 ou 4 animais por caixa. A cada 48h foi medida a quantidade de etanol em cada
garrafa, a fim de avaliar o consumo de acordo com o volume. Um calculo foi realizado
para se ter uma estimativa de quanto cada animal tomou de etanol durante todo o

experimento para avaliar o efeito do tratamento no periodo que mimetiza abstinéncia.

4.5. ANALISES BIOQUIMICAS

4.5.1 Preparagao das Amostras

As amostras de cortex frontal e hipocampo dos ratos, foram homogeneizadas em
KCl KH2PO4 (12 mM KCI, 0.038 mM KH2POs4, pH= 7,4) para realizagao da técnica de

dosagem de proteina para posteriormente as técnicas bioquimicas.
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4.5.2 Dosagem de proteinas

A quantificacdo da concentragao total de proteinas foi realizada através do método
de Peterson (1977). Em uma placa de 96 pogos foram adicionados 2 pyL da amostra
previamente preparada e 98 uL de agua ultrapura. Em seguida, foram adicionados 100
ML de reagente de Lowry (cobre-tartarato-carbonato [sulfato de cobre 0,1%; tartarato de
potassio 0,2% e carbonato de sédio 10%], dodecil sulfato de sédio 10%, hidroxido de
sédio 1N, e agua ultrapura), seguido por um periodo de incubagdo de 10 minutos, no
escuro, a temperatura ambiente. Apds esse periodo, foram adicionados aos pocos 50 uL
de reagente de Folin (0,4 N), seguido de um periodo de incubagado de 30 minutos, a
temperatura ambiente, no escuro. Logo apds o término do periodo de reacao, a placa foi
lida por absorbancia em espectrofotbmetro a 620 nm. Uma curva padrao utilizando

albumina 1mg/mL foi feita na mesma placa que as amostras.

4.5.3 Dosagem dos niveis de monoaminas

Os niveis de dopamina e serotonina foram avaliados por cromatografia de
varredura a laser (LS-MS), seguindo o protocolo descrito em Roca et al., (2021). As
amostras foram lavadas com PBS até a completa remocao do sangue. O solvente de
extragdo (metanol + agua) foi adicionado na propor¢ao de 3:1 v/v. Posteriormente, a
amostra foi centrifugada (13.000 rpm, 10 minutos, 4 °C) e o sobrenadante foi coletado
para analise. Os niveis de monoaminas foram expressos em ppb de serotonina ou

dopamina por mg de proteina derivada do homogeneizado cerebral.

4.5.4 Parametros de estresse oxidativo

4.5.4.1 Atividade da Superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD em cérebro total foi determinada de acordo com Bannister e
Calabrese (1987). Primeiramente, foram realizadas leituras da auto-oxidagdo da
adrenalina. Apos, foram adicionados a amostra CAT 10 mM, tampé&o glicina 50 mM e
adrenalina 60 mM, e ao branco foi adicionada adrenalina 60 mM. A atividade enzimatica

foi determinada pela inibicho da auto-oxidagdo da adrenalina medida
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espectrofotometricamente em 480 nm a temperatura ambiente. A atividade da enzima foi

expressa em nmol.mg de proteina.

4.5.4.2 Atividade da Catalase (CAT)

Esta atividade enzimatica da catalase em cérebro total foi determinada através do
método de Aebi (1984). A amostra previamente homogeneizada, foi adicionado Triton 0,1
% seguido de agitagdo. Esta mistura foi conservada em gelo durante 15 minutos. Ao
tampao fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0, foi adicionado H202 30% (v/v). Este meio foi
colocado em cubeta de quartzo e o aparelho estabilizado contra um branco corrido
separadamente de tampao fosfato. Apds adicdo da amostra, foi realizada a leitura da
queda da absorvancia do H202 a 240 nm, a temperatura ambiente, durante 180
segundos. Para o célculo, utilizou-se o coeficiente de extingdo do H202 de 43,6 mM-'cm-

'. Os resultados da atividade enzimatica estdo expressos em nmol.mg de proteina™.

4.5.4.3 Atividade da Glutationa Redutase (GR)

A atividade da GR (EC 1.8.1.7) foi medida monitorando o consumo de NADPH a
340 nm em um meio contendo tampéao fosfato de sédio 200 mM, pH 7,5, 6,3 mM de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), 1 mM de glutationa oxidada (GSSG), 0,1 mM de
NADPH e sobrenadantes de tecido (3 pg de proteina) (Carlberg e Mannervik, 1985). A

atividade especifica foi calculada e expressa como nmol-min~"-mg de proteina™.

4.6 TESTE HISTOLOGICO

Para a avaliagdo da permeabilidade intestinal, o tecido do jejuno fixado em
formalina de cada rato foi examinado usando coloracdo de hematoxilina e eosina de
Harris, conforme descrito por Aimugadam et al., 2021. Posteriormente, o material foi
incorporado, cortado, e as fatias subsequentes coradas por hematoxilina de Harris e
coloragéo de eosina e entdo verificado usando um microscopio de luz (Olympus CK20,
Japao). O dano tecidual foi avaliado através das altera¢gées morfoldgicas da vilosidade

intestinal.
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Para a histopatologia de tecido hepatico, a esteatose microvesicular sera avaliada
através de coloragdo hematoxilina-eosina. Foram realizadas a contagem e tamanho dos
hepatdécitos e das goticulas de gordura unicas que deslocam o nucleo do hepatdcito para
sua periferia (Roth e Qin, 2019).

4.7. ANALISE ESTATISTICA

O teste do padrao de consumo foi avaliado pelo teste t de Student pareado.
Os dados de labirinto em cruz elevado e bioquimicos foram analisados por ANOVA de
uma via seguido do teste post hoc de Tukey. Os dados sdo considerados diferentes
estatisticamente quando o p<0,05 e sao expressos como média + erro padrao da média.
Todas as analises foram realizadas utilizando o programa estatistico GraphPad Prism
(Boston, Massachusetts, EUA).

5. RESULTADOS

5.1. REEXPOSICAO AO ETANOL APOS PRIVACAO

O consumo voluntario de alcool foi ofertado durante a exposigéao alcodlica, logo
apos, os animais foram privados de alcool e seu tratamento foi iniciado. De acordo com
a Figura 2, o consumo apds a reexposicado ao alcool nao apresentou diferencga
significativa entre o grupo Alcool, que apresentou um consumo médio de 102+61
mL/animal/48h em comparagdo com o grupo que recebeu o tratamento 102165
mL/animal/48h.
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Figura 2. Avaliagdo do consumo voluntario absoluto de alcool. Dados representam o volume (mL) do
consumo no intervalo de 48 horas entre o0 38° e 43° dia. Valores sdo expressos como média + erro padrao.

5.2. TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO
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Figura 3: Resultados do teste do labirinto em cruz elevado. Os dados foram analisados por ANOVA
de duas vias seguido por teste de multiplas comparacdes de Tukey e estdo expressos em média e erro
padrdo. * significa diferenga entre os grupos avaliados considerando p<0,05.

O numero de entradas para os bracos abertos revelou que ndao houve diferenca

significativa entre os grupos avaliados. Entretanto, o numero de entrada nos bragos
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fechados mostrou um aumento significativo (9,5 1,4) em comparagao ao grupo controle
(5,2+1,3; p<0,05). Os grupos com intervengdo com probidticos ndo apresentaram
alteragdes significativas em comparagao com os demais grupos. Com relagao ao tempo
de permanéncia aos bragos abertos, tanto o efeito do alcool, como também do tratamento
com probidticos ndo apresentou diferenga significativa. Quando analisados os tempos de
permanéncia nos bragos fechados o grupo etanol apresentou aumento significativo (165t
12,5; p<0,05) em comparagao ao grupo controle. A intervencdo com probidtico nao
revelou diferenga com os demais grupos. Tomados em conjunto, o probiodtico
isoladamente ndo alterou o padrdo de comportamento. Em contraste, o alcool foi capaz
de aumentar o tempo de permanéncia nos bragos fechados, indicativo de um aumento
do perfil ansiogénico. Ja o tratamento com probidtico nao alterou frente a intervencao

com alcool.

5.3. NIVEIS DE MONOAMINAS (DOPAMINA, SEROTONINA)

A avaliagdo dos niveis de monoaminas (dopamina e serotonina) no sistema
nervoso central, especificamente no estriado dos ratos, buscou investigar o impacto do
alcool nos animais expostos e o efeito modulador dos probidticos no eixo intestino-

cérebro.
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Figura 4: Concentracido de dopamina no estriado. Os niveis de dopamina foram determinados por
cromatografia de varredura a laser (LS-MS). Os valores estdo expressos em ppb.mg de proteina™ e
representam a média £ erro padrdo. Os resultados estdo expressos em ppb.mg de proteina™. (A) Niveis
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de dopamina, evidenciando aumento no grupo Alcool em relacdo ao Controle (*) e reducéo no grupo Alcool
+ Probiotico em relagéo ao grupo Alcool (#).

O grupo alcool apresentou uma concentragao maior de dopamina em relagéo aos
outros grupos, enquanto o grupo exposto ao alcool e posteriormente tratado com
probiotico teve uma reducéo significativa na concentragdo do neurotransmissor.

0.0101

0.005- -T—-

Serotonina
(ppb.mg de proteina™)

Figura 5: Concentragao de serotonina no estriado. Os niveis de serotonina foram determinados por
cromatografia de varredura a laser (LS-MS). Os valores estdo expressos em ppb.mg de proteina™ e
representam a média * erro padréo.

Os grupos nao tiveram concentragdes significativamente diferentes entre si.
5.4. ESTRESSE OXIDATIVO (CATALASE, SOD, GR)

A exposicao ao etanol esta associada ao aumento da produgdo de espécies
reativas de oxigénio no sistema nervoso central. Em resposta a esse estresse oxidativo,
diferentes regides cerebrais ativam mecanismos antioxidantes especificos. No cértex
cerebral, a atividade da catalase (CAT) nao apresentou diferengas significativas entre os
grupos controle e probidtico (Figura 6). O grupo exposto ao alcool apresentou aumento
significativo da atividade da CAT em relacdo ao grupo Controle (p<0,05). No grupo Alcool
+ Probidtico, observou-se redugéao significativa da atividade enzimatica em comparagéao
ao grupo Alcool (p<0,05). No hipocampo (figura 7), a auséncia de alteracées significativas
na atividade da catalase sugere que essa enzima n&o foi modulada nas condigbes

experimentais avaliadas.
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Figura 6: Atividade da enzima catalase na regidao do cortex cerebral. Os resultados estdo expressos
em média * desvio padréo. Os valores das atividades enzimaticas estao expressos em nmol-min~"-mg de
proteina™. *p < 0,05 em multiplas comparagdes (ANOVA de duas vias seguida de post-hoc de Tukey).
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Figura 7: Atividade da enzima catalase na regidao do hipocampo

Os resultados estdo expressos em média = erro padrdo. Os valores das atividades enzimaticas estado
expressos em nmol-min~'-mg de proteina™.

Na regido do cortex cerebral, a atividade da enzima glutationa redutase (GR)
apresentou aumento significativo no grupo exposto ao alcool em comparagéo ao grupo
controle (Figura 8). No grupo Alcool + Probidtico, observou-se redugéo significativa da
atividade da GR em relag&o ao grupo Alcool.

Na regido do hipocampo (Figura 9), a atividade da enzima glutationa redutase

apresentou aumento significativo no grupo exposto ao alcool em comparagéo ao grupo
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controle. No grupo Alcool + Probiético, observou-se reducéo significativa da atividade da

GR em relacéo ao grupo Alcool.

2004 *

150 T

Atividade GR
(nmol.mg de proteina)

Figura 8: Atividade da enzima glutationa redutase na regidao do cértex. Os resultados estdo expressos
em média + erro padrao. Os valores das atividades enzimaticas estdo expressos em nmol-min~"-mg de
proteina™. *p < 0,05 em multiplas comparag¢des (ANOVA de duas vias seguida de post-hoc de Tukey)
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Figura 9: Atividade da enzima glutationa redutase na regido do hipocampo. Os resultados estao
expressos em média + erro padrdo. Os valores das atividades enzimaticas estdo expressos em
nmol-min~"-mg de proteina™. *p < 0,05 em multiplas comparagdes (ANOVA de duas vias seguida de post-
hoc de Tukey).

Na regiao do cértex cerebral, a atividade da enzima superéxido dismutase nao
apresentou diferencas significativas (Figura 10) entre os grupos Controle, Probiético,
Alcool e Alcool + Probidtico, indicando auséncia de modulagdo dessa enzima nas

condigdes experimentais avaliadas.
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Na regido do hipocampo, a atividade da enzima superdxido dismutase apresentou
reducgao significativa no grupo Alcool + Probidtico em comparacgéo ao grupo Alcool (Figura
11).
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Figura 10: Atividade da enzima superoxido dismutase na regidao do cortex. Os resultados estdo

expressos em média + erro padrdo. Os valores das atividades enzimaticas estdo expressos em U.mg de
proteina-1
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Figura 11: Atividade da enzima superoxido dismutase na regido do hipocampo. Os resultados estao
expressos em média * desvio padréo. Os valores das atividades enzimaticas estdo expressos em U.mg de
proteina-1. #p < 0,05 em multiplas comparagdes (ANOVA de duas vias seguida de post-hoc de Tukey).
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5.5. HISTOLOGIA HEPATICA

A avaliacdo histoldgica foi realizada por meio de escores semi-quantitativos,
conforme metodologia previamente descrita na literatura (Zhang et al., 2009), aplicados

as amostras de duodeno, ileo e figado.

A esteatose hepatica foi classificada de acordo com a porcentagem de hepatécitos
acometidos, conforme segue:

o 0: auséncia de esteatose

e 1. esteatose envolvendo menos de 25% dos hepatécitos

e 2: esteatose envolvendo 26-50% dos hepatécitos

o 3: esteatose envolvendo 51-75% dos hepatdcitos

o 4: esteatose envolvendo mais de 75% dos hepatdcitos
A inflamagdo e necrose hepatica foram avaliadas considerando o numero de focos
inflamatadrios por lébulo:

o 0: auséncia de inflamacao/necrose

e 1: presenca de um foco inflamatério por l6bulo

e 2:presenca de dois ou mais focos inflamatdrios por I6bulo

Tabela 1 — Avaliacido hepatica

Amostra Esteatose Inflamagao/Necrose

G1

G1CX1R2 1 0
G1CX2R2 0 0
G1CX3R2 0 0
G2

G2CX1R2 0 0
G2CX2R2 0 0
G2CX3R2 0 0
G3

G3CX1R3 0 0
G3CX2R1 0 0
G3CX3R2 1 1
G4

G4CX2R2 1 1
G4CX2R1 1 0
G4CX3R2 1 0
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Avaliagao hepatica das amostras dos 4 grupos, sendo eles: Controle (G1), Probidtico (G2), Alcool (G3),
Alcool + Probiético (G4).
Fonte: Do autor, 2026.

No grupo Controle (G1), observou-se predominancia de auséncia de esteatose
(escore 0), com ocorréncia pontual de inflamacgéo discreta (escore 1). No grupo Probiético
(G2), todas as amostras apresentaram escore 0 para esteatose e inflamagao/necrose.
No grupo Alcool (G3), foram identificados animais com esteatose leve (escore 1, <25%
dos hepatdcitos), associada ou nédo a inflamagao/necrose discreta (escore 1) com
vesiculas microesteatdticas perinucleares (figura 12). No grupo Alcool + Probiéticos (G4),
observou-se esteatose leve (escore 1) em parte dos animais, com inflamacéao discreta

associada e focos de atividade inflamatdria lobular (Figuras 13 e 14).
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Figura 12: Fotomicrografia do tecido hepatico de rato do Grupo (G3). Figado em regido de veia
centrolobular com vesiculas microesteatoticas perinucleares (seta). Coloragdo HE. Aumento 40x.
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Figura 13: Alteracdes histopatolégicas no tecido hepatico de ratos expostos ao alcool
(Alcool+Probiético). Figado em regido de veia centrolobular com vesiculas microesteatoticas
perinucleares (seta). Coloragcdo HE. Aumento 40x.
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Figura 14: Alteragbes histopatolégicas no tecido hepatico de ratos expostos ao alcool
(Alcool+Probidtico). Figado em regido de veia centrolobular com vesiculas microesteatéticas
perinucleares (seta) e focos de atividade inflamatéria lobular (moldura). Coloragdo HE. Aumento 40x.

5.6. HISTOLOGIA DO DUODENO E IiLEO

A avaliagédo histologica foi realizada por meio de escores semi-quantitativos,
conforme metodologia previamente descrita na literatura, aplicados as amostras de

duodeno e ileo. As analises tiveram como objetivo identificar alteragées estruturais
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associadas a exposicao ao etanol e ao tratamento com probidticos, incluindo processos

infla

Am

matorios, dano tecidual e alteragdes da arquitetura histologica.

ucosa intestinal foi avaliada por meio de escores semi-quantitativos variando de 0 a

4, considerando os seguintes parametros:

Dano das células epiteliais
Deplecado de mucina celular
Edema da lamina propria

Infiltrado inflamatoério

Para todos os parametros, os escores foram atribuidos da seguinte forma:

Duo

0: auséncia de alteragcao
: alteracdo minima
. alteracao leve

. alteracao moderada

A WO DN -

. alteracao acentuada

deno

Tabela 2: Escores histolégicos para as amostras do duodeno.

Amostra Dano epitelial Deplegao de Edema Infiltrado
Mucina Inflamatério

G1

G1CX2R2 0 0 0 0
G1CX3R2 0 0 0 1
G2

G2CX1R2 0 0 0 1
G2CX2R2 0 0 0 0
G2CX3R2 0 0 0 0
G3

G3CX1R3 0 0 0 1
G3CX1R4 0 0 0 1
G3CX3R2 0 0 0 1
G4

G4CX1R1 0 0 0 0
G4CX2R2 0 0 0 1
G4CX3R2 0 0 0 1

Avaliacao histolégica do duodeno das amostras dos 4 grupos, sendo eles: Controle (G1), Probidtico (G2),

Alcool (G3), Alcool + Probiético (G4).
Fonte: Do autor, 2026.
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No grupo Controle (G1), os animais apresentaram escores predominantemente
iguais a zero para dano epitelial, deplecdo de mucina e edema da lamina propria. O
infiltrado inflamatdrio variou entre escore 0 e 1. No grupo Probidtico (G2), os escores
permaneceram majoritariamente em 0 para todos os parametros avaliados, com
presenca pontual de infiltrado inflamatério minimo (escore 1). No grupo Alcool (G3),
observou-se infiltrado inflamatério minimo (escore 1) em todas as amostras analisadas,
sem alteragdes quanto ao dano epitelial, mucina ou edema (Figura 15). No grupo Alcool
+ Probidticos (G4), observou-se padrdao semelhante, com escores 0 para dano epitelial,

mucina e edema, e infiltrado inflamato6rio minimo (escore 1) em parte dos animais.

Figura 15: Histopatologia do duodeno de animal expostos ao alcool (G3). Duodeno com infiltrado
inflamatério mono e polimorfonuclear, eroséo epitelial e deposi¢ao de fibrina. Coloragao HE. Aumento
20x.
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ileo
Tabela 3: Escores histologicos para as amostras do ileo.

Amostra Dano epitelial | Deplecao de Edema Infiltrado
Mucina Inflamatério

G1

G1CX1R2 0 0 0 1
G1CX2R2 0 0 0 1
G1CX3R2 0 0 0 1
G2

G2CX1R2 0 0 2 2
G2CX2R2 0 0 1 1
G2CX3R2 0 0 0 1
G3

G3CX1R3 0 0 0 1
G3CX1R4 0 0 0 0
G3CX3R2 0 0 1 1
G4

G4CX1R1 0 0 0 1
G4CX2R2 0 0 0 1
G4CX3R2 1 1 1 2

Avaliago histologica do ileo das amostras dos 4 grupos, sendo eles: Controle (G1), Probidtico (G2),
Alcool (G3), Alcool + Probiotico (G4).
Fonte: Do autor, 2026.

Grupo Controle (G1), foi observado infiltrado inflamatorio minimo (escore 1), sem
outras alteragdes histologicas. O grupo Probidtico (G2) apresentou edema da lamina
prépria e infiltrado inflamatério variando entre escores 1 e 2, sem danos epiteliais ou
deplegdo de mucina. Grupo Alcool (G3), observou-se edema da lamina prépria leve
(escore 1), infiltrado inflamatorio leve a moderado (escore 1-2) e alteragdes discretas na
mucina em amostras isoladas. O grupo Alcool + Probiéticos (G4) apresentou maior
variabilidade dos escores, incluindo dano epitelial leve (escore 1), deplegao de mucina,
edema da lamina propria (escore 1-2) e infiltrado inflamatério moderado (escore 2) (figura
16 e 17).
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Figura 16: Histopatologia do ileo de animais expostos ao alcool (G4). lleo com infiltrado inflamatério
polimorfonuclear e formagao de foliculo linfoide. Coloragdo HE. Aumento 10x.

Figura 17: Histopatologia do ileo de animais expostos ao alcool (G4). ileo com infiltrado inflamatério
polimorfonuclear, alargamento das vilosidades e edema. Coloragao HE. Aumento 10x.

6. DISCUSSAO

O consumo voluntario de etanol apés o periodo de privagdo associado ao
tratamento com probidticos ndo apresentou reducao significativa entre os grupos
experimentais. Esse resultado indica que, nas condigdes experimentais adotadas, a
intervencao ndo foi capaz de promover alteragdes detectaveis no padrdo de ingestao

alcodlica. A auséncia de efeito comportamental direto, entretanto, n&o invalida a
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relevancia biolégica do tratamento, considerando a complexidade dos mecanismos
envolvidos no alcoolismo e o carater multifatorial do comportamento de consumo. O
comportamento representa um desfecho tardio e mais complexo, conforme discutido por
Domi et al. (2021), a recaida ao consumo de alcool representa um dos principais desafios
terapéuticos, sendo sustentada por adaptacbes duradouras nos circuitos neurais
envolvidos na motivagao, recompensa e busca pela substancia.

Observou-se, no estudo experimental de Forsyth et al. (2009), que a
suplementagdo com probioticos foi capaz de mitigar significativamente a lesdo hepatica
induzida pelo alcool, mesmo quando a exposi¢cao ao etanol € mantida de forma constante
(tratamento e exposi¢cao ao alcool, simultaneamente), demonstrando que os beneficios
sistémicos da intervengao podem ocorrer independentemente da alteracdo no volume de
ingestao alcodlica. Um outro estudo experimental (Pizarro et al. 2021), com tratamento
continuo antes, durante e apds a privagao de alcool demonstrou que a suplementacao
ao longo de todo o protocolo foi capaz de promover reducgao significativa do consumo de
alcool e da recaida apo6s periodo de abstinéncia. A administracdo prolongada esteve
associada a atenuacdo do consumo escalonado de alcool e a diminuicdo do
comportamento de recaida, sugerindo que intervengées de maior duracdo sdo mais
eficazes para impactar desfechos comportamentais complexos, como a compulsio
alcodlica (Pizarro et al. 2021).

No teste comportamental do labirinto em cruz elevado, € observado um aumento
no perfil ansiogénico nos grupos que consumiram alcool; entretanto, os probidticos nao
reverteram essa condigao, possivelmente devido ao tempo de tratamento aplicado, pois
em outros protocolos utilizados em diferentes estudos disponiveis na literatura, como o
de Ezquer et al. (2022), corroboram uma reduc¢ao do perfil de ansiedade, com redugao
significativa da recidiva ao alcool. O estudo de Pei et al. (2023) realizado com 30 dias de
tratamento com probidticos em camundongos, também mitigou efetivamente a ansiedade
induzida pelo etanol. Embora o consumo de alcool e o comportamento ansioso nao
tenham sido significativamente modulados pelo tratamento, os achados neuroquimicos
sugerem que alteragcdes no sistema nervoso central ja haviam sido iniciadas. O aumento
dos niveis de dopamina observado no grupo Alcool (G3) em comparagdo ao Controle
(G1) corrobora a literatura classica, que identifica a dopamina como o principal mediador

do sistema de recompensa mesocorticolimbico. O etanol atua promovendo a liberagao
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de dopamina em areas como 0 nucleo accumbens e o estriado, o que sustenta o valor
de reforgo da substancia e impulsiona o comportamento de busca (Di Chiara; Imperato,
1988).

A reducéo significativa de dopamina no grupo alcool + probiotico (G4) constitui um
achado de grande relevancia, sugerindo que a suplementagdo com probidticos foi capaz
de reduzir os niveis de dopamina que foram elevados pela indugao alcodlica, exercendo
um efeito regulador no sistema dopaminérgico, no estudo de Ezquer et al. (2021) ratos
tiveram livre acesso ao alcool e receberam o tratamento de forma continua durante 13
dias, observou-se um aumento nos niveis plasmaticos de FGF21 (p < 0,01) e uma
elevagcdo marcante na expressao hepatica de FGF21 nos animais tratados com o
probiotico. Na discussao, os autores explicam que o FGF21 atua no sistema nervoso
central aumentando a transcricdo do transportador de dopamina (DAT) no nucleo
accumbens, o que reduz a quantidade de dopamina disponivel na fenda sinaptica e,
consequentemente, atenua os efeitos de recompensa do alcool.

Assim, a capacidade do probidtico em normalizar os niveis de dopamina no
presente estudo reforga que a intervengdo promoveu beneficios neurobiolégicos
profundos, atuando diretamente sobre o sistema dopaminérgico. Evidéncias
experimentais demonstram que formulagbes probidticas sdo capazes de modular o
conteudo estriatal de dopamina por meio da atenuagdo da inflamagao intestinal e
sistémica, preservando neurbnios dopaminérgicos e restaurando a homeostase
dopaminérgica central (Zhou et al., 2023). Nesse contexto, a modulagao observada pode
refletir um efeito regulador sobre a base neuroquimica da dependéncia, favorecendo a
restauracao do equilibrio do sistema de recompensa.

Por outro lado, a serotonina se manteve em niveis semelhantes ndo havendo
mudancgas significativas, o sistema serotoninérgico parece demandar exposi¢ado mais
prolongada ou maior intensidade de estresse neuroinflamatério para apresentar
alteragdes detectaveis, como em fases prolongadas de abstinéncia diferente do que foi
experimentado no estudo, Hossaini et al. (2025) demonstraram que um protocolo de 21
dias de abstinéncia foi capaz de induzir alterag¢des significativas nos niveis de serotonina
e na atividade da MAO-A em ratos, diferentemente do observado em exposicdes mais
curtas. Enquanto isso, o sistema dopaminérgico apresenta uma grande sensibilidade ao

alcool, sendo muito estimulado durante o consumo. Carrara-Nascimento et al. (2020)
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investigaram os efeitos da exposi¢ao ao etanol sobre a neurotransmissao dopaminérgica,
os resultados revelaram alteragdes significativas na disponibilidade de dopamina nessas
regides, confirmando a elevada responsividade do sistema dopaminérgico ao etanol e
sua correlagdo com o desenvolvimento de sensibilizagdo locomotora.

A exposicdo ao etanol promoveu alteragdes significativas nos sistemas
antioxidantes cerebrais, evidenciadas pelo aumento da atividade da catalase no cortex
cerebral e da glutationa redutase em ambas as regides avaliadas. Esses achados indicam
a ativacdo de mecanismos compensatorios frente ao aumento da carga oxidativa
induzida pelo alcool, em concordancia com evidéncias de que o metabolismo do etanol
esta diretamente associado a maior produgdo de espécies reativas de oxigénio no
sistema nervoso central (Cederbaum, 2012). No cértex cerebral, 0 aumento da atividade
da catalase no grupo Alcool sugere uma resposta adaptativa ao acumulo de perdxido de
hidrogénio (H,O;), subproduto tanto da dismutagdo do radical superéxido quanto da
oxidacdo do etanol. Além de sua funcao antioxidante, a catalase pode atuar como via
alternativa na metabolizacdo central do etanol, utilizando H,O, para a conversao do
etanol em acetaldeido, o que reforca sua participagcao direta na resposta ao insulto
alcodlico (Contreras-Zentella et al., 2022).

A auséncia de alteragdes significativas na atividade da SOD no cértex indica que
a geracao primaria de radicais superdxido nao foi o principal fator modulador da resposta
antioxidante nessa regido. Esse perfil sugere que o estresse oxidativo cortical esta
predominantemente relacionado a necessidade de detoxificagdo de H,O,, hipdtese
sustentada por estudos que demonstram respostas antioxidantes regionais especificas
frente a exposi¢cdo ao etanol (Hernandez et al., 2016). A elevacao da atividade da
glutationa redutase no cértex cerebral reforga a ativagado do sistema da glutationa como
resposta adaptativa ao estresse oxidativo. No hipocampo, entretanto, observou-se um
perfil distinto, caracterizado pela auséncia de alteragdes na atividade da catalase e pelo
aumento da GR, indicando que essa regido prioriza mecanismos antioxidantes
dependentes da glutationa. Essa divergéncia regional estda bem documentada na
literatura, que aponta menor participacdo da via da catalase no hipocampo em
comparagao ao cortex, com predominancia do ciclo da glutationa como mecanismo de

protecao celular (Casafas-Sanchez et al., 2016).

46



O tratamento com probidtico exerceu efeito modulador consistente sobre os
sistemas antioxidantes avaliados. No cortex cerebral, a reducao da atividade da catalase
no grupo Alcool + Probiético, em relacdo ao grupo Alcool, sugere diminuicdo da
necessidade de ativagdo compensatodria dessa enzima, indicando atenuagao do estresse
oxidativo. De forma semelhante, houve a redugao da atividade da glutationa redutase em
ambas as regides cerebrais, essa resposta é corroborada por Hsieh et al. (2021), que
observaram que a suplementagdo com Lactobacillus reduz a necessidade de uma
resposta antioxidante enzimatica exacerbada ao diminuir a carga inflamatoria e oxidativa
global induzida pelo etanol. Os probidticos também se mostram eficazes no estresse
oxidativo periférico. Chayanupatkul et al. (2022), em um modelo de lesdo hepatica
induzida por etanol, avaliaram diretamente o estresse oxidativo por meio da quantificagcao
de malondialdeido (MDA) no tecido hepatico. Esse efeito foi acompanhado pela redugao
de marcadores inflamatorios.

No hipocampo, a diminuicdo da atividade da SOD no grupo Alcool + Probidtico
reforca a hipotese de que o tratamento contribuiu para a reducao da geracao de radicais
superoéxido, diminuindo a necessidade de ativagdo dessa enzima. Em conjunto, esses
achados indicam que o probidtico nao promove hiperativagdo direta das enzimas
antioxidantes, mas favorece a restauragdo da homeostase redox cerebral. Evidéncias
adicionais de neuroprotegao associada ao uso de probioticos sao descritas por Bonfili et
al. (2018), que observaram preservagao da homeostase redox cerebral e ativagao da via
SIRT1 em modelo experimental de doenca de Alzheimer, corroborando a capacidade
desses microrganismos de modular vias antioxidantes centrais, reducdo de estresse
oxidativo periférico através dos probidticos também foi evidenciado por D’Antongiovanni
et al. (2023), sugerindo um mecanismo indireto de neuroprotegdo mediado pela
modulagao do eixo intestino—figado—cérebro.

A avaliagao histopatologica do figado e do intestino revelou que o consumo de
alcool promove alteragdes estruturais, o ileo sofreu alteragbes mais diversificadas que o
duodeno, essa predominancia é conceitualmente esperada devido as particularidades
desse segmento intestinal que é mais suscetivel ao alcool assim como em outros estudos
como o de Zhong et al. (2010), os achados do estudo utilizado como referéncia para a

leitura dos dados desse, concordam que, embora os escores tenham sido
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numericamente baixos (predominantemente entre 0 e 2), a presenca de lesbes em grupos
expostos ao alcool é biologicamente relevante devido ao carater agudo da injuria.

Apesar do ileo ser mais suscetivel, também houve presenga de infiltrado
inflamatério mono e polimorfonuclear no duodeno, acompanhado de erosao epitelial e
deposigao de fibrina no grupo G3 (alcool), evidenciando uma agressao direta a mucosa
do trato gastrointestinal superior, esses achados convergem com os resultados de Gu et
al. (2025), que, em seu modelo de ingestao prolongada de alcool em ratos, também
observaram danos patoldgicos significativos no duodeno, incluindo a desorganizagéo do
epitélio e o aumento da permeabilidade intestinal. Wang et al. (2020) descrevem que, no
duodeno, especificamente, essa agressao estrutural estda associada ao prejuizo no
transporte de micronutrientes essenciais, como a tiamina, exacerbando os danos
sistémicos decorrentes do uso do alcool, colaborando para deficiéncias nutricionais.

As mucinas, secretadas pelas células caliciformes, formam uma barreira fisica e
quimica essencial que impede o contato direto de microrganismos e toxinas com o
epitélio, a manutengdo dessa camada € um dos principais mecanismos de defesa contra
a translocacdo bacteriana (Kreimeyer et al., 2025). No grupo G3 (alcool), embora a
deplecdo de mucina néo tenha sido o achado predominante nos animais analisados, a
presenca constante de infiltrado inflamatério e edema sugere que o insulto alcodlico
iniciou efetivamente o processo de agressdao a mucosa assim como no estudo
experimental de Moraes et al. (2024) que destacou alteragdes histopatologicas na
mucosa intestinal, caracterizadas por aumento de infiltrado inflamatério e
comprometimento estrutural das vilosidades, indicando que o insulto alcodlico é capaz
de iniciar efetivamente o processo de agressdo a mucosa intestinal.

Por outro lado, observou-se a ocorréncia de deplecao da mucina em um dos
animais do grupo G4 (alcool + probiético), embora os probidticos possuam propriedades
protetoras reconhecidas, neste modelo especifico, eles ndo foram suficientes para
reverter integralmente o quadro de desequilibrio intestinal. Essa limitagado sugere que o
tempo de exposicédo ao alcool sobrepds-se ao tempo de intervengdo com o tratamento,
indicando que a severidade da agressao aguda pode ter excedido a capacidade imediata
de modulacdo da mucosa pelo probiodtico (Saadh et al., 2025).

Essa dindmica entre a agressao cronica e a eficacia limitada de intervengdes

protetoras € bem documentada. De forma analoga, Zhang et al. (2009) demonstraram
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que, mesmo utilizando agentes com potencial terapéutico contra a toxicidade alcodlica, a
reversao das lesdes histoldgicas e da permeabilidade intestinal ndo foi completa apd6s 10
semanas de exposic¢ao, persistindo danos residuais na mucosa, isso reforca a ideia de
que a severidade do insulto alcodlico pode sobrepor-se a capacidade de modulagao de
diferentes agentes protetores, o que pode explicar a ocorréncia de deple¢gédo de mucina
em um animal do grupo G4.

A histologia hepatica evidenciou alteragdes compativeis com toxicidade aguda
induzida pelo alcool. Nos grupos Controle e Probidtico, a arquitetura lobular hepatica
permaneceu preservada, enquanto nos grupos expostos ao alcool foram observados
sinais de balonizagdo hepatocelular, focos inflamatérios e areas discretas de necrose,
esses achados corroboram os resultados de Chiu et al. (2015), que demonstraram que a
exposicao cronica ao etanol induz degeneragao celular e necrose, as quais podem ser
atenuadas pela suplementagdo com microrganismos probidticos.

A balonizagao hepatocelular reflete sofrimento celular decorrente do estresse
oxidativo e da disfungao metabdlica induzida pelo etanol. A ocorréncia dessas alteracoes
hepaticas esta diretamente relacionada ao comprometimento da barreira intestinal, uma
vez que o aumento da permeabilidade favorece a translocacdo de endotoxinas para o
figado via veia porta, desencadeando resposta inflamatéria hepatica (Chancharoenthana
et al., 2023). Em um estudo de Boby et al. (2021), ratos foram submetidos a uma dieta
com etanol por um periodo continuo de 28 dias (quatro semanas). Os resultados
incluiram o desenvolvimento de esteatose macrovesicular e microvesicular, caracterizada
pelo acumulo de goticulas de gordura no citoplasma dos hepatdcitos, e a presenga de
infiltrado inflamatoério no parénquima hepatico.

Essa interagcdo entre disfungdo intestinal e lesdo hepatica € amplamente
documentada e foi experimentalmente demonstrada por Zhou et al. (2013). Em conjunto,
a analise integrada dos dados cerebrais, intestinais e hepaticos confirma que a exposigao
ao alcool compromete precocemente o eixo intestino—cérebro, e que mesmo alteracdes
histoloégicas de baixa intensidade representam evidéncias claras do estabelecimento
inicial do dano téxico. Embora a intervengdo com probidtico ndo tenha promovido
reversao completa das lesdes histoldgicas observadas, seus efeitos moduladores sobre
o sistema dopaminérgico e sobre a homeostase redox sugerem uma atuacéo relevante

na atenuagao da desregulagéo induzida.
49



7. CONCLUSAO

Os resultados demonstram que, nas condigdes experimentais adotadas, a
suplementagcdo com probidticos ndo promoveu redugado significativa do consumo
voluntario de etanol, tampouco reverteu o comportamento ansiogénico associado a
exposigao alcodlica. Esses achados indicam que intervengdes de curta duragao néao sao
suficientes para desfechos complexos como os comportamentais, entretanto, a
modulagao no sistema nervoso central ja havia sido iniciada através da melhora do perfil
antioxidante e da resposta compensatéria, ou seja, os dados sugerem que a
suplementagao probidtica exerce efeitos neurobioldgicos e antioxidantes relevantes,
mesmo na auséncia de mudancgas imediatas no comportamento de consumo.

As alteragdes histologicas foram observadas de forma precoce, causadas pelo
alcool, a suplementagédo com probidticos ndo promoveu reversao significativa dos danos
estruturais, sugerindo que, embora exista potencial modulador, a restauracéo tecidual
pode requerer maior tempo de intervencdo ou estratégias complementares. Como
perspectivas, recomenda-se a realizagao de protocolos com maior tempo de tratamento
e acompanhamento prolongado apos o periodo de abstinéncia, a fim de avaliar se a
modulagdo neuroquimica observada pode se traduzir em alteragdes comportamentais
mais robustas. Estudos adicionais também poderao explorar diferentes doses,
combinacgdes de cepas e a caracterizacdo mais aprofundada de marcadores inflamatérios
do eixo intestino—cérebro, juntamente com técnicas mais precisas para avaliagdo da
permeabilidade intestinal, contribuindo para a compreensdo dos mecanismos envolvidos

e para o aprimoramento de estratégias terapéuticas.
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