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RESUMO

Adolescentes humanos freqiientemente associam o fumo do tabaco ao consumo de
bebidas alcoolicas. A despeito desta freqliente associagdo, pouco se sabe sobre a
neurobiologia basica da dupla exposicdo no cérebro adolescente. No presente trabalho,
avaliamos, através da caixa da esquiva passiva (2 mA, 2 s; intervalo entre teste-reteste de
24 h), os efeitos da exposicdo a nicotina e/ou ao etanol durante a adolescéncia (dias pos-
natais 30 a 45: PN30-45), num curto e longo periodos de retirada, em quatro grupos de
camundongos C57B1/6 machos e fémeas: (1) exposicdo concomitante a NIC [solucdo de
nicotina free base (50 pg/ml) em sacarina a 2% para beber] e ETOH [solucdo de etanol
(25%, 2 g/kg) injetadas i.p. em dias alternados]; (2) exposicao a NIC; (3) exposi¢do ao
ETOH; (4) controle. Durante a exposicdo (PN44-45), déficits na memoria/aprendizado
devido a exposicdo concomitante a NIC+ETOH refletiram a soma dos dois efeitos
individuais. Durante o curto periodo de retirada (PN49-50), a nicotina melhorou a
memoria/aprendizado, entretanto, o etanol bloqueou as melhoras induzidas pela nicotina.
Um més apos a exposicdo (PN74-75), uma melhora significativa na memoria/aprendizado
somente em fémeas foi observada como um resultado da co-administra¢do. Em conclusao,
nossos resultados sugerem que os efeitos deletérios da exposi¢do a nicotina e ao etanol na
memoria/aprendizado representam uma piora do resultado na dupla exposi¢do. Entretanto,
os efeitos negativos da exposicdo combinada ndo persistem durante a retirada. De fato, a
exposicdo combinada promove um efeito benéfico tardio sexo-dependente na

memoria/aprendizado durante a retirada.
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ABSTRACT

In the present work we assessed, through the use of the step-through passive
avoidance box (2mA, 2s; test-retest interval of 24 hours), short- and long-term
memory/learning effects of nicotine (NIC) and/or ethanol (ETOH) exposure during
adolescence (postnatal days 30 to 45: PN30-45) in four groups of male and female
C57BL/6 mice: 1) Concomitant NIC [nicotine free base solution (50pg/ml) in 2%
saccharin to drink] and ETOH [ethanol solution (25%, 2g/kg) i.p. injected every other day]
exposure; 2) NIC exposure; 3) ETOH exposure; 4) Vehicle. During exposure (PN44-45),
deficits in memory/learning due to concomitant NIC+ETOH exposure reflected the
summation of the two individual sets of effects. During a short-term drug withdrawal
(PN49-50), nicotine improved memory/learning; however ethanol blocked nicotine-
induced improvements. One month post-exposure (PN74-75), a significant female-only
improvement in memory/learning was observed as a result of co-administration. In
conclusion, our results suggest that detrimental effects of nicotine and ethanol on
memory/learning during adolescent combined exposure represent a worsened outcome
from the dual exposure. However, negative effects of the combined exposure fail to persist
during withdrawal. In fact, the combined exposure elicits a sex-dependent late onset

beneficial effect on memory/learning during withdrawal.



1. INTRODUCAO

1.1. A adolescéncia

A adolescéncia ¢ descrita como a transicdo da infancia para a fase adulta (Spear,
2000) e ¢ caracterizada por alteragdes neuroendocrinas (Spear, 2002), bem como por
mudangas causadas pela matura¢do do sistema nervoso (Bayer et al., 1982; Huttenlocher,
1990; McWilliams & Lynch, 1983; Rakic et al., 1994; Teicher et al., 1995). Estas
alteracdes se somam ainda a outros eventos ocorridos nesta fase do desenvolvimento,
como a maturagdo sexual e o aumento de altura e peso puberais. As mudangas observadas
na adolescéncia em humanos também podem ser vistas em outras espécies de mamiferos,
como roedores, que sofrem um processo de maturacao neuroenddcrino e comportamental
semelhante (para revisdo: Spear, 2000).

O periodo que compreende a idade em torno da adolescéncia ¢ classicamente
definido como periadolescéncia (Spear & Brake, 1983) e a duragdo do processo de
adolescéncia varia consideravelmente em humanos (Dubas, 1991). compreendendo toda a
segunda década de vida em humanos (Petersen et al., 1996), particularmente, o periodo de
12 a 18 anos de idade (Spear, 2000). Alguns autores consideram ainda uma adolescéncia
tardia, que se estende até os 25 anos de idade (Baumrind, 1987). Em camundongos, a
adolescéncia pode ainda ser dividida em precoce [dia pds-natal (PN) 24 a 35], média (PN
37 a 48) e tardia (PN 50 a 61) (Adriani et al., 2002).

Comportamentalmente, adolescentes de varias espécies diferem de individuos mais
jovens e mais velhos (Spear, 2000). Roedores adolescentes exibem um aumento da busca
por novidades, impulsividade e comportamento de risco (Adriani et al., 2004; Arnett, 1992;
Little, 2000; Macri et al., 2002; Spear, 2000), bem como uma reducdo da resposta ao stress
(Adriani & Laviola, 2000). Em relacao a ratos em outras fases do desenvolvimento, ratos
adolescentes exibem um aumento no comportamento exploratério, na busca por novos
estimulos (Adriani et al., 1998; Spear et al., 1980; Spear, 2000) e um aumento da interagdo
social e com seus pares (Spear, 2000).

Em humanos, o adolescente intensifica sua interagao social fora do ambiente familiar
em busca de novas experiéncias e referéncias como parte do processo de emancipagao
emocional e intelectual dos pais (Spear, 2002). Ademais, o adolescente humano exibe
tracos comportamentais caracteristicos, como a impulsividade, o comportamento de risco e

a labilidade emocional, que, por sua vez, estdo associados a uma maior suscetibilidade a



transtornos psiquiatricos, dentre eles, a adicdo a drogas (Andersen, 2003; Spear, 2000;
Teicher et al., 2003; Volkow & Li, 2005; Wallace et al., 2003). Assim, ainda que as
alteracdes comportamentais ocorridas na adolescéncia sejam indispensaveis para a
aquisi¢do de habilidades e conhecimentos necessarios a sua maturagdo e independéncia
(Spear, 2000), tais aspectos tém sido mostrados como um refor¢o problematico de
condutas indesejaveis na adolescéncia como a experimentacdo de drogas de abuso (Abreu-

Villaga et al., 2006; Bardo & Dwoskin, 2004; Spear, 2002, 2000; Wills et al., 1994).

1.1.1. Um periodo de suscetibilidade ao uso de drogas

Dados epidemioldgicos tém mostrado um grande numero de adolescentes
consumindo bebidas alcodlicas e cigarros de tabaco. Uma pesquisa com 48 mil estudantes
do ensino publico fundamental e médio das 27 capitais brasileiras mostra que o alcool e o
tabaco sao as drogas mais usadas entre os jovens e que a defasagem escolar, a qual atinge
45,9% dos alunos entrevistados, ¢ maior no grupo de alunos que consome drogas que no
grupo que nao consome (Galduro6z et al., 2004).

O I Levantamento Nacional sobre os padroes de consumo de alcool na populagdo
brasileira (Laranjeira et al., 2007) mostra que 35% dos jovens com idade entre 14 e 17 anos
consomem bebidas alcodlicas pelo menos uma vez por ano e 24% dos adolescentes, pelo
menos uma vez por més. Este estudo mostra ainda que a idade média para o inicio do uso
regular de bebidas alcodlicas é cada vez mais precoce: os adolescentes entrevistados
iniciaram o uso de bebidas entre 13,9 e 14,6 anos de idade, enquanto, entre os adultos, a
idade variou entre 15,3 e 17,3 anos. No Brasil, o consumo de etanol na populagdo com
idade igual ou superior a 15 anos ¢ de 3 litros per capita por ano (Pan American Health
Association, 1998; OMS, 2004), um consumo superior ao de outros paises em
desenvolvimento (Room et al., 2002). Entre estudantes norte-americanos no ensino médio,
em 2000, mais de 50% dos alunos relataram beber bebidas alcoolicas (Johnston et al.,
2001).

Nas Américas, a maioria dos adolescentes com idade entre 13 e 15 anos sofre pressao
para iniciar ou manter o habito de fumar (OMS, 2002c). Dentre os atuais fumantes, 90%
comecaram a fumar na adolescéncia como experimentadores com a intengdo de parar
quando desejassem (SENAD, 2005). De fato, h4 um grande niimero de estudantes no
ensino médio fumando cigarros de tabaco — aproximadamente, um ter¢o nos EUA (Centers

for Disease Control and Prevention, 2000).



Entre universitarios brasileiros, 87,7% dos estudantes do Amazonas fazem uso de
bebida alcoodlica e 30,7% usaram cigarros de tabaco pelo menos uma vez na vida (Lucas,
2006). Em Sao Paulo, 70% dos universitarios consumiram algum nivel de bebida alcodlica
nos ultimos seis meses, sendo 75% destes consumiram no ultimo més e, para o consumo de
cigarros, 65% dos estudantes consomem cigarros e 44% pelo menos um cigarro ao més
(Pillon et al., 2005). Este estudo mostrou ainda que o uso de cigarros de tabaco e de bebida
alcoodlica tinha inicio entre 10 e 18 anos de idade e que apenas 20% destes estudantes
consideravam nocivo o uso ocasional de cigarro e apenas 17% observavam risco para o
consumo de etanol.

As motivagdes que conduzem o jovem a experimentacao de drogas de abuso sao
pouco conhecidas e parecem ser multifatoriais. Para muitos adolescentes, a experimentacao
e 0 uso de drogas representam um processo de autoconhecimento e de auto-afirmagdo por
meio da transgressdo a autoridade, seja ela personificada pela figura familiar ou por outra
figura social (Kirchentejn & Chatkin, 2004). Assim, a observagdo do uso de drogas nesta
fase do desenvolvimento ¢ relevante, uma vez que o consumo de drogas, particularmente,
tabaco e alcool, se inicia na adolescéncia (Elders et al., 1994; Johnston et al., 2001; Pierce
& Gilpin, 1996).

Diversos estudos mostram que adolescentes tendem a usar mais de um tipo de droga
(Elders et al., 1994; Galduroz et al., 2004; Lucas, 2006; Pillon et al., 2005). Também foi
demonstrado que tabaco e alcool sdo as drogas preferidas entre os adolescentes (Galduroz
et al., 2004), além disso, ha uma forte associagdo entre cigarro e bebida na adolescéncia
(Diecker et al., 2006; Schmid et al., 2007). De fato, tabaco e alcool compartilham fatores
de risco para a iniciacdo, como fatores sociodemograficos (sexo, idade, classe social,
etnia), familiares (relacdo pais-filhos, morar ou ndo com os pais, historia social e estado
civil dos pais) e comportamentais (Bobo & Husten, 2000; Fisher et al., 2007; Little, 2000;
Tavares et al., 2004), além da pressdo exercida pelo grupo social no qual o jovem esta
inserido contribuir significativamente para que o adolescente se torne um usudrio de
cigarro e/ou bebida alcoolica (Bobo & Husten, 2000; Little, 2000; Mallett et al., 2006).

Jovens cujas familias possuem habitos tabagistas e etilistas apresentam uma maior
ocorréncia do uso de cigarro e bebida (Bobo & Husten, 2000; Lucas, 2006) e aqueles
adolescentes cujos familiares, amigos ou parceiros fumam aderem ao cigarro mais
precocemente (Unger & Chen, 1999). J4 a decis@o de consumir ou ndo bebida alcodlica &,
em parte, baseada na observacdo do comportamento de outros jovens sob efeito do alcool

(Mallett et al., 2006). E possivel que a desinibi¢do promovida pelo alcool, que facilita a



interacao social entre jovens (Hunt et al., 2001; Varlinskaya et al., 2001; Varlinskaya &
Spear, 2002) também contribua para que adolescentes consumam niveis mais altos de

bebida que individuos mais velhos.

1.1.2. Suscetibilidade neurobioldgica

Além das interacdes sociais e o uso familiar de drogas atuarem de alguma maneira na
determinagdo da experimentagdo e uso de drogas, evidéncias demonstram que alteragdes
neurofisiologicas tém papel de destaque na maior suscetibilidade do adolescente. Isto
porque o periodo de formagao e desenvolvimento do sistema nervoso, iniciado no periodo
pré-natal e estabilizado na idade adulta, se estende até a adolescéncia (Spear, 2000),
quando ainda ocorre proliferagdo de neurdnios, apoptose e rearranjo sindptico em diversas
regides (Altman & Bayer, 1990; Bayer, 1983; Bayer et al., 1982; Hodges et al., 1991;
Hogg, 1996; Huttenlocher, 1990; McWilliams & Lynch, 1983; Spear, 2000) e um aspecto
particularmente importante deste periodo ¢ que a estimulagdo neuronal induz a
reorganizacdo sinaptica (Scheetz & Constantine-Paton, 1994). Desta forma, pode-se supor
que o cérebro do adolescente seja ainda mais vulneravel a efeitos deletérios da exposicdo a
agentes externos, como drogas de abuso. Algumas destas regides que sofrem alteragdes na
adolescéncia estdo associadas a impulsividade, a tomada de decisdo, a motivagdo e ao
abuso de drogas (Chambers et al., 2003).

O hipocampo, estrutura fundamental nos processos de aprendizagem e memoria
(Riedel & Micheau, 2001) e relacionada a resposta ao estresse (Lathe, 2001), como a
interacdo social e a maturacdo sexual ocorrida no periodo puberal (Goldman et al., 1973;
Sapolsky et al., 1985), sofre um aumento exuberante de axonios excitatorios colaterais e
suas sinapses sdo morfologicamente modificadas com uma remodelagdo da arborizagao
dendritica como conseqiiéncia da maturagdo ocorrida ao longo da adolescéncia (Swann et
al., 1999). Alteragdes do volume do hipocampo e da amigdala sdo sexo-dependentes
(Durston et al., 2001; Koshibu et al., 2004). As interagdes entre o cortex frontal e a
amigdala, criticos no processamento cognitivo de informagdes emocionais, também
continuam a se desenvolver ao longo da adolescéncia (Cunningham et al., 2002), quando
ocorre uma maturacdo cortical substancial, que induz a um aumento da mielinizacdo na
substancia branca e a uma remodelagdo da substancia cinzenta (Durston et al., 2001;

Gogtay et al., 2004).



O lobo frontal também sofre um crescimento importante € uma intensa remodelagao
na adolescéncia (Diamond, 1991; Spear, 2000; White & Swartzwelder, 2005).
Particularmente, o volume do cortex pré-frontal, estrutura envolvida em muitas habilidades
cognitivas, como planejamento e controle motor voluntario, aprendizado espacial, memoria
operacional, controle da impulsividade e tomada de decisdo, parece diminuir tanto em
humanos (Sowell et al., 1999, 2001) quanto em ratos adolescentes (Van Eden et al., 1990).
Além disso, uma perda significativa de conexdes glutamatérgicas no cortex pré-frontal
pode ser observada em humanos e primatas ndo-humanos (Huttenlocher, 1984; Zecevic et
al., 1989) em oposi¢do ao aumento dos impulsos dopaminérgicos e serotoninérgicos
(Kalsbeek et al., 1988; Rosenberg & Lewis, 1994), bem como de neurdnios colinérgicos
em ratos (Gould et al., 1991) e em humanos (Kostovic, 1990). De fato, a maturagcdo dos
sistemas neurotransmissores gabaérgico (Moy et al., 1998), glutamatérgico (McDonald et
al., 1990) e, principalmente, dopaminérgico estriatal (Teicher et al., 1995) e colinérgico
central (Matthews et al., 1974; Nadler et al., 1974; Zahalka et al., 1993), envolvidos nos
processos de aprendizagem, memoria e respostas a psicoestimulantes, sdo consolidadas
durante a periadolescéncia.

Os niveis de receptores dopaminérgicos no corpo estriado aumentam durante o inicio
da adolescéncia e diminuem ao final desta e na fase adulta jovem (Teicher et al., 1995).
Particularmente, os niveis de dopamina no nucleo acumbens, uma regido diretamente
envolvida na aprendizagem e na consolidagdo da memoria associada a um estimulo-
resposta (recompensa ou puni¢do) e a mecanismos de recompensa e adi¢ao a drogas (Blum
et al., 1990), aumentam dramaticamente na adolescéncia. Além do papel desempenhado
pela dopamina no nucleo acumbens, ¢ provavel que neurotransmissores dopaminérgicos
interajam com hormonios envolvidos na resposta aos estresses sofridos no periodo puberal,
como a maturacao sexual e a interagao social (Goldman et al., 1973; Sapolsky et al., 1985).

Um outro aspecto fundamental da adolescéncia em humanos ¢ a dissincronia entre a
idade corporal e a mental: embora a maturacdo dos 6rgdos sexuais traga uma semelhanca
fisica cada vez maior entre o adolescente e o adulto e, consigo, a iniciacdo da vida sexual e
outras responsabilidades para as quais, muitas vezes, ainda ndo se sente preparado, para
que um adolescente desempenhe uma tarefa com o mesmo sucesso de um adulto, seu
cérebro despenderd muito mais energia e trabalho para alcancar a mesma performance de
um cérebro adulto (Powell, 2006). Estudos comportamentais mostram que o desempenho
de tarefas incluindo controle inibitério e tomada de decisdo continuam a se desenvolver

durante a adolescéncia (Crews et al., 2007). Em resumo, a plasticidade neural ¢ a base



neurobioldgica de adaptacdo ao ambiente e o que conduz o individuo a comportamentos

mais maduros, como os de um adulto (Crews et al., 2007).

1.2. Tabaco

Uma das primeiras noticias da existéncia do tabaco veio da América, onde era
costume dos nativos fumé-lo nas cerimodnias religiosas. A planta e suas sementes foram
levadas a Corte espanhola pelo Capitdo Don Rodrigues de Jeres, membro da tripulacdo de
Cristovao Colombo. Em 1526, houve a primeira referéncia impressa em Historia Natural
de las Indias, de Don Gonzalo Fernandes. O tabaco espalhou-se pela Europa muito
rapidamente, a tal ponto que, cinqiienta anos apo6s sua chegada, quase todo continente
consumia tabaco (Rosemberg, 2004).

Inicialmente, o tabaco era consumido em cachimbos, passando para o uso de
charutos leves, até que, em meados do século XIX, houve o surgimento do cigarro, que se
expandiu no mercado por ser mais econdmico, mais comodo de carregar e usar que o
charuto e o cachimbo. A primeira grande expansdo mundial foi ap6s a Primeira Guerra
Mundial, sendo praticamente no sexo masculino. Entre as mulheres, sua difusdo cresceu
apos a Segunda Guerra Mundial (Rosemberg, 2004).

Embora a prevaléncia do consumo de tabaco venha diminuindo em paises
desenvolvidos, 0 mesmo ndo acontece em paises em desenvolvimento, nos quais vivem
80% dos fumantes (Rosemberg, 2004). O marketing agressivo e as regulamentacdes
permissivas, com tarifas mais leves, favorecem o incremento das industrias de tabaco em
paises mais pobres (Bartecchi et al., 1995). O fato de a populagdo ndo ser suficientemente
informada quanto aos maleficios do cigarro também contribui para uma maior prevaléncia
de fumantes nestes paises. De acordo com o Relatério Mundial da Saude (OMS, 2002b),
no Brasil, adultos com baixa ou sem escolaridade tém cinco vezes mais chances de fumar
que aqueles que atingiram o Ensino Médio.

A universalizacdo do tabaco se deve ao poder aditivo da nicotina, sua principal
substancia psicoativa: aproximadamente, ¥ dos adolescentes que experimentam fumo se
tornardao fumantes didrios (Centers for Disease Control and Prevention, 1998; National
Institute on Drug Abuse, 1998; Nelson et al., 1995). Dentre os fumantes, 80% desejam
parar de fumar, mas, ao ano, apenas 35% tentam e menos que 5% obtém sucesso ao longo

de intimeras tentativas (American Psychiatric Association, 1994). Anualmente, um bilhdo e



trezentos milhdes de tabagistas consomem sete trilhdes e trezentos milhdes de cigarros de
tabaco, num total de setenta e trés mil toneladas de nicotina (Rosemberg, 2004).

Além da nicotina, os cigarros de tabaco contém cerca de 4.500 substancias quimicas
— algumas cancerigenas e outras toxicas (Rosemberg, 2004). Desta forma, o cigarro de
tabaco ainda predispde o fumante a um grande nimero de doengas, como: canceres
(pulmao, esofago, boca, bexiga, rim); doengas respiratorias (doenga pulmonar obstrutiva
cronica e enfisema); doengas cardiovasculares (doenca arterial coronariana; acidente
vascular encefalico; infarto agudo do miocardio, doenca arterial periférica); entre outras
(Fagerstrom, 2002; Nunes, 2006).

Infelizmente, os riscos de adoecimento e conseqiiente morte nao se restringem ao
tabagista. O fumante passivo, ou seja, o ndo-fumante exposto a fumaca do cigarro, quando
comparado ao individuo ndo exposto, tem 30% mais chances de desenvolver cancer
(Ministério da Saude, 2007). A OMS mostrou que, em 2002, o total de mortes prematuras
atribuidas ao tabagismo chegou a cinco milhdes, com perspectivas de dez milhdes de
obitos para o ano 2020. O tabagismo ¢ responsavel por 2,6% da mortalidade geral mundial,
podendo chegar a 8,9% em 2020. No Brasil, morrem 200 mil pessoas ao ano pelo uso do
tabaco (Rosemberg, 2004). Assim, o tabagismo ¢ o maior agente isolado de morbidade e

mortalidade no mundo.

1.2.1. Mecanismos neurofisiologicos de acdo da nicotina

Presente nas folhas do tabaco (Rosemberg, 2004), a nicotina ¢ um alcaldide natural
de formula molecular CIOHI4N2 (Da Silva, 2004) primariamente responsavel pelos
efeitos comportamentais (Jacobsen et al., 2005, 2007; Levin et al., 2005; McGehee, 2007)
e pela adi¢do do cigarro (Dani et al., 2001; Kirchentejn & Chatkin, 2004; Rosemberg,
2004).

Variacdes na absorcdo da nicotina s3o encontradas dependendo da via de
administracdo da droga. A absorcdo por substitutos de nicotina em adesivos ou goma de
mascar ¢ sempre inferior a 50% em comparagao ao cigarro (Lebargy, 2003). Um estudo
com fumantes adultos, cujo consumo médio ¢ de 18 cigarros/dia, mostra que o pico
plasmatico da nicotina ¢ atingido 5 minutos apds tragar a fumaca do cigarro, seguido de
um rapido declinio em apenas 12 minutos, enquanto que, apds a administragdo via oral,
tipo goma de mascar, a nicotina atinge seu pico plasmatico em cerca de 30 minutos e

decresce lentamente nas proximas horas (Benowitz et al., 1988). A comparagdo entre as



doses de nicotina administradas via adesivo transdérmico e pastilha mastigdvel em
fumantes de mais de 20 cigarros/dia mostra que, com a terapia substitutiva, o nivel de
nicotina na saliva é sempre inferior ao alcangado através do fumo (Leischow et al., 1997).

A inalagdo ¢ a via mais rapida de absor¢cdo da nicotina quando comparada a
administracdo via oral (em forma de goma de mascar ou pastilhas) ou transdérmica
(Guerra, 2004), isto porque a absorcdo da nicotina ¢ pH-dependente (Svensson, 1987): a
fumaca do cigarro disponibiliza a nicotina em sua forma 4cida, o que promove uma maior
absor¢do nos alvéolos pulmonares enquanto a nicotina via oral se encontra em sua forma
alcalina e ¢é rapidamente absorvida pela mucosa oral (Galvao & Moreau, 2003; Tutka et al.,
2005). O metabdlito principal da nicotina ¢ a cotinina (Galvao & Moreau, 2003; Tutka et
al., 2005).

A nicotina ¢ um estimulante leve do sistema nervoso central (SNC) que, quando
consumida nas primeiras vezes, promove tontura, formigamento e alteracdes de humor.
Estes sintomas sdo progressivamente menos percebidos a medida que aumenta a
freqiiéncia do uso do cigarro, o que constitui o quadro de tolerancia a droga (Rosemberg,
2004). Baixas concentragdes plasmaticas de nicotina desencadeiam sintomas de retirada da
droga, entre eles diminuicdo da concentragdo (Jacobsen et al., 2005), irritabilidade,
ansiedade, disforia ou depressdo e aumento do apetite (Goodman & Gilman, 2006), que
levam o fumante a buscéa-la novamente para evitar ou cessar tais sintomas.

A acdo central da nicotina se deve a sua rapida difusdo pela barreira
hematoencefalica e, principalmente, pela sua afinidade especifica com os receptores
colinérgicos nicotinicos centrais (nAChRs) (Buisson & Bertrand, 2001; Domino, 1998;
Wang & Sun, 2005), dada sua semelhanga estrutural a acetilcolina (Balfour, 1982). Desta
forma, os receptores nicotinicos atuam como mediadores primarios dos efeitos desta droga
no cérebro (Falk et al., 2006; Wonnacott, 1997).

Os nAChRs, localizados nas camadas I, III, e IV do cortex cerebral, cerebelo, na
maioria dos nucleos talamicos, em algumas estruturas mesencefalicas (drea do tegumento
ventral, nicleo interpeduncular, coliculo superior, substiancia negra compacta), hipocampo
e outras regides (Domino, 1998; Wang & Sun, 2005), sdo canais pentaméricos cationicos
ligantes distribuidos em sitios pré e pos-sindpticos no sistema nervoso central e periférico
(Leonard e Bertrand, 2001; Sargent, 2000; Wonnacott, 1997) e desempenham um
importante papel no desenvolvimento neuronal, na atividade motora e nas vias envolvidas
em aprendizagem e memoria (Jacobsen et al., 2005; McGehee, 2007; Wang & Sun, 2005).

Em mamiferos, ja foram clonadas 8 subunidades a (a2 a a7, a9 e al0) e 3 subunidades



(B2 a B4) (El Goyhen et al., 1994, 2001; Lindstrom et al., 1996; McGehee & Role, 1995;
Sargent, 1993; Tassonyi et al., 2002).

A ativagdo prolongada ou repetida dos nAChRs por agonistas, como a nicotina,
provoca uma diminui¢do ou perda da resposta bioldgica através de uma rapida inativacao
temporaria destes canais, ao que chamamos dessensibilizagao (Dani, 2001; Davis & De
Fiebre, 2006; Wang & Sun, 2005), particularmente, a dessensibilizacdo do receptor o432
(Brody et al., 2006). Como uma resposta celular a dessensibilizagdo (Fenster et al., 1999),
ha um aumento do numero e/ou da afinidade de nAChRs na membrana sinaptica,
fendmeno chamado upregulation ou suprarregulagao (Buisson & Bertrand, 2001; Wang &
Sun, 2005).

A dessensibilizacdo e a suprarregulacdo podem ser observadas tanto num curto
periodo de exposicdo a droga (Abreu-Villaga et al., 2003a) quanto, claramente, na
exposicao cronica a nicotina (Buisson & Bertrand, 2001; Wang & Sun, 2005). Desta
forma, foi proposto que a dessensibilizagao e a suprarregulacdo dos nAChRs devidas a
exposicdo a nicotina sejam a base neurobiologica do desenvolvimento da tolerancia a
droga por fumantes e que também influencie na producdo dos sintomas de retirada no
periodo de abstinéncia da nicotina (Balfour & Fagerstrom, 1996; Dani & Heinemann,
1996; Nishizaki & Sumikawa, 1998; Nojima et al., 2000).

A ativacdo dos nAChRs também exerce um papel importante na resposta de
recompensa induzida pelo uso da nicotina e, conseqlientemente, na adi¢cdo a droga (Dani et
al., 2001; Wang & Sun, 2005): a ativagdo dos nAChRs medeia uma liberagao adicional de
dopamina estriatal (Wonnacott et al., 2000; Zhou et al., 2001) e na area do tegumento
ventral (Dani & De Biasi, 2001; Lajtha, 2008), uma area crucial nos mecanismos de adi¢ao
a droga. O uso da nicotina promove ainda um aumento da liberacdo de dopamina no cortex
pré-frontal (Tsukada et al., 2005). Desta maneira, a nicotina induz o aumento dos niveis de
dopamina em areas diretamente envolvidas com mecanismos de recompensa e reforco

(Lebargy, 2003).

1.3. Alcool

O éalcool faz parte da historia da humanidade e sua importancia cultural e social ndo
pode ser ignorada: o etanol ¢ a substancia psicoativa mais utilizada pela sociedade.
Existem relatos da utilizagdo de bebida alcodlica nas populagdes do antigo Oriente Médio,

4.000 anos antes de Cristo. Na Idade Média, as bebidas destiladas, com uma maior
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concentracdo de alcool, tiveram sua producao intensificada (Bau, 2002). Em alguns paises
europeus, o consumo do alcool incorporou-se aos hdbitos de vida diaria como, por
exemplo, durante as refei¢des (Bloomfield et al., 2003). Atualmente, estima-se que mais de
dois tercos da populagdo ocidental bebam mais do que ocasionalmente (Bau, 2002).

Nos Estados Unidos da América, mais de 90% dos adultos relatam experiéncia com
bebidas alcoolicas e aproximadamente 70% relatam algum nivel de uso no momento
(Kaplan et al., 1994). Cerca de 15% dos individuos preenche critérios diagnosticos para o
abuso do alcool e 3-5% das mulheres e 10% dos homens preenchem critérios para
dependéncia ao longo da vida (Kaplan et al., 1994). A Organizagdo Mundial de Satude
(2004) revela que o consumo desta droga no Brasil cresceu 154,8% em 3 décadas sendo
que 16 milhdes de pessoas sdo dependentes do alcool (Secretaria Nacional Antidrogas,
2004).

O consumo abusivo do alcool também tem sido apontado com uma grande causa de
perdas econdmicas a sociedade devido a diminuicdo da atividade no trabalho e da
produtividade, custos com servicos de saude, servigos sociais e justica penal (Bau, 2002;
OMS, 2002a). Além do quadro de dependéncia, o abuso de bebidas alcodlicas traz consigo
outra problematica: no Brasil, o consumo de alcool ¢é responsavel por 40% dos acidentes
nas empresas (Quaglia, 2004) e a terceira causa de absenteismo no trabalho (Nascimento,
2004). Dados do IML — SP (1999) mostram que 50% dos acidentes automobilisticos fatais
estdo associados ao uso de bebidas alcoolicas. Além disso, o uso concomitante de etanol e
de outras drogas psicoativas € responsavel por 20% das internagdes hospitalares por
disturbios mentais (Pan American Health Organization, 1998). Desta forma, os problemas
relacionados ao uso do alcool tornaram-se socialmente relevantes nos tltimos séculos.

Alguns dos sintomas do uso de bebida alcodlica podem ser sentidos agudamente e
variam a intensidade de acordo com a dose ingerida. Em baixas doses, a bebida leva o
individuo a um estado de euforia. A medida que a concentragdo de alcool no sangue se
eleva, o bebedor passa por estagios iniciais de depressdo do sistema nervoso central (SNC),
como sonoléncia, confusdo mental, desorientagdo, enquanto estagios mais graves de
intoxicacao pelo alcool, podem culminar com a morte, como pode ser visto no Quadro 1 a
seguir.

Cronicamente, o uso nocivo do alcool pode levar a doengas graves como a sindrome
de Wernicke-Korsakoff, na qual, além de alteragdes cerebelares, o paciente cursa com
amnésia; polineuropatia alcodlica; gastrites e ulceras; hepatites toxicas e cirrose;

pancreatite; miocardites, predisposicdo a aterosclerose, com risco de infarto e acidente
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vascular cerebral; aumento do risco de neoplasias no trato gastrointestinal, bexiga, prostata

e em outros 0rgdos (Bau, 2002).

Quadro 1 — Estagios da intoxicacéo pelo alcool

BAC
(9/100 mL de sangue ou Estagio Sintomas clinicos
9/210 L de ar respirado)

0.01-0.05 Subclinico | Comportamento normal

0.03-0.12 Euforia Euforia leve, sociabilidade,individuo torna-se mais falante.

Aumento da autoconfianga, desinibi¢&o, diminui¢o da atengao,
Capacidade de julgamento e controle.

Inicio do prejuizo sensério-motor
Diminuigéo da habilidade de desenvolver testes

0.09-0.25 Excitagdo Instabilidade e prejuizo do julgamento e da critica

Prejuizo da percepgao, memoria e compreenséo

Diminui¢&o da resposta sensitiva e retardo da resposta reativa
Diminuigéo da acuidade visual e vis&o periférica
Incoordenagéo sensitivo-motora, prejuizo do equilibrio
Sonoléncia

0.18-0.30 Confuséo Desorientagdo, confusdo mental e adormecimento

Estados emocionais exagerados

Prejuizo da vis&o e da percepcéo da cor, forma, mobilidade
e dimensbes

Aumento da sensagao de dor

Incoordenagédo motora

Piora da incoordenacéo motora, fala arrastada
Apatia e letargia

0.25-0.40 Estupor Inércia generalizada

Prejuizo das fungdes motoras

Diminuig&o importante da resposta aos estimulos
Importante incoordenagéo motora

Incapacidade de deambular ou coordenar os movimentos
Vémitos e incontinéncia

prejuizo da consciéncia, sonoléncia ou estupor

0.35-0.50 Coma Inconsciéncia

Reflexos diminuidos ou abolidos

Temperatura corporal abaixo do normal
Incontinéncia

Prejuizo da respiragdo e circulago sanguinea
Possibilidade de morte

045+ Morte Morte por bloqueio respiratério central

FONTE: http://www.alcoolismo.com.br/efeitos.html

A OMS (2005) atribui ao alcool 4% da taxa de morbidade acarretando em 2 milhdes
de mortes ao ano, um total de 3,2% da mortalidade mundial. O consumo de bebidas

alcoolicas ¢ apontado como a 3* causa de mortalidade em paises desenvolvidos (OMS,

2005).



12

1.3.1. Mecanismos neurofisioldgicos de a¢éo do etanol

O élcool de formula molecular CH3CH2OH (etanol) ¢ uma substancia hidrossoluvel
e tal propriedade permite uma rapida difusdo pela barreira hematoencefalica (Goodman &
Gilman, 2006; Scivoletto & Malbergier, 2003). O pico plasmatico da droga varia em
funcdo da dose de etanol ingerida, do sexo, peso e idade do individuo que a consome
(SENAD, 2005). Além destas particularidades, as varia¢des na taxa de absor¢do do etanol
dependem, também, do tempo de esvaziamento gastrico e do inicio da absor¢do intestinal
(Lieber, 2000; Scivoletto & Malbergier, 2003). Entretanto, a ingestao oral do etanol leva a
menores concentragdes plasmaticas da droga do que se a mesma quantidade fosse
administrada por infusdo intravenosa devido a metaboliza¢do primaria do etanol ocorrer no
estdmago e, posteriormente, no intestino delgado e no figado (Lieber, 2000).

O etanol ¢ convertido em acetaldeido, metabolito primario do alcool, e, por sua vez,
em acido acético pelas enzimas 4alcool desidrogenase e aldeido desidrogenase
respectivamente (Bau, 2002). H4 controvérsias com relagdo aos efeitos farmacologicos e
comportamentais do acetaldeido, sendo ora apresentado como um modulador dos efeitos
do alcool ora como o protagonista destes efeitos, em especial, os de recompensa e adi¢do a
droga (Quertemont, 2004; Quertemont & Didone, 2005). Entretanto, sua propriedade
toxica ¢ conhecida, uma vez que um aumento no nivel sérico de acetaldeido provoca uma
reacdo desagradavel que inclui nausea, cefaléia, vasodilatacdo periférica e taquicardia
(Bau, 2002).

Embora a bebida alcodlica seja comumente utilizada como um estimulante por
promover a desinibi¢do e, em baixas doses, conduzir o individuo a um estado de euforia
(ver Quadro 1, p. 10), o etanol ¢ um depressor do SNC, que atua como sedativo e
ansiolitico (Goodman & Gilman, 2006). As sensagdes prazerosas atribuidas ao uso do
etanol atuam como um reforgo positivo, uma recompensa, € o desejo de reproduzi-las
conduzem o individuo a novas experiéncias com o alcool.

Os efeitos centrais do etanol se devem a alteragdo seletiva e especifica de vérias
proteinas ligadas a membrana que afetam o funcionamento de canais idnicos, enzimas e
varios sistemas neurotransmissores (Gonzales & Hoffman, 1991; Samson & Harris, 1992;
Scivoletto & Malbergier, 2003; Zaleski et al., 2004). Um dos principais mecanismos
neuroquimicos de recompensa do etanol e que pode culminar na adi¢do desta droga se da
pelo aumento na liberagdo de dopamina no nucleo acumbens (Di Chiara et al., 2004; Diana

et al., 1992; Kianmaa & Tabakoff, 1983). Demais achados ainda enfatizam os sistemas
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neurotransmissores serotoninérgicos e opioides (Oroszi & Goldman, 2004), receptores
glutamatérgicos (Gerdeman et al., 2003), subunidades de receptores GABA e receptores
colinérgicos (Edenberg & Kranzler, 2005) como mediadores dos efeitos de reforgo do
etanol (Edenberg & Kranzler, 2005; Larsson & Engel, 2004; Oroszi & Goldman, 2004) e
reguladores da sensibilizagdao ao alcool (Moore et al., 1998).

O receptor do neurotransmissor GABA (4cido gama-aminobutirico) ¢ um dos
principais sitios de acdo do etanol. O sistema gabaérgico, principal sistema
neurotransmissor inibitério do SNC (Yogeeswari et al., 2006), ¢ um modulador da
liberagdo de dopamina no sistema mesocorticolimbico (Eiler & June, 2007) e, diretamente
envolvido nos processos de ansiedade, atua como mediador dos efeitos de sedagdao do
etanol (Goodman & Gilman, 2006; Mihic & Harris, 1997). O aumento da ativacao
gabaérgica ocorrida durante a adolescéncia ¢ um fator que colabora para o
desenvolvimento da tolerancia e da adi¢do ao etanol nesta fase do desenvolvimento (Li et
al., 2003; Mihic and Harris 1997; Silveri & Spear, 2002).

O sistema receptor glutamatérgico NMDA (N-Metil-D-Aspartato), um receptor
ionotropico que medeia a neurotransmissdo excitatéria no SNC e desempenha um papel
central no desenvolvimento neuronal, na formagdo da memodria e algumas formas de
plasticidade sinaptica, ¢ outro importante sitio de acdo do etanol (Quiang et al., 2007). A
exposi¢ao aguda ao etanol deprime a ativagdo dos receptores NMDA e o influxo de Ca2+
em varias regides cerebrais (Hoffman et al., 1989; Lovinger et al., 1989). Para compensar
esta inibicdo, ha um aumento da densidade de receptores (Grant et al., 1990; Gulya et al.,
1991) e uma elevagao da expressao do RNAm e das subunidades dos receptores NMDA no
SNC (Bao et al., 2001; Chandler et al., 1999; Follesa & Ticku, 1995, 1996; Kalluri et al.,
1998) como resultado da exposi¢do cronica ao etanol. Como conseqiiéncia, a retirada da
exposicao cronica a droga leva a uma alteragdo da resposta excitatéria mediada pelo
NMDA (Carpenter-Hyland et al., 2004; Thomas & Morrisett, 2000). Funcionalmente, esta
inibicdo excitatoria glutamatérgica repercute em alteragdes de memoria (Tsai & Coyle,
1998) e sintomas de retirada da droga (Koob et al., 1998).

Semelhante ao que se d4 em humanos, baixos niveis do metabdlito final da
serotonina estdo associados a um comportamento agressivo € impulsivo e a tolerancia aos
efeitos do alcool numa exposi¢do inicial em macacos, o que aumentaria a capacidade de
ingerir alcool (Higley et al., 1996). A identificacdo de genes que afetam o risco para a

adi¢do de alcool foi feita em macacos rhesus fémeas adolescentes, cuja suscetibilidade a
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adicao do alcool ¢ ainda maior uma vez que o cromossomo X possui um gene que interfere
na concentracdo sinaptica de serotonina (Samochowiec et al., 1999).

Os efeitos do etanol também podem ser observados no sistema colinérgico nicotinico
ao produzir um aumento dose-dependente dos niveis de colinesterase — enzima que
degrada acetilcolina (Celik et al., 2005). Devido a maior degradagdo, ha uma reducao dos
niveis de acetilcolina tanto em humanos quanto em ratos (Sasaki et al., 1995) o que leva a
um aumento da fung¢do de vérios subtipos de nAChRs, como os 0432, 04p4, a2p2 e a2p4,
pela suprarregulacao destes receptores (Cardoso et al., 1999), e uma inibi¢do do subtipo a7
(Cardoso et al., 1999; De Fiebre & De Fiebre, 2005; Yu et al., 1996). Uma vez que os
nAChRs regulam a liberacio de GABA, NMDA e dopamina (Aramakis & Metherate,
1998; Chiodini et al., 1999; Levin & Simon, 1998; Miledi, 1980; Wonnacott, 1997; Yin &
French, 2000), a modulacdo dos nAChRs causada pelo etanol pode modificar a liberagdo

sinaptica e a funcao destes sistemas neurotransmissores.

1.4. O co-abuso

Segundo a American Psychiatric Association (1994), nicotina e etanol atuam como
drogas de abuso ou aditivas quando administradas a despeito do conjunto de sintomas que
desencadeiam. E ainda que muitas evidéncias mostrem que o tabagismo (Fagerstrom,
2002; Nunes, 2006; Rosemberg, 2004) e o etilismo (Bau, 2002; Kaplan et al., 1994; Pan
American Health Organization, 1998) sdo um grave problema na saude publica mundial,
tabaco e alcool sdo drogas aceitas pela sociedade, consumidas licitamente e largamente
abusadas e a freqiiéncia do uso de uma das drogas estd diretamente relacionada a
freqiiéncia da outra (Bobo & Husten, 2000). De fato, a co-ocorréncia do fumo de tabaco e
do consumo de bebidas alcoolicas ¢ freqiiente € bem documentada.

Fumantes bebem duas vezes mais do que os ndo-fumantes (Carmody et al., 1985) e a
presenga de alcoolismo entre fumantes ¢ dez vezes maior que em ndo-fumantes (Dawson,
2000; DiFranza & Guerrera, 1990). De fato, 30% dos fumantes sdo alcodlicos (Larsson &
Engel, 2004). Ha, também, uma maior incidéncia de fumantes entre os alcodlicos (Rezvani
& Levin, 2002) de tal forma que cerca de 90% dos alcodlicos fumam (Burling & Ziff,
1988; Dreher & Fraser, 1967), além de consumirem mais cigarros por dia em comparagao
aos nao-alcoodlicos fumantes (Dawson, 2000).

Resultados recentes mostram que a iniciagdo precoce do consumo de cigarros e

bebidas alcoodlicas prediz fortemente a dependéncia quimica ao longo do tempo (Chen &
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Millar, 1998; National Institute on Drug Abuse, 1998; Grant, 1998). Metade dos jovens
fumantes deseja parar de fumar, mas ndo obtém sucesso (OMS, 2002c¢) e, infelizmente, a
prevaléncia da dependéncia do alcool entre jovens tém aumentado (Chatterji et al., 1997).
Além disso, o consumo de nicotina e etanol na adolescéncia aumenta o risco de se
desenvolver transtornos relacionados ao uso destas drogas (Fisher et al., 2007; Schmid et
al., 2007) como doencas afetivas e adicdo de drogas (Andersen, 2003; Arnett, 1999; Spear,
2000; Teicher et al., 2003; Volkow & Li, 2005; Wallace et al., 2003) e traz conseqiiéncias
funcionais ainda durante a adolescéncia, dentre elas, alteragdes cognitivas (Jacobsen et al.,
2005, 2007, Santucci et al., 2004; Tapert et al., 2005; White, 2003).

A prevaléncia do consumo de alcool em adolescentes fumantes ¢ dez vezes maior do
que em adolescentes que nunca fumaram (58,1% versus 5,6%) e a ocorréncia de fumantes
entre adolescentes que bebem ¢ cinco vezes maior comparada a adolescentes que nao
beberam nos ultimos 30 dias (76,8% versus 14,1%) (Substance Abuse and Mental Health
Services Administration, 1998). Por sua vez, adolescentes que usam tabaco e alcool podem
ser distinguidos daqueles que somente usam alcool, pois os que praticam o co-abuso
procuram mais novidades e tém expectativas mais positivas em relacdo ao uso da bebida
alcodlica (Schmid et al., 2007). O fato de a co-ocorréncia de fumar e beber entre
adolescentes ser maior nos finais de semana, quando os adolescentes estabelecem uma
maior interacdo social (Mallett et al., 2006), torna claro o quanto as relacdes sociais
também contribuem significativamente para o co-abuso de tabaco e alcool na adolescéncia
(Diecker et al., 2006).

As sensacdes de prazer decorrentes do consumo e que podem implicar na adigdo de
drogas, sdo, fundamentalmente, promovidas pela via dopaminérgica mesocorticolimbica
(Berke & Hyman, 2000; Di Chiara et al., 2004; Everitt & Wolf, 2002; Hyman & Malenka,
2001; Koob & Le Moal, 2001). Os corpos celulares dos neuronios dopaminérgicos, que se
originam na area do tegumento ventral mesencefalica e na substancia negra compacta e se
projetam para o corpo estriado, niicleo acumbens e outras estruturas do sistema limbico,
atuam como mediadores do mecanismo de recompensa e refor¢o pelo uso de drogas (Wise,
2004). A adigdo ¢ cada vez mais encarada como um processo patologico de aprendizagem,
envolvendo sinalizacdo celular ¢ mecanismos sinapticos semelhantes aos envolvidos nos
modelos neurais de aprendizagem e memoria (Berke & Hyman, 2000; Hyman & Malenka,
2001; Nestler, 2001).

Como visto anteriormente, o aumento na liberagio de dopamina em areas

relacionadas aos mecanismos de recompensa, refor¢co e adigdo ocorre tanto pela
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administracao de nicotina (Dani & De Biasi, 2001; Lajtha, 2008; Lebargy, 2003) quanto de
etanol (Di Chiara et al., 2004; Diana et al.,, 1992; Kianmaa & Tabakoff, 1983)
isoladamente. Nestas consideragcdes, uma liberacdo adicional da dopamina no ntcleo
acumbens tem sido mostrada em decorréncia da dupla exposi¢do a nicotina e ao etanol
(Inoue et al., 2007; Tizabi, 2002).

Estes dados sugerem que a exposicdo concomitante aumenta os efeitos de
recompensa observados quando cada uma das drogas ¢ administrada separadamente, o que,
a seu turno, poderia contribuir para a alta incidéncia do co-uso e do co-abuso de cigarros de
tabaco e bebida alcoolica. Estes dados sugerem ainda que nicotina e etanol interagem a
ponto de uma droga poder modificar o comportamento ou os efeitos bioquimicos da outra.
Além disso, ¢ provavel que a interagdo de neurotransmissores dopaminérgicos com
hormoénios envolvidos na resposta aos estresses sofridos no periodo puberal, como a
maturacdo sexual e a interagdo social (Goldman et al., 1973; Sapolsky et al., 1985),
também contribuam para o consumo de drogas de abuso na adolescéncia (Spear, 2000;
Tschann et al., 1994).

Os mecanismos de interagdo central de nicotina e etanol ainda ndo foram
completamente esclarecidos. Uma possivel interagdo entre estas drogas pode ser mediada
pelo acetaldeido, substancia resultante do metabolismo primario do etanol (Bau, 2002)
também encontrada na fumaca do cigarro pela queima da celulose (Seeman et al., 2002).
Provavelmente, pelo fato de o acetaldeido estimular a via dopaminérgica
mesocorticolimbica (Foddai et al., 2004), uma vez que ja foi demonstrado que o
acetaldeido aumenta a auto-administracdo da nicotina (Belluzi et al., 2005; Talhout et al.,
2007) e medeia as propriedades de refor¢o do etanol (Quertemont et al., 2005).

Além de nicotina e etanol compartilharem mecanismos de adi¢do pela liberacao
adicional de dopamina no nucleo acumbens (Di Chiara et al., 2004; Inoue et al., 2007;
Tizabi, 2002; Wonnacott et al., 2000; Zhou et al., 2001), um dos lugares mais provaveis
para a interagdo neurofisiologica de nicotina e etanol sdo os nAChRs (Davis & De Fiebre,
2006), uma vez que ambas as drogas tém como alvo estes receptores de membrana
(Buisson & Bertrand, 2001; Cardoso et al., 1999; De Fiebre & De Fiebre, 2005; Domino,
1998; Sasaki et al., 1995; Wang & Sun, 2005). Desta maneira, supde-se que a forte
associagdo entre o fumo de tabaco e o consumo de bebidas alcodlicas ndo se restrinja a
fatores de risco socio-demograficos ou comportamentais (Bobo & Husten, 2000; Fisher et
al., 2007, Little, 2000; Tavares et al., 2004), mas também a a¢des farmacologicas comuns a

nicotina e etanol (Little, 2000).
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1.5. Efeitos da nicotina e do etanol em memdria/aprendizado

Entende-se por “Aprendizagem” o processo pelo qual adquirimos conhecimento
sobre o mundo, bem como habilidades necessarias a sobrevivéncia (Kandel, 2000). Dentre
tais habilidades, podemos citar as motoras, que possibilitam o desenvolvimento psicomotor
e social, independéncia e autonomia sobre o proprio corpo, e as linguagens,
imprescindiveis a transmissdo do conhecimento através das geracdes.

Memoria ¢ a “faculdade de reter idéias, impressdes e conhecimentos adquiridos”
(Ferreira, 2006), “uma dindmica propriedade do cérebro como um todo, em vez de uma
caracteristica de uma tnica regido especifica, que reside simultaneamente em todos os
lugares e em nenhuma parte no cérebro” (Basar, 2004 apud Rose, 1997).
Neurofisiologicamente, por memoria, entende-se o processo pelo qual o conhecimento e as
habilidades sdo codificados, consolidados, registrados e, posteriormente, recuperados, ou
seja, aprendidos (Kandel, 2000). Os tipos de memoria podem ser classificados levando em
considera¢do o como a informagdo ¢ armazenada e reutilizada, sendo elas “Implicita (ndo-
declarativa)” ou “Explicita (declarativa)”, cada uma apresentando subdivisdes, ¢ o tempo
em que tais informagdes ficam disponiveis para a reutilizagdo, podendo ser de “Curto-
prazo”/“Recente” ou de “Longo-prazo” (Kandel, 2000).

Anatomicamente, a aprendizagem e a memoria estdo associadas a integracdo de
estruturas neurais, como cortices cerebrais, estruturas hipocampais, amigdala, hipotalamo,
estruturas mesencefalicas, entre outras, cada qual especializada em um ou mais tipos de
memoria. Esta interrelagdo ¢ fundamental para os processos de aquisi¢do, consolidagao e
recuperagdo do comportamento aprendido/memorizado. Por sua vez, esta integragdo ¢
mediada por neurotransmissores, dentre os quais destacamos os sistemas dopaminérgicos,
glutamatérgicos NMDA e colinérgicos nicotinicos.

Dentre as diversas regides cerebrais envolvidas com os processos de aprendizado e
memoria, destacam-se o hipocampo e o complexo amigdaldide. O hipocampo € crucial nas
funcdes cognitivas (Riedel & Micheau, 2001), destacando-se na formag¢dao da memoria
recente uma vez que atua como estagao temporaria das informagdes (Kandel, 2000). Isto
porque os processos de aprendizagem e formag¢ao da memoria mediados pelo hipocampo
dependem, ao menos em parte, da neurogénese hipocampal (Baydas et al., 2005). Os
hemisférios hipocampais tém ainda uma especializacdo funcional: o hemisfério direito esta
relacionado ao reconhecimento de objetos, representacdo espacial, enquanto o esquerdo

lida com a memoria para palavras, objetos e pessoas (Kandel, 2000). As projecdes



18

hipocampais para o neocortex sdo essenciais para a consolidagdo das formas de memoria
hipocampo-dependentes, relacionadas a associagdes ligadas ao contexto (Jaffard et al.,
2001). O complexo amigdaldide desempenha um papel crucial na consolidagdo da
memoria baseada na emogao, independente de esta memoria ser hipocampo-dependente ou
ndo, adquiridas por associagdes simples, como por uma pista auditiva ou um choque
(Jaffard et al., 2001).

Comparativamente, lesdes na amigdala (Phillips & Ledoux, 1992) causam déficits no
aprendizado pelo contexto e por pistas enquanto lesdes hipocampais afetam o aprendizado
pelo contexto, mas ndo por pistas associativas (Gulick & Gould, 2007; Phillips & Ledoux,
1992). Na verdade, pode ser observada uma interrelacdo funcional entre hipocampo e
amigdala: em situagdes de estresse, o complexo amigdaléide modula a plasticidade
hipocampal durante o processamento das informagdes e atribui um significado (positivo ou
negativo) as novas experiéncias (McGaugh, 2000). Desta forma, a comunicagdo amigdala-
hipocampo seria importante para a evocacao e a expressao de memorias relacionadas ao
medo (Seindenbecher, 2003).

Diretamente envolvidos nos processos de aprendizado e memoria (Ferreira &
Morato, 1997), é provavel que esta integracdo amigdala-hipocampo seja mediada por
receptores NMDA (NMDAR), uma vez que os NMDAR estdo associados ndo so6 a
memoria amigdala-dependente, como o condicionamento pelo medo (Bertotto et al., 2006),
mas também ao hipocampo, visto que eventos estressores promovem um aumento da
liberagdo de glutamato no hipocampo (Moghaddam, 1993).

A aquisicdo do comportamento que relaciona um estimulo a uma resposta
(recompensa ou puni¢do) ¢ tida como dependente de receptores dopaminérgicos
localizados no nucleo estriado dorsal (Mishkin et al., 1984; Packard & Knowton, 2002) ¢
no hipocampo dorsal (Rezayof et al., 2007). Além de seu envolvimento nos mecanismos de
recompensa por adicao de drogas, o nucleo acumbens também participa dos processos de
aprendizado do tipo estimulo-resposta (Di Chiara et al., 1997). Foi demonstrado que, ndo
somente as sensagdes de prazer, mas, igualmente, a exposi¢do a estimulos aversivos
(Adinoff, 2004), como uma estimula¢dao dolorosa, aumenta a liberagcdo de dopamina neste
nucleo (Marinelli et al., 2005). Desta forma, ¢ possivel que haja uma interrelacao entre a
aquisi¢do do tipo estimulo-resposta, mediada pelo sistema dopaminérgico, e a modulagdo
amigdala-hipocampo, mediada pelos NMDAR, uma vez os valores emocionais atribuidos a
uma recompensa ou uma puni¢do possam, de alguma forma, contribuir para a consolidacao

deste tipo de memoria.
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Difusamente distribuidos no SNC, os nAChRs também estdo intrinsecamente
envolvidos nos processos de memoria. Isto pode ser claramente observado nos quadros de
deméncia e/ou de disfungdes cognitivas, onde ocorre o declinio da transmissdo colinérgica
(Dani, 2001; Newhouse et al., 2004). Entretanto, os niveis de ativagdo colinérgica
influenciam direta e indiretamente nos processos de memoria/aprendizado uma vez que a
ativacdo dos nAChRs afeta a fungdo de outros sistemas neurotransmissores (Abreu-Villaca
et al., 2003b; Dani & De Biasi, 2001; Trauth et al., 2001; Wonnacott et al., 2000),
incluindo a liberagdo sindptica de dopamina ¢ NMDA (Aramakis & Metherate, 1998;
Chiodini et al., 1999; Levin & Simon, 1998; Miledi, 1980; Wonnacott, 1997; Yin &
French, 2000).

Para que a expressdo comportamental da memoria/aprendizado ocorra em sua
plenitude, ¢ necessario que as estruturas e os mediadores envolvidos nestes processos nao
sofram “perturbacdes” durante o desenvolvimento até que atinjam a maturidade. De fato, o
sistema nervoso em desenvolvimento ¢ mais vulneravel a danos que o sistema nervoso do
adulto. Os processos de desenvolvimento sdo limitados pelo tempo: janelas para
experiéncias especificas que conduzem ao desenvolvimento sdo abertas somente em
periodos criticos de plasticidade ou de aprendizagem (Munakata et al., 2004). O periodo de
formacdo do cérebro ¢ mais longo que o de outros 6rgaos e continua até a adolescéncia,
quando diversas estruturas relacionadas a aprendizagem e a memoria estdo em franco
desenvolvimento (Diamond, 1991; Spear, 2000; Swann et al., 1999; Sowell et al., 1999,
2001; White & Swartzwelder, 2005). Assim, pode-se supor que o cérebro do adolescente
ainda ¢ vulneravel a efeitos deletérios da exposicao a agentes externos. Um estudo recente
estima que cerca de 12 milhdes de criangas apresentam problemas de aprendizado,
desenvolvimento do sistema nervoso ou alteragdes comportamentais somente nos Estados
Unidos, sendo que os custos com tratamentos devido a exposicdo a agentes ambientais &
superior a 50 bilhdes de dolares (Landrigan et al., 2002). Neste aspecto, o desenvolvimento
de estudos em modelos animais de exposicdo a drogas de abuso, como nicotina e etanol,
durante a adolescéncia tem sido fundamentais na investigagdo e conseqiiente
esclarecimento destas questdes (Barron et al., 2005).

No que diz respeito a nicotina, estudos que descrevem seus efeitos cognitivos sao
inconsistentes. Por exemplo, em roedores adolescentes, foram mostradas melhorias
minimas na memoria durante a administracdo de nicotina, mas que se intensificaram no
periodo pos-tratamento (Trauth et al., 2000). Inversamente, foi demonstrado que

adolescentes humanos que fumam tabaco diariamente experimentam deficiéncias agudas
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nas memorias verbal e operacional durante o fumo ad libitum e durante a retirada
(Jacobsen et al., 2005). Tsukada et al. (2005) mostraram que a administragdo cronica de
nicotina aumenta a liberagdo de dopamina no cértex pré-frontal de macacos rhesus adultos
e promovem uma pior performance da memoria operacional. Além disso, os sintomas de
retirada da nicotina em adolescentes sao piores que em adultos (Elders et al., 1994).

De maneira semelhante, os efeitos do etanol na cognicdo de adolescentes também sdao
controversos € parecem ser altamente dependentes das tarefas que avaliavam a
performance cognitiva. Por exemplo, o consumo de etanol em ratos adolescentes causa
danos & memoria durante a exposicao e a retirada no teste do labirinto aquatico de Morris
(Sircar & Sircar, 2005; White, 2005), enquanto nao parece ser afetada durante o periodo de
retirada no teste da esquiva passiva (Popovic et al., 2004). Em todo o caso, foi mostrado
que individuos que iniciam a utilizacdo de etanol durante a adolescéncia tém um maior
risco de apresentarem déficits cognitivos (Zeigler et al., 2005). O etanol atua em
subunidades do receptor glutamatérgico NR2B no coértex frontal de ratos adolescentes
(Sircar & Sircar, 2006), uma 4rea critica na plasticidade neural e na forma¢do da memoria
idade-dependente (Tang et al., 1999).

Na fase adulta, nicotina e etanol podem interagir de modo que um farmaco possa
potencializar ou reduzir os efeitos do outro. A este respeito, a maioria dos relatos sobre
efeitos cognitivos da co-administracdo de nicotina e etanol em roedores adultos indica que
um farmaco atenua ou se opoe aos efeitos do outro (Gould & Lommock, 2003; Rezvani &
Levin, 2002, 2003; Tracy et al., 1999). Por exemplo, enquanto a exposi¢cdo a nicotina
melhora a performance cognitiva em roedores, € também em humanos, com os efeitos de
pico sendo observados durante o tratamento (Ernst et al., 2001; Hefco et al., 2004;
Jacobsen et al., 2005; Levin & Rezvani, 2000; Rezvani & Levin, 2003), a co-administragao
de alcool bloqueia os melhoramentos promovidos pela nicotina na atengdo e memoria de
ratos adultos (Rezvani & Levin, 2002, 2003).

Além disso, enquanto o etanol impede a atencdo sustentada e a memoria recente
durante sua exposicdo e retirada em ratos (Celik et al., 2005; Givens, 1997; Givens e
McMahon, 1997), bem como a capacidade de atencdo em humanos (Koelega, 1995;
Parsons & Nixon, 1998), a co-administragdo de nicotina mostrou uma agao preventiva aos
efeitos do etanol (Tracy et al., 1999). Este ultimo achado conduz a sugestio de que o
consumo concomitante de tabaco e alcool pode ser explicado pela reversdo, mediada pela
nicotina, dos danos cognitivos induzidos pelo etanol (Gould & Lommock, 2003; Tracy et

al., 1999). Talvez mais importante, esta forte correlacdo funcional entre o consumo de
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tabaco e alcool numa idade mais precoce (DiFranza & Guerrera, 1990; Grant, 1998)
reforce o fato de que a adolescéncia ¢ um periodo de vulnerabilidade e sugira que estas
drogas compartilhem vias neuroquimicas que sdo particularmente sensiveis durante este
periodo do desenvolvimento.

Ainda que o consumo de cigarros de tabaco e de bebidas alcodlicas comece durante a
adolescéncia (Johnston et al., 2001; Pierce & Gilpin, 1996), um periodo de
desenvolvimento que ¢ considerado uma janela critica para os efeitos da nicotina e do
etanol, com efeitos unicos quando comparados aos que ocorrem em adultos (Spear, 2000),
e a despeito dos achados epidemiologicos indicarem uma freqiiente associagdo entre o
consumo de tabaco e alcool (Carmody et al., 1985; Dawson, 2000; DiFranza & Guerrera,
1900; Grant, 1998; Larsson & Engel, 2004; Miller & Gould, 1998), um niimero muito
limitado de estudos tem investigado o potencial das interacdes comportamentais de
nicotina e etanol durante a adolescéncia.

E evidente que aprendizagem e memoéria sio um aspecto comportamental afetados
pela exposicdo a nicotina e ao etanol. Entretanto, ainda ha muito a ser conhecido sobre a
base neurobioldgica da exposicdo a estas drogas no cérebro adolescente. Desta forma, a
proposta deste estudo ¢ examinar os efeitos da administragdo de nicotina e/ou etanol
durante a adolescéncia na memoria/aprendizado ao final do periodo de administracdo da
droga e na retirada. Para tanto, serd empregado o teste da esquiva passiva, um teste
largamente utilizado para se avaliar memoria e aprendizagem em roedores (Popovic et al.,

2004; Ricceri et al., 2002).

2. OBJETIVOS

» Identificar os efeitos da administragdo isolada de nicotina ou de etanol ao longo da
adolescéncia de camundongos na memoria/aprendizado;

» Identificar os efeitos da exposicdo concomitante a nicotina e etanol na
memoria/aprendizado do camundongo adolescente;

» Verificar se as alteragdes cognitivas persistem no periodo de retirada das drogas até

a idade adulta.
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3. MATERIAIS E METODOS

Este projeto de dissertacdo de Mestrado ¢ de natureza experimental e foi
integralmente desenvolvido no Laboratério de Neurofisiologia do Departamento de
Ciéncias Fisioldgicas do Instituto de Biologia da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(DCF/IBRAG/UERJ). As técnicas de avaliagdo comportamental aqui apresentadas vém
sendo usualmente empregadas com sucesso em nosso laboratério e fazem parte de
trabalhos recentemente apresentados em congressos, nacional (Medeiros et al., 2007) e
internacional (Abreu-Villaga et al., 2006), bem como publicados em revistas indexadas de
circulacao internacional (Abreu-Villaca et al., 2007, 2006; Filgueiras & Manhaes, 2004;
Manhaes, 2003; Krahe et al., 2002). Todos os procedimentos adotados neste trabalho
atendem as deliberagdes da Comissdo de Etica em Pesquisa (COEP) da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, vinculada 2 Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (Conselho

Nacional de Satide do Ministério da Saude).

3.1. Animais experimentais

O tamanho da amostra foi determinado de acordo com: (1) as determinagdes do
Conselho de Etica; os animais experimentais deveriam ser gerados de forma que os dados
cheguem a significancia estatistica (P < 0,05) com o menor n possivel; (2) o total de
animais foi baseado em estudos prévios na literatura que indicam que a quantidade de
animais utilizados por subgrupo seria apropriada para este estudo (Adriani et al., 2002;
Farr et al., 2005; Korkosz et al., 2006; Lopez-Moreno et al., 2004; Rezayof et al., 2007).

Desta forma, o estudo completo do impacto da exposi¢do a nicotina e ao etanol
durante a adolescéncia consta de 251 camundongos da cepa C57Bl1/6 provenientes de 60
ninhadas (128 fémeas e 123 machos). Aqueles animais que ndo entraram na camara escura
no 1° dia de teste comportamental foram excluidos (ao todo, 6 animais).

Para determinar a data do nascimento e assegurar que o tratamento seria iniciado no
30° dia pos-natal (PN30), quando o camundongo inicia o periodo da adolescéncia (Spear,
2000), todos os animais foram gerados, criados e mantidos no biotério do Laboratorio de
Neurofisiologia (DCF/IBRAG/UER]J) com temperatura controlada em torno de 21°C, ciclo
de luminosidade de 12 horas (inicio do ciclo claro as 2:00 H) e livre acesso a comida e

agua.
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No primeiro dia pés-natal (PN1), certificamo-nos de que havia um nimero maximo
de oito filhotes por ninhada para permitir que os animais tivessem condi¢des nutricionais
adequadas. Caso houvesse um nUmero superior a oito filhotes, os demais eram
redistribuidos para ninhadas com nimero de filhotes inferior a oito e de mesma idade ou
sacrificados. As ninhadas foram desmamadas no 25° dia pds-natal (PN25), separadas por
sexo e, em PN29, os camundongos foram individualizados.

A exposicdo a nicotina e ao etanol se deu do 30° ao 45° dia de vida pos-natal (PN30 a
PN45). Em roedores, o periodo de PN30 a PN45 corresponde a idade aproximada durante a
qual animais de ambos os géneros exibem caracteristicas comportamentais tipicas e

fendmenos neuroquimicos e endocrinos particulares do adolescente (Spear, 2000).

3.2. Distribuicéo dos animais por grupo experimental

3.2.1. Grupo exposto a nicotina e ao etanol (NIC+ETOH)

Nicotina (free base — 50pg/ml) (Sigma, St Louis, MO) dissolvida em sacarina a 2%
foi ofertada como tnica forma de ingestao de fluido. Ao invés das tradicionais garrafas de
agua utilizadas para roedores, adaptamos pipetas plasticas graduadas com capacidade para
comportar 25 ml que foram preenchidas com 20 ml de solugdo. A utilizagdo das pipetas
permitiu maior precisdo na quantificacao didria da ingestdo de fluido.

Durante seu periodo de atividade, fumantes regulares tendem a fumar
intermitentemente de forma a manter os niveis plasmaticos de nicotina acima da
concentracdo minima efetiva. Desta forma, escolhemos dar aos animais livre acesso a
solucdo de nicotina na ingesta liquida, o que lhes permitiu o consumo da droga durante seu
periodo ativo. A solugdo da droga foi trocada diariamente ao longo dos 15 dias de
tratamento.

Uma solugdo de etanol diluida em salina a 25% (v/v) (2g de etanol/Kg de peso do
animal) foi administrada em dias alternados para melhor simular o consumo ciclico do
alcool feito por adolescentes (Pascual et al., 2007; Tokunaga et al., 2006; White et al.,
2000). As injecdes de etanol foram aplicadas via intra-peritoneal (i.p.), sendo a primeira no
primeiro dia de tratamento (PN30) e, a partir de entdo, em dias alternados até o final do
periodo de exposi¢do a droga. Desta forma, a tltima injecdo foi administrada em PN44.

Este desenho experimental implica em que, durante o periodo de exposicdo na
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adolescéncia, a cada 48 H os camundongos apresentassem um periodo de intoxicagdo pelo

etanol seguido de um periodo de retirada (Parnell et al., 2006).

3.2.2. Grupo exposto a nicotina (NIC)

Neste grupo, nicotina (free base — 50ug/ml) (Sigma, St Louis, MO) dissolvida em
sacarina a 2% foi ofertada na pipeta plastica graduada, como descrito acima. Para submeter
todos os grupos as mesmas condicdes de estresse, os animais expostos a nicotina
receberam injegdes de salina (i.p.) em dias alternados de acordo com o peso do animal,

sendo a primeira em PN30 e a ultima em PN44.

3.2.3. Grupo exposto ao etanol (ETOH)

A solucdo a 25% de etanol (v/v) (2g/kg) em salina foi administrada em dias
alternados (i.p.). Nas pipetas de dgua, os animais receberam solugdo de sacarina a 2% de
modo que este grupo diferisse do exposto a nicotina somente pela auséncia desta droga no

liquido ofertado.

3.2.4. Grupo controle (VEH)

Neste grupo, os animais receberam sacarina a 2% em uma pipeta contendo 20 ml de
liquido. Para sofrerem a mesma manipulagdo e estresse, o grupo controle também recebeu
injecdes de solucao salina (2g/kg) i.p. em dias alternados.

A fim de evitar um efeito comportamental de ninhada, os animais de cada ninhada
foram designados aleatoriamente para diferentes grupos de exposicao e idades dos testes

comportamentais conforme mostra o Quadro 2 a seguir.

Quadro 2 — Distribuicdo de camundongos por idade, sexo e tratamento

PN45 PN50 PN75
TRATAMENTO TOTAL
Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea
NIC+ETOH 10 10 9 13 11 10 63
NIC 10 10 11 10 10 11 62
ETOH 10 11 11 1 10 11 64
VEH 10 10 11 1 10 10 62
Total 40 41 42 45 41 42 251
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3.3. Tratamento

3.3.1 Administracéo de nicotina e etanol e medidas de peso e ingesta

No primeiro dia de tratamento (PN30), cada animal foi levado em sua gaiola para a
sala de Analise Comportamental do Laboratdrio de Neurofisiologia, localizada ao lado do
biotério, sendo entdo pesado em uma balanca. Em seguida, cada animal recebeu uma
injecdo (i.p.) de etanol ou salina de acordo com seu peso (2g/kg). Apos a injecdo, o animal
foi recolocado em sua gaiola e levado de volta ao biotério, onde teve sua garrafa de dgua
substituida por uma pipeta contendo 20 ml de solucao de nicotina ou de sacarina de acordo
com o grupo experimental a que pertencesse.

Diariamente, a quantidade de liquido ingerida pelos animais foi quantificada e as
solucdes remanescentes foram descartadas. Para desconsiderar um eventual vazamento nas
pipetas com a solucdo e ndao mensurar equivocadamente o valor da ingesta, foram
colocadas duas pipetas com solucdo de sacarina, 20 ml cada, numa caixa vazia (“branco”)
de modo que o valor médio de liquido vazado no “branco” fosse subtraido da medida de
ingesta relativa aquele dia.

ApoOs a quantificagdo da ingestao de liquido, os animais eram transportados em suas
caixas do biotério para a sala de Andlise Comportamental. Nesta sala, entre as 11:00 H e
13:00 H, os animais eram pesados, reproduzindo-se assim o procedimento do primeiro dia
de tratamento a exce¢do da inje¢do, que se dava em dias alternados a partir de PN30. Os
animais eram entao transportados de volta ao biotério onde uma pipeta contendo uma nova
solug¢do (nicotina ou sacarina) era disponibilizada em cada gaiola. Para evitar possiveis
situacdes de estresse pelo tempo prolongado fora do biotério, as solugdes para consumo
dos animais foram preparadas antes da manipulacdo dos mesmos. Devido ao aumento
significativo do peso corporal que ocorre durante a adolescéncia, os dados relativos ao
consumo diario de fluido (ingesta) foram obtidos dividindo os valores absolutos da ingesta
liquida de cada animal por seu proprio peso corporal (peso) (ingesta/peso).

Uma vez que os grupos ETOH e VEH ndo receberam nicotina em seu tratamento, o
consumo diario desta droga foi quantificado apenas nos grupos NIC+ETOH e NIC. Este
calculo foi feito da seguinte forma: multiplicamos o valor da dose de nicotina recebida
(50ug/ml) pelo valor da ingesta de liquida do dia i e dividimos pelo peso do animal

correspondente ao dia da ingesta.
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NICOTINA,,, = DOSE;E'Q'C?ESTADW
DIAi

Sendo:

NICOTINApai: consumo de nicotina (em pg/g ou em mg/Kg) no dia i;
DOSE: 50ug de nicotina / ml de sacarina a 2%;

INGESTAD)ai: volume (em ml) de solugdo ingerido no dia i;

PESOp)ai: peso do animal (em g) no dia I.

3.4. Testes comportamentais

Todos os animais foram submetidos a dois dias consecutivos de teste na caixa da
esquiva passiva (Step-through passive avoidance box, ou PA). Os testes comportamentais
ocorreram em trés diferentes periodos: ao final do periodo de administragdo (PN44-45),
durante um curto-prazo de retirada (PN49-50) ou durante um longo periodo de retirada,
com os animais ja na idade adulta, em (PN74-75). Para os animais testados em PN44-
PN45, a fim de evitar efeitos agudos da droga, como alteragdes motoras, a ultima injecao
de etanol foi administrada em PN44 imediatamente apos o primeiro teste.

A fim de diminuir situagdes de estresse que pudessem interferir no resultado do
experimento, o hordrio para a realizagdo dos testes comportamentais, bem como o local de
realizacdo destes, foram os mesmos utilizados ao longo do tratamento: entre 11:00 H e
13:00 H, na sala de Analise Comportamental — a sala era previamente climatizada (21°C

aproximadamente) e os animais eram ambientados por 10 minutos antes de serem testados.

3.4.1. A esquiva passiva

A caixa da esquiva passiva € constituida por dois compartimentos contiguos, sendo
um branco (camara clara) e o outro preto (camara escura). Ambas as cadmaras possuem
barras de material condutor de eletricidade (cobre) em seu piso capazes de administrar um
choque nas patas do animal em teste. A camara clara ¢ aberta e intensamente iluminada por
uma lampada de luz branca de 15 Watts de poténcia — 127 volts. A cdmara escura ¢ coberta
por uma tampa removivel. Entre essas cAmaras, existe uma porta do tipo guilhotina através
da qual espera-se que o animal passe. Cada camara tem por medida 20x16%x15,6 cm
(comprimento x largura x altura). A Figura 1 mostra o equipamento descrito utilizado no

teste da esquiva passiva.
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Figura 1: Caixa da esquiva passiva e equipamento utilizado para o teste: (1) cdmara clara, (2) cdmara escura, (3)
assoalho metalico, (4) porta, (5) luminaria, (6) regulador de corrente, (7) multimetro, (8) temporizador.

Acoplados a caixa da esquiva passiva, encontram-se: uma luminaria com a lampada
de luz branca para tornar a camara clara um ambiente ainda mais aversivo ao camundongo;
um regulador de corrente para controlar a amperagem da corrente elétrica; um multimetro,
para aferir a intensidade da corrente liberada (2 mA); um temporizador, que sera acionado
no momento em que o animal cruzar para a cdmara escura a fim de disparar o choque pelo
tempo previamente determinado e ajustado (2 s).

Ao final do periodo de exposicao (PN44), no curto periodo de retirada (PN49) e na
idade adulta (PN74), os animais foram submetidos ao 1° dia de teste da esquiva passiva.
Cada animal foi colocado na camara iluminada e esperou-se por até cinco minutos para que
ele entrasse na camara escura (periodo de laténcia). Ao animal entrar na camara escura, a
porta se fecha e um choque ¢ administrado nas patas (2 mA; 2 s). O tempo gasto pelo
animal para entrar na camara escura no 1° dia de teste foi anotado. O 2° dia de teste na
esquiva passiva se deu vinte e quarto horas depois e os animais foram submetidos ao
mesmo procedimento do 1° dia de teste, exceto o choque, que nao foi aplicado. O periodo

de laténcia do 2° dia de teste também foi anotado.

3.4.2. Indice de meméria/aprendizado

Hé varios relatos indicando que a exposi¢cdo a nicotina € ao etanol, bem como a

retirada, afetam o comportamento do animal (Adriani et al., 2004; Binnie et al., 2004;
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Bammer & Chesher, 1982; Rezvani & Levin, 2002, 2003; Tokunaga et al., 2006), como a
exploragdo voluntaria da camara (Kota et al., 2007). Desta forma, para que os efeitos dos
aspectos da tarefa que nao sdo relacionados diretamente a memoria/aprendizado pudessem
ser minimizados e para visualizar mais claramente a diferenca entre os grupos, o
componente de memoria/aprendizado foi avaliado através do seguinte indice:
INDICE = (PA2 - PAIl)+ PAI
Onde:
PAL: Tempo de laténcia no 1° dia de teste na esquiva passiva

PA2: Tempo de laténcia no 2° dia de teste na esquiva passiva
3.5. Analise estatistica

3.5.1. Analise da relagdo consumo de liquido / peso corporal, consumo de nicotina e

peso corporal

Os dados foram compilados como médias e erros padrio da média. Inicialmente,
foram realizadas as medidas das analises de variancia de repeticdo (ANOVAr, dados log-
transformados sempre que a variacdo era heterogénea) em cada variavel (consumo de
liquido/peso corporal; consumo de nicotina; peso corporal). TRATAMENTO (VEH, NIC,
ETOH e NIC+ETOH) e SEXO foram usados como fatores. O DIA foi considerado o fator
de repeticdo. Sempre que interacdes significativas entre TRATAMENTOXDIA foram
detectadas, analises post-hoc foram realizadas usando o FPLSD (Fisher’s Protected Least
Significant Difference). Sempre que interacdes significativas entre
TRATAMENTOXSEXO foram detectadas, ANOVAs apropriadas de menor ordem foram

utilizadas, seguidas pelas analises comparativas post-hoc (FPLSD).
3.5.2. Andlise de PA1, PA2 e do indice (PA2-PAL)/PAl

Os dados foram compilados como médias e erros padrio da média. Para reduzir a
probabilidade do erro estatistico tipo 1, que pode resultar de uma série de testes repetidos
dos dados globais PA1 e PA2, os resultados foram avaliados, primeiramente, por uma
analise de variancia de repeti¢ao global (ANOVAr, dados log-transformados sempre que a
variagdo era heterogénea), considerando-se todos os fatores: TRATAMENTO (VEH, NIC,
ETOH e NIC+ETOH), IDADE (PN44-45, PN49-50, PN74-75) e SEXO. SESSAO (para os
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dados PA1 e PA2) foi considerada como o fator de repeticao. Se fosse observado efeito da
IDADE ou alguma interacdo com este fator, as ANOVAr eram executadas separadamente
com os resultados de cada grupo de idade usando TRATAMENTO e SEXO como fatores.
Em cada idade, ANOVAs apropriadas de menor ordem foram utilizadas sempre que
interacoes significativas entre TRATAMENTOXSEXO fossem detectadas.

Também foi executada uma andlise de variancia global univariada (ANOVAu)
usando o indice para memoria/aprendizado (PA2-PA1)/PA1 como variavel e
TRATAMENTO, IDADE e SEXO como fatores. Se fosse observado efeito da IDADE ou
alguma interagdo com este fator, ANOVAs eram executadas separando os resultados de
cada grupo de idade usando TRATAMENTO e SEXO como fatores. Em cada idade,
ANOVAs apropriadas de menor ordem foram utilizadas sempre que interagdes
significativas entre TRATAMENTOXSEXO fossem detectadas. Analises post-hoc foram
realizadas pelo teste FPLSD.

3.5.3. Analise da interacao entre nicotina e etanol

O desenho estatistico unidimensional descrito acima, em que TRATAMENTO
(VEH, NIC, ETOH e NIC+ETOH) foi considerado um fator, foi usado para verificar se
existiram diferengas significativas entre os quatro grupos do tratamento. Entretanto, o uso
combinado de nicotina e de etanol pode ter efeitos mais-que-aditivo (sinergismo), menos-
que-aditivo ou aditivo, efeitos estes ndo detectdveis em um desenho unidimensional.
Conseqlientemente, uma analise bidimensional (Abreu-Villaga et al., 2007, 2004a, 2004b,
2007; Rhodes et al.,, 2003) foi usada. Neste desenho, NICOTINA (tratado: NIC e
NIC+ETOH; nao-tratado: VEH e ETOH) foi considerado um dos fatores ¢ ETANOL
(tratado: ETOH e NIC+ETOH; nao-tratado: VEH e NIC) foi considerado o outro fator.

Desta forma, efeitos mais-que-aditivos (sinergismo) e menos-que-aditivos aparecem
como interagdes significativas entre as duas dimensdes do tratamento (NICOTINA e
ETANOL), visto que os efeitos aditivos ndo mostram intera¢des significativas. Os efeitos
de fatores individuais foram considerados significativos quando P < 0,05 (bi-caudal). Para
interacdes entre fatores os efeitos foram considerados significativos quando P < 0,10 (bi-

caudal) (Snedecor, 1967).
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3.5.4. Medida e analise da ansiedade

Além da quantificacdo do periodo de laténcia em cada um dos dias de teste, foi
avaliado o niimero de bolos fecais (B) no instrumento de teste da esquiva passiva como
uma medida do nivel de ansiedade (Paterson, 2000). Conseqlientemente, além das medidas
de memoria/aprendizado, para cada animal, calculou-se um indice dividindo B na cAmara
iluminada no primeiro teste pelo tempo de permanéncia nesta camara (B/min), indice este
que foi usado como medida da ansiedade.

A respeito da medida da ansiedade, o coeficiente ndo-paramétrico de Kendall (t) foi
calculado a fim verificar se B/min esteve associado ao PA1 e ao indice (PA2-PA1)/PAI.
As diferencas entre os grupos a respeito da distribuicdo de B/min foram avaliadas
inicialmente por meio de um teste de Kruskal-Wallis (K-W). As comparagdes post-hoc

foram realizadas pelos testes U de Mann-Whitney (M-W).
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4. RESULTADOS

4.1. Efeitos na ingesta/peso, consumo de nicotina e peso corporal

Como indicado pela ANOVAr , a relagdo ingesta liquida/peso corporal aumentou
ao longo do experimento (DIA: F = 80,8, gl = 7,9, P <0,0001; dias 1-5: 0,274+0,004 ml/g;
dias 6-10: 0,324+0,003 ml/g; dias 11-15: 0,344+0,003 ml/g), como pode ser visto na Figura
2 abaixo. Houve um efeito principal do TRATAMENTO (F = 6,2, gl = 3, P < 0,0001): a
exposicdo a nicotina promoveu uma reducdo significativa da relacdo ingesta/peso
relativamente aos grupos VEH (P < 0,0002, FPLSD) e ETOH (P < 0,006, FPLSD) (Tabela
1), o que sugere um efeito do sabor aversivo da nicotina. As inje¢des de etanol por si sO
ndo produziram um efeito sobre a ingesta/peso (uma vez que ETOH = VEH, P = 0,27,
FPLSD) (Tabela 1). Os animais que receberam o tratamento combinado mostraram uma
reducdo na relagdo ingesta liquida/peso corporal (NIC+ETOH < VEH, P < 0,003, FPLSD)
semelhante ao obtido no tratamento somente com nicotina (sendo NIC = NIC+ETOH, P =
0,39, FPLSD) (Tabela 1). A analise bi-dimensional dos fatores de tratamento nao indicou
uma interacao significativa entre NICOTINAXETANOL, demonstrando que as injecdes de
etanol ndo alteraram a resposta a administracdo de nicotina. Nao houve interagdao entre

TRATAMENTO e SEXO.

INGESTA/PESO

Ing/peso (ml/g)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Dias

—+—VEH —=—NIC —a—ETOH NIC+ETOH

Figura 2. A relagdo ingesta/peso diferiu entre os grupos experimentais ao longo dos dias de tratamento. Os grupos NIC
e NIC+ETOH apresentaram uma redugdo semelhante na ingesta/peso. O grupo exposto & nicotina diferiu
significativamente em relagdo aos grupos VEH e ETOH. O grupo que sofreu a dupla exposi¢io também apresentou uma
redugéo na ingesta/peso em comparagao ao grupo VEH. N&o houve efeito significativo do sexo na relagéo ingesta/peso.

O consumo de nicotina aumentou significativamente (DIA: F =479, gl =79, P <
0,0001) ao longo do experimento como mostra a Figura 3. Também encontramos uma
interagdo de TRATAMENTOXDIA (F = 56,4, gl = 7,9, P < 0,04), entretanto, isto refletiu

resultados inconsistentes uma vez que diferencas significativas entre os grupos foram
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restritas a dois dias, aliado ao fato de que nenhuma polarizacao sistematica foi observada:
uma redugdo no consumo para o grupo NIC quando comparado ao grupo NIC+ETOH
restrita ao oitavo dia (F = 4,5, gl = 1, P <0,04) e, inversamente, um aumento no consumo
para o grupo NIC quando comparado ao grupo NIC+ETOH restrita ao décimo terceiro dia
de exposicao (F =4,1, gl = 1, P <0,05) (Figura 3). Nao houve nenhuma interacao principal
com TRATAMENTO ou TRATAMENTOXSEXO (Tabela 1).

20 - CONSUMO DE NICOTINA

18 A * *
. w
14 4 L

12

Consumo (mg/kg)

10 -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Dias
NIC+ETOH —s—NIC

Figura 3: Consumo de nicotina ao longo dos dias de tratamento. Embora tenha aumentado significativamente ao longo
do experimento, o consumo n&o foi consistentemente afetado pelo tratamento. Houve uma redugdo do consumo do
grupo NIC no 8° dia e um aumento do consumo da droga no 13° dia em relagéo ao grupo NIC+ETOH. *P < 0,05.

A despeito das diferengas encontradas em ingesta/peso € no consumo de nicotina
relacionadas aos diferentes tratamentos, o ganho de peso corporal ndo foi afetado pelo
tratamento. Nenhum efeito ou interagdo com TRATAMENTO foi observado (Figuras 4A e
B; Tabela 1).

Tabela 1 — Ingesta de liquido / peso corporal, consumo de nicotina e peso corporal.

Medidas VEH NIC ETOH NIC+ETOH
Ingesta/Peso (a) 0,33+0,004*t 0,29+0,004 0,32+0,004* 0,30+0,003
Consumo (b) - 14,440,181 - 15,040,173
Peso Corporal (c) machos 15,3240,123 14,360,151 14,0+£0,139 13,87+0,150
fémeas 12,840,102 12,120,107 12,660,106 12,88+0,103

(a) ml/g; (b) mg/kg; (c) 9.

* Valores para os quais havia uma diferenca significativa para o grupo NIC.

T Valores para os quais havia uma diferenga significativa para o grupo NIC+ETOH

(P<0,05) Média + Erro Padrao. VEH - grupo controle; NIC — grupo exposto a nicotina; ETOH grupo exposto ao etanol; NIC+ETOH grupo exposto a
nicotina e ao etanol.
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Figura 4: Medida de peso corporal ao longo do periodo de tratamento. Nao houve efeito do tratamento sobre o ganho de peso.

4.2. Analise estatistica global das medidas de memoria/aprendizado

Ambas as ANOVAr (PA1 e PA2) e ANOVAu globais ((PA2-PA1)/PA1) indicaram
que as analises unidimensional e bidimensional apresentaram efeitos e interagdes
significativos, como indicado na Tabela 2. Desta forma, foram necessarias analises de
menor ordem: dadas as interagcdes de cada tratamento com IDADE, separamos os dados de
acordo com a idade do grupo e, entdo, reexaminamos os resultados. Os tratamentos
também interagiram com SEXO, entdo, ap6s a subdivisdo dos dados, mantivemos esta

variavel para saber se as interagdes com o tratamento permaneciam detectaveis.
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Tabela 2 — Analise global dos efeitos em memdria/aprendizado.

Efeito Desenho unidimensional
ANOVAr (PA1, PA2)
SESSAOXTRATAMENTO F=2,5, gI=3, P=0,060
SESSAOXTRATAMENTOxIDADE F=4,3, gl=6, P<0,0001
SESSAOXTRATAMENTOXIDADEXSEXO F=2,1, gl=6, P=0,058
ANOVAu ((PA2-PA1)/IPA2)
TRATAMENTO F=2,7, gl=3, P=0,048
TRATAMENTO xIDADE F=45, gl=6, P<0,0001
TRATAMENTOxIDADExSEXO F=2,1, gl=6, P=0,060
Efeito Desenho bidimensional
ANOVAr (PA1, PA2)
SESSAOx TRATAMENTOxIDADE F=7.2, gl=2, P=0,001
SESSAOXTRATAMENTO NICxIDADE F=44, gl=2, P=0,014
SESSAOXTRATAMENTO NICxIDADExSEXO F=3,5, gl=2, P=0,034
ANOVAu ((PA2-PA1)/PA2)
TRATAMENTO ETOHxIDADE F=74, gl=2, P=0,001
TRATAMENTO NICxIDADE F=4,7, gl=2, P=0,010
TRATAMENTO NICxIDADExSEXO F=3,3, gl=2, P=0,044

Os termos principais de efeitos e interagdes que ndo mostraram diferenca significativa néo foram mostrados na tabela.

4.3. Efeitos em memoria/aprendizado

4.3.1. PN44-45

Ao final do periodo de exposicdo (PN44-45 — Figura 5A), a ANOVAr
unidimensional indicou que o tempo despendido pelos animais na camara clara aumentou
significativamente do primeiro para o segundo dia de teste (efeito da SESSAO: F = 125,9,
gl=1, P <0,001) e este aumento no periodo de laténcia foi afetado pelo TRATAMENTO
(interagdo entre SESSAOXTRATAMENTO: F = 4,1, gl = 3, P < 0,01), um fato que foi
corroborado pela a andlise do indice (PA2-PA1)/PA1 (ANOVAu; efeito do
TRATAMENTO: F = 4,6, gl = 3, P = 0,006). A analise post-hoc indicou que o grupo
controle foi significativamente mais eficiente na tarefa de memoria/aprendizado que os
grupos ETOH (FPLSD; P < 0,04) ¢ NIC+ETOH (FPLSD; P < 0,001) (Figura 5B).
Diferengas proximas da significancia foram observadas entre VEH e NIC (FPLSD; P =
0,096; VEH > NIC) e entre NIC e NIC+ETOH (FPLSD; P = 0,055; NIC > NIC+ETOH). A
analise bidimensional nao encontrou interagdes significativas entre
NICOTINAXETANOL, o que indicou que os efeitos do tratamento combinado ndo
poderiam ser considerados menos-que-aditivos, conotando uma soma simples dos efeitos

de nicotina e etanol.
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Figura 5: Efeitos do tratamento com nicotina efou etanol na memoéria/aprendizado de camundongos adolescentes
avaliados na caixa de testes da esquiva passiva ao final do periodo de exposicdo (PN44-45). (A) Tempo que 0s animais
levaram para cruzar para a camara escura no primeiro (PA1) e segundo (PA2) dias de teste. (B) indice de
memoria/aprendizado ((PA2-PA1)/PA1).Valores sdo médias+E.P.M. VEH, grupo controle; NIC, grupo exposto a
nicotina; ETOH, grupo exposto ao etanol; NIC + ETOH, grupo exposto a nicotina e ao etanol. *P < 0,05, ***P < 0,001,
diferenga significativa entre grupos demonstrada pelo FPLSD.

4.3.2. PN49-50

Durante o curto periodo de retirada (PN49-50 — Figura 6A), a ANOVAr
unidimensional também indicou que o tempo despendido pelos animais na cdmara clara
aumentou significativamente do primeiro para o segundo dia de teste (efeito da SESSAO:
F=174,8, gl =1, P <0,001) e que o aumento do tempo foi afetado pelo TRATAMENTO
(interacio entre SESSAOXTRATAMENTO: F = 4,9, gl = 3, P = 0,004), o que foi
corroborado novamente pela analise do indice de memoria/aprendizado (PA2-PAT1)/PA1
(ANOVAu; efeito TRATAMENTO: F =49, gl = 3, P = 0,004). Entretanto, ao contrario
dos resultados em PN44-45, a andlise post-hoc indicou que o grupo NIC foi o mais
eficiente na tarefa de memoria/aprendizado, particularmente, quando comparado aos
grupos ETOH (FPLSD; P = 0,001) e NIC+ETOH (FPLSD; P = 0,013) (Figura 6B). Uma
diferenga proxima da significancia foi observada entre VEH e ETOH (FPLSD; P = 0,056;
VEH > ETOH). Como previamente observado em PN44-45, a anélise bidimensional ndo
encontrou interacdes significativas entre NICOTINAXETANOL, indicando uma simples

soma dos efeitos de nicotina e etanol.
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Figura 6: Efeitos do tratamento com nicotina efou etanol na memoéria/aprendizado de camundongos adolescentes
avaliados na caixa de testes da esquiva passiva durante o curto periodo de retirada (PN49-50). (A) Tempo que os
animais levaram para cruzar para a cdmara escura no primeiro (PA1) e segundo (PA2) dias de teste. (B) indice de
memoria/aprendizado ((PA2-PA1)/PA1).Valores sdo médiastE.P.M. VEH, grupo controle; NIC, grupo exposto a
nicotina; ETOH, grupo exposto ao etanol; NIC + ETOH, grupo exposto a nicotina e ao etanol. *P < 0,05, ***P < 0,001,
diferenca significativa entre grupos demonstrada pelo FPLSD.

4.3.3. PN74-75

Durante o longo periodo de retirada (PN74-75 — Figuras 7A e¢ B), a ANOVAr
unidimensional novamente indicou que o tempo de laténcia na camara clara aumentou
significativamente do primeiro para o segundo dia de teste (efeito da SESSAO: F = 139,6,
gl =1, P <0,001). Este aumento no tempo foi afetado pelo TRATAMENTO de maneira
dependente do SEXO (interacdo entre SESSAOXTRATAMENTOXSEXO: F=4.2, gl =3,
P < 0,01). Estes achados sdo confirmados pela andalise do indice (PA2-PA1)/PA1
(ANOVAu; interagdo entre TRATAMENTOXSEXO: F = 4,2, gl = 3, P < 0,01). De fato,
um efeito significativo do TRATAMENTO foi observado somente em fémeas (ANOVAu;
efeito do TRATAMENTO: F = 4,2, gl = 3, P < 0,01). A anéalise post-hoc indicou que
fémeas do grupo NIC+ETOH foram as mais eficientes na tarefa de memoria/aprendizado
quando comparadas aos grupos VEH (FPLSD; P = 0,007), NIC (FPLSD; P = 0,016) e
ETOH (FPLSD; P = 0,003) (Figura 7C). A analise bidimensional encontrou uma interagao
significativa entre NICOTINAXETANOL, revelando um efeito sinergista da nicotina e

etanol nas fémeas.
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Figura 7: Efeitos do tratamento com nicotina efou etanol na memoéria/aprendizado de camundongos adolescentes
avaliados na caixa de testes da esquiva passiva um més ap6s o periodo de exposicdo (PN74-75). (A) Tempo que as
fémeas levaram para cruzar para a cdmara escura no primeiro (PA1) e segundo (PA2) dias de teste. (B) Tempo que o0s
machos levaram para cruzar para a cdmara escura no primeiro (PA1) e segundo (PA2) dias de teste. (C) indice de
memoria/aprendizado ((PA2-PA1)/PA1).Valores sdo médias+E.P.M. VEH, grupo controle; NIC, grupo exposto a
nicotina; ETOH, grupo exposto ao etanol; NIC + ETOH, grupo exposto a nicotina e ao etanol. *P < 0,05, **P < 0,01,
diferenca significativa entre grupos demonstrada pelo FPLSD.

4.4. Efeitos da ansiedade

O primeiro contato com a caixa da esquiva passiva provocou uma reacdo de
defecacdao nos camundongos (VEH: 1,8 + 0,60 B/min; NIC: 2,1 + 0,57 B/min; ETOH: 2,6
+ 0,72 B/min; NIC+ETOH: 2,5 + 0,44 B/min), o que ¢ considerado um comportamento
relacionado a ansiedade. A medida B/min ndo foi associada a PA1 (tr = 0,005, P > 0,10)
nem ao indice (PA2-PA1)/PA1 (t = 0,08, P > 0,10). Diferencas significativas entre os
grupos de tratamento foram encontradas em relacdo a B/min (KW: 2 =79, gl =3, P =
0,049). As comparagdes post-hoc indicaram que apenas a exposicdo combinada a
NIC+ETOH provocou um aumento significativo em B/min relativo ao grupo controle (M-
W:Z=2,6,P=0,01), sugerindo um efeito ansiogé€nico da exposi¢cao combinada a nicotina

¢ ao etanol. A medida B/min ndo variou em funcao da idade ou do sexo dos animais.
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Figura 8: Efeitos da ansiedade no primeiro contato com a caixa de testes da esquiva. A dupla exposigao as drogas teve
um efeito ansiogénico significativo em relagdo ao grupo controle. VEH, grupo controle; NIC, grupo exposto a nicotina;
ETOH, grupo exposto ao etanol; NIC+ETOH, grupo exposto a nicotina e ao etanol. **P < 0,01.
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5. DISCUSSAO

O consumo de bebidas alcoodlicas e o fumo de cigarros de tabaco estdo
freqlientemente associados durante a adolescéncia (Carmody et al., 1985; Dawson, 2000;
Di Franza & Guerrera, 1990; Grant, 1998; Larsson & Engel, 2004; Miller & Gold, 1998).
A despeito dos dados epidemioldgicos, pouco se sabe sobre as possiveis interagdes entre
estas drogas, particularmente, no critico periodo da adolescéncia. O presente estudo
experimental traz evidéncias da interacdo funcional entre nicotina e etanol na regulacdo da

resposta comportamental focando na memoria/aprendizado em camundongos adolescentes.

5.1. Considerag6es metodoldgicas

Considerando que ratos e algumas linhagens de camundongos t€ém aversdao ao sabor
da nicotina, camundongos C57BL/6 foram selecionados pelo fato de que animais adultos e
periadolescentes desta linhagem consomem nicotina na concentragao aqui utilizada (Klein
et al., 2003, 2004; Sparks & Pauly, 1999). De fato, tem sido demonstrado que a nicotina
administrada via oral também causa alteracdes comportamentais (Adriani et al., 2002,
2004; Gaddnas et al., 2001) e bioquimicas incluindo a suprarregulagao de receptores
nicotinicos (Nuutinen et al., 2005; Sparks & Pauly, 1999), alteracio dos niveis e
metabolismo de monoaminas (Gaddnas et al., 2000; Tammimaki et al., 2006; Vihavainen
et al., 2006), bem como a alteracdo da expressdo de genes relacionados a plasticidade
sindptica induzida por drogas de abuso (Marttila et al., 2006).

Esta cepa de camundongos ainda ¢ conhecida por apresentar caracteristicas
particulares, como o alto consumo voluntario de alcool (Crawley et al., 1997), que devem
ser levadas em consideragdo em estudos que envolvam a auto-administracdo desta
substancia, mesmo que as bases fisioldgicas referentes a estas caracteristicas especificas da
linhagem permanegam mal compreendidas (Crabbe et al., 1999). Como resultado,
generalizacdes devem ser feitas criteriosamente.

A concentracdo de nicotina utilizada na solu¢do liquida ingerida pelos animais no
presente estudo (Klein et al., 2003, 2004; Sparks & Pauly, 1999) produz, ap6s sua absor¢ao
na cavidade oral, niveis plasmaticos de cotinina que sdo comparaveis aqueles encontrados
em fumantes adolescentes (Binnie et al., 2004; Caraballo et al., 2004; Wood et al., 2004).
A respeito do etanol, além das mudangas neurofisioldgicas ocorridas na adolescéncia,

outras interferem na absor¢do, distribuicdo e eliminagdo do etanol nesta fase do
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desenvolvimento. Adolescentes apresentam uma maior atividade da enzima dalcool
desidrogenase (Lad et al., 1984) e, por sua vez, uma maior eliminacdo da droga (Kelly et
al., 1987). Entretanto, estudos prévios em roedores adolescentes demonstraram que a dose
moderada usada no presente estudo resulta em niveis sangiiineos bem acima do limite
legalmente permitido para se beber (Parnell et al., 2006; Silveri & Spear, 2000).

Uma vez que alguns estudos indicam que os niveis plasmaticos de etanol sdo
reduzidos em animais concomitantemente expostos a nicotina (Chen & Harle, 2005;
Gilbertson & Barron, 2005; Nowak et al., 1987; Scott et al., 1993), pode ser argumentado
que os efeitos da exposicdo combinada a nicotina e ao etanol descritos no presente estudo
sejam devidos a reducdo dos niveis plasmaticos de etanol promovidos pela nicotina.
Entretanto, esta redugdo foi descrita apenas em animais que receberam etanol via oral, e
parece ser devida ao atraso do esvaziamento gastrico promovido pela nicotina (Chen &
Harle, 2005; Gilbertson & Barron, 2005; Nowak et al., 1987; Scott et al., 1993), levando ao
aumento da metabolizacdo do etanol pela enzima gastrica dlcool desidrogenase (Oneta et
al., 1998). O que também tem sido demonstrado em administra¢des de etanol tanto por via
intravenosa (i.v.) (Hisaoka & Levy, 1985) quanto intraperitoneal (i.p.) (Parnell et al.,
2006), € que as concentragdes de etanol ndo sdo afetadas pela exposi¢ao cronica a nicotina.
Assim, as interagdes metabdlicas nicotina-etanol ndao sdao aparentemente capazes de
explicar nossos achados. De fato, mais evidéncias indicam que as interacdes entre nicotina
e etanol ndo tém origem farmacocinética dado a nicotina nio afetar a eliminagdo de etanol
e vice versa (Collins et al., 1988).

Considerando que os efeitos em memoria/aprendizado sdo dose-dependentes para a
nicotina (Rezvani & Levin, 2002), diferengas na relacdo ingesta liquida/peso corporal entre
os grupos poderiam ter influenciado os resultados. Entretanto, ndo foram observadas
diferengas consistentes na relacdo ingesta liquida/peso corporal ou no consumo de nicotina
entre animais que receberam o tratamento combinado nicotina+etanol (grupo NIC+ETOH)
e aqueles que receberam somente nicotina (grupo NIC). Examinados juntamente, nossos
achados sustentam a suposi¢do de que os resultados interativos de nicotina e etanol
descritos no presente estudo ndo podem ser explicados por diferencas entre grupos na
ingesta liquida/peso corporal ou pelo consumo de nicotina.

A despeito das peculiaridades desta cepa de camundongos, diferencas significativas
entre grupos sdo observadas em nosso estudo. Este fato indica claramente que hé aspectos
fundamentais da neurobiologia destes animais que sdo diferentemente afetados pelo

tratamento, o que deve ser esclarecido em futuras investigacdes. Por esta razao, estudos
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futuros sobre as bases biologicas da interacdo entre etanol € nicotina sao necessarios € o

uso de outras cepas de camundongos e espécies devem fornecer dados valiosos.

5.2. Efeitos da exposicdo na adolescéncia na memoria/aprendizado

Estudos anteriores descrevem que a administracdo de nicotina na fase adulta causa
uma melhora de curto prazo na performance cognitiva tanto em humanos como em
roedores, com o pico dos efeitos vistos durante o tratamento (Ernst et al., 2001; Hefco et
al., 2004; Levin & Rezvani, 2000; Rezvani & Levin, 2003), o que sugere que a melhora
cognitiva exerce um papel na manutencdo do habito de fumar. E interessante que, em
contraste, nossos resultados indicam que a exposicdo somente & nicotina durante a
adolescéncia ndo promove beneficios cognitivos. De fato, animais expostos a nicotina
apresentaram uma reducdo da capacidade cognitiva que se aproximava da significancia.
Recentemente, foi descrito que adolescentes fumantes t€ém um pobre desempenho em
tarefas de memoria operacional independente do momento em que o tabaco tenha sido
utilizado anteriormente ao teste (Jacobsen et al., 2005). Estes resultados fornecem ainda
mais evidéncias de que adolescentes apresentam uma resposta peculiar a nicotina quando
comparados aos adultos (Abreu-Villaga et al., 2003a, 2004; Slotkin, 2000).

Em relacdo aos efeitos do etanol na memoria, nossos resultados estdo em acordo com
estudos prévios que mostram uma deficiéncia no desempenho da tarefa da esquiva passiva
quando a droga ¢ aplicada antes de cada dia de teste (Bammer & Chesher, 1982), tendo
sido sugerido que o etanol altera a atengcdo necessaria ao processo de aprendizado por
condicionamento (Steele-Russell et al., 2006) e a sensibilidade ao choque (Bammer &
Chesher, 1982). Entretanto, foi demonstrado que a dose de etanol utilizada em nosso
estudo nao afeta a sensibilidade ao choque na intensidade escolhida para o teste (Gulick &
Gould, 2007), sugerindo que o etanol ndo altera a aquisicdo, mas sim o processo de
consolidacdo da memoria/aprendizado. O que também pode ser reiterado no presente
estudo ¢ que os camundongos nao estavam sob efeito agudo da droga durante as sessdes de
teste (Parnell et al., 2006), descartando a possibilidade de déficits motores atuarem como
um viés de confundimento.

Em relacdo a dupla exposicdo, foi mostrado em adultos que o resultado da co-
administracdo de nicotina e etanol representa a oposi¢do do efeito cognitivo de uma droga
em relacdo ao efeito da outra (Gould & Lommock, 2003; Rezvani & Levin, 2002, 2003;

Tracy et al., 1999). Adicionalmente, a nicotina tem sido mostrada como uma inibidora da
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neurotoxicidade induzida pelo etanol em cultura de células corticais e cerebelares (Tizabi
et al., 2003, 2004). Apesar de estudos prévios demonstrarem um efeito benéfico da
nicotina em contraste aos danos promovidos pelo etanol, no presente estudo, os efeitos do
tratamento combinado refletiram a simples somagao dos efeitos da exposi¢ao individual a
nicotina e ao etanol, indicando que os efeitos deletérios na memoria/aprendizado
representam um pior resultado quando na dupla exposi¢do durante a adolescéncia.

Desta maneira, nossos achados oferecem evidéncias de que a adolescéncia ¢ uma
janela critica para a interacdo entre nicotina e etanol, com efeitos unicos quando
comparados a idade adulta. Como resultado, é possivel especular que, na exposi¢ao
durante a adolescéncia, a associacdo do consumo de tabaco e de alcool ndo pode ser
explicada pela a¢do da nicotina em reverter os danos causados pelo etanol na performance

cognitiva.

5.3. Efeitos do curto periodo de retirada na memoria/aprendizado

Como indicado pelo indice de memoria/aprendizado, a exposi¢do a nicotina durante
a adolescéncia melhora a memoéria/aprendizado no curto periodo de retirada. Este resultado
esta de acordo com achados prévios de Trauth et al. (2000) onde uma melhora cognitiva foi
encontrada no periodo poés-tratamento em ratos, indicando que, contrastando com a
manuten¢do do fumo, a cessacdo do fumo ndo estd associada a maiores prejuizos ao
desempenho cognitivo de adolescentes. Por outro lado, foi mostrado recentemente por
Jacobsen e colaboradores (2005) que adolescentes humanos que fumavam tabaco
diariamente experimentavam deficiéncias agudas na memoria verbal e recente durante a
retirada da droga. As diferencas entre os estudos supracitados a respeito dos efeitos da
nicotina na performance cognitiva devem refletir ndo apenas caracteristicas espécie-
especificas, mas também o fato do estudo de Jacobsen et al. (2005) ter testado adolescentes
humanos durante uma retirada de 24 horas, enquanto que no presente estudo e no estudo de
Trauth et al. (2000) foi usado um periodo mais longo de retirada da nicotina. Desta forma,
¢ possivel que alguns dias de retirada sejam necessarios para que surjam as melhoras
cognitivas induzidas pela nicotina associadas a exposi¢ao na adolescéncia.

Para o etanol, ainda que estudos prévios tenham mostrado que a exposi¢do em ratos
adolescentes, mas ndo em adultos, promove prejuizos persistentes na formacao da memoria
(Barron et al., 2005; Sircar & Sircar, 2005), outros estudos mostram que a retirada de

etanol durante a adolescéncia ndo afeta memoria e aprendizagem (Popovic et al., 2004).
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Nossos resultados seguem a linha dos achados de Popovic e colaboradores (2004) uma vez
que a diminui¢do na performance cognitiva em camundongos tratados com etanol ndo
alcanca a significancia durante o periodo de retirada. Esses achados sugerem mudangas
reversiveis na memoria/aprendizado e sugerem que adolescentes sdo menos sensiveis a
deterioragdo na performance cognitiva promovida pela retirada do etanol. As diferengas
entre nossos dados e aqueles de Barron et al. (2005) e de Sircar & Sircar (2005) podem, em
parte, estar relacionados aos diferentes desenhos experimentais utilizados para avaliar
memoria e aprendizado: em contraste com estes estudos, no presente trabalho, os
camundongos nao estavam sob efeitos agudos do etanol durante os testes comportamentais.

Apesar de o grupo tratado com nicotina ter melhorado memoria/aprendizado durante
o curto periodo de retirada, a nicotina ndo promoveu um resultado semelhante quando
combinada ao etanol. Este resultado corrobora dados prévios da literatura que contrastam
efeitos cognitivos de nicotina e de etanol na fase adulta (Gould & Lommock, 2003;
Rezvani & Levin, 2002, 2003; Tracy et al., 1999). Entretanto, apesar de alguns estudos ja
terem demonstrado a atividade neuroprotetora da nicotina em relagdo aos efeitos deletérios
do etanol (Gould & Lommock, 2003; Prendergast et al., 2000; Tracy et al., 1999), ndo
encontramos evidéncias de que a nicotina neutralize os efeitos negativos de etanol.
Contrariamente, nossos resultados sugerem que a administracdo de etanol durante a
adolescéncia bloqueia as melhoras promovidas pela nicotina na memoria/aprendizado,
embora o proprio etanol ndo tenha causado déficits. Desta forma, durante o curto periodo
de retirada, a co-administragdo promoveu um pior resultado se comparada a exposi¢do a

nicotina somente.

5.4. Efeitos do longo periodo de retirada na memdria/aprendizado

Em contraste aos efeitos promovidos por uma ou outra droga ao término do periodo
de exposicdo e no curto periodo de retirada, os efeitos na memoria/aprendizado causados
tanto pela nicotina quanto pelo etanol ndo persistiram um més apds a exposicio. E
interessante que nossos resultados indicam que a nicotina ndo promoveu efeitos tardios,
dado que estudos prévios tenham relatado que a melhora cognitiva promovida pela nicotina
pode persistir por semanas ou meses apds o tratamento com nicotina na adolescéncia
(Trauth et al., 2000). Entretanto, estudos que observaram efeitos de longo prazo da nicotina
quando administrada na adolescéncia utilizaram uma diferente via de administragdo da

droga bem como um diferente programa de tratamento. Os déficits cognitivos decorrentes



44

do uso do etanol na adolescéncia aparentam ser dependentes do padrao de exposi¢do, uma
vez que periodos mais longos de tratamento com etanol (Farr et al., 2005) e com doses
mais altas (White & Swartzwelder, 2004; Parsons & Nixon, 1998) causaram déficits
permanentes e danos neuronais em roedores e em humanos.

Em oposigao a falta de efeitos promovidos pela nicotina e pelo etanol separadamente,
o indice de memoria/aprendizado revelou que a co-administragdo das drogas melhorou a
performance cognitiva somente em fémeas um més apos a exposicao revelando um efeito
sinergista sexo-dependente da combinacdo de nicotina e etanol. De fato, estes resultados
constituem a primeira evidéncia de que a dupla exposicdo durante a adolescéncia gera
alteragdes cognitivas apos um longo periodo de retirada.

Em vista da diferenca entre sexos descrita acima, nossos resultados sugerem que
fémeas adolescentes sdo mais suscetiveis as alteragdes cognitivas induzidas pela nicotina e
pelo etanol. Ainda que os mecanismos de interacdo entre nicotina e etanol ndo sejam
totalmente compreendidos, o efeito sinergista em fémeas sugere que ambas as drogas
compartilham vias similares e/ou mecanismos de acdo. Contudo, futuros estudos sdo
necessarios para determinar quais mudangas neuroquimicas estdo associadas a este efeito
comportamental sexo-dependente. Uma possibilidade ¢ que tais efeitos somente em fémeas
sejam hormonio-dependentes (Dazzi et al., 2007; Tanapat et al., 1999). De fato, a
plasticidade, a reciclagem de células neurais e, portanto, os efeitos dos agentes que afetam
a replicagdo das células, a diferenciacdo e o conseqiiente crescimento de neuritos sdo
responsivos ao estrogénio (Tanapat et al., 1999). De fato, evidéncias indicam que a
sensibilidade de primatas fémeas nao-humanas adultas aos efeitos subjetivos do etanol
muda durante as diferentes fases do ciclo menstrual, como resultado de alteragdes nos
niveis endogenos de hormdnios ovarianos (Grant et al. 1997). Dado que a adolescéncia,
periodo em que ambas as drogas foram administradas, ¢ um momento em que os sistemas
hormonais e neurais ainda estdo em desenvolvimento em humanos e outras espécies de
mamiferos, a investigacdo sobre as relagdes entre agentes estressores, estado afetivo e
interagdes hormodnios—neurotransmissor pode ser crucial para a compreensdo destes
resultados.

Estudos anteriores sugerem que a recaida ao uso de drogas seja devida a pior
performance cognitiva durante a retirada quando comparada ao desempenho da tarefa
durante a exposi¢ao (Heishman, 1999). Considerando a falta de efeitos durante o curto
periodo de retirada de ambas as drogas (nicotina+etanol), a falta de efeitos persistentes em

machos e a melhora da performance em camundongos fémeas submetidas ao tratamento
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combinado durante o longo periodo de retirada, ¢ possivel especular que a associagdo entre
fumo e consumo de bebida alcoodlica descrita nos estudos epidemiologicos (Carmody et al.,
1985; Dawson, 2000; Di Franza & Guerrera, 1990; Grant, 1998; Larsson & Engel, 2004;
Miller & Gold, 1998) possa nao ser explicada pelos efeitos cognitivos cumulativos
persistentes de nicotina e etanol. Se mudancas similares ocorrem durante a abstinéncia de
bebida alcodlica e do fumo, os efeitos em aprendizagem e memodria nio sdo,
provavelmente, os maiores fatores determinantes na recaida do uso combinado das drogas

nicotina e etanol.

5.5. Efeitos na ansiedade

O fato de que a exposicdo combinada & nicotinatetanol durante a adolescéncia
aumentou a defecacdo durante o primeiro contato com a caixa da esquiva passiva sugere
alteragdes persistentes nas reacdes emocionais, as quais indicam aumento nos niveis de
ansiedade. Diferentes paradigmas tém sido propostos para medir diferentes aspectos
emocionais (Picciotto et al., 2002). De fato, os efeitos tardios ansiogénicos da co-exposi¢ao
a nicotina e ao etanol durante a adolescéncia também foram vistos recentemente no
labirinto em cruz elevado (Abreu-Villaga et al., 2008).

Estes resultados sdo corroborados por outro estudo que indica que baixas doses de
nicotina afetam adversamente a extingdo do comportamento de imobilidade de defesa
(freezing behavior) em roedores (Smith et al., 2006), o que implica em altos niveis de
ansiedade em animais expostos & nicotina quando comparados aos controles. E concebivel
que niveis alterados de ansiedade durante o primeiro contato com o teste possam confundir
a analise do componente memoria/aprendizado da tarefa. Entretanto, a andlise do
coeficiente de correlagdo entre B/min e PAl bem como B/min e o indice de
memoria/aprendizado (PA2-PA1)/PA1 demonstra que nao héd associagdo entre estas
variaveis. Estes achados indicam que os niveis de ansiedade durante o primeiro contato
com a caixa de teste da esquiva passiva ndo afetam a avaliagdo do componente de

memoria/aprendizado da tarefa.

5.6. Efeitos neurobioldgicos de nicotina e etanol

Evidéncias prévias indicam que os sistemas colinérgicos centrais imaturos

envolvidos na aprendizagem, na memoria e na resposta a psicoestimulantes (Mathews et
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al., 1974; Nadler et al., 1974; Zahalka et al., 1993) sdo particularmente vulneraveis a
estimulantes do sistema nervoso central como a nicotina (Abreu-Villaga et al., 2003a,
2004) e etanol (Heaton et al., 1996; Kristofikova et al., 2003). Embora haja evidéncias de
que a nicotina afete outros sistemas neurotransmissores (Abreu-Villaga et al., 2003b; Dani
& De Biasi, 2001; Trauth et al., 2001; Wonnacott et al., 2000), como um analogo a
acetilcolina, os receptores nicotinicos colinérgicos sdo mediadores celulares primarios dos
efeitos desta droga (Abreu-Villaca et al., 2003a, 2004). Em relacdo ao etanol, esta droga
influencia diretamente a funcdo de varios canais i0nicos incluindo receptores nicotinicos
(Castaneda et al., 1996; Eckardt et al., 1998; Grant, 1994). De fato, tanto nicotina (Abreu-
Villaga et al., 2003a, 2004; Flores et al., 1992) quanto etanol (Booker & Collins, 1997)
promovem suprarregulacdo dos receptores colinérgicos nicotinicos em diversas regides
cerebrais. Além disso, foi demonstrado que o etanol modula a suprarregulagdo induzida
pela nicotina nos receptores colinérgicos nicotinicos (Dohrman & Reiter, 2003), reforga o
fluxo 16nico induzido pelo agonista através dos receptores nicotinicos (Aistrup et al., 1999;
Cardoso et al., 1999) e aumenta a estimulacdo dos receptores nicotinicos envolvidos na
ativacao do sistema mesolimbico dopaminérgico (Soderpalm et al., 2000). Estes achados
indicam que o receptor nicotinico ¢ um sitio no qual nicotina e etanol podem interagir.

O sistema dopaminérgico também tem sido apontado como um dos mediadores que
mais influencia no aprendizado em tarefas de esquiva inibitoria (Jaffard et al., 2001;
Myhrer, 2003), visto que a memoria recente (Davis et al., 1991) e a aquisicao relacionada a
estimulo-resposta (Rezayof et al., 2007) e a outros tipos de aprendizado (Di Chiari et al.,
2004) ¢ tida como dependente de receptores dopaminérgicos mesocorticolimbicos (Di
Chiari et al., 2004; Mishkin et al., 1984; Packard & Knowton, 2002; Rezayof et al., 2007).

Davis e colaboradores (1991) demonstraram que a hipoatividade dopaminérgica no
cortex pré-frontal leva a déficits de memoria recente. Algo semelhante acontece pelo uso
do etanol, que gera um bloqueio da produg¢dao dopaminérgica no cortex pré-frontal medial
gerando déficits da memoria espacial (De Oliveira & Nakamura-Palacios, 2003).
Opostamente, a administragdo de nicotina na periadolescéncia produz um aumento da
arborizagdo dendritica nos neurdnios dopaminérgicos do nucleo acumbens com alteragdes
estruturais persistentes (McDonald et al., 2005). De fato, em nosso estudo, durante o
periodo de retirada, nicotina e etanol produziram efeitos opostos, a nicotina causando um
efeito benéfico e o etanol revertendo este efeito. Estes resultados sugerem o envolvimento
direto do sistema dopaminérgico nas alteragdes cognitivas observadas. Em vista da

significativa plasticidade no cortex pré-frontal durante a adolescéncia (Sowell et al., 1999,
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2001; Van Eden et al., 1990), fumar e/ou beber na adolescéncia constitui um risco para o
desenvolvimento de func¢des cognitivas.

Além da agdo de nicotina e etanol nestes sistemas neurotransmissores, a atuacao do
etanol na funcdo de receptores ionotropicos (Gonzales & Hoffman, 1991; Samson &
Harris, 1992; Scivoletto & Malbergier, 2003; Zaleski et al., 2004) e da nicotina na
modulagdo de outros neurotransmissores através da ativagdo dos nAChRs (Aramakis &
Metherate, 1998; Chiodini et al., 1999; Levin & Simon, 1998; Miledi, 1980; Wonnacott,
1997; Yin & French, 2000) sugere ainda que, direta ou indiretamente, as alteragdes
cognitivas encontradas neste estudo devidas a administracdo isolada de nicotina e de etanol
e a dupla exposicdo também sejam devidas a modificacdes funcionais de receptores
glutamatérgicos NMDA, sendo este um outro sitio de agdo comum a estas drogas.

Neuronios NMDA hipocampais apresentam uma sensibilidade ao etanol idade-
dependente, sendo maior em adolescentes do que em neonatos (Marinelli et al., 2005) ou
em adultos (Swartzwelder et al., 1995; Li et al., 2002). Esta sensibilidade diferenciada em
ratos adolescentes pode explicar porque o uso do etanol nesta fase do desenvolvimento ¢
tdo critico para os processos de formagdo de memoria com repercussdes, mesmo apos a
retirada, na idade adulta. Além disso, o aumento da expressao e da fun¢do dos receptores
NMDA em neurdnios da amigdala de ratos apos a ingestao cronica de etanol (Floyd et al.,
2003) corrobora a evidéncia da participacdo dos receptores NMDA nos processos de
memoria amigdala dependentes, uma vez que o condicionamento pelo medo ¢ facilitado
apos a retirada do etanol (Bertotto et al., 2006). Estas mudancas estruturais e funcionais
encontradas em diferentes regides cerebrais, incluindo areas do sistema limbico, durante a
exposicao cronica e a retirada do tratamento com etanol (Floyd et al., 2003) reforcam o
envolvimento dos receptores NMDA como mediador dos efeitos cognitivos no etanol.

Por outro lado, neurdnios estriatais e corticais expostos aguda e cronicamente a
nicotina apresentam uma reducao dos efeitos citotoxicos do excesso de Ca2+ intracelular
pela hiperativacdao do receptor NMDA (Akaike et al., 1994; Kaneko et al., 1997; Marin et
al., 1994; Minana et al., 1998; Shimohama et al., 1996). Este dado ¢ particularmente
relevante ao considerarmos a hiperexcitagdo dos receptores NMDA e dos canais de célcio
com efeitos toxicos devido a exposicao cronica (Bao et al., 2001; Chandler et al., 1999;
Follesa & Ticku, 1995, 1996; Kalluri et al., 1998) e a retirada do etanol em humanos,
(Freund & Anderson, 1996; Geretsegger & Fartacek, 1998; Tsai et al., 1998) e em roedores
(Becker et al., 1998; Sanna et al., 1993).
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Ademais, embora estudos apontem o acetaldeido, um produto do metabolismo do
etanol e também da queima de agucares presentes nos cigarros, como um outro mediador
dos efeitos de recompensa do tabaco (Belluzzi et al., 2005; Seeman et al., 2002; Talhout et
al., 2007) e do etanol (Quertemont et al., 2005), ainda ndo ha indicios esclarecedores da
acao direta desta substancia durante a co-administragdo de nicotina e etanol. Foi
demonstrado que o acetaldeido inibe processos de aprendizagem, como a potencializagao
de longo prazo (Abe et al., 1999) e a consolidacdo da memoria (Quertemont et al., 2004;
Quertemont, 2004; Soderpalm et al., 2000). De alguma maneira, o acetaldeido pode
potencializar a interagdo entre estas drogas, visto que o acetaldeido deve estimular os
efeitos de recompensa da nicotina e do etanol enquanto inibe a aprendizagem.

Neste contexto, ¢ provavel que as fungdes cognitivas e os mecanismos de refor¢o de
drogas ndo sejam apenas intimamente relacionados, mas também interligados (Lajtha,
2008; Soderstrom et al., 2007). Os mecanismos bioldgicos mediadores de recompensa e
adicao devem estar envolvidos como parte dos processos de aprendizagem e memoria e
vice versa. Porém, mais estudos sdo necessarios para a melhor compreensao das fungdes de
controle e mecanismos detalhados da interagdo dos dois processos.

Ha, relativamente, poucos estudos animais sobre a base neurobioldgica da exposi¢do
combinada a nicotina e ao etanol. Enquanto alguns estudos sugerem que a nicotina tem um
efeito modulador sobre os efeitos do etanol através de sua agdo colinérgica, outros nao
mostram interagdes marcantes e outros ainda mostram um aumento dos efeitos (Bachtell &
Ryabinin, 2001; Penland et al., 2001; Tizabi et al., 2002, 2003). Adicionalmente, como
descrito acima, ambas as drogas atuam em outros sistemas como o dopaminérgico (Di
Chiara et al., 2004; Tsukada et al., 2005) e glutamatérgico (Quiang et al., 2007). O fato de
ambos, nicotina e etanol, terem estes alvos comuns levanta a possibilidade de interagdes
menos-que-aditivas ou sinergistas entre os dois tratamentos. De fato, neste estudo
identificamos um efeito sinergista durante a retirada de longo prazo em fémeas, quando a
exposi¢do combinada causou melhora na performance cognitiva. Uma vez que tem sido
sugerido que receptores colinérgicos nicotinicos (Nordberg, 2001; Paterson & Nordberg,
2000), glutamatérgicos NMDA (Bertotto et al., 2006; Mameli et al.,, 2005) e
dopaminérgicos (Davis et al., 1991; De Oliveira & Nakamura-Palacios, 2003; Rezayof et
al., 2007) desempenham um papel relevante em processos cognitivos, como aprendizado e
memoéria, o papel destes sistemas neurotransmissores nas alteracdes de
memoria/aprendizado associadas a exposi¢ao a nicotina e ao etanol durante a adolescéncia

precisa ser mais bem avaliado em estudos posteriores.
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6. CONCLUSOES

O presente estudo oferece evidéncia experimental da interagdo funcional entre
nicotina e etanol na regulagdo de respostas comportamentais, particularmente, o
comportamento cognitivo em camundongos adolescentes: ao final do periodo de
exposicdo, nicotina e etanol provocam déficits cumulativos na memdoria/aprendizado.
Durante um curto periodo de retirada, nicotina promove melhorias em
memoria/aprendizado, enquanto que a administragdo de etanol bloqueia os efeitos
induzidos pela nicotina, embora ele proprio ndo cause déficits significativos. Finalmente,
embora nem os efeitos da nicotina nem do etanol persistam um més apds a exposicao
(PN74-75), o uso associado de nicotina e etanol durante a adolescéncia promove uma
melhora tardia na memoria/aprendizado evidente em fémeas.

Em conclusdo, nossos resultados demonstram que a exposic¢ao isolada a nicotina e ao
etanol causam danos cognitivos no adolescente e que estes efeitos prejudiciais sdo mais
severos quando ocorre a exposicdo combinada a estas drogas. Entretanto, os efeitos
negativos da exposi¢cdo combinada ndo persistem durante a retirada. De fato, a exposicao
combinada promove um efeito benéfico tardio sexo-dependente na memoria/aprendizado
durante um longo periodo de retirada.

A falta de vantagens funcionais durante a exposi¢cdo combinada sugere que, se efeitos
similares ocorressem em humanos adolescentes durante o co-abuso do tabaco e do etanol
ou durante a retirada, os efeitos em memoria/aprendizado ndo seriam o principal fator
determinante para o consumo combinado durante a adolescéncia.

Nossos resultados sugerem que a adolescéncia ¢ o melhor momento para se
implementar medidas intervencionistas em prol da cessacdo do consumo destas drogas de
abuso, uma vez que a exposicao restrita a este periodo, em contraste com a exposi¢ao na

fase adulta, ndo causa prejuizos cognitivos persistentes.
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Abstract

Human adolescents often associate tobacco smoking and consumption of alcoholic beverages. In spite of this frequent association, little is known
about the basic neurobiology of the dual exposure in the adolescent brain. In the present work, we assessed. through the use of the step-through
passive avoidance box (2 mA. 2 s; test—retest interval of 24 h). short- and long-term memory/learning effects of nicotine (NIC) andfor ethanol
(ETOH) exposure during adolescence (postnatal days 30-45: PN30—435) in four groups of male and female C57BL/6 mice: (1) concomitant NIC
[nicotine free base solution (50 pg/ml) in 2% saccharin to drink] and ETOH [ethanol solution (25%, 2 g/kg) i.p. injected every other day] exposure:
(2) NIC exposure; (3) ETOH exposure: (4) vehicle. During exposure (PN44-45), deficits in memory/learning due to concomitant NIC+ ETOH
exposure reflected the summation of the two individual sets of effects. During a short-term drug withdrawal (PN49-50), nicotine improved
memory/learning. however. ethanol blocked nicotine-induced improvements. One month post-exposure (PN74-75), a significant female-only
improvement in memory/learning was observed as a result of co-administration. In conclusion, our results suggest that detrimental effects of
nicotine and ethanol on memory/learning during adolescent combined exposure represent a worsened outcome from the dual exposure. However,
negative effects of the combined exposure fail to persist during withdrawal. In fact, the combined exposure elicits a sex-dependent late onset

beneficial effect on memory/learning during withdrawal.
@ 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Cognition; Development; Tobacco; Alcohal

1. Introduction

Adolescence, described as the transition from childhood
to adulthood, is characterized by neurcendocrine alterations
[90] as well as by maturational changes in the nervous sys-
tem [ 15,59,75,93]. Particularly, ammal models indicate that the
maturation of central cholinergic systems involved in learning,
memory and psychostimulant responses is consolidated during
periadolescence [58,61.108], and an important aspect of this
period is that neuronal stimulation induces marked synaptic
rearrangement [20]. Both findings indicate that the adolescent
brain is vulnerable to central nervous system stimulants. Unfor-

* Carresponding author, Tel.: +55 21 2587 £295; fax: +55 21 2587 6129,
E-mail address: yael_a_v@yahoo.com.br (Y. Abreu-Villaga).

0166-4328/% — see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi: 10.1016/].bbr.2007.03.035

tunately, common features of this developmental period, such
as adolescents’ decreased anxiety and harm avoidance, and
increased novelty-seeking behaviors [8,56,80], have been shown
to reinforce experimentation and use of drugs of abuse in both
humans and animal models [2,13,80,90,106].

Alcohol and nicotine are the most widely abused drugs. Epi-
demiological data have shown a great number of high school
students smoking cigarettes — approximately one-third in the
US [22] — and, in 2000, more than 50% of high school stu-
dents reported drinking aleohol [49]. Additionally, tobacco
smoking and alcohol consumption begin during adolescence
[49.73] and an early onset of both smoking and alcohol drink-
ing is a strong predictor of long-standing chemical dependency
[23.42,62]. Furthermore, co-occurrence of tobacco smoking and
alcohol consumption is frequent and well documented. In fact,
853% of alcoholics smoke and 30% of smokers are alcoholics




74

Y. Abreu-Villaga er al. / Behavioural Brain Research 181 (2007) 136-146 137

[60]. Smokers consume more alcohol and are 10 times more
likely to be alcoholics than non-smokers [20,28,30,53]. Per-
haps most importantly, there is a strong association between
onset of tobacco consumption at an early age and aleohol addic-
tion [30,41], reinforcing the fact that adolescence is a period of
vulnerability and suggesting that these drugs of abuse share neu-
rochemical pathways that are particularly sensitive during this
developmental period.

There 1s much yet to be known about the basic neurobiology
of nicotine and ethanol exposure in the adolescent brain, how-
ever, there is evidence that memory and learning are behavioral
endpoints affected by both drugs. Regarding nicotine, the pat-
tern of its cognitive effects is still inconsistent. For instance, in
adolescent rodents, memory and learning improvements were
shown to be minimal during nicotine administration but were
intensified in the post-treatment period [100]. Conversely, it has
been shown that adolescents that smoke tobacco daily experi-
ence acute impairments of verbal and working memory during
ad libitum smoking and during smoking withdrawal [48]. Sim-
ilarly, effects of ethanol on cognition in adolescents are also
controversial and seem to be highly dependent on the task used

to assess cognitive performance. For instance, ethanol consump-
tion in adolescent rats impairs memory during exposure and
withdrawal in the Morris water—maze test [83,105] while it does
not seem to affect memory during withdrawal in the passive
avoidance test [74]. In any case, it has been shown that individu-
als who first use ethanol during adolescence are at an increased
risk of presenting neurocognitive deficits [109].

At adulthood, nicotine and ethanol may interact so that one
drug can potentiate or counteract effects of the other one. In this
regard, most reports on cognitive effects of nicotine and ethanol
co-administration in adult rodents indicate that one drug attenu-
ates or opposes the effects of the other [40,76,77,98]. However,
a very limited number of studies have investigated the potential
behavioral interactions of nicotine and ethanol during adoles-
cence. Accordingly, the purpose of the current study was to
examine the effects of adolescent nicotine and/or ethanol admin-
istration on memory/learning during drug administration and
withdrawal. Regular smokers tend to smoke intermittently in
order to maintain blood levels of nicotine above a minimum
effective concentration during their active period, therefore, we
chose to give animals free access to a nicotine solution in the
drinking water, which allows for consumption during their active
time. For ethanol, we chose a moderate dose to be injected
(Lp.) every other day, mimicking adolescents binge drinking.
The step-through passive avoidance test was used to assess
memory/learning during drug exposure and during short- and
long-term withdrawal.

2. Methods

2.1, Animal treatment and behavioral testing

All experiments were carried out in accordance with the declaration of
Helsinki and with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals as
adopted and promulgated by the National Institutes of Health. C57BL/6 mice
were chosen because prior reports demonstrate that adult and periadolescent
mice from this strain consume nicotine in the concentration used in the present

study [50,51,88]. All mice were bred and maintained in our laboratory. The
animals were kept in a temperature-controlled room on a 12 h light:12 h dark
cycle lights on at 2:00a.m.). Access to food and water was ad libitum. On
the st postnatal day (PN1), litters were culled to a maximum of eight mice t©
ensure standard nutrition. At weaning (PN25) animals were separated by sex
and allowed free access to food and water.

On PN29, pups from 60 1(123 females and 128 males) were separated from
their littermates and individually housed thereafter. Single housing may influ-
ence animals’ behavior [32.101], however, it allowed for accurate measurement
of fluid intake/nicotine consumption for each animal. Animals were exposed to
nicotine andfor ethanol from PN30 to PN45 following a protocol that we have
established in a previousstudy [ 1]. PN30—45 is the approximate age range during
which animals of both genders and most breeding stock exhibit adolescent-
typical behavioral characteristics and particular neurochemical and endocrine
patterns when compared to adulthood and pre-pubertal periods [89]. During this
period, (—)-nicotine free base (50 wg/ml) (Sigma, St. Louis, MO) in 2% saccha-
rin or 2% saccharin only were administered in the drinking water (the sole source
of fluid) in order to mimic intermittent nicotine consumption: while 25% ethanol
(2gfkg) solution (v/v) in saline or saline only were injected (i.p.) every other
day in order to mimic cyclical patterns of alcohol consumption [69,97,103].
This experimental design implicated that during the period of adolescent expo-
sure, every 48 h, mice presented a period of ethanol intoxication followed by
withdrawal [67].

Male and female mice from each litter were distributed into four
treatment groups [1]: VEH (oral saccharin+injected saline). NIC (oral
nicotine/saccharin+ injected saline), ETOH (oral saccharin +injected ethanal)
and those receiving the combined treatment: NIC+ETOH (oral nico-
tine/saccharin +injected ethanol). Bottles were cleaned and refilled daily. Loss
due to leakage was measured from a bottle placed in an empty cage (“blank™).
and subtracted from fluid consumption data. Body weights and fluid consump-
tion were also measured every day. Since body weight increases significantly
during adolescence, daily fluid intake data were obtained by dividing the absalute
values of fluid intake of each animal by its own body weight.

Learning and memory were assessed in the step-through passive
avoidance. Briefly. the test apparatus contained two chambers, each
20em = 16em x 156 cm ilength x width x height). Subjects were placed in the
lighted chamber and allowed up to 5 min to enter the darkened chamber, where-
upon the door closed and they received a mild foot shock (2 mAS2 <), Twenty-four
hours later. the animals were retested in the apparatus and allowed up to 5 min to
cross into the dark chamber. Animals were szlected in a random order and were
tested alternating groups and sexes. All testing sessions were performed between
11:00a.m. and 1:00 p.m. in a sound attenuated room. The time animals took o
cross into the dark compartment on the first session (PA1) and on the second
session (PA2) were noted. The learning/memory component of the passive avoid-
ance task is expressed as an increase in the time spent in the lighted chamber from
the 1st to the 2nd day of testing. Therefore, in order to visualize more clearly dif-
ferences between groups, the learning/memory component of the task was also
evaluated by calculating a memory/learning index as follows: (PA2 — PATVPAL

It has been reported that the number of defecation boli (B) in the passive
avoidance testing apparatus is a measure of anxiety level [74]. Therefore, in
addition to the memory/learning measurements, for each animal, an index cal-
culated by dividing B in the lighted chamber after the first test by the amount of
time spent in that chamber (B/min) was used as an anxiety measure.

Mice were tested at one of the following time points: at the end of the drug
administration period (PN44-45), during a short-term withdrawal (PN49-50) or
during a long-term withdrawal (PN74-75). For mice tested during drug expo-
sure, in order to avoid acute drug effects, such as motor impairment, the last
ethanol injection was administered on PN44, just after the first test.

2.2, Data analysis of the effects on fluid intake/body weight,
nicotine consumption and body weight

Dataare compiled as means and standard errors. Initially, repeated-measures
analyses of variance (rANOVA, data log-transformed whenever variance was
heterogeneous) on each variable (fluidintake/body weight, nicotine consumption
and body weight) were carried out. The following factors: TREATMENT (VEH.
NIC, ETOH and NIC+ ETOH) and SEX were used as within-subjects factors.
DAY was considered the within-subjects factor. Whenever significant TREAT-
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MENT DAY interactions were detected. pairwise post hoc analyses were
carried out by using Fisher’s Protected Least Significant Difference (FPLSD).
‘Whenever significant TREATMENT < SEX interactions were detected, appro-
priate lower order ANOVAs were utilized. followed by pairwise pest hoc
analyses (FPLSD).

2.3. Data analysis of PAI, PAZ and (PA2 — PAI)/PAI index

Data are compiled as means and standard errors. To reduce the likeli-
hood of type 1 statistical errors that might result from repeated testing of
the global PA]1 and PA2 data set. results were evaluated first by a global
repeated-measures analyses of variance (rANOVA, data log-transformed when-
ever variance was heterogeneous) on all factors: TREATMENT (VEH, NIC,
ETOH and NIC+ETOH), AGE (PN44-45, PN49-50, PN74-75) and SEX. If
a TREATMENT  AGE interaction was observed. rANOVAs were performed
separately on the results of each age group using TREATMENT and SEX as
between-subjects factors. SESSION (for PA1 and PA2 data) was considered the
within-subjects factors. At each age, appropriate lower order ANOVAs were
utilized whenever significant TREATMENT = SEX interactions were detected.
Figures presenting behavioral data were only segmented by sex when significant
interactions with the TREATMENT factor were observed.

A global univariate analyses of variance (uANOVA), using the
(PA2 5 PA1VPA] memory/learning index as the variable and TREATMENT,
AGE and SEX as between-subjects factors was also performed. If a TREAT-
MENT :x AGE interaction was observed, ANOVAs were performed separately
on the results of each age group using TREATMENT and SEX as between-
subjects factors. At each age. appropriate lower order ANOVAs were utilized
whenever significant TREATMENT = SEX interactions were detected. Figures
presenting behavioral data were only segmented by sex when significant inter-
actions with the TREATMENT factor were observed. In order to simplify the
presentation of results, pairwise (between treatment groups) post hoc analyses
(FPLSD) were only performed for the memory/learning index.

2.4. Data analysis of nicotine ethanol interactions

The one-dimensional statistical design described above, in which
TREATMENT (VEH, NIC, ETOH and NIC+ETOH) was considered the
between-subjects factor, was used to verify whether significant differences
between the four treatment groups existed. However, the combined use of nico-
tine and ethanol can have more-than additive (synergistic), less-than-additive
or additive effects which are not addressed by the one-dimensional design.
Therefore. a two-dimensional design [1.3.6,78] was used. In this design, NICO-
TINE (treated: NIC and NIC+ETOH: non-treated: VEH and ETOH) was
considered one of the between-subjects factors. ETHANOL (treated: ETOH
and NIC+ETOH: non-treated: VEH and NIC) was considered the other
between-subjects factor. In this formulation, more-than additive (synergistic)
and less-than-additive effects appear as significant interactions between the two
treatment dimensions, whereas simple, additive effects do not show significant
interactions.

Effects were considered significant when P<0.05 (two-tailed). For inter-
actions at P<0.10 (two-tailed), we also examined whether lower order main
effects were detectable after subdivision of the interactive factors [36].

2.5, Data analysis of anxiety

Regarding the anxiety measure, Kendall s coefficient of rank correlation (1)
was calculated in order to ascertain whether B/min was associated with PA1
and with the (PA2 —PAIVPAL index. Differences between groups regarding
the distribution of B/fmin were initially evaluated by means of a Kruskal-Wallis
test (K-W). Pairwise post hoc comparisons were carried out by Mann—Whitney
U tests (M-W).

3. Results

3.1, Effects on fluid intake/body weight, nicotine
consumption and body weight

As indicated by the rANOVA, fluid intake/body weight
increased  throughout the experiment (DAY: F=8038,
df.=7.9, P=<0.0001; days 1-5: 0.27 £ 0.004 ml/g: days 6-10:
0.32 £ 0,003 ml{g; days 11-15: 0.34 £ 0.003 ml/g). We detected
amain TREATMENT effect (F=6.2, d.f. =3, P<0.0001): nico-
tine exposure elicited a significant reduction in fluid intake/body
weight relative to the VEH (P<0.0002, FFLSD) and ETOH
(P <0.006, FPLSD) groups (Table 1), suggestive of an aversive
taste effect. Ethanol injections alone had no effect on fluid
intake/body weight (since ETOH=VEH, P=0.27, FPLSD).
Animals receiving the combined treatment showed reduction
in fluid intake/body weight (NIC + ETOH < VEH, P<0.003,
FPLSD) similar to that obtained with nicotine treatment alone
(since NIC=NIC+ETOH, P=0.39, FPLSD) (Table 1). The
two-dimensional analysis of the treatment varables indicated
no significant interaction of NICOTINE = ETHANOL, con-
noting the fact that ethanol injections did not alter the response
to nicotine administration. There were no interactions between
treatments and sex.

Nicotine consumption significantly  increased (DAY
F=470, df =79, P<0.0001) throughout the experiment
(days 1-5: 124+ 02mglkg:. days 6-10: 152+ 0.2mglkg:

days 11-15: 16.5 £ 0.2 mg/kg). We also found an interaction of

TREATMENT x DAY (F=56.4, d.f.=7.9, P<0.04), however,

this reflected inconsistent results since significant differences

Table 1
Mean fluid intake/body weights, nicotine consumption and body weights
Measure VEH NIC ETOH NIC+ETOH
Fluid intake/body weight® 033 + 0.004%* 0.29 & 0.004 0.32 % 0,004 0.30 & 0.003
Nicotine consumption’ - 144 &+ 0.181 - 150 £ 0,173
Body weight"
Male 1532 +£0.123 1436 £ 0.151 140 £ 0.139 13.87 £ 0.150
Female 12.84 & 0.102 12,12 & 0.107 1266 & 0.106 12.88 & 0.103

Daily measurements from PN30 to PN45 were used to calculate mean values.
* Milliliters/gram.
® Miligrams/kilogram.
¢ Grams.
* Values for which there were significant differences from the NIC group.

# Values for which there were significant differences from the NIC+ETOH group. P <0.05. Mean £ S.EM. VEH, vehicle group: NIC, nicotine exposure group;
ETOH. ethanal exposure group; NIC + ETOH. nicotine and ethanol exposure group..
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Table 2
Owerall analysis of memory/learning effects

Effect Two-dimensional design

Effect One-dimensional design
rANOVA (PA1, PA2)
SESSION x TREATMENT £.=3.P=0.060
SESSION x TREATMENT x AGE =6, P<0.0001
SESSION x TREATMENT x AGE x SEX f.=6.P=0058

UANOVA ((PA2—PALVPAZ)
TREATMENT
TREATMENT x AGE
TREATMENT x AGE x SEX

F=27,df.=3, P=0.048
F=45,df.=6, P=0.0001
F=21,df.=6, P=0.060

SESSION x ETHANOL TREATMENT x AGE
SESSION x NIC TREATMENT x AGE
SESSION x NIC TREATMENT x AGE x SEX

. P=0.001
LP=0.014
L P=0.034

ETHANOL TREATMENT x AGE
NIC TREATMENT x AGE
NIC TREATMENT x AGE = SEX

. P=0.001
. P=0.010
LP=0.044

The main effects and interaction terms which showed no significant differences are not shown in the table.

between groups were restricted to 2 days, compounded by
the fact that no systematic bias was observed: a reduction in
consumption for the NIC when compared to the NIC + ETOH
group confined to the 8th day (F=4.5, df.=1, P<0.04)
and, inversely, an increase in consumption for the NIC when
compared to the NIC + ETOH group confined to the 13th day
(F=4.1, df.=1, P<0.05) of exposure. There were no main
TREATMENT or TREATMENT = SEX interactions (Table 1).

In spite of treatment differences in fluid intake/body weight
and in nicotine consumption, body weight gain was not affected
by the treatment. No TREATMENT effect or interactions were
observed (Table 1).

3.2. Overall statistical analysis of memory/learning
measures

Both the global rANOVA (PA1 and PA2) and the global
uANOVA ((PA2 — PA1)/PA1) indicated that significant effects
and interactions were present in the one- and two-dimensional
analyses, as indicated in Table 2. Therefore, lower order analy-
ses were required: given the interactions of each treatment with
AGE, we separated the data according to age group and then
re-examined the results. Treatments were also interactive with
SEX, so after subdividing the data, we kept this variable in the
analysis to see if treatment interactions remained detectable.

3.3, Memorvflearning effects

During exposure (PN44-45; Fig. 1A), the one-dimensional
rANOVA indicated that the time animals spent in the lighted
chamber increased significantly from the st to the 2nd
day (SESSION effect: F=125.9, df =1, P=<0.001) and that
this increase in time was affected by TREATMENT (SES-
SION x TREATMENT interaction: F=4.1, d.f.=3, P<0.01),
a fact that was corroborated by the analysis of the
(PA2 —PALVPAL index (uANOVA; TREATMENT effect:
F=4.6, df.=3, P=0.006). Post hoc analyses indicated that
the VEH group was significantly more efficient in the learn-
ing/memory task than the ETOH (FPLSD; P<0.04) and
NIC +ETOH (FPLSD: P<0.001) groups (Fig. 1B). Differ-
ences approaching significance were observed between VEH
and NIC (FPLSD; P=0.006; VEH =NIC) and between NIC
and NIC +ETOH (FPLSD: P=0.055; NIC >NIC + ETOH).
The two-dimensional analysis failed to find significant NICO-

TINE x ETHANOL interactions, which indicated that the
effects of the combined treatment could not be considered
less-than-additive, conneting simple summation of nicotine and
ethanol effects.

PN44-45
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Time (s)
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@ -- VEH —8—NIC —&—ETOH —e—MNIC+ETOH
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Fig. 1. Effects of adolescent nicotine andfor ethanol treatment on mem-
ory/learning assessed in the step-through passive avoidance during exposure
(PN44-45). (A) Time that animals took to cross into the dark compartment on
the first (PA1) and second (PA2) days of testing. (B). Memory/learning index
((PA2 — PA1)/PAL). Values are means £ 5 E.M. VEH. vehicle group: NIC. nico-
ting exposure group: ETOH, ethanol exposure group; NIC + ETOH. nicotine and
ethanol exposure group. "P<0.05, ™" P<0.001, significant difference between
groups as revealed by FPLSD.
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PN49-50 failed to find significant NICOTINE x ETHANOL interac-
300 - (A) tions, indicating a simple summation of nicotine and ethanol

effects.
250 4 During the long-term withdrawal (PN74-75: Fig. 3A and
B). the one-dimensional rANOVA again indicated that the
_ 200 4 time animals spent in the lighted chamber increased sig-
) nificantly from the Ist to the 2nd day (SESSION effect:
_E 180 1 F=1396, df.=1, P<0.001). This increase in time was
= alfected by TREATMENT in a SEX dependent manner (SES-
100 1 SION x TREATMENT x SEX interaction: F=4.2, d.f.=3,
P <0.01). These findings were confirmed by the analysis of
50 1 the (PA2 —PA1)Y/PA1 index (uANOVA: TREATMENT x SEX
o interaction: F =42, d.f. =3, P<0.01). Infact, a significant effect

PA1 PA2
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Fig. 2. Effects of adolescent nicotine andfor ethanol treatment on mem-
ory/learning assessed in the step-through passive avoidance during a short-term
withdrawal (PN49-50). (A) Time that animals took to cross into the dark com-
partment on the st (PA1) and 2nd (PA2) days of testing. (B) Memory/learning
index ((PA2 — PA1VPA1). Values are means £ S.E.M. VEH, vehicle group: NIC,
nicotine exposure group; ETOH, ethanol exposure group: NIC + ETOH., nico-
tine and ethanol exposure group. " P<0.05, " P<0.001, significant difference
between groups as revealed by FPLSD.

During a short-term withdrawal (PN49-30. Fig. 2A), the
one-dimensional rANOVA also indicated that the time ani-
mals spent in the lighted chamber increased significantly
from the 1st to the 2nd day (SESSION effect: F=174.8,
d.f.=1, P<0.001) and that this increase in time was affected
by TREATMENT (SESSION : TREATMENT interaction:
F=49,df.=3, P=0004), a fact that was corroborated by the
analysis of the (PA2 —PA1VPAL index (uANOVA; TREAT
MENT effect: F=4.9, d.f. =3, P=0.004). However, unlike the
results regarding PN44-435, post hoc analyses indicated that the
NIC group was the more efficient one in the learning/memory
task, particularly when compared to ETOH (FPLSD:, P =0.001)
and NIC +ETOH (FPLSD; P=0.013) groups (Fig. 2B). A
difference approaching significance was observed between
VEH and ETOH (FPLSD; P=0.056;: VEH »ETOH). As pre-
viously observed for PN44-435, the two-dimensional analysis

of TREATMENT (uANOVA: TREATMENT effect: F=4.2,
df.=3, P<0.01) was observed only for females. Post hoc
analyses indicated that NIC + ETOH females were the more effi-
clent ones in the learning/memory task when compared to the
VEH (FPLSD:, P =0.007), NIC (FPLSD: P=0.016) and ETOH
(FPLSD: P=0.003) groups (Fig. 3C). The two-dimensional
analysis found a significant NICOTINE = ETHANOL interac-
tion, revealing a synergistic effect of nicotine and ethanol in
females.

3.4, Anxiery effects

The first contact with the passive avoidance apparatus
elicited a defecation reaction in mice (VEH: 1.8 £0.60 B/min:
NIC:2.1 £0.57 B/min; ETOH: 2.6 & 0.72 B/min; NIC + ETOH:
2.5+ 0.44 NB/min), which is considered an anxiety-related
behavior. B/min was not associated with either PA1 (v =0.005,
P=0.10) or (PA2 —PA1)/PA] (r=0.08, P=0.10). Significant
differences between treatment groups were found regarding
B/min (K-W: ¥*>=7.9, d.f.=3, P=0.049). Post hoc compar-
isons indicated that only the combined NIC + ETOH exposure
elicited a significant increase in B/min relative to the VEH expo-
sure (M-W: Z=2.6, P =0.01), suggestive of an anxiogenic effect
of the combined exposure. B/min did not vary as a function of
the animals” age or sex.

4. Discussion

Smoking and consumption of alcoholic beverages are fre-
quently associated during adolescence [20,28,30,41,53,60]. In
spite of the epidemiological data, little is known about the possi-
ble interactions between these drugs, particularly at the critical
developmental period of adolescence. The present study pro-
vides experimental evidence for functional interactions between
nicotine and ethanol in the regulation of behavioral responses,
focusing on memory/learning in adolescent mice.

4.1. Methodological issues

Considering that rats and some strains of mice have a taste
aversion to nicotine, C57BL/6 mice were selected due to the
fact that adult and periadolescent mice from this strain consume
nicotine in the concentration used here [50,51,88]. In fact,
oral nicotine has also been shown to be effective in eliciting
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PN74-75 behavioral [8.938] and neurochemical alterations including

(A) 300 - Females nicotinic receptors upregulation [63,88], altered monoamine
levels and metabolism [37.91,102] as well as altered expression

250 of genes implicated in synaptic plasticity induced by drugs of
abuse [37]. This strain of mice 1s known to present particular

- 200 1 features, such as higher voluntary ethanol consumption [27],
@ 150 4 which should be taken into consideration in studies that involve
i§ the administration of this substance, even though the bases
100 underlying these strain-specific characteristics remain poorly
50 understood [26]. As a result, generalizations should be made
with care. In spite of the peculiarities of this strain, significant

o . . differences between groups were observed in our study. This

PA1 PAZ fact clearly indicates that there is some fundamental aspect of
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Fig. 3. Effects of adolescent nicotine andfor ethancl treatment on mem-
ory/learning assessed in the step-through passive avoidance 1 month
post-exposure (PN75). (A) Time that female animals took to cross into the
dark compartment on the Ist (PAL) and 2nd (PA2) days of testing. (B) Time
that male animals took to cross into the dark compartment on the 1st (PAL)
and 2nd (PA2) days of testing. (C) Memory/learning index ({PAZ — PA1VPAL).
Values are means £ 5.E.M. VEH. vehicle group: NIC, nicotine exposure group;
ETOH. ethanol exposure group: NIC+ ETOH, nicotine and ethanol exposure
group. " P<0.05, " P<0.01,"P<0.001, significant difference between groups
as revealed by FPLSD.

the neurobiology of these animals that has been differentially
affected by the treatment, which should be amenable to further
investigation. Accordingly, future studies on the biological
bases of ethanol and nicotine interactions are necessary and
the use of other strains and species may provide valuable
data.

The nicotine concentration used in the drinking solution
in the present study yields, after absorption from the buccal
cavity, cotinine plasma levels [50,51,88] that are comparable
to those found in adolescent smokers [16,18,107]. Regarding
ethanol, previous studies in adolescent rodents demonstrated
that the moderate doses used in the present study result in
blood levels well above the legal driving limit [55,67.82]. In
any case, since nicotine/cotinine and ethanol plasma levels
were not specifically assessed in the present study, it is con-
cetvable that small variations in their plasma levels constitute
one factor that may explain the fact that the behavioral effects
observed in our study differs from some of the results observed
in previous studies. Since ethanol plasma levels are reduced
in animals concomitantly exposed to nicotine [24,64,81,39], it
could be argued that effects of the combined exposure to nico-
tine and ethanol described in the present study were due to a
nicotine-elicited reduction in ethanol plasma levels. However,
this reduction was only described in animals that received oral
ethanol, and seemed to be due to a nicotine-induced delay in
gastric emptying [24,64,81,39], leading to an increased ethanol
metabolization by the gastric alcohol dehydrogenase [66]. It
has also been demonstrated that both iv. [47] and 1p. [67]
ethanol concentrations are not atfected by chronic nicotine expo-
sure. Accordingly, metabolic nicotine—ethanol interactions do
not seem to be capable of explaining our current findings. In
fact, additional evidence indicates that nicotine-ethanol interac-
tions do not have a pharmacokinetic origin since nicotine does
not affect the elimination rate of ethanol and vice versa [25].

Considering that memory/learning effects may be dependent
on the dose of nicotine [76]. differences in fluid intake/body
welght between groups could have influenced the results. How-
ever, no consistent differences in fluid intake/body weight or
nicotine consumption were observed between animals recelving
the combined nicotine + ethanol treatment and those receiving
nicotine alone. Taken together, our findings support the assump-
tion that the interactive nicotine and ethanol results described in
the present study cannot be explained by group differences in
fluid intake/body weight or nicotine consumption.
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4.2, Memory/learning effects during adolescent exposure

Nicotine administration during adulthood was shown to pro-
duce short-term enhancement of cognitive performance in both
humans and rodents with peak effects seen during treatment
[34.45,54.77]. which has lead to the suggestion that cognitive
improvement plays a role in smoking maintenance. It is interest-
ing that, in contrast, our results indicate that nicotine exposure
during adolescence failed to elicit beneficial cognitive effects,
in fact there was a trend toward significant cognitive deficits.
Poorer working memory performance accuracy in adolescent
smokers irrespective of how recently was tobacco used prior
to testing was described recently [48]. These results provide
further evidence that adolescents present peculiar responses to
nicotine when compared to adults [3,7.84]. As for ethanol, our
results are in line with a previous study [12] which showed that
in order to demonstrate impaired performance in the passive
avoidance task, ethanol had to be applied before each testing
day. It should be reiterated that in the present study, mice were
not under the acute effects of the drug during the testing sessions
[67]. which rule out the possibility that motor impairments could
act as confounding factors.

Nicotine has been shown to inhibit ethanol-induced neuro-
toxicity in cultured cortical and cerebellar cells [94.96]. Further-
more, at adulthood, nicotine and ethanol co-administration was
shown to result in one drug opposing the cognitive effect of the
other [40.76,77,98]. Taken together, these findings suggest that
the high incidence of smoking among alcoholics [30,79] can
be due to nicotine’s ability to reverse adverse effects of ethanol
on cognitive functions [40,98]. In contrast, in the present study
effects of the combined treatment reflected simple summation
of nicotine and ethanol individual exposure effects, indicating
that the detrimental effects on memory/learning thus represent a
worsened outcome from the dual exposure. Accordingly, our
present findings provide evidence for adolescence as a criti-
cal window for nicotine and ethanol interactions, with unique
effects when compared to adulthood. As a result, it s possible
to speculate that, during adolescent exposure, the association
between tobacco and alcohol consumption cannot be explained
by nicotine-elicited reversal of alcohol-induced impairment of
performance.

4.3. Memory/learning effects during short-term withdrawal

As indicated by the memoryflearning index, adolescent
nicotine exposure improved memory and learning during a short-
term withdrawal. This result is in accordance with previous
Trauth et al. [100] findings of cognitive enhancement in the
post-treatment period in rats, and indicates that, in contrast to
continued smoking, smoking cessation is not associated with
further deterioration in cognitive performance in adolescents.
However, it has been recently shown by Jacobsen et al. [48],
that adolescent daily tobacco smokers experience acute impair-
ments of verbal and working memory during withdrawal. The
differences between the aforementioned studies regarding the
effects of nicotine on cognitive performance may reflect not only
species-specific characteristics, but also the fact that the study

of Jacobsen et al. [48] tested adolescents during a 24 h with-
drawal, while in the present study and in the study of Trauth et
al. [100], longer periods of nicotine abstinence were used. There-
fore, it 1s possible that a few days of withdrawal are necessary
to disclose nicotine-elicited cognitive improvements associated
to adolescent exposure. As for ethanol, even though previous
studies by Barron et al. [14] and Sircar and Sircar [83] have
shown that exposure to this drug in adelescent, but not adult
rats, elicit long-term impairments on memory formation, it has
also been shown that memory and learning are not affected dur-
ing adolescent ethanol withdrawal [74]. Our present results are
in line with the later finding since the decrease in cognitive per-
formance in ethanol treated mice failed to reach significance.
These findings suggest reversible changes in learning and mem-
ory and suggest that adolescents are less sensitive to decrements
in cognitive performance elicited by ethanol withdrawal. The
differences between our data and those of Barron et al. [14] and
of Sircar and Sircar [83] can be related in part to the different
experimental designs used to evaluate memory and learning: in
contrast to these studies, in the present paper, mice were not
under the acute effects of ethanol during the behavioral tests.

Despite the fact that during a short-term withdrawal, nico-
tine improved memory and learning, nicotine failed to elicit
similar results when combined to ethanol. This result corrob-
orates previous data that indicate contrasting cognition effects
of nicotine and ethanol at adulthood [40,76,77.98], however, we
again failed to find evidence that nicotine counteracts the adverse
effects of ethanol [40,98]. In fact, our results suggest that, in con-
trast, adolescent ethanol administration blocks nicotine-induced
memory/learning improvements, while it does not cause signif-
icant impairments on its own. Accordingly, during a short-term
withdrawal, co-administration elicits a worsened outcome when
compared to nicotine exposure alone.

4.4. Memory/leaming effects during long-term withdrawal

In contrast to the effects elicited by either drug during expo-
sure and short-term withdrawal, both nicotine and ethanol failed
to cause effects on memory and learning 1 month after expo-
sure. It is interesting that our results indicate that nicotine failed
to elicit long-lasting effects, given that previous studies have
reported that the cognitive improvement response elicited by
nicotine may persist for weeks or months after adolescent nico-
tine treatment | 100]. However, studies looking at long-term
effects of nicotine when administered in adolescence have used
a different route and schedule of administration. As for ethanol,
cognitive deficits seem to be dependent on the pattern of expo-
sure, since ethanol treatment for longer periods [35] and higher
doses [104,68] were shown to produce permanent deficits and
neural damage in rodents and humans.

In contrast to the lack of effect elicited by either drug when
used separately, nicotine +ethanol co-administration caused a
female-only improvement in cognitive performance, as indi-
cated by the memory/learning index, | month after exposure,
revealing a sex-dependent synergistic effect of nicotine and
ethanol. As a matter of fact, to our knowledge, these results con-
stitute the first experimental evidence that the co-administration
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during adolescence elicit long-term cognitive effects after long-
term withdrawal. In view of the sex difference described above,
our results suggest that adolescent female mice are more suscep-
tible to nicotine and ethanol-induced alterations in cognition.
Although the mechanisms of nicotine and ethanol interaction
are not fully understood, the synergistic effect in females sug-
gests that both nicotine and ethanol share similar sites and/or
mechanisms of action, however future studies are needed to
determine which neurochemical changes are associated with
these sex-dependent behavioral effects. One possibility is that
female-only effects are hormone-dependent [29,92]. In fact, neu-
ronal cell turnover and plasticity, and hence the effects of agents
that affect cell replication, differentiation and neurite outgrowth,
are responsive to estrogen [92].

Relapse to drug use could be due to worsened cognitive per-
formance during withdrawal when compared to performance
during exposure [46]. Considering the lack of effects during
a short-term nicotine + ethanol withdrawal, the lack of per-
sistent effects for males and the improved performance of
female mice submitted to the combined treatments during
long-term withdrawal, it is possible to speculate that the associ-
ation between smoking and consumption of alcoholic beverages
described in epidemiological studies [20,28,30,41,53,60] cannot
be explained by cumulative persistent cognitive effects of nico-
tine and ethanol. If similar changes occur during smoking and
alcoholic drinking withdrawal, memory and learning effects are
probably not major factors that determine the combined nicotine
and ethanol relapse to drug use.

4.5, Anxiety effects

The fact that the combined nicotine +ethanol exposure during
adolescence increased defecation during the first contact with the
passive avoldance apparatus suggests long-lasting alterations
in emotional reactions, indicative of increased anxiety levels.
Different paradigms have been proposed to measure differ-
ent aspects of emotionality [72]. Indeed, long-term anxiogenic
effects of the co-exposure to nicotine and ethanol during adoles-
cence were also recently described in the elevated plus maze [1].
These results are corroborated by another study, which indicated
that low doses of nicotine adversely affect extinction of freezing
behavior in rodents [83], which implies a higher anxiety level
in nicotine-exposed animals when compared to controls. It is
conceivable that altered anxiety levels during the first contact
with the testing apparatus could confound the analysis of the
memory/learning component of the task. However, the analysis
of the correlation coefficients between B/min and PA1 as well
as between B/min and the (PA2 — PAL)/PA1 memory/learning
index demonstrate that there were no associations between these
variables. These findings indicate that anxiety levels during the
first contact with the passive avoidance testing apparatus do not
affect the learning/memory component of the task.

4.6. Neurobiology of nicotine and ethanol effects

Previous evidence indicates that the immature central cholin-
ergic systems involved in memory, learning and psychostimulant

responses [38,61,108] are particularly vulnerable to central ner-
vous system stimulants, such as nicotine [4.6] and ethanol
[44.52]. Although there is evidence that nicotine affects other
neurotransmitter systems [3,99], as an acetylcholine analog,
the nicotinic acetylcholine receptors are the primary cellu-
lar mediators of nicotine’s effects [4.6]. As for ethanaol, it
directly influences the function of various ligand-gated ion
channels, including nicotinic receptors [21,33,43]. In fact, both
nicotine [4,6,36] and ethanol [17] upregulate nicotinic cholin-
ergic receptors in several brain regions. Furthermore, it has
been demonstrated that ethanol modulates nicotine-induced
upregulation of nicotinic cholinergic receptors [31], enhances
agonist-induced ion flux through nicotinic receptors [ 10,19] and
that ethanol-induced stimulation of mesolimbic dopamine sys-
tems involves the activation of nicotinic receptors [87]. These
findings indicate that the nicotinic receptor is a site at which
nicotine and ethanol may interact.

There have been relatively few animal studies of the basic
neurobiology of the combined nicotine and ethanol exposure,
and while some studies suggest that nicotine has a modulatory
effect on ethanol effects through its cholinergic actions, others
show no marked interactions and still others show augmented
effects [11.71,94.95]. The fact that both nicotine and ethanol
target cholinergic systems raises the possibility of less-than-
additive or synergistic interactions between the two treatments,
and indeed, we observed synergistic effects during long-term
withdrawal in females when the combined exposure improved
memory/learning. Since it has been suggested that nicotinic
cholinergic receptors play major roles in cognitive processes,
such as memory and learning [63,70]. The role of choliner-
gic systems in memory and learning alterations associated with
nicotine and ethanol adolescent exposure needs to be tested in
subsequent studies.

5. Conclusions

The present study provides experimental evidence for func-
tional interactions between nicotine and ethanol in the regulation
of behavioral responses, particularly cognitive behavior in
adolescent mice: during exposure, nicotine and ethanol elicit
cumulative memory and learning deficits. During a short-term
withdrawal, nicotine elicited memory/learning improvements
while ethanol administration blocked these nicotine-induced
effects, while not causing significant impairments on its own.
Finally, although neither nicotine nor ethanol effects persisted
up to 1 month post-exposure (PN74-75) when the drugs were
used separately, a female-only improvement in memory/learning
was observed as a result of the co-administration. In conclu-
sion, our results suggest that detrimental effects of nicotine
and ethanol on memory/learning during adolescent exposure
represent a worsened outcome from the dual exposure. How-
ever, negative effects of the combined exposure failed to persist
during withdrawal. In fact, the combined exposure elicited a
sex-dependent late onset beneficial effect on memory/learning
during withdrawal. Our results suggest that adolescence 1s
the best time to implement cessation interventions since drug
exposure restricted to this period, in contrast to exposure that
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extends into adulthood, fails to produce long-lasting detrimental
effects.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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