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RESUMO 
 

O etanol e a nicotina são as drogas mais comumente usadas no mundo. Como claramente 

indicado por estudos epidemiológicos, existe uma forte associação entre o tabagismo e o 

consumo de etanol principalmente durante o período da adolescência. Entretanto, existem 

poucos estudos em neurobiologia básica que avaliem o efeito da exposição combinada de 

nicotina e etanol durante o período da adolescência. Considerando que a nicotina é um 

agonista do receptor colinérgico nicotínico (nAChR) e que tem sido demonstrado que o etanol 

interage com os nAChRs, o presente trabalho tem como foco o estudo dos efeitos da 

exposição à nicotina e/ou ao etanol no sistema colinérgico durante a adolescência. Do 30º ao 

45º dia pós-natal (PN) camundongos da cepa C57BL/6 foram expostos à nicotina (NIC) e/ou 

etanol (ETOH). Quatro grupos foram analisados: 1) exposição concomitante (NIC+ETOH) à 

solução de nicotina (50µg/ml) e etanol (25%, 2g/kg i.p. em dias alternados), 2) exposição a 

NIC, 3) exposição ao ETOH, 4) exposição ao veículo. Foram quantificadas a 

expressão/afinidade aos nAChRs (α4β2), a atividade da colina acetiltransferase (ChAT) e, a 

expressão/afinidade do [3H]hemicolinium-3 (HC-3) ao transportador de alta afinidade pré-

sinaptico de colina, ao final da exposição (PN45), após curto (PN50) e longo período de 

retirada (PN75). Ao final da exposição, o grupo NIC+ETOH apresentou upregulation de 

nAChRs, refletindo simples somação dos efeitos da NIC e ETOH no córtex cerebral e 

sinergismo no mesencéfalo. A upregulation devido à exposição combinada foi mantida 

mesmo após alguns dias de retirada das drogas. Um mês após o término da exposição, os 

valores foram semelhantes aos obtidos para os animais veículo. Em PN45, machos NIC 

apresentaram aumento da ChAT no córtex cerebral, mas o ETOH foi capaz de reverter este 

efeito. Ao contrário, fêmeas NIC apresentaram diminuição da ChAT. No mesencéfalo, 

somente ETOH promoveu aumento da ChAT. Já em PN50, o grupo NIC apresentou aumento 

na ChAT que foi revertido na  retirada combinada de NIC+ETOH. Em PN75, o grupo 

NIC+ETOH apresentou redução da ChAT. Em relação ao HC-3, não houve alterações ao final 

da exposição.  ETOH e NIC+ETOH apresentaram redução da marcação alguns dias após a 

retirada das drogas, a qual persistiu até PN75. O presente trabalho fornece evidências 

experimentais que indicam que nicotina e etanol interagem durante a adolescência resultando 

em alterações nos sistema colinérgico durante a exposição e durante a retirada das drogas.  
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ABSTRACT 

 

Nicotine and ethanol are the most commonly consumed drugs. As clearly indicated by 

epidemiological studies, there is a close interrelationship between smoking and alcohol 

consumption manly during adolescence period. However, there are few studies on the basic 

neurobiology of the effects of the combined nicotine and ethanol exposure in the adolescent 

brain. Since nicotine is a cholinergic agonist and it has been shown that ethanol interferes 

with nicotinic acetylcholine receptors (nAChR), the current proposal will focus on the 

cholinergic effects of nicotine and/or ethanol treatment during adolescence. From the 30th to 

the 45th postnatal day (PN), C57BL/6 mice were exposed to nicotine free base (NIC) and/or 

ethanol (ETOH). Four groups were analyzed: 1) concomitant (NIC+ETOH) exposure of 

nicotine (50 µg/ml) and ethanol (25%, 2 g/kg i.p. every other day); 2) NIC exposure; 3) 

ETOH exposure; 4) vehicle. We assessed nAChR (α4β2) binding, choline acetyltransferase 

(ChAT) activity and [3H]hemicholinium-3 (HC-3) binding to the high affinity presynaptic 

choline transporter at the end of exposure period (PN45), at short (PN50) and long term 

(PN75) withdrawal. At the end of exposure period, NIC+ETOH elicited a pronounced 

upregulation which reflect simple additivity of the effects of nicotine and ethanol in the 

cerebral cortex and synergism in the midbrain. On PN45, male NIC mice presented an 

increase in ChAT in the cerebral cortex. However, ETOH reversed this effect. In contrast, 

female NIC mice presented decreased ChAT activity. In the midbrain, ETOH increased 

ChAT. On PN50, NIC mice presented an increase in ChAT activity that was reversed by 

ETOH withdrawal. In addition, NIC+ETOH long term withdrawal elicited a decrease in 

ChAT activity. Regarding HC-3, binding was not affected on PN45. ETOH and NIC+ETOH 

withdrawal promoted a decrease at short and long-term withdrawal. These results provide 

experimental evidences that nicotine and ethanol during adolescence interact resulting in 

cholinergic system alterations during exposure and withdrawal.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Nicotina 

“O CIGARRO NÃO DEVERIA SER CONSIDERADO COMO UM PRODUTO, MAS SIM 
COMO UM INVÓLUCRO. O PRODUTO É A NICOTINA. CONSIDERE O MAÇO DE 

CIGARROS COMO UM RECIPIENTE PARA O FORNECIMENTO DIÁRIO DE 
NICOTINA”. 

PHILLIP MORRIS, 1972 
 
 

Existe em torno de 1-2 bilhões de fumantes no mundo, sendo que metade destes irão 

morrer devido a doenças relacionadas com o tabagismo. O total de mortes devido ao uso do 

tabaco atingiu o número de 4,9 milhões por ano, o que corresponde a mais de 10 mil mortes 

por dia (WHO, 2003). A prevalência pode variar entre os países; particularmente, é estimado 

que nas grandes capitais brasileiras em torno de 20% dos adultos são fumantes (INCA, 2004). 

A nicotina é um alcalóide vegetal e hoje é considerada o componente que estabelece e 

mantém a dependência no tabagismo (Di Chiara, 2000; Stolerman e Shoaib, 1991). Assim, 

acredita-se que o tabagismo seja a forma pela qual o indivíduo consegue consumir a nicotina. 

Apesar dos efeitos do tabaco em relação à saúde e da capacidade viciante da nicotina serem 

bem conhecidos, consome-se, anualmente no mundo, a grande quantidade de 73 mil toneladas 

de nicotina (WHO, 2004). 

Vale ressaltar que a maioria dos fumantes inicia o hábito de fumar durante a 

adolescência (Mansvelder e McGehee, 2002), período no qual o indivíduo parece ser mais 

susceptível ao vício pela nicotina. Estudos mostram que o consumo de cigarros diários é 

maior em indivíduos que iniciam o hábito na adolescência quando comparados com 

indivíduos que iniciam o hábito de fumar na idade adulta (Chen e Millar, 1998; Nelson et al., 

1995; Pierce e Gilpin, 1996). Adicionalmente, adolescentes já expressam sintomas de 

dependência à nicotina após o consumo de apenas alguns cigarros (Di Franza et al., 2000). 
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1.1.1. Metabolismo 

 

Análises em série das concentrações de nicotina no sangue de tabagistas revelam sua 

rápida elevação após a tragada, atingindo o pico máximo ao cabo de 5 a 10 minutos. A rápida 

taxa de absorção da nicotina e as grandes quantidades de nicotina que chegam ao cérebro pelo 

tabagismo são dois fatores cruciais na promoção e manutenção do vício. A absorção da 

nicotina pelo organismo é em média 1,0 mg por cigarro, variando de 0,34 mg a 1,56 mg 

(Benowitz, 1998). A absorção da nicotina pode ser influenciada por sua concentração presente 

no tabaco, pela maneira de fumar e pela profundidade das tragadas. Depois da absorção, a 

nicotina se distribui facilmente pelo organismo através da corrente sanguínea. Baseado em 

autopsias de fumantes, as regiões corporais que possuem maior afinidade pela nicotina são o 

fígado, rins, baço e principalmente o sistema nervoso central (Urakawa et al., 1994). A meia 

vida da nicotina é cerca de duas horas em seres humanos. Somando-se os valores das meias-

vidas do consumo de tabaco subseqüentes, pode-se prever que a nicotina se acumula, num 

fumante regular, a níveis significantes sanguíneos por pelo menos 6 a 8 horas depois de 

cessado de fumar (Hukkanen et al., 2005).  

Nicotina é extensivamente metabolizada em um grande número de metabólitos pelo 

fígado. Na maioria dos mamíferos, incluindo roedores e humanos, o principal metabólito da 

nicotina é a cotinina (Hukkanen et al., 2005). Em humanos cerca de 70 a 80% da nicotina é 

convertida em cotinina (Benowitz e Jacob, 1994). A cotinina, por possuir uma meia-vida 

plasmática mais longa, tem sido utilizada como marcador da exposição ao tabagismo. A 

enzima CYP2A6 do citocromo P450 tem sido demonstrada como a enzima que é 

primariamente responsável pelo metabolismo da nicotina em humanos (Hukkanen et al., 

2005). Vários polimorfismos tem sido descritos para essa enzima (Hukkanen et al., 2005; 

Oscarson, 2001). Além da variabilidade genética, vários outros fatores geram uma grande 
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variação entre indivíduos no metabolismo da nicotina (Benowitz et al., 1982). Entre esses 

fatores destacam-se: dieta, idade, gênero e uso de medicações.  

 

 

1.1.2. Efeitos neuroquímicos 

 

Está consolidado na literatura que os principais efeitos comportamentais da nicotina 

são mediados pela ativação dos receptores nicotínicos de acetilcolina (nAChRs) (Dani e De 

Biasi, 2001; Wonnacott et al., 2005). Os nAChRs são receptores ionotrópicos pentaméricos e 

estão localizados em sítios pré e pós sinápticos no sistema nervoso central e periférico 

(Leonard e Bertrand, 2001; Sargent, 2000). Existe uma grande variedade de subtipos de 

nAChRs que surge das possibilidades de combinações de cada uma das suas subunidades. Em 

mamíferos, já foram clonadas 8 subunidades α (α2 a α7, α9 e α10) e 3 subunidades β (β2 a β4) 

(Elgoyhen et al., 1994, 2001; Lindstrom et al., 1996; McGehee e Role, 1995; Sargent, 1993; 

Tassonyi et al., 2002). A diversidade dos subtipos de nAChR, sua localização (pré ou pós 

sinaptica) e sua distribuição cerebral contribuem para a variedade de mecanismos que estes 

receptores participam no sistema nervoso central. A ativação dos receptores pré sinapticos de 

modo geral promove a liberação de outros neurotransmissores, enquanto que, a ativação de 

receptores pós sinapticos promove excitação neuronal, como também, a modulação da 

atividade enzimática (Aramakis e Metherate, 1998; Dani et al., 2000). Desta forma, nAChRs 

participam em aspectos fundamentais na plasticidade sinaptica envolvida em muitos 

processos fisiológicos e patológicos incluindo o desenvolvimento neuronal, aprendizado e 

memória, e respostas de reforço induzidas por drogas de abuso (Gopalakrishnan et al., 1997; 

Jang et al., 2002; Levin e Simon, 1998; Salamone e Zhou, 2000). Há evidências de que 

nAChRs também estão envolvidos em processos como ansiedade (File et al., 2000; Ross et 
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al., 2000), controle do sono (Domino e Yamamoto, 1965; Salin-Pascual et al., 1999), 

antinocicepção (Marubio et al., 1999) e funções do sistema nervoso autônomo (De Biasi, 

2002; Xu et al., 1999a, b). 

Devido ao fato de a nicotina regular a liberação de uma grande variedade de 

neurotransmissores (Wonnacott, 1997), o padrão de funcionamento de vários outros sistemas 

de neurotransmissores podem ser afetados. O sistema dopaminérgico é um dos mais afetados 

pela estimulação dos nAChRs pela nicotina. Neste sentido, é muito bem conhecido que a 

nicotina induz liberação de dopamina em todas as grandes vias dopaminérgicas, incluindo a 

via nigroestriatal e a via mesolímbica. Particularmente, a via mesolímbica tem sido o foco de 

estudos sobre os efeitos da nicotina sobre o sistema dopaminérgico, pois é uma via 

fundamental para a geração dos efeitos de reforço e recompensa, fundamentais na geração do 

vício pela nicotina, como também, por outras drogas de abuso (Balfour et al., 1998; Janhunen 

e Ahtee, et al., 2007). Esta via tem origem na área do tegumento ventral do mesencéfalo e 

projeta para o núcleo acumbente, sistema límbico e córtex orbitofrontal. Além do sistema 

dopaminérgico, tem sido descritas alterações nos sistemas setotoninérgicos, noradrenérgicos e 

GABAérgicos (Slotkin e Seidler, 2009; Xiao et al., 2009; Zhao et al., 2007). 

Apesar do grande número de estudos, os mecanismos moleculares envolvidos no 

processo de geração do vício são pouco conhecidos, e dependendo do sistema estudado, a 

droga pode promover respostas complexas, variadas e difíceis de interpretar. De forma geral, 

a nicotina promove uma rápida dessensibilização dos nAChRs, que promoverá, em 

conseqüência, uma aumento da afinidade por agonistas e/ou aumento da expressão dos 

nAChRs (upregulation). Essa upregulation está em contraste com os mecanismos envolvendo 

outros sistemas de neurotransmissores que normalmente apresentam downregulation quando 

expostos cronicamente a seus agonistas. Sugere-se amplamente na literatura que esses efeitos 
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promovidos pela nicotina têm papel importante na geração dos seus mecanismos de vício 

(Buisson e Bertrand, 2001, 2002; Dani e De Biasi, 2001; Quick e Lester, 2002).  

A dessensibilização é uma característica geral de canais do tipo portão dependente de 

neurotransmissores, e pode ser definida como uma diminuição ou perda de resposta biológica 

destes canais em resposta a uma estimulação prolongada ou repetitiva. Este processo resulta 

da capacidade da nicotina em estabilizar a conformação inativa dos nAChRs. Desta forma, 

após a exposição à nicotina, o tempo de curso da dessensibilização será governado pelas taxas 

de transição entre a conformação inativa e as outras conformações, mas de forma geral, 

devido aos estados dessensibilizados terem maior afinidade pelos agonistas, após um tempo, 

todos os receptores podem ser dessensibilizados (Wang e Sun, 2005).  

A upregulation de nAChRs, que pode ser definida como o aumento do número e/ou 

afinidade de nAChRs, é observada em cérebros de fumantes (Wüllner et al., 2008) e animais 

expostos à nicotina (Abreu-Villaça et al., 2003a). De fato, foi demonstrado que exposições 

por curtos períodos de tempo (2 dias) e com doses que produzem níveis plasmáticos de 

nicotina correspondentes a fumar 2 cigarros, já causam upregulation de nAChRs (Abreu-

Villaça et al., 2003a). Acredita-se que a upregulation constitui uma resposta celular à 

dessensibilização (Fenster et al., 1999). Contudo, não se sabe se as mudanças ocorridas são 

acompanhadas por um aumento de função dos receptores (Buisson e Bertrand, 2002). 

A upregulation dos nAChRs parece ser extremamente consistente entre espécies e 

idades de exposição. Este efeito já foi demonstrado em cultura de células (Ke et al., 1998), 

roedores (Abreu-villaça et al., 2003a; Doura et al., 2008; Marks et al., 1983), macacos 

(Slotkin et al., 2002) e, como já mencionado, em humanos (Perry et al., 1999; Wüllner et al., 

2008). Em cérebros de roedores, a upregulation foi demonstrada pela primeira vez em 1983 

(Marks et al., 1983). Estudos subseqüentes em humanos demonstraram upregulation em 

estruturas corticais e subcorticais, onde córtex cerebral, hipocampo e cerebelo apresentaram 

 - 17 -



as maiores alterações (Perry et al., 1999). Além disso, a upregulation tem sido evidenciada 

em diferentes idades de exposição à nicotina. Particularmente, tem sido demonstrado que a 

exposição durante o desenvolvimento promove efeitos mais intensos e duradouros. 

Interessantemente, tem sido constantemente demonstrado que a exposição à nicotina na 

adolescência promove a upregulation de modo mais robusto e persistente quando comparados 

com adultos (Abreu-Villaça et al., 2003a; Doura et al., 2008; Trauth et al., 1999).  

Outro aspecto importante é que a upregulation ocorre em magnitudes diferentes 

dependendo do subtipo de receptor nicotínico. Particularmente, o subtipo α4β2 tem se 

mostrado o mais comum e sensível que sofre upregulation após exposição à nicotina (Abreu-

Villaça et al., 2003a, 2004; Nashmi et al., 2003). Os receptores α4β2 são os subtipos de 

receptores nicotínicos mais abundantes presentes no cérebro de mamíferos (Buisson e 

Bertrand, 2002; Whiting e Lindstrom, 1987; 1988), sendo associado a esse subtipo muitas 

funções cognitivas, incluindo aprendizado/memória (Chan et al., 2007). Além disso, 

evidências originadas de estudos usando camundongos geneticamente modificados, nos quais 

as subunidades α4 e β2 foram deletadas, sugerem a participação dos α4β2 nAChRs no 

processo de estimulação da via mesolímpica dopaminérgica pela nicotina (Rollema et al., 

2007). Conseqüentemente, esse subtipo de receptor tem se tornado um alvo molecular para a 

criação de novos agentes terapêuticos para a interrupção do hábito de fumar (Rollema et al., 

2007). 
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1.2. Etanol 

 
“ADMITIMOS QUE ÉRAMOS IMPOTENTES PERANTE O ÁLCOOL - QUE 
TÍNHAMOS PERDIDO O DOMÍNIO SOBRE NOSSAS VIDAS.” 

1º Passo (Livros “Os 12 passos e as 12 tradições” – Alcoólicos anônimos) 
 
 

O etanol é um solvente orgânico que está entre as drogas não terapêuticas mais 

consumidas no mundo. Julgado em base molar, seu consumo é muitas vezes maior que o das 

demais drogas. O etanol em grandes doses pode, além de gerar vício, exercer efeitos 

prejudiciais em diversos órgãos e sistemas do organismo, como por exemplo, no fígado, 

sistema cardiovascular, rins e inclusive no sistema nervoso. Nos Estados Unidos da América, 

o consumo de etanol é a terceira causa de morte evitável (McGinnis e Foege, 1993). No 

Brasil, apesar da escassez de estudos, estima-se que 10% da população seja dependente do 

etanol (Laranjeira e Pinsky, 1997; Moreira et al., 1996). Além disso, o etanol é um potente 

agente teratogênico (Hannigan e Armant, 2000).  

De forma interessante, o consumo de etanol normalmente se inicia durante o período da 

adolescência (Courtney e Polich, 2009). Hill e colaboradores (2000) demonstraram que 

também é na adolescência que os indivíduos se tornam consumidores regulares de etanol 

(consumo maior que uma vez por mês). Outros estudos epidemiológicos sugerem que a idade 

na qual se inicia o consumo de álcool pode influenciar profundamente na probabilidade de 

desenvolver transtornos no consumo de substâncias de abuso em momentos futuros (Clark et 

al., 1998; Duncan et al., 1997). O início precoce do uso de etanol tem sido mostrado em 

diversos estudos prospectivos e retrospectivos como um poderoso preditor de uso tardio e 

dependência de etanol (Deykin et al., 1987; Fergusson et al., 1994; Friedman e Humphrey, 

1985; Hawkins et al., 1997; Prescott e Kendler, 1999; Rachal et al., 1982). Além disso, os 

adolescentes são mais sensíveis aos efeitos do etanol quando comparados aos adultos 

(Slawecki e Roth, 2004; Spear e Varlinskaya, 2005; Yttri et al., 2004). Existem evidências 
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que mostram que o uso de etanol durante a adolescência promove danos cognitivos mais 

severos e maior dano celular cerebral (Slotkin, 2002; Spear, 2000). Desta forma, tem sido 

proposto que diferentes taxas de desenvolvimento dos sistemas neurais envolvidos em 

diferentes efeitos do etanol podem contribuir para o mosaico de diferenças de idade em 

relação à sensibilidade ao etanol (Spear e Varlinskaya, 2005).  

 

 

1.2.1. Metabolismo 

 

O etanol, por ser altamente lipossolúvel, é rapidamente absorvido, sendo um 

percentual considerável no estômago. A maior parte do etanol é metabolizada pelo fígado em 

acetaldeído através da enzima álcool desidrogenase, sendo apenas de 2-10% eliminado de 

modo inalterado pela urina, respiração e suor. Em média, na população geral, a álcool 

desidrogenase diminui a concentração do etanol no sangue em torno de 5 mmol/L de etanol 

por hora (equivalente a um drinque por hora) (Schuckit, 2006). O acetaldeído é um composto 

reativo e tóxico, que promove hepatotoxidade e também pode contribuir para os efeitos do 

consumo de etanol sobre o sistema nervoso (Deng e Deitrich, 2008; Quertemont et al., 2005; 

Hunt, 1996). Quase todo acetaldeído é convertido em acetato no fígado pela enzima aldeído 

desidrogenase. Os polimorfismos dessas enzimas tem sido estudados como possíveis 

preditores genéticos para a susceptibilidade do indivíduo apresentar vício pelo etanol 

(Dickson et al., 2006; Duranceaux et al., 2006). 
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1.2.2. Efeitos neuroquímicos 

 

O etanol tem como sítios de ação uma grande variedade de alvos nas membranas 

celulares, como também, cascatas de sinalização intracelulares. Um dos efeitos mais 

importantes do etanol é sua propriedade de alterar funções dos receptores ionotrópicos 

(Larsson e Engel, 2004). Esta família de receptores inclui os receptores inibitórios da glicina e 

GABAA e os receptores excitatórios de NMDA do glutamato, serotonina (5-HT3), como 

também, os nAChRs (Larsson e Engel, 2004; Lovinger, 1999). Desta forma, o etanol promove 

alterações funcionais através de interações dose-dependentes em diversos sistemas neurais, 

incluindo GABAérgico, glutamatérgico, dopaminérgico, serotonérgico e colinérgico (Eckardt 

et al., 1998). Para GABAA e receptores de glicina, tem sido demonstrado que o etanol 

promove aumento de função; além disso, atua como co-agonista dos receptores 5-HT3 e pode 

bloquear as respostas mediadas pelo receptor de NMDA do glutamato (Lovinger, 1999; 

Lovinger et al., 1989; Mihic et al., 1997). Interessantemente, muitos desses sistemas neurais 

ainda estão em maturação durante a adolescência, o que poderia justificar o fato de o cérebro 

adolescente apresentar grande susceptibilidade aos efeitos do etanol (Carpenter-Hyland e 

Chandler, 2007; Schepis et al., 2008). 

A função dos receptores de NMDA já é afetada em baixas doses de etanol, sendo sua 

resposta altamente dependente da concentração estudada e do subtipo de receptor envolvido. 

Um estudo de patch-clamp, realizado por Lima-Landman e Albuquerque (1989), demonstrou 

que concentrações muito baixas de etanol (1,74–8,65 mM) aumentam a probabilidade da 

abertura do canal iônico após ativação pelo NMDA em cultura de células hipocampais, mas 

sem afetar o tempo de abertura do canal, enquanto que em altas concentrações (86.5–174 

mM) promove diminuição da probabilidade de abertura do canal, como também, reduz o 

tempo de abertura. Todas as subunidades dos receptores de NMDA têm se mostrado sensíveis 
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aos efeitos do etanol, porém, os canais N1-NR2C e NR1/NR2D apresentam menos afinidade 

que as combinações NR1-NR2A e NR1-NR2B (Kuner et al., 1993; Masood et al., 1994; Yang 

et al., 1996). Desta forma, a distribuição tecidual destes subtipos receptores pode contribuir 

para explicar as consideráveis variações do efeito do etanol sobre diferentes regiões cerebrais. 

A inibição da via excitatória glutamatérgica pelo etanol, contribui possivelmente para seus 

efeitos ansiolíticos, como também, pode ser uma importante causa dos efeitos neurotóxicos 

(Tsai e Coyle, 1998), particularmente intoxicação, sintomas de abstinência (Koob et al., 1998) 

e episódios de perda de memória (Tsai e Coyle, 1998).  

Os receptores GABAérgicos estão entre os mais importantes sítios de ligação para os 

efeitos comportamentais do etanol, principalmente em relação aos seus efeitos ansiolíticos. 

Entretanto, os dados da literatura a respeito da modulação do etanol nestes receptores têm sido 

controversos (Moriguchi et al., 2007). Dados na literatura sugerem que a potencialização da 

atividade do receptor GABA depende da combinação das subunidades dos receptores 

(Wafford e Whiting, 1992; Wafford et al., 1990, 1991), viabilidade celular (Aguayo et al., 

2002), tipos celulares (Mori et al., 2000; Sapp e Yeh, 1998) e processamentos que ocorrem 

após a tradução, incluindo fosforilação do receptor (Harris et al., 1995). A sensibilidade do 

sistema GABAérgico de certas áreas do cérebro para os efeitos do etanol possivelmente são 

relevantes na geração dos seus efeitos ansiolíticos e amnésicos, como também, em altas doses, 

deve possuir um grande papel na produção de sedação (Little, 1999). 

Em relação aos receptores de serotonina, os efeitos do etanol também parecem 

depender do subtipo de receptor estudado. O etanol em altas doses potencializa a função dos 

receptores de serotonina 5-HT3 em células de neuroblastoma (Lovinger, 1991). Outros 

estudos têm demonstrado que outros subtipos de receptores para serotonina podem ser 

inibidos pelo etanol, como, por exemplo, foi demonstrado que o etanol pode promover a 

inibição da função do subtipo 5HT1C em oócitos (Frye et al., 1991). Antagonistas dos 
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receptores 5-HT3 têm sido usados terapeuticamente como agentes antieméticos, por dedução, 

tem sido sugerido que a ação do etanol em potencializar as respostas do 5-HT3 poderia 

contribuir para a náusea e vômitos provocados pela alta ingestão de álcool (Little, 1999). 

Além disso, tem sido sugerido que o sistema serotoninérgico está envolvido na resposta de 

recompensa pelo uso do etanol (Sellers et al., 1992). 

De particular interesse para o presente estudo, os nAChRs têm sido reconhecidos 

como importantes sítios de ação do etanol. Estudos comportamentais em roedores têm 

demonstrado grande interação entre o etanol e os receptores nicotínicos. Além disso, Wu e 

colaboradores (1993) sugerem que o etanol estabiliza o estado aberto do nAChR, como 

também tem sido demonstrado que o etanol pode aumentar a finidade dos nAChRs pelos seus 

agonistas. Como acontece para outros receptores, o efeito do etanol pode variar de acordo 

com a sensibilidade dos subtipos de receptores. Em estudos usando diferentes subtipos de 

nAChRs expressados em Xenopus oocytes, o etanol tende aumentar a resposta da nicotina nos 

subtipos α2β2, α3β2, e α4β2 (de Fiebre et al., 1995). Quando avaliados os receptores α7, 

resultados contraditórios são encontrados. Tanto inibição (Yu et al., 1996) como 

potencialização (Covernton e Connolly, 1997) tem sido encontrados, ilustrando as complexas 

interações entre o etanol e os  nAChRs. Estes resultados sugerem que o nAChR pode 

significar um denominador comum para as interações entre nicotina e etanol, explicando o 

grande co-consumo destas drogas nos seres humanos. A ativação de nAChRs têm mostrado 

aumentar a liberação sináptica de GABA, glutamato, e outros neurotransmissores (Alkodon et 

al.,1997, 1999, 2000; Genzen e McGehee et al., 2003, 2005; Lindstrom, 1997; Mansvelder et 

al., 2002; Yang et al., 1996). Desta forma, a modulação dos nAChRs causada pelo etanol pode 

levar a uma cascata de eventos sinápticos envolvendo múltiplos neurotransmissores, que 

resulta em várias mudanças comportamentais.  
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Diversos efeitos comportamentais do etanol parecem requerer estimulação dos sistemas 

dopaminérgicos. Neste sentido, amplas evidências indicam que o sistema mesocorticolímbico 

dopamérgico está envolvido no sistema de recompensa cerebral e que a dopamina está direta 

ou indiretamente envolvida na ação de reforço aguda do etanol em animais experimentais 

assim como em humanos (Engel et al., 1999; Koob, 1992; Tupala et al., 2001; Volkow, 1996; 

Wise e Rompre, 1989). 

 

 

1.3. Co-uso e Co-abuso 

 

O etanol e a nicotina são as drogas mais comumente usadas no mundo (Dani e Harris, 

2005). Além disso, tem sido amplamente relatado em estudos epidemiológicos que existe uma 

consistente relação entre o tabagismo e consumo de etanol (Larsson e Engel, 2004; Miller e 

Gold, 1998). Diversos estudos têm demonstrado que 80% a 90% dos alcoolistas fumam 

(Burling e Ziff, 1988; Crowley et al., 1974). O consumo de etanol entre fumantes é duas vezes 

maior do que entre os não fumantes (Carmody et al., 1985) e estima-se que o alcoolismo seja 

de 10 a 14 vezes mais comum entre fumantes quando comparados com não fumantes (Di 

Franza e Guerrera, 1990), além do consumo diário de cigarros por alcoolistas ser maior do 

que o consumo por fumantes não alcoolistas (Rezvani e Levin, 2002). Como mencionado 

anteriormente, o uso de ambas as drogas normalmente se inicia durante o período de 

adolescência (Nelson et al., 1995; Spear, 2000). Além disso, estudos em adolescentes têm 

demonstrado uma forte correlação entre a idade de início do tabagismo e a susceptibilidade ao 

vício pelo etanol (Grant, 1998), caracterizando a adolescência como período de 

vulnerabilidade. 
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O fato do consumo de etanol e o tabagismo serem legalmente permitidos pode 

contribuir para o co-uso e co-abuso. Entretanto, tem crescido o número de trabalhos que 

indicam que fatores biológicos podem contribuir para explicar a freqüente associação do uso 

entre as duas drogas. Conseqüentemente, a forte associação entre o consumo de etanol e o 

fumo de cigarros está provavelmente atribuída a múltiplos fatores, incluindo ações 

farmacológicas comuns a ambos (Little, 2000). Muitos mecanismos tem sido sugeridos. Uma 

droga pode promover um aumento da motivação para o consumo de outra droga por atuar em 

um mesmo alvo cerebral responsável pelo efeito de reforço positivo de ambas as drogas. A 

geração de tolerância cruzada poderia reduzir os efeitos aversivos da droga e motivar as 

pessoas a usarem outras drogas que gerem o mesmo efeito de recompensa. Além disso, 

estudos recentes sugerem que componentes genéticos podem predispor o uso combinado do 

etanol e da nicotina (Funk et al., 2006). 

 

 

1.3.1. Metabolismo 

 

 A possibilidade de interação farmacocinética entre nicotina e etanol poderia ajudar a 

explicar a forte associação do uso entre ambas. Por exemplo, se a presença de nicotina 

aumentar o metabolismo do etanol, desta forma diminuindo sua concentração circulante, 

poderia ocorrer diminuição dos efeitos de recompensa promovidos pelo etanol. Neste sentido, 

é fundamental conhecer o quanto uma droga pode ter o seu metabolismo afetado pela 

presença da outra. 

A literatura apresenta dados controversos em relação à existência de interação 

farmacocinética para nicotina e etanol em animais, sendo provável que essa inconsistência 

seja devida à variação da forma de administração da droga entre os estudos. De fato, foi 
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demonstrado que os níveis plasmáticos de etanol, quando este é administrado via oral, são 

reduzidos em animais expostos concomitantemente a nicotina (Chen e Harle, 2005; 

Gilbertson e Barron, 2005). Entretanto quando a administração do etanol é realizada por via 

intraperitoneal (i.p.), a concentração plasmática de etanol não foi afetada pela exposição à 

nicotina (Parnell et al., 2006). Collins e colaboradores (1988) também demonstraram que a 

exposição à nicotina não afeta a taxa de eliminação de etanol.  

O mecanismo que explica a habilidade da nicotina em reduzir a concentração 

sanguínea de etanol quando este é administrado via oral, ainda não está completamente 

compreendido. Existem evidências na literatura que sugerem que a nicotina promove redução 

do esvaziamento gástrico (Nowak et al., 1987; Scott et al., 1993), possivelmente por induzir 

relaxamento da musculatura gástrica (Tugay et al., 2003). Desta forma, o álcool fica retido no 

estômago por um tempo maior, sendo sujeito à ação da enzima álcool desidrogenase presente 

no estômago. Como a maioria da absorção do etanol é realizada pelo intestino delgado 

(Johnson et al., 1991), haveria uma redução da absorção do etanol e, conseqüentemente, uma 

menor concentração plasmática. 

 

 

1.3.2. Neuroquímica do co-uso e co-abuso 

 

Devido a grande complexidade que pode envolver os estudos de interação entre 

nicotina e etanol, onde fatores genéticos e psicossociais podem contribuir para explicar o co-

uso e co-abuso, a existência de modelos animais é fundamental para estudar a importância das 

interações fisiológicas. De forma interessante, a maioria dos estudos animais estão de acordo 

com as evidências encontradas em humanos. Diversos estudos têm demonstrado que a 

exposição à nicotina promove aumento da auto-administração de etanol em animais (Larsson 

e Engel, 2004; Lé et al. 2000; Smith et al. 1999). Em modelos animais de intoxicação pelo 
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etanol, foi demonstrado que nicotina atenua o aumento na utilização da glicose no cerebelo de 

camundongos (Anwer e Dar, 1995), a descoordenação motora (Dar et al., 1994), assim como, 

reduz o efeito do etanol sobre a memória (Tracy et al., 1999). Além disso, tem sido demonstrada 

tolerância cruzada entre as drogas. De Fiebre e Collins (1993) demonstraram que a 

administração crônica do etanol, a qual induz tolerância para vários efeitos do etanol, também 

confere tolerância para os efeitos de hipotermia e bradicardia gerados pela nicotina em 

camundongos e vice-versa.  

A maioria dos trabalhos sobre mecanismos neurais que tentam explicar a interação entre 

drogas de abuso, incluindo a nicotina e o etanol, foca seus estudos no funcionamento do 

sistema mesolímbico dopaminérgico. Este sistema é uma via crucial para a ação de drogas de 

abuso, estando associado com as sensações de recompensa. Embora os mecanismos exatos da 

ação de drogas de abuso no sistema mesolímbico dopaminérgico não estejam estabelecidos, 

acredita-se que estas drogas, atuando direta ou indiretamente em células dopaminérgicas, 

causem alterações persistentes, as quais seriam responsáveis, pelo menos em parte, pelas 

reações adversas associadas à abstinência. De forma geral, estudos demonstram que tanto a 

nicotina quanto o etanol promovem aumento da liberação de dopamina no núcleo acumbente 

(Carr et al., 1989; Blomqvist et al., 1992). Blomqvist e colaboradores (1992) mostraram que o 

efeito do etanol em aumentar a atividade motora, como também a liberação de dopamina no 

núcleo acumbente, pode ser prevenido pelo uso da mecamilamina, um antagonista nicotínico. 

Desta forma, o efeito da nicotina e também do etanol sobre o sistema mesolímbico 

dopaminérgico depende da ativação dos nAChR. Considerando os resultados mencionados 

acima, assim como, a capacidade do etanol interagir com os  nAChRs, é possível especular 

que o sistema colinérgico central seja o sítio onde a nicotina e o etanol interagem, podendo 

explicar, pelo menos em parte, a existência do co-uso e co-abuso. 
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 Estudos epidemiológicos também sugerem que as interações entre nicotina e o etanol 

podem acontecer durante o período de retirada das drogas. Por exemplo, a interrupção do ato 

de fumar é mais difícil de realizar por indivíduos que abusavam ou abusam do etanol (Bobo et 

al., 1987). Além disso, a interrupção do tabagismo tem sido associada com a alteração do 

consumo de etanol, podendo aumentar esse consumo (Carmelli et al., 1993) ou diminuí-lo (Friend 

e Pagano, 2005). Alguns trabalhos têm sugerido que o uso de nicotina (no tabaco) pode diminuir 

os sintomas da abstinência pelo etanol (Lallemand et al., 2007).  

A existência de modelos animais abre grandes possibilidades de investigar as 

interações da nicotina e do etanol na abstinência, porém são também raros os estudos de 

interação durante o período de retirada. Ratos em abstinência de etanol são mais sensíveis ao 

efeito da nicotina na geração de tremores (Gothoni 1983; Gothoni e Ikola 1985). Lallemand e 

colaboradores (2006) identificaram que a administração de nicotina promoveu diminuição 

significativa da liberação de glutamato no núcleo acumbente nas primeiras 24 horas de 

retirada da exposição crônica ao etanol. Interessantemente, tem sido proposto que β2*-

nAChRs contribuem para a geração dos distúrbios afetivos gerados pela retirada da nicotina 

(Jackson et al., 2008), como também, os α4*-nAChRs parecem modular os efeitos da abstinência 

pelo etanol (Butt et al., 2004). Estes resultados sugerem que o sistema colinérgico também pode 

ser um sítio de interação entre nicotina e etanol durante o período de retirada. Em acordo, 

resultados prévios do nosso laboratório demonstraram em camundongos existir interação entre 

essas drogas na ansiedade e no aprendizado/memória, comportamentos estes associados com a 

função do sistema colinérgico (Abreu-Villaça, 2007; 2008). 
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1.4. A adolescência como período de vulnerabilidade 

 

 A adolescência inclui todo processo de transição da infância para a idade adulta. O 

limite temporal da adolescência não é de fácil definição. Em algumas espécies é difícil 

caracterizar quando a transição para adolescência começa a acontecer e quando o indivíduo 

passa de adolescente a adulto. Em roedores como ratos e camundongos, as primeiras 

alterações associadas à adolescência podem ocorrer já a partir do vigésimo dia de vida pós-

natal (PN20) e as últimas mudanças podem ocorrer até PN55. Em primatas não humanos, a 

adolescência ocorre geralmente entre 2 e 4 anos de vida (Lewis, 1997); em humanos, a 

adolescência é comumente definida como a segunda década de vida (Petersen et al., 1996). 

 Este período é caracterizado por dramáticas mudanças corporais e comportamentais. 

Estudos com roedores têm mostrado que adolescentes exibem diferenças quando comparados 

com adultos em relação a medidas de ansiedade, depressão e reatividade ao estresse (Adriani 

e Laviola, 2004; Slawecki, 2005). Durante adolescência, roedores apresentam elevados níveis 

de busca pela novidade (Adriani et al., 1998), impulsividade (Adriani e Laviola, 2003) e 

comportamento de risco (Macri’et al., 2002), assim como redução de resposta ao estresse 

(Adriani e Laviola, 2000). Em humanos, a adolescência é caracterizada por traços 

comportamentais como labilidade emocional, impulsividade e comportamento de risco que 

estão associadas com o aumento de vulnerabilidade para transtornos neuropsiquiátricos, 

incluindo doenças afetivas e susceptibilidade ao vício (Andersen, 2003; Arnett, 1999; Spear, 

2000; Teicher et al., 2003; Volkow e Li, 2005; Wallace et al., 2003). 

 O cérebro apresenta maior grau de desenvolvimento durante a infância e relativa 

estabilidade na idade adulta, sendo seu desenvolvimento pontuado por rápidas transformações 

neurais durante a adolescência (Spear, 2000). De fato, fenômenos como neuroproliferação, 

apoptose e rearranjo sináptico continuam durante a adolescência. (Bayer, 1983; Bayer et al, 
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1982). De particular interesse para o presente estudo, a maturação do sistema colinérgico 

central, envolvido com o aprendizado/memória e repostas a psicoestimulantes, é consolidada 

durante o período da periadolescência (Matthews et al, 1974; Nadler et al, 1974; Zahalka et al, 

1993). Regiões neurais como o córtex pré-frontal e outras regiões de projeções 

dopaminérgicas do prosenencéfalo, apresentam alterações proeminentes durante a 

adolescência. Dada a importância dessas regiões cerebrais na modulação de mecanismos de 

recompensa associados ao uso de drogas (Koob, 1992) e de respostas a agentes estressores 

(Dunn e Kramarcy, 1984) e a associação entre ambos (Goeders, 1997; Piazza et al., 1991), 

não é surpresa constatar que adolescentes respondem de formas diferentes a drogas de abuso, 

agentes estressores e a interação entre ambos, quando comparados com animais adultos ou 

mais maduros (Spear, 2002). De fato, adolescentes apresentam grande probabilidade de 

experimentar drogas de abuso, incluindo tabaco e etanol (Grant et al., 1987; Nelson et al., 

1995; Webster et al., 1994), e desenvolver vício que adultos (Maggs et al., 2008). Além disso, 

parece existir uma forte correlação entre a idade inicial do uso da droga e a probabilidade de 

apresentar vício quando adulto (DiFranza e Guerrera, 1990), como também, o uso de uma 

droga na adolescência parece abrir “as portas” para o uso de múltiplas drogas de abuso no 

decorrer da vida (Kandel et al., 1992). Para várias drogas de abuso, incluindo a nicotina e o 

etanol, indivíduos que não iniciaram o uso durante a adolescência raramente iniciam o uso em 

idades posteriores (Chen e Kandel, 1995; Kandel e Logan, 1984). 

 Além da imaturidade das estruturas cerebrais envolvidas com o estabelecimento de 

vício, vários outros fatores podem ajudar a explicar o motivo da alta associação do uso de 

drogas de abuso e a adolescência. Neste sentido, destacam-se: o padrão de comportamento, a 

menor intensidade de efeito negativo da droga e maiores efeitos de recompensa. Dois 

comportamentos envolvidos na iniciação do uso de drogas são a impulsividade ou um desejo 

por novidades e experiências excitantes (sensation seeking). Intensa busca pela novidade, 
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característica do período da adolescência, tem sido associada a um maior consumo de drogas 

de abuso (Abreu-Villaça et al., 2006; Spear, 2000). Estudos em humanos têm encontrado forte 

correlação entre altas taxas de busca por sensações novas e uso de álcool e nicotina 

(Zuckerman, 1994). Adicionalmente, a dependência ao álcool e à nicotina tem sido associada 

a altos níveis de impulsividade (Mitchell, 1999; Poulos et al., 1998). Em ratos adolescentes, 

nicotina e etanol produzem efeitos agudos menos pronunciados, como também, apresentam 

uma resposta mais branda à retirada (Levin et al., 2003; Spear, 2002). Como exemplo, ratos 

adolescentes, sob a influencia do etanol, são menos sensíveis a desenvolver as desordens 

motoras ou a ficarem sedados (Silveri e Spear, 1998; White et al., 2002). Da mesma forma, 

ratos adolescentes possuem menor sensibilidade aos efeitos da nicotina sobre a atividade 

motora quando comparados com adultos (Vastola et al., 2002). 

Ao contrário do fato de apresentar mais recompensa e menos efeitos adversos, 

adolescentes são mais susceptíveis aos efeitos deletérios do uso das drogas de abuso, 

principalmente ao álcool. Evidências demonstram que consumo de etanol durante a 

adolescência causa maiores déficits cognitivos quando comparados com a vida adulta (Spear, 

2000). White e Swartzwelder (2004) demonstraram que o hipocampo de ratos adolescentes é 

altamente susceptível a inibição dos potenciais de longa duração pelo etanol, tornando os 

ratos adolescentes altamente sensíveis aos danos na memória gerados pelo etanol. 

Tomadas em conjunto, estas evidências sugerem que a adolescência é um período de 

vulnerabilidade ao consumo de etanol e ao tabagismo, e desta forma, reflete na possibilidade 

da existência de vias neuroquímicas, particularmente sensíveis durante a adolescência, 

compartilhadas entre as duas drogas. O desenvolvimento de modelos animais de exposição a 

drogas de abuso durante a adolescência tem sido extremamente interessante, pois permite a 

investigação destas questões (Barron et al., 2005). 
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1.5. Estudos animais sobre a interação nicotina e etanol durante a adolescência 

 

 A grande maioria da literatura que aborda o período de adolescência tem estudado a 

susceptibilidade desta idade em relação aos adultos para cada droga separadamente, sendo 

extremamente escassos os estudos onde é considerada a interação entre drogas. 

Particularmente, o nosso laboratório tem contribuído para ocupar essa lacuna na literatura. 

Usando um modelo da dupla exposição de etanol e nicotina na adolescência de camundongos, 

o nosso grupo de pesquisa estudou os efeitos sobre a ansiedade (Abreu-Villaça et al., 2007), 

aprendizado/memória (Abreu-Villaça et al., 2008) e neurotoxicidade (Oliveira-da-Silva et al., 

2009 in press). 

 Usando o teste do labirinto em cruz elevado, modelo amplamente utilizado na 

avaliação dos níveis de ansiedade, foi demonstrado que o etanol promove diminuição da 

ansiedade na adolescência de camundongos e que a nicotina pode reverter este efeito. Além 

disso, esse estudo indicou que o etanol e a nicotina podem interagir após longo tempo de 

retirada na idade adulta, promovendo aumento da ansiedade (Abreu-Villaça et al., 2008). 

Também observamos interação entre as drogas na regulação da resposta comportamental 

quando considerado aprendizado/memória. Usando o modelo de esquiva passiva, foi 

demonstrado que a nicotina e o etanol quando expostos em conjunto promovem danos na 

memória significativamente maiores que cada droga individualmente em camundongos 

adolescentes (Abreu-Villaça et al., 2007). Neste mesmo estudo, também se verificou que após 

pequeno tempo de retirada, a nicotina promoveu um aumento da capacidade de 

memória/aprendizado, mas que este efeito foi bloqueado pelo uso concomitante do etanol. Em 

relação a neurotoxocidade, recentemente foi observado que o etanol promove aumento da 

morte celular em todas as áreas do hipocampo de camundongos adolescentes, sendo ambas as 

populações de neurônios e glia afetados, enquanto que a nicotina causou aumento seletivo da 
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morte celular, sendo as camadas molecular e CA1 afetadas. Neste estudo também houve 

interação de efeitos quando as duas drogas foram expostas simultaneamente, só que neste 

caso, a exposição combinada promoveu efeitos menos severos na morte celular (Oliveira-da-

Silva et al., 2009 in press). 

Apesar dos estudos epidemiológicos e dos estudos em modelos animais dos efeitos 

combinados da nicotina e etanol sobre o comportamento e a neurotixicidade, pouco se sabe 

sobre a base neuroquímica das alterações promovidas pela co-exposição durante o período da 

adolescência. Considerando que a nicotina é um agonista dos nAChRs e que tem sido 

demonstrado que o etanol interage com receptores ionotrópicos, incluindo os colinérgicos, o 

estudo do sistema colinérgico possui grande relevância no entendimento das bases 

neuroquímicas envolvidas nos processos de co-abuso e dependência dessas drogas.  
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2. OBJETIVOS 

 

Estudar os efeitos da exposição à nicotina e/ou ao etanol no sistema colinérgico 

durante a adolescência, durante a retirada e, para avaliar os efeitos persistentes da exposição, 

também durante a idade adulta. 

Para essa avaliação foram utilizados três biomarcadores colinérgicos: 

- Ligação da [3H]citisina ao α4β2 nAChR. Subtipo de receptor nicotínico predominante no 

cérebro de mamíferos; 

- Atividade da colina acetiltransferase (ChAT), responsável pela biosíntese de acetilcolina. 

ChAT é um marcador constitutivo para os terminais colinérgicos, sendo utilizado para avaliar 

a densidade de inervação colinérgica; 

- Ligação do [3H]hemicholinium-3 (HC-3) ao transportador pré-sináptico de colina, que 

reflete a atividade sináptica colinérgica. 

 

Considerando que têm sido demonstradas diferenças entre machos e fêmeas para os 

efeitos cerebrais da nicotina e etanol (Abreu-villaça et al., 2007, 2008). Neste trabalho, 

também consideramos o sexo como fator. 

Além disso, considerando que o nível de exposição é um fator importante na 

interpretação dos resultados e na possibilidade de se realizar generalizações à população 

humana, como também podem ocorrer importantes interações farmacocinéticas entre a 

nicotina e o etanol, foi avaliada a concentração plasmática de etanol e de cotinina, resíduo 

metabólico da nicotina. 
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3. RESUMO DA METODOLOGIA (DESENHO EXPERIMENTAL) 

 

Para o total dos dois trabalhos apresentados nesta tese, foram utilizados 183 

camundongos da cepa C57BL/6 (100 machos e 83 fêmeas) de 42 ninhadas. Os experimentos 

descritos a seguir foram previamente aprovados pelo Comitê de Ética para o Cuidado e Uso 

de Animais Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes da UERJ e 

estão de acordo com a declaração de Helsinki e com o Guia de cuidados e uso de animais de 

laboratório adotado e promulgado pelo Instituto Nacional de Saúde. 

O desenho experimental apresentado neste trabalho têm sido largamente utilizado pelo 

nosso grupo de pesquisa no estudo da exposição combinada à nicotina e ao etanol no 

comportamento e na função cerebral de camundongos adolescentes (Abreu-Villaça, 2007; 

2008; Oliveira-da-Silva et al., 2009 in press).  Desta forma, do 30º ao 45º dia de vida pós-

natal (PN30-PN45), (-)-nicotina free base (50ug/ml) dissolvida em sacarina a 2% ou somente 

sacarina a 2% são administradas na garrafa de água enquanto que etanol (2g/kg) ou salina são 

injetados (i.p) em dias alternados.  Desta forma, o estudo completo do impacto da exposição à 

nicotina e ao etanol durante a adolescência consta de 4 grupos experimentais: VEH (sacarina 

via oral + salina i.p), NIC (nicotina/sacarina via oral + salina i.p), ETOH (sacarina via oral + 

álcool i.p) e os animais que recebem a dupla exposição NIC+ETOH (nicotina/sacarina via 

oral + álcool i.p). Assim, com este desenho, somos capazes de detectar os efeitos da nicotina, 

do etanol, e da dupla exposição.  

O sistema colinérgico foi estudado no córtex cerebral e mesencéfalo, sendo estas 

regiões escolhidas por estarem envolvidas com os processos de vício, recaída, e também com 

funções cognitivas. Tais áreas foram avaliadas durante o período de exposição (PN45), no 

período de retirada (PN50) e durante a idade adulta (PN75). Nestes períodos de estudo, os 

animais sofreram eutanásia, seus cérebros foram dissecados e congelados rapidamente por 
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imersão em nitrogênio líquido e, então, guardados a -45ºC para posterior análise bioquímica. 

O sangue foi coletado em PN45, sendo o plasma congelado a -20ºC para posterior 

quantificação da cotinina. Soro foi coletado em PN44 e mantido a 4ºC para a quantificação 

dos níveis de etanol. Em resumo, a figura 2 apresenta a linha temporal dos principais 

procedimentos realizados neste desenho experimental. 

Maiores detalhes metodologia e os resultados serão apresentados na seqüência através 

dos artigos que foram gerados a partir desta Tese.  
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Figura 1 – Linha temporal do modelo experimental utilizado. 
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4. ARTIGO 1 – Efeitos da exposição combinada de nicotina e etanol no sistema 

colinérgico de camundongos adolescentes. 

 

 Este primeiro trabalho foi publicado em 2008 no periódico internacional Brain 

Research (fator de impacto 2008=2,494), sendo intitulado: “Nicotine and ethanol interact 

during adolescence: effects on the central cholinergic systems” (2008, 1232:48-60). Além 

disso, os resultados deste trabalho foram apresentados em 2 congressos internacionais: no 

IBRO/LARC (I Congresso de Neurociências da América Latina, Caribe e Península Ibérica) e 

no Society for Neuroscience Internacional Meeting (38th annual meeting of the Society for 

Neuroscience). Foi trabalho premiado (2º lugar) no I Congresso de Biólogos dos Estados do 

Rio de Janeiro e Espírito Santo (I CBio). 

 Em resumo, foi avaliado o efeito da nicotina e/ou etanol no sistema colinérgico ao 

final do período de exposição durante adolescência. Neste artigo demonstramos que, em 

ambas as regiões estudadas (córtex cerebral e mesencéfalo), a exposição combinada 

NIC+ETOH promoveu um efeito mais robusto na geração de upregulation dos nAChRs 

quando comparado com a nicotina ou o etanol separadamente. Em relação à atividade da 

ChAT, a exposição combinada foi capaz de reverter os efeitos promovidos por cada uma das 

drogas. Estes resultados indicam que o sistema colinérgico central é um sítio de interação 

entre a nicotina e o etanol durante a adolescência. 
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5. ARTIGO 2 – Exposição combinada de nicotina e etanol em camundongos 

adolescentes: efeitos no sistema colinérgico após curto e longo período de retirada. 

 

 O segundo artigo apresentado nesta tese foi aceito para publicação este ano no 

periódico internacional Neuroscience (fator de impacto 2008=3,556), sendo intitulado: 

“Combined exposure to nicotine and ethanol in adolescent mice: Effects on the central 

cholinergic systems during short and long term withdrawal” 

(doi:10.1016/j.neuroscience.2009.05.032). Além disso, os resultados deste trabalho serão 

apresentados no congresso nacional da Federação de Sociedades de Biologia Experimental 

(XXIV Reunião Anual da FeSBE). 

 Considerando que o conhecimento dos substratos biológicos afetados durante o 

período de retirada é fundamental para prevenir as recaídas pela droga, neste trabalho tivemos 

como objetivo avaliar o sistema colinérgico de camundongos adolescentes após a retirada da 

exposição de nicotina e/ou etanol. Em resumo, após curto período de retirada (PN50) os 

grupos NIC e NIC+ETOH apresentaram upregulation dos nAChRs. Ainda em PN50, animais 

previamente expostos à nicotina apresentaram aumento da atividade da ChAT, que foi revertido 

no grupo NIC+ETOH. Em relação ao transportador pré-sinaptico de colina, houve redução dos 

seus níveis mesmo após um mês de retirada de ETOH e NIC+ETOH. Desta forma, este estudo 

fornece evidências experimentais das interações entre nicotina e etanol existentes no sistema 

colinérgico central durante o período de retirada. 
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6. DISCUSSÃO 
 
 
 O tabagismo e o consumo de etanol estão freqüentemente associados (Chen e Kandel, 

1995; Torabi et al., 1993; Schorling et al., 1994). Adicionalmente, estudos mostram que o 

início do hábito de fumar e beber ocorre freqüentemente durante a adolescência, período no 

qual alterações neuroadaptativas, hormonais e comportamentais ocorrem (Lopez et al., 2001). 

Apesar dos estudos epidemiológicos, pouco é conhecido sobre os substratos neurobiológicos 

que regem esta associação, principalmente no período crítico no uso de drogas que é a 

adolescência. O presente trabalho, representado pelos dois artigos apresentados anteriormente, 

fornece evidências experimentais que o sistema colinérgico é um denominador comum na 

interação da nicotina e do etanol na adolescência, demonstrando mecanismos de associação 

tanto durante a exposição das drogas, como também, no período de abstinência. 

 

6.1. Resumo dos resultados (Tabela 1) 

 

6.1.1. Durante o período de exposição 

 

 Ao final do período de exposição (PN45) foi observado que a nicotina promoveu 

upregulation dos nAChRs no córtex cerebral. O mesencéfalo se mostrou menos sensível a 

esse efeito da nicotina e apresentou apenas um modesto aumento da marcação pela 

[3H]citisina. A administração do etanol não foi capaz de promover alterações nos nAChRs. 

Interessantemente, a exposição combinada NIC+ETOH promoveu uma robusta upregulation 

dos nAChRs em ambas as áreas estudadas, destacando-se o efeito sinérgico das drogas sobre 

o mesencéfalo. 

 Em relação à atividade da ChAT, os resultados variaram substancialmente em relação 

as regiões estudadas. A exposição à nicotina resultou em efeitos sexo-dependentes no córtex 
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cerebral, enquanto que não foi capaz de promover alterações no mesencéfalo. No córtex 

cerebral, a exposição à nicotina promoveu redução da atividade da ChAT nas fêmeas e 

aumento da sua atividade nos machos. Já a exposição ao etanol promoveu apenas alteração no 

mesencéfalo, onde gerou aumento da atividade da ChAT. Surpreendentemente, a exposição 

combinada das drogas reverteu todos os efeitos gerados por cada droga individualmente, desta 

forma, não gerando nenhuma diferença para a atividade da ChAT em relação aos controles. 

 Para os níveis de marcação por HC-3, marcador do transportador pré-sináptico de 

colina, nenhuma das condições experimentais promoveu alteração ao final do período de 

exposição. 

 

 

6.1.2. Durante o período de retirada 

 

 Após 5 dias de retirada das drogas (PN50), os animais que foram expostos a nicotina 

ou nicotina+etanol ainda apresentam a upregulation observada durante a exposição, porém, 

neste caso, animais previamente expostos a NIC+ETOH já não apresentam efeitos 

significativamente maiores que animais do grupo NIC. Como também foi observado em 

PN45, a retirada do etanol não foi capaz de promover alteração em PN50. Nenhuma alteração 

foi observada após 30 dias de retirada das drogas (PN75), indicando que a upregulation foi 

revertida após longo tempo de abstinência. 

 Em relação a ChAT, a retirada da nicotina promoveu um aumento da sua atividade em 

PN50. Já a retirada do etanol não gerou nenhuma alteração neste período de curta abstinência. 

Quando considerada a exposição combinada, apesar do grupo NIC+ETOH apresentar 

aumento da atividade da ChAT em relação ao controle, este efeito foi estatisticamente menor 

que o apresentado pelo grupo previamente exposto a nicotina separadamente. Desta forma, a 
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co-exposição ao etanol parece reverter parcialmente os efeitos gerados pela nicotina na 

atividade da ChAT após curto tempo de abstinência. Após 30 dias da retirada das drogas, 

apenas o grupo NIC+ETOH apresentou alteração dos níveis de atividade da ChAT, gerando 

uma diminuição dessa atividade em relação aos controles. 

 Em relação ao transportador pré-sináptico de colina, os grupos ETOH e NIC+ETOH 

apresentaram consistentemente diminuição da ligação do HC-3 ao logo dos períodos de 

retirada estudados. 
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Tabela 1 – Resumo dos resultados 

  nAChRs ChAT HC-3 

PN45 NIC  no CX  machos no CX 

 fêmeas no CX 

- 

 ETOH -  no MS - 

 NIC+ETOH  no CX 

 no MS 

- - 

PN50 NIC   - 

 ETOH - -  

 NIC+ETOH    

PN75 NIC - - - 

 ETOH - -  

 NIC+ETOH -   

Alterações encontradas pela exposição de nicotina e/ou etanol nos biomarcadores 

colinérgicos. As setas indicam a direção do efeito ( =aumento ou =diminuição). O número 

de setas indica a intensidade do efeito ( , , ou ; ,  ou ) CX, córtex 

cerebral; MS, Mesencéfalo; PN, pós-natal; nAChR, receptor nicotínico colinérgico; ChAT, 

colina acetiltransferase; HC-3, hemicolinium.  

 

 

6.2. Considerações metodológicas 

 

6.2.1 Camundongos C57BL/6 

Ratos e algumas cepas de camundongos demonstram aversão ao gosto da nicotina. 

Além de ser uma das cepas mais usadas para estudos de efeitos comportamentais relacionados 

à nicotina (Siu e Tyndale, 2007), a cepa C57BL/6 foi escolhida por ser uma cepa que 
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consome nicotina na concentração utilizada neste estudo. A administração de nicotina via oral 

tem demonstrado gerar respostas comportamentais (Adriani et al, 2002, 2004; Gaddnas et al, 

2001) e alterações neuroquímicas, incluindo a upregulation dos receptores nicotínicos (Sparks 

e Pauly, 1999), alteração nos níveis e metabolismo de monoaminas (Gaddnas et al, 2000; 

Tammimaki et al, 2006; Vihavainen et al, 2006), assim como alterações na expressão de 

genes envolvidos na plasticidade sináptica induzidas por drogas de abuso (Marttila et al, 

2006) e doença de Alzheimer (Gutala et al, 2006) nesta e em outras cepas. Contudo, a cepa 

C57BL/6 é conhecida por apresentar características particulares, como alto consumo 

voluntário de etanol (Belknap et al., 1993; Crawley et al., 1997) o que deve ser levado em 

consideração em estudos que envolvam a administração desta substância, mesmo que os 

mecanismos determinantes desta característica específica da cepa não sejam bem conhecidos 

(Crabbe et al., 1999). Apesar das peculiaridades desta cepa, foram observadas diferenças 

significativas entre os grupos deste estudo. Estes resultados indicam que existem aspectos 

fundamentais da neurobiologia destes animais que são afetados pelo tratamento, os quais 

devem ser mais bem avaliados em futuras investigações. Futuros estudos de bases biológicas 

de interações entre etanol e nicotina são necessários e o uso de outras cepas e espécies podem 

fornecer dados valiosos. 

 

 

6.2.2. Concentração de etanol no sangue e níveis de nicotina 

 

 No presente estudo, de acordo com modelos experimentais utilizados recentemente pelo 

nosso laboratório (Abreu-Villaça et al., 2006, 2007, 2008; Manhães et al., 2008), uma solução de 

nicotina foi oferecida ad lib como a única fonte de líquido, enquanto que injeções i.p. de etanol 

foram aplicadas a cada 48 horas. Este desenho experimental teve como objetivo mimetizar o 

padrão de consumo de drogas por humanos adolescentes. Neste sentido, a avaliação do nível de 
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exposição à nicotina e ao etanol é de fundamental importância para as interpretações dos 

resultados deste presente estudo, como também, para a possibilidade de generalização com a 

população humana. 

 Nossos resultados indicaram que a concentração de nicotina usada nos experimentos gerou 

níveis plasmáticos de cotinina equivalentes aos encontrados em fumantes adolescentes (Caraballo 

et al., 2004; Wood et al., 2004). Já a dosagem de etanol usada no presente trabalho promoveu 

concentração plasmática de etanol média equivalente às encontradas em humanos adolescentes 

após terem consumido doses consideradas moderadas de etanol (Eckardt et al., 1998). Desta 

forma, este resultados demonstram que este modelo de exposição usado inclusive em trabalhos 

anteriores (Abreu-Villaça et al., 2006, 2007, 2008; Manhães et al., 2008) pode simular os níveis 

de exposição à nicotina e ao etanol observado em adolescentes humanos. 

 Interações farmacocinéticas entre a nicotina e o etanol poderiam afetar os resultados 

encontrados devido à exposição combinada no presente trabalho. Em acordo, foi demonstrado que 

os níveis plasmáticos de etanol são reduzidos em animais expostos concomitantemente a nicotina 

(Chen e Harle, 2005; Gilbertson e Barron, 2005). Entretanto este efeito só foi demonstrado 

quando os animais receberam etanol por via oral. Apesar deste fenômeno não ser completamente 

compreendido, evidências na literatura sugerem que a nicotina reduz a taxa de esvaziamento 

gástrico, permitindo maior ação da enzima álcool desidrogenase presente no estômago (Scott et 

al., 1993; Chen e Harle, 2005). 

No presente estudo, os níveis de cotinina não diferiram entre os grupos NIC e 

NIC+ETOH. Da mesma forma, a concentração de etanol no sangue não foi afetada pela exposição 

à nicotina. Estes resultados estão de acordo com a literatura, que mostra que a concentração do 

etanol quando administrado i.p. não é afetada pela exposição concomitante da nicotina (Parnell et 

al., 2006), como também, sugere que a nicotina não afeta a taxa de eliminação do etanol (Collins 

et al., 1988). Em conjunto, nossos resultados indicam que interações farmacocinéticas entre 
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nicotina e etanol não são capazes de explicar os resultados encontrados sobre os efeitos da 

exposição combinada sobre o sistema colinérgico. 

 

 

6.2.3. Significado e interpretação dos marcadores biológicos 

 

O presente trabalho utilizou para a avaliação do sistema colinérgico ensaios com 

marcação radioativa para 3 biomarcadores: nAChRs, o transportador pré-sinaptico de colina e 

a atividade da ChAT.  

Para os nAChRs foi utilizado como radioligante a [3H]citisina, que possui alta 

afinidade pelos receptores do tipo α4β2. No presente estudo, os ensaios foram realizados 

utilizando apenas uma concentração de radioligante.  Desta forma, a seleção de apenas uma 

concentração de radioligante para este receptor permite a detecção na mudança de marcação, 

mas não possibilita estabelecer se este fato se dá por mudança na afinidade do receptor (Kd) 

ou na sua quantidade (Bmax). Este desenho experimental se faz necessário devido a 

limitações teciduais e de técnicas intrínsecas ao estudo. Muitas concentrações de radioligante 

necessariamente envolveriam um maior número de ensaios, tornando necessário um maior 

volume tecidual. Como o volume tecidual obtido para as áreas estudadas é pequeno, seria 

necessário processar na mesma amostra tecidos de animais diferentes de um mesmo grupo 

experimental (“pool” de tecido), aumentando, assim, o número total de animais utilizados no 

estudo. Além disso, para manter padrão ideal de comparação entre os grupos experimentais, o 

processamento tecidual em cada dia de experimento deverá possuir representantes de todos os 

grupos de estudo para cada sexo. Se associado a este fato fossem utilizadas várias doses de 

radioligante, tornaria necessário o processamento de um grande número de amostras em um 

dia de experimento, tornando-o inviável do ponto de vista técnico. Neste sentido, é importante 

 - 71 -



considerar que têm sido demonstrado que a upregulation dos  nAChRs em adolescentes 

causada pela nicotina representa um aumento do número de receptores sem a mudança do seu 

grau de afinidade (Trauth et al, 1999). 

Além da avaliação dos nAChRs, o presente trabalho também avaliou os efeitos da 

exposição à nicotina e/ou etanol na atividade da ChAT e na marcação por HC-3, ligante do 

transportador pré-sináptico de colina de alta afinidade. A ChAT é a enzima responsável pela 

síntese de acetilcolina. Além disso, tem sido demonstrado que a ChAT aumenta durante o 

desenvolvimento sinaptico colinérgico, mas não se altera em função de estímulos que 

aumentam a atividade colinérgica (Aubert et al, 1996; Happe e Murrin, 1992; Navarro et al, 

1989; Zahalka et al, 1992, 1993). Desta forma, estes resultados sugerem que esta enzima 

representa um marcador constitutivo dos terminais colinérgicos, sendo largamente utilizado 

como uma medida que avalia a magnitude da arborização colinérgica (Abreu-Villaça et al., 

2003a; 2004; Qiao et al., 2004; Slotkin et al., 2008). O transportador pré-sinaptico de colina, 

responsável pela recaptação da colina na fenda sinaptica, tem sido descrito como a etapa 

tempo limitante para a síntese de acetilcolina (Tucek, 1985; Kuhar e Murrin, 1978). O 

significado fisiológico deste transportador é demonstrado pelo fato de que o seu bloqueio 

seletivo pode reduzir a síntese e a liberação de acetilcolina in vitro e promover prejuízo da 

função colinérgica in vivo (Happe e Murrin, 1993). Além disso, o transportador de alta 

afinidade pré-sinaptico de colina é altamente regulado pela atividade neuronal, sendo que esta 

regulação parece estar relacionada a alteração no número de transportadores existentes. Neste 

sentido, a medida de marcação do HC-3 tem sido amplamente usada para avaliar a atividade 

colinérgica neuronal (Abreu-Villaça et al., 2003; 2004; Qiao et al., 2004, Slotkin et al., 2001). 

Vale mencionar que, deste modo, a comparação entre as mudanças da ChAT e a marcação 

pelo HC-3 permite a distinção entre os efeitos das drogas estudadas sobre a magnitude da 

inervação colinérgica e a sua atividade. 
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6.2.4. Alterações na ingesta e peso 

 

 No primeiro estudo (artigo 1), nossos resultados não indicaram nenhuma diferença 

para a consumo de líquido entre os grupos experimentais. Entretanto no segundo estudo 

(artigo 2), usando uma amostra maior, demonstramos uma redução no consumo de líquido 

quando comparamos os grupos tratados com drogas com o grupo veículo. Esta redução foi 

somente evidenciada em alguns dias de exposição (VEH>todos - 1º, 5º e 6º dias; VEH>NIC e 

NIC+ETOH – 9º dia). Apesar dessa diferença de consumo apresentada no segundo trabalho, 

em nenhum dos trabalhos foi evidenciada alteração no peso dos animais. Neste sentido, estes 

resultados sugerem que as variações no consumo de líquido não influenciaram os resultados 

bioquímicos apresentados. 

 

 

6.3. Efeitos sobre o sistema colinérgico 

 

6.3.1. Efeitos sobre nAChRs 

 

Nicotina 

 

 É amplamente e consistentemente demonstrado que a exposição à nicotina promove 

upregulation dos nAChRs no cérebro de ratos adultos (Doura et al.,2008; Flores et al., 1992). 

Estudos anteriores também demonstraram que a exposição à nicotina em ratos adolescentes 

causa upregulation mais robusta e persistente quando comparada com a exposição na idade 

adulta (Abreu-Villaça et al., 2003a; Doura et al., 2008; Trauth et al., 1999). De forma geral, os 

resultados do presente trabalho confirmam estudos anteriores e mostram que a nicotina, na 
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concentração usada foi farmacologicamente ativa: foi evidenciado que a nicotina promoveu 

upregulation no córtex cerebral. Entretanto, a exposição à nicotina só promoveu um modesto 

aumento da marcação pela [3H]citisina no mesencéfalo. A ausência de resultado no 

mesencéfalo pode ser explicada pelo modelo de exposição intermitente usado no presente 

estudo, que poderia gerar alguma recuperação entre cada dose usada pelo animal. De acordo 

com essa idéia, foi demonstrado que a infusão continua de nicotina promove nAChR 

upregulation mais robusta do que quando a exposição é intermitente (Abreu-Villaça et al., 

2003a). Vale ressaltar que também é esperado que a intensidade da upregulation gerada pela 

nicotina varie em função da área estudada (Abreu-Villaça et al., 2003a). Avaliando após a 

retirada da droga, foi observado que a upregulation gerada pela nicotina foi mantida durante 

um período curto de retirada (5 dias) e que este efeito é totalmente revertido nas áreas 

estudadas após 1 mês de abstinência. Este resultado também corrobora estudos anteriores, 

onde foi observado, usando também um padrão intermitente de exposição à nicotina, que a 

upregulation é mantida após uma semana de retirada, mas tende a retornar ao normal após um 

mês do final da exposição (Abreu-Villaça et al., 2003a). 

 

 

Etanol 

 

 Está bem documentado que alguns efeitos gerados pelo etanol estão ligados a função 

dos nAChRs. Em acordo, foi demonstrado que o etanol promove liberação de dopamina no 

núcleo acumbente (Blomqvist et al., 1993) e aumento da atividade locomotora (Blomqvist et 

al., 1992), sendo ambos fenômenos dependentes da ativação dos nAChRs. Particularmente, o 

subtipo α4β2 foi recentemente associado com a modulação da geração de ataxia pelo etanol 

em camundongos (Taslim et al., 2008). Vários estudos têm demonstrado que a exposição ao 
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etanol pode promover tanto upregulation como downregulation de nAChR dependendo da 

região ou da célula utilizada em estudos em cultura (Booker e Collins, 1997; Gorbounova et 

al., 1998; Robles e Sabriá, 2008). Além disso, Butt e colaboradores (2004), usando três 

estratégias genéticas, sugerem que α4*-nAChRs modulam a abstinência pelo etanol. No 

presente trabalho, não foi encontrado efeito do etanol na marcação dos nAChRs durante o 

período de exposição, como também após a retirada da droga. O pequeno tempo de exposição 

e a dose moderada usada neste estudo podem explicar a ausência de efeitos do etanol. Em 

acordo, tem sido demonstrado em estudos in vivo que o etanol não gera alterações nos 

nAChRs em camundongos após pequeno período de exposição (Burch et al., 1988; de Fiebre 

e Collins, 1993). 

 

 

Co-exposição 

 

 Existem evidências na literatura que sugerem que o etanol funciona como co-agonista 

da acetilcolina em algumas regiões do cérebro e que a co-exposição à nicotina e etanol 

poderia gerar uma maior susceptibilidade a dessensibilização dos nAChRs e, 

conseqüentemente, sua upregulation.  Em acordo, tem sido sugerido que o etanol aumenta a 

afinidade dos nAChRs por seus agonistas (Forman et al., 1989) e modula a upregulation 

induzida pela nicotina em cultura de células (Dohrman e Reiter, 2003). O presente trabalho 

demonstrou que a exposição combinada de nicotina e etanol gerou uma robusta upregulation 

dos nAChRs em ambas as áreas cerebrais estudadas. Vale ressaltar que no mesencéfalo esta 

upregulation reflete um efeito sinergista entre nicotina e etanol. Esse resultado apresentado no 

mesencéfalo constitui a primeira evidência experimental que a co-administração destas drogas 

tem um efeito maior que a simples soma dos efeitos individuais de cada droga sobre os 
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nAChRs. Considerando a importância dos circuitos mesencefálicos nos mecanismos de 

geração de recompensa e vício (Mansvelder e McGehee, 2002; Nestler, 2001) e o fato de que 

também se sugere que a upregulation dos nAChRs esteja envolvida no estabelecimento desses 

mecanismos (Buisson e Bertrand, 2002; Dani e De Biasi, 2001; Picciotto et al., 2008), nós 

sugerimos que, se o mesmo ocorresse em adolescentes humanos, o efeito sinérgico poderia 

facilitar a geração do abuso de ambas as drogas.  

 A upregulation gerada pela a dupla-exposição persiste até cinco dias após a retirada 

das drogas, entretanto, a magnitude do efeito observado foi reduzida quando comparada com 

o período da exposição. De fato, os efeitos da co-exposição refletiram a soma das alterações 

promovidas individualmente em ambas às áreas estudadas em PN50. Considerando que o 

etanol não gerou alterações, este resultado indica que as alterações colinérgicas sobre os 

nAChRs geradas pela co-exposição estão associadas com a exposição prévia a nicotina. 

Interessantemente, o papel dos nAChRs na abstinência da nicotina foi recentemente 

investigada por Jackson e colaboradores (2008), onde é sugerido que alguns subtipos de 

nAChRs participam na geração dos sinais físicos e afetivos da abstinência da nicotina. De 

particular interesse para o nosso estudo está o achado de que camundongos knockout para β2 

não apresentam aumento dos níveis de ansiedade, que sugere a importância dos β2*-nAChRs 

nos sinais afetivos da abstinência. Considerando que a marcação por [3H]citisina é seletiva 

para os α4β2- nAChRs, nossos resultados sugerem que a upregulation induzida pela nicotina 

é importante tanto na curta abstinência da nicotina, como também, na abstinência da co-

exposição. A ausência de resultados sobre os nAChRs após longo período de retirada sugere 

que outro tipo de substrato biológico pode estar associado com eventos persistentes na 

abstinência. 
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6.3.2. Efeitos sobre a ChAT e HC-3 

 

Nicotina 

 

 Durante a exposição, a nicotina promoveu alteração na ChAT apenas no córtex 

cerebral, sendo este efeito sexo-dependente.  Nicotina promoveu redução da ChAT nas 

fêmeas e aumento nos machos. Considerando que a ChAT é um marcador constitutivo da 

sinapse colinérgica (Aubert et al., 1996; Navarro et al., 1989; Happe e Murrin, 1992; Zahalka 

et al., 1992, 1993), a redução da ChAT indica perda da inervação colinérgica, podendo refletir 

morte de neurônios (Trauth et al., 2000). Já o aumento da ChAT sugere aumento da densidade 

de inervação colinérgica. De fato, enquanto que a ativação dos nAChRs servem como fatores 

tróficos durante o desenvolvimento (Coronas et al., 2000; Hohmann e Berger-Sweeney, 1998; 

Navarro et al., 1989; Pugh e Margiotta, 2000), a estimulação colinérgica excessiva altera os 

padrões de replicação celular, diferenciação e sinaptogênese (Levin e Slotkin, 1998; Slotkin, 

2002, 2004), podendo progredir para dano celular (Abreu-Villaça et al., 2003b; Abrous et al., 

2002; Slotkin, 2002, 2004). Desta forma, a redução encontrada na ChAT pode refletir a maior 

susceptibilidade das fêmeas aos efeitos negativos da nicotina. Por exemplo, mulheres 

fumantes adolescentes possuem um início mais rápido na geração de dependência pela 

nicotina (DiFranza et al., 2002) e muitos estudos em animais sugerem que fêmeas são mais 

sensíveis ao dano celular promovido pela exposição à nicotina durante a adolescência (Abreu-

Villaça et al., 2003b; Trauth et al., 1999, 2000). Já o aumento da ChAT em machos sugere 

que a nicotina promove um aumento significativo da inervação colinérgica, a qual pode 

representar uma resposta compensatória ao dano celular, como sugerido em outros trabalhos 

(Abreu-Villaça et al., 2003a, 2004), ou poderia ainda ser uma resposta aos efeitos tróficos da 
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ativação dos nAChRs (Coronas et al., 2000; Hohmann e Berger-Sweeney, 1998; Hohmann et 

al., 1988; Navarro et al., 1989; Pugh e Margiotta, 2000). 

 Após curto período de retirada, a nicotina promoveu um aumento da ChAT tanto para 

machos como para fêmeas. Neste sentido, este resultado sugere que o dano colinérgico gerado 

durante o período de exposição foi revertido e compensado nas fêmeas, enquanto que nos 

machos foi mantida a resposta compensatória já observada no final da exposição. Após 30 

dias de retirada da nicotina (PN75), a elevação observada em PN50 da atividade da ChAT foi 

reduzida. Este resultado sugere que ocorre um restabelecimento da inervação colinérgica para 

o padrão normal.  

 Quanto ao HC-3, ao contrário da ChAT, a exposição à nicotina não foi capaz de gerar 

alterações durante o período de exposição ou mesmo após os períodos de retirada estudados. 

Este resultado sugere que a concentração de terminais colinérgicos foi o principal 

determinante das alterações colinérgicas geradas pela nicotina. Ao contrário dos resultados 

encontrados no presente estudo, esperava-se que a exposição à nicotina promovesse redução 

da marcação por HC-3. Esta expectativa se dava pelo fato de trabalhos anteriores 

demonstrarem que a nicotina induz redução do HC-3 durante a exposição e que esta redução 

permanece até um mês da interrupção do tratamento (Abreu-Villaça et al., 2003a). Estes 

resultados divergentes podem ser resultado de diferentes rotas de administração. A exposição 

oral à nicotina mimetiza a intermitente exposição característica de fumantes, em contraste 

com os ratos utilizados no outro estudo, onde minibombas osmóticas (que produzem níveis 

plasmáticos de nicotina constantes) ou injeções (onde há o controle do tempo entre a última 

exposição e o momento do sacrifício) foram utilizadas.  
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Etanol 

 

 Ao final do período de exposição, o etanol promoveu apenas alteração na ChAT no 

mesencéfalo, onde promoveu significante aumento em sua atividade. Estudos anteriores 

contrariamente mostram que a exposição ao etanol promove diminuição da atividade da 

ChAT apenas quando o período de exposição é consideravelmente longo (Arendt et al., 1988; 

Floyd et al., 1997). Uma hipótese possível é que as 48 horas entre as injeções de etanol podem 

permitir uma resposta compensatória ao possível dano colinérgico no mesencéfalo. O etanol 

não foi capaz de promover alterações na marcação por HC-3, o que representa que não houve 

comprometimento da atividade colinérgica pelo etanol durante exposição ao etanol. De forma 

geral, o transportador de alta afinidade da colina tem se demonstrado altamente resistente aos 

efeitos do etanol (Kristofiková et al., 2003; Saltarelli et al., 1990), onde apenas altas doses 

foram capazes de promover alterações. 

 Em ambos os períodos de retirada estudados o etanol não promoveu nenhuma 

alteração na atividade da ChAT. Desta forma, o aumento gerado pelo etanol no mesencéfalo 

foi completamente revertido após curto período de retirada.  Em acordo, estudos anteriores 

sugerem que somente longos períodos de exposição são necessários para promoverem 

alterações prolongadas na densidade de terminais colinérgicos (Arendt et al., 1988; Casamenti 

et al., 1993; Floyd et al., 1997).  Em relação ao HC-3, apesar da ausência de alterações 

durante a exposição, nós observamos uma pequena, mas significativa, redução do HC-3 após 

curto período de retirada que persiste até a vida adulta (PN75).  Esta disparidade encontrada 

entre ChAT e HC-3 sugere um persistente prejuízo na função colinérgica nos animais 

expostos pelo etanol. De acordo com esta idéia, Casamenti e colaboradores (1993) 

demonstraram redução da liberação de acetilcolina no córtex cerebral e hipocampo 1 semana 

após a retirada do etanol em ratos. Além disso, a diminuição da liberação de acetilcolina 
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juntamente à ausência de upregulation descrita neste estudo, reforça a idéia que abstinência 

do etanol pode gerar hipofunção colinérgica. 

 

 

Co-exposição 

 

 Surpreendentemente, não foram encontradas alterações na atividade da ChAT durante 

a exposição combinada de nicotina e etanol.  No córtex cerebral, apesar de a nicotina 

promover redução da atividade da ChAT nas fêmeas, a co-exposição não foi capaz de gerar 

dano na inervação colinérgica, o que sugere um efeito protetor do etanol. Para machos, a co-

exposição reverteu o aumento da ChAT provocado pela nicotina. No mesencéfalo, o efeito da 

co-exposição foi reduzido em relação aos efeitos individuais da nicotina e do etanol, sendo os 

valores semelhantes aos encontrado no grupo veículo. A co-administração promoveu uma 

forte upregulation dos nAChRs também quando comparado com cada droga individualmente, 

e como mencionado anteriormente, a excessiva estimulação colinérgica altera o padrão 

normal do desenvolvimento neuronal (Levin e Slotkin, 1998; Slotkin, 2002, 2004). 

Entretanto, a exposição combinada no presente estudo não foi capaz de alterar a atividade 

colinérgica, como indicado pelo resultado da marcação do HC-3. De fato, a investigação da 

toxicidade da exposição combinada de nicotina e etanol tem se demonstrado controversa. 

Trabalhos anteriores sobre a toxicidade celular da nicotina/etanol têm mostrado efeitos 

menos-que-aditivos (Penland et al., 2001; Tizabi et al., 2003, 2004, 2005). Em contraste, Jang 

e colaboradores (2002) demonstraram que a exposição combinada de nicotina e etanol 

promove um efeito mais potente quando comparado com a exposição separada de cada droga. 

Entretanto, recentemente, nosso grupo de pesquisa, usando o mesmo desenho experimental 

usado aqui, demonstrou que a exposição combinada promoveu efeitos menos severos na 
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morte celular (Oliveira-da-Silva et al., 2009 in press). Apesar dos resultados apresentados 

nesta tese indicarem que a co-administração não promoveu dano nos terminais colinérgicos, 

outros tipos celulares podem ser mais afetados. Neste sentido, estudos futuros considerando 

regiões cerebrais e tipos celulares diferentes devem ser importantes no entendimento dos 

efeitos gerados pelo co-uso da nicotina e do etanol.  

 Após curto período de retirada das drogas, foi observado que a exposição combinada 

promoveu um pequeno, mas significativo, aumento na atividade da ChAT. Assim como 

apresentado durante a exposição, o efeito da exposição combinada foi menos severo que o 

provocado pela nicotina. Outros estudos sobre a neurotoxicidade da nicotina e etanol, também 

têm demonstrado efeitos menos-que-aditivos durante curto período de retirada (Penland et al., 

2001). O resultado observado no presente estudo possui duas possibilidades de interpretação. 

Considerando que o aumento do número de terminais tem sido sugerido como uma resposta 

compensatória ao dano celular, a exposição ao etanol poderia proteger contra o dano celular 

gerado pela nicotina. Alternativamente, no caso do aumento do número de terminais ser uma 

resposta necessária a manutenção da normalidade da função colinérgica, a co-exposição da 

nicotina com etanol pode promover ou intensificar o prejuízo colinérgico. Estudos futuros são 

necessários para identificar a relevância funcional da interação entre nicotina e etanol na 

atividade da ChAT durante curto período de retirada. Após longo período de retirada, apesar 

de cada droga individualmente não gerar alterações, a exposição combinada gerou diminuição 

da atividade da ChAT. Considerando que a diminuição da ChAT está associada com a perda 

de inervação colinérgica, o presente estudo fornece evidencia experimental que a exposição 

combinada de nicotina e etanol promove perda da inervação colinérgica a longo prazo. Pelo 

nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que avalia os efeitos combinados da nicotina e 

etanol durante o período de retirada. Apesar de não ocorrer diferenças na marcação por HC-3 

durante a exposição das drogas, verificamos uma pequena redução na magnitude da marcação 

 - 81 -



por HC-3 após a retirada da exposição. Do mesmo modo, foi observada esta redução quando 

somente foi administrado o etanol. Desta forma, este resultado sugere que a co-exposição 

gerou redução da atividade colinérgica, muito provavelmente devido à ação da retirada do 

etanol. 

 

6.4. Possibilidades de outros sítios de interação entre nicotina e etanol 

 

Como mencionado anteriormente, a nicotina regula a liberação de uma grande 

variedade de neurotransmissores, incluindo dopamina, serotonina, noradrenalina, glutamato 

GABA e até mesmo a própria acetilcolina (Wonnacott, 1997). Além disso, o etanol 

diretamente possui ações variadas sobre um grande número de receptores, aumentando a 

atividade funcional dos receptores do GABA e da glicina, atuando como co-agonista do 

receptor de serotonina e como antagonista dos receptores de NMDA do glutamato (Larsson e 

Engel, 2004). Neste sentido, podemos observar que existe uma grande variedade de possíveis 

alvos de interação entre a nicotina e o etanol, sendo este fato demonstrado em alguns estudos 

recentes (Al-Rejaie e Dar, 2006a,b; Inoue et al., 2007).  O papel de outros sistemas de 

neurotransmissores e a integração desses efeitos sobre cada região cerebral estudada em 

particular pode explicar as diferenças de resultados encontrados em alguns pontos neste 

estudo em cada região cerebral. Estes efeitos integrativos são de grande relevância no 

entendimento dos mecanismos que regem co-uso, co-abuso e a abstinência da nicotina e do 

etanol durante a adolescência e, como permanecem incertos, há a necessidade de serem 

adequadamente avaliados em estudos futuros. 
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7. CONCLUSÕES 

 

 O tabagismo e o consumo do etanol por adolescentes representa um grande problema 

de saúde pública em todo mundo. O desenvolvimento cerebral continua durante a 

adolescência, sendo caracterizado por muitas modificações que incluem a maturação do 

sistema colinérgico central (Altman e Bayer, 1990; Zahalka et al., 1993; Rakic et al., 1994). O 

entendimento das interações neuroquímicas entre as drogas pode ser essencial no 

desenvolvimento de novas terapias farmacológicas capazes de reverter os estados de vício, 

prevenir as recaídas e reduzir o consumo dessas drogas. O presente trabalho indica que o 

sistema colinérgico central é um denominador comum durante a adolescência para as ações da 

nicotina e do etanol, como também, é afetado pela retirada das duas drogas. 
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