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RESUMO

Tabaco e etanol sdo as substancias de abuso mais consumidas no mundo e
frequentemente co-abusadas. Apesar do numero elevado de pessoas que fazem
uso de substancias de abuso, apenas uma pequena, mas consideravel porcentagem
se torna dependente. Assim, outros fatores interagem com o efeito da droga
influenciando o desenvolvimento da dependéncia. No presente estudo investigamos
em ratos: a) se a exposicao prévia ao estresse variado poderia alterar os parametros
da autoadministracdo de nicotina, e se este fendbmeno poderia estar relacionado a
alteracdes na atividade de CREB e ERK no cortex pré-frontal medial, nucleo
acumbens e amidala; b) se a administracdo prévia e repetida de cocaina poderia
alterar os parametros de autoadministracédo de nicotina, e se este fenbmeno poderia
estar relacionado a alteracdes na expressédo de BDNF, TrkB, DYN, Mi-Opio, NPY e
CRFR1 no nucleo acumbens; c) se a exposicdo prévia a nicotina poderia alterar os
parametros de autoadministracdo de etanol; d) o efeito da administracdo simultanea
de nicotina no desenvolvimento da dependéncia ao etanol, e as areas encefalicas
bem como o fenotipo dos neurbnios envolvidos nesse comportamento. Nossos
resultados demonstram que a exposi¢cao ao estresse variavel induziu sensibilizacéo
cruzada com nicotina e aumentou a motivagcdo e o consumo dessa substancia e
reduziu a atividade de CREB em regides mesoencefalicas. O pré-tratamento com
cocaina induziu sensibilizacdo cruzada com nicotina e aumentou a motivacédo e o
consumo dessa substancia. O pré-tratamento com cocaina aumentou a expressao
génica de BDNF no nucleo acumbens desses animais. O pré-tratamento com
nicotina aumentou 0os comportamentos relacionados a ansiedade e a motivacao para
o consumo de etanol. A administracdo simultanea de nicotina acelerou a escalada
da autoadministracdo, aumentou o ponto de ruptura e a compulsividade para o
consumo de etanol e esses comportamentos podem estar relacionados a ativacéo
da amidala estendida e do sistema mesocorticolimbico. Desta forma, nossos
resultados sugerem que fatores adicionais ao uso de uma substancia de abuso
como estresse e a pré-exposicdo a outra substancia podem aumentar a

vulnerabilidade ao desenvolvimento da dependéncia.

Palavras Chave: Dependéncia a substancias de abuso. Nicotina. Etanol. Estresse.

Comportamento animal. Alteragdes moleculares.



ABSTRACT

Tobacco and ethanol are the most used drugs in the world and often co-abused. An
important issue in the field of drug abuse research is the characterization of risk
factors related to increased vulnerability to drug addiction. In the present study we
investigated in rats: a) the effects of exposure to variable stress on nicotine-induced
locomotor activation, CREB and ERK activities in the prefrontal cortex, nucleus
accumbens and amygdala and nicotine intravenous self-administration; b) whether
previous exposure to cocaine could affect nicotine seeking behaviors, and if this
phenomenon could be related to alterations in the BDNF, TrkB, DYN, Mi-Opio, NPY
and CRFR1 gene expression in the nucleus accumbens; c) whether repeated
nicotine treatment could induce anxiety-like behavior, which in turn increases alcohol
intake; d) the effect of simultaneous nicotine treatment during the transition to
development of alcohol dependence and whether that is mediated by activation of
neuronal ensembles in different parts of the brain. We found: the variable stress
exposure caused cross sensitization with nicotine, increased the nicotine self-
administration behavior and decreased CREB activity in mesencephalic areas; the
pretreatment with cocaine caused sensitization of cocaine motor response, locomotor
cross-sensitization with nicotine, and increased motivation to nicotine intake; the pre-
treatment with nicotine increased the anxiety-like behavior and the motivation to
ethanol intake; the simultaneous administration of nicotine and ethanol vapor
exposure speed up the escalation of ethanol self-administration, increased the
motivation and the compulsivity to ethanol intake and these behaviors could be
related to activation of extended amygdala and mesocorticolimbic systems. Our
results suggest that additional factors to the drug use such as stress and pre-

exposure to other drug could increase the vulnerability to addiction.

Keywords: Drug addiction. Nicotine. Ethanol. Stress. Animal behavior. Molecular

alterations.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos Gerais

O uso de substancias de abuso ndo é um fendmeno recente. Ele tem
acompanhado a humanidade em diversos periodos de sua histéria, variando de
acordo com aspectos culturais e sociais de cada época. O uso dessas substancias
ao longo da historia sempre foi associado a procura de um estado de consciéncia
alterado, alivio de desconforto e busca do prazer (ROYCE, 1981; TOSCANO JR,
2001).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) substancia de abuso pode
ser definida como toda substancia natural ou sintética que quando introduzida no
organismo pode alterar o funcionamento do sistema nervoso central, proporcionando
experiéncias subjetivas de prazer, capazes de levar parte de seus usuarios a
dependéncia (OMS, 2012a).

Vérios indicadores mostram que o consumo de drogas tem atingido formas e
propor¢des preocupantes no decorrer das ultimas décadas. Por exemplo, o relatério
do Escritério das Nacdes Unidas Sobre Drogas e Crimes (UNODC) da OMS mostrou
gue, no mundo, cerca de 250 milhdes de pessoas fazem uso de substancias de
abuso (n&o incluindo nicotina e etanol), e que 0,6% da populacdo mundial entre 15 e
64 anos de idade (25 milhdes de pessoas) sdo consideradas dependentes a pelo
menos uma dessas substancias (UNODC, 2012). No Brasil, dados epidemioldgicos
do Centro Brasileiro de Investigacdes sobre Drogas (CEBRID) mostram que 3,4
milhdes de pessoas entre 18 e 59 anos usaram droga (exceto nicotina e etanol) pelo
menos uma vez na vida (CEBRID, 2005).

Entretanto, nicotina e etanol sdo as mais consumidas no mundo (BOBO;
HUSTEN, 2000). Etanol € a substancia de abuso mais consumida mundialmente,
aproximadamente 12% da populacdo mundial consome etanol diariamente (OMS,
2012b; UNODC, 2012). Dados do CEBRID (2005) revelam que 74,6% da populacdo
brasileira consumiu etanol pelo menos uma vez na vida, sendo que 12,3% sao
consideradas dependentes. Nos paises em desenvolvimento com menor taxa de
mortalidade, como o Brasil, o consumo de etanol é o maior fator de risco de
morbidade e mortalidade (EZZATI et al., 2002).
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Em relagdo a nicotina, dados do CEBRID revelam que 44% da populacdo
brasileira jA usou esta substancia pelo menos uma vez na vida, sendo que a
porcentagem de dependentes na populacédo geral é estimada em 10,1% (CEBRID,
2005). O uso do tabaco resulta em mais de 5 milhdes de mortes por ano sendo que
aproximadamente 90% delas s&o causadas por cancer de pulméo (PICCIOTTO;
KENNY, 2013). Segundo a Organiza¢cdo Pan-Americana da Saude (OPAS), o tabaco
€ a segunda maior causa de mortes no mundo (OPAS, 2009). O consumo diario de
tabaco atinge 30% da populacdo mundial, cerca de 1 bilhdo de pessoas (OMS,
2012b).

Apesar do numero elevado de pessoas que fazem uso de substancias de
abuso, apenas uma pequena, mas consideravel porcentagem, torna-se dependente
(UHL; GROW, 2004). Assim, como sera apresentado adiante, outros fatores
interagem com o efeito da substancia para influenciar o desenvolvimento da
dependéncia.

Segundo o Manual de Diagnéstico e Estatistica da Sociedade Americana de
Psiquiatria (DSM) a dependéncia de substancias de abuso é conceituada como um
padrao mal-adaptado de uso de uma substancia psicoativa, que causa
consequéncias adversas ao individuo. Sendo este, um processo que geralmente
inicia-se com o0 uso ocasional da substancia de abuso e evolui para o0 uso
compulsivo (DSM-V, 2013).

A quinta edicdo do DSM apresenta onze critérios para o diagnéstico da
dependéncia. Se o individuo apresentar pelo menos dois desses critérios, no
periodo de um ano, ele pode ser considerado dependente a uma substancia de
abuso (Quadro 1.1).
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Quadro 1.1: Critérios para o diagnostico de dependéncia segundo o DSM-V - 2013.

1- Uso recorrente da substancia resultando no negligenciamento de compromissos
sociais

2- Uso recorrente da substancia em situacdes que coloca em risco a integridade
fisica do individuo (por exemplo, dirigir um automével)

3- Uso continuo da droga a despeito dos problemas causados e exacerbados
promovido pelo uso da mesma

4- Tolerancia (caracterizada pelo aumento do consumo e diminui¢ao do efeito
da droga)

5- Sindrome de abstinéncia (especifica para cada tipo de droga)

6- Uso da substancia em grande quantidade e periodo de tempo maior que o
esperado pelo individuo antes de iniciar o uso

7- Persisténcia do uso e tentativas mal sucedidas de interromper 0 uso

8- Tempo exacerbado dedicado as atividades necessarias para obter a substancia,
usar e se recuperar dos efeitos causados pela droga

9- Desisténcia ou reducéo da realizacdo de praticas recreacionais, sociais e
ocupacionais devido ao uso da substancia

10- A manutencao do uso da substancia a despeito do conhecimento dos efeitos
adversos (fisicos e psicologicos) que o uso da droga causa

11- Desejo incontrolavel de utilizar a substancia (compulsividade)

Fonte: Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-V), 52 ed., 2013.

1.2 Teorias da Dependéncia, Modelos Animais e Neurobiologia

Embora exista um critério estabelecido para o diagnostico da dependéncia, as
causas que levam os individuos a passarem do uso ocasional para o uso compulsivo
tem sido discutidas ao longo dos anos e algumas teorias foram propostas, porém
ainda néo existe um consenso entre elas.

Uma das primeiras tentativas de definir dependéncia foi realizada por uma
comissao de especialistas da OMS em 1958. Apdés anos de discussao essa

comissao chegou ao seguinte relato: "o termo mais apropriado para dependéncia
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seria droga-adic¢ao”. Segundo essa definicdo, existiriam dois tipos de dependéncia,
psicoldgica e fisica (EDDY et al., 1965).

A definicho de dependéncia fisica foi baseada na observacdo das
consequéncias adversas decorrentes da interrupcdo do uso das drogas, quadro
denominado de sindrome de abstinéncia. A sindrome de abstinéncia € um conjunto
de sinais e sintomas, geralmente opostos aos efeitos agudos das drogas, que
promovem desconforto intenso ao individuo. Assim, os individuos manteriam o0 uso
da droga para evitar o desconforto da retirada. A sindrome de abstinéncia é
observada apés o uso prolongado de uma substancia. Além desse fendmeno o uso
prolongado promove tolerdncia que € um estado adaptativo caracterizado pela
diminuicdo na resposta a administracdo da mesma quantidade de droga, fazendo
gue o individuo aumente a dose para obter o mesmo efeito farmacolégico do inicio
do uso e evitar os sintomas desagradaveis da sindrome de abstinéncia (EDDY et al.,
1965; JAFFE, 1989; O'BRIEN, 2001).

Por outro lado, dependéncia psicoldgica foi caracterizada pela busca continua
da droga para obter um estado de satisfacdo e euforia (EDDY et al.,, 1965;
SOLOMON, 1980).

Baseados nas definicdes acima, Solomon e Corbit (1973) propuseram a teoria
do processo oponente da motivacdo. Segundo esses autores no sistema nervoso
central existem dois circuitos neurais, um relacionado com a euforia que a
substancia promove e outro com 0s sintomas aversivos promovidos pela auséncia
da substancia no organismo. Assim, as drogas seriam capazes de ativar esses dois
sistemas promovendo um equilibrio entre os efeitos euforizante e aversivo. Ainda de
acordo com essa teoria, 0 uso repetido da substancia de abuso promoveria
tolerancia para o efeito prazeroso e sensibilizacdo dos efeitos aversivos da sindrome
de abstinéncia. Assim, segundo esses autores o individuo faria o uso dessa
substancia em doses cada vez maiores (escalada) para evitar os efeitos adversos da
retirada da droga e obter o mesmo efeito prazeroso do uso inicial.

Posteriormente, Wise (1978) prop0s a teoria do reforgo positivo para explicar a
dependéncia. Segundo essa teoria, todas as substancias de abuso seriam capazes
de liberar dopamina no nucleo acimbens e o aumento de dopamina nessa regiao
seria responsavel pela promocgdo de prazer e euforia. Assim, o0 sistema
dopaminérgico mesocorticolimbico se consolidou como o circuito de recompensa

produzido pelas substancias de abuso (WISE, 1978). Essa teoria postulava que o
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individuo fazia o uso da substancia apenas pela busca do prazer que a mesma
proporcionava.

Porém, essa teoria ndo explicava a transicdo do uso ocasional para 0 uso
compulsivo da substancia. Desta forma, Robinson e Berridge (1993) propuseram
que o desejo compulsivo pela droga resultaria da sensibilizacdo de vias
dopaminérgicas mesolimbicas envolvidas com o incentivo motivacional e
recompensa. De acordo com esses autores, além de mediar a sensacao subjetiva de
prazer, o sistema dopaminérgico mesolimbico regularia o impulso motivacional e a
atencdo a estimulos ambientais relacionados ao uso da droga. Dessa maneira, com
0 uso repetido, a droga e o0s estimulos associados a ela se tornariam
progressivamente mais atrativos fazendo com que o individuo desenvolvesse desejo
compulsivo (“fissura”) pela substancia que seria capaz de controlar o comportamento
(ROBINSON; BERRIDGE, 1993). Essa teoria foi chamada de sensibilizagdo do
incentivo motivacional. Segundo esses autores, os efeitos adversos da abstinéncia
seriam de importancia secundaria para o entendimento do uso compulsivo das
drogas (BERRIDGE; ROBINSON, 1998).

Na mesma época, Koob e Le Moal (1997), baseados na teoria dos processos
oponentes, propuseram a teoria da alostasia hedbnica para explicar o uso
compulsivo das drogas. Segundo esses autores, 0 uso inicial das drogas promoveria
ativacdo da via do prazer e como uma resposta compensatdria, 0 organismo ativaria
outra via, chamada via do estresse, que promoveria estados emocionais negativos
(disforia, ansiedade, irritabilidade). Com o uso repetido de uma substancia de abuso,
ocorreria tolerancia para os efeitos positivos e sensibilizacdo dos efeitos emocionais
negativos. Assim, o individuo faria o uso de quantidades cada vez maiores da
substancia para cessar/evitar esses efeitos emocionais estressantes e aversivos
(Alostasia Hedobnica) (KOOB, 2009).

Dependéncia também tem sido considerada um comportamento de
aprendizado associativo (JONKMAN; PELLOUX; EVERITT, 2012; WILCOX et al.,
2011), no qual os efeitos intraceptivos fisicos e emocionais da droga sao associados
ao ambiente e a parafernalia para o uso da droga. Dessa forma, quando o individuo
€ re-exposto ao ambiente ou as dicas ambientais, por exemplo seringas, cachimbo e
aromas, os neurbnios que armazenam essa associa¢gdo sdo ativados e o individuo
manifesta o desejo incontrolavel pela droga, e assim, retoma o uso (DRUMMOND;
COOPER; GLAUTIER, 1990; ROBINSON; BERRIDGE, 1993).
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Para o avanco do conhecimento das bases neurobiolégicas da dependéncia é
necessario a utilizacdo de modelos animais que possam evidenciar alteracfes
comportamentais e moleculares relacionadas a transicdo do uso ocasional para a
dependéncia (CAPRIOLI et al., 2007).

Segundo a teoria da sensibilizagdo do incentivo, em animais, administracdes
repetidas de substancias psicoativas promovem alteracbes neuroquimicas e
moleculares no sistema mesocorticolimbico homdlogas aquelas responsaveis pela
transicéo do uso controlado para o uso compulsivo dessas substancias (COVIGTON;
MICZEK, 2001; NESTLER; BARROT; SELF, 2001). Essas alteracdes sao expressas
pelo aumento progressivo da atividade locomotora ap0s a administragéo repetida da
substancia psicoativa (ROBINSON; BECKER, 1986). Este fenbmeno é chamado de
sensibilizacdo locomotora (POST; ROSE, 1976; ROBINSON; BECKER, 1986;
SHUSTER; YU; BATES, 1977; VANDERSCHUREN; KALIVAS, 2000). A
sensibilizacdo locomotora ja foi descrita para a cocaina, anfetamina, etanol, morfina,
delta-9-THC, heroina e nicotina (CADONI; SOLINAS; DI CHIARA, 2000; CRUZ;
DELUCIA; PLANETA, 2005; KALIVAS; DUFFY, 1987; LENOIR; AHMED, 2007
MARIN; PLANETA, 2004; MISERENDINO; NESTLER, 1995; ROBINSON; BECKER,
1986).

As consequéncias dessas neuroadaptacdes no consumo de uma substancia de
abuso podem ser avaliadas através do modelo de autoadministracdo de drogas que
€ considerado um dos modelos mais preditivos para o estudo da dependéncia
(LECCA et al., 2007; LU et al., 2003). Esse modelo é fundamentado nos principios
do condicionamento operante no qual cada resposta € reforcada pelos efeitos
euforizantes da propria substancia de abuso (reforco positivo) (PANLILIO;
GOLDBERG, 2007).

Véarios estudos demonstram que todas as substdncias que causam
dependéncia em humanos induzem autoadministragdo em animais. A
autoadministragcdo foi demonstrada para cocaina (AHMED; KOOB, 1999;
KNACKSTEDT; KALIVAS, 2007), heroina (DEMBO et al., 1988b), etanol (GRANT;
SAMSON, 1985; MCBRIDE et al., 1991), anfetamina (ROTHMAN; BAUMANN,
2006), nicotina (RAHMAN et al, 2004; SHOAIB, 2008; SHRAM et al., 2007; COHEN;
ETTENBERG, 2007) e delta-9-THC (TANDA; MUNZAR; GOLDBERG, 2000).

Segundo Panlilio e Goldberg (2007) a autoadministracdo pode predizer varios

aspectos que marcam a transicdo do uso ocasional para a dependéncia. Por
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exemplo, um dos sinais da dependéncia, segundo o DSM-V (2013) é o aumento da
motivacdo para uso da droga. No modelo de autoadministracdo esse sinal pode ser
avaliado pelo procedimento de razdo progressiva (ROBERTS; MORGAN; LIU,
2007). Neste procedimento 0 numero de respostas necessarias para a aquisicdo de
um novo reforco aumenta progressivamente, e em uma determinada razdo o animal
desiste de se esforcar (para de pressionar a barra) para receber novo refor¢o. A
maior razao alcancada, o maior numero de refor¢os obtidos, bem como o nimero de
respostas, caracterizam o ponto de ruptura. De tal forma que, quanto maior o ponto
de ruptura mais motivado o animal estid para buscar e obter a substancia
(BEDFORD; BAILEY; WILSON, 1978).

Outro parametro, denominado acesso livre prolongado a substancia ou “binge”,
no qual o animal é exposto a uma sessdo com consumo ilimitado durante um
periodo prolongado, € bastante utilizado para avaliar a quantidade e o padrdo de
consumo de uma dada substéancia (MORGAN; ROBERTS, 2004). Por exemplo, o
consumo de cocaina por humanos € caracterizado por periodos de uso em grandes
guantidades, seguido por periodos de abstinéncia (O'BRIEN, 2006), o mesmo
padrdo pode ser observado por animais submetidos a uma sessao de “binge” de
cocaina por vinte e quatro horas (COVIGTON; MICZEK, 2001; MORGAN; SMITH,;
ROBERTS, 2005).

Os comportamentos avaliados na autoadministracdo sdo muito sensiveis a
manipulacbes ambientais, como por exemplo, exposicdo a estresse ou a outra
droga, o que confere a este modelo validade de face (COVINGTON; MICZEK, 2001;
YAP; MICZEK, 2007).

A maioria dos estudos avalia os comportamentos relacionados a dependéncia
utilizando animais comportamentalmente normais ("ndo dependentes”), porém para
aumentar a previsibilidade desses estudos, seria relevante a utilizagdo de animais
gue possuissem fendétipo semelhante a individuos dependentes.

Porém, é possivel tornar um animal dependente? Nos ultimos trinta anos esta
guestdo tem estimulado a producdo e a criatividade de muitos pesquisadores
(AHMED, 2012). Neste sentido, os modelos mais bem sucedidos para a inducao de
fendtipos relacionados a dependéncia em animais foram desenvolvidos para o
etanol (GILPIN et al., 2009).
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Para o desenvolvimento da dependéncia ao etanol em ratos, foram
desenvolvidas duas metodologias: (1) dieta liquida de etanol; (2) exposicédo ao vapor
de etanol.

Na primeira, os animais sdo alimentados com dieta liquida nutricionalmente
balanceada e enriquecida com etanol que permite um consumo diario de etanol de
14 - 16 g/Kg/dia. A desvantagem desse procedimento € a variabilidade individual,
por exemplo, a dose, duracéo e o padrédo de exposi¢cdo ao etanol sdo determinados
pelo animal (GILPIN et al., 2009).

No segundo modelo, os animais sdo expostos diariamente a ciclos de vapor de
etanol (14 horas) e abstinéncia (10 horas), utilizando uma camara propria para a
realizacdo deste procedimento. O vapor de etanol apresenta vantagens sobre a
dieta liquida. Por exemplo, a inalacdo de vapor permite ao experimentador controlar
a dose, duracdo e padrao de exposicdo ao etanol, facilita a realizagcdo de outros
testes comportamentais e possui maior flexibilidade do protocolo para ajustar a
realidade de cada laboratério e de diferentes experimentos (ROGERS; WIENER,;
BLOOM, 1979; GILPIN et al., 2009).

Os animais submetidos a um desses dois procedimentos apresentam escalada
gradativa da autoadministracdo de etanol, aumento do ponto de ruptura, aumento
dos comportamentos relacionados a ansiedade e também da persisténcia em
consumir etanol a despeito do sabor aversivo de uma solucdo de quinino, fenétipos
semelhantes aos apresentados por pacientes dependentes ao etanol e listados no
DSM-V (Quadro 1.1) (GILPIN et al., 2009).

Os estudos em animais permitem também a investigacdo dos mecanismos
neurobioldgicos subjacentes ao desenvolvimento da dependéncia que € considerada
um transtorno neuroadaptativo caracterizado por alteracdes neuroquimicas e
moleculares do sistema dopaminérgico mesocorticolimbico (ROBINSON;
BERRIDGE, 1993; NESTLER, 2005).

Os principais componentes desse circuito sdo a area tegmental ventral (VTA,
sitio com alta densidade de corpos celulares de neurénios dopaminérgicos) e suas
projecOes para regides dos sistemas limbico e cortical, incluindo o nucleo acumbens
(NAc), amigdala (AM), cértex pré-frontal medial (CPFm) e hipocampo (Hipp) (KOOB,;
LE MOAL, 2001) (Figura 1.1).

As substancias de abuso sdo capazes de ativar, por diferentes mecanismos, o

sistema mesocorticolimbico, promovendo a liberagdo de glutamato e dopamina no
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NAc (DI CHIARA, 2002; LECCA et al., 2007; WISE et al., 1995). A modulacéo da
liberacdo desses neurotransmissores no NAc pode ser devido a interacdo das
substancias de abuso com seus receptores presentes nos terminais ou Nos corpos
celulares de neurénios glutamatérgicos e/ou dopaminérgicos (CHANG et al., 1994,
1997; JONES et al.,, 2010) ou ainda através de uma ativacdo indireta desses
neurdbnios mediada pela acdo dessas substancias em outros sistemas de
neurotransmissdo, por exemplo, opioidérgicos, canabindides, serotoninérgicos,
gabaérgicos e crférgicos (CANNELLA et al.,, 2013; GEORGE; LE MOAL; KOOB,
2012; GOLDEN; RUSSO, 2012; HOFFMAN; LUPICA, 2012; PASTOR et al., 2012;
PETERS; DE VRIES, 2012; VALENTINI et al., 2013).

Vérios estudos demonstram que glutamato e dopamina sao os dois principais
neurotransmissores envolvidos no efeito reforcador e no desenvolvimento da
dependéncia a substancias psicoativas (BADIANI et al., 2011).

O papel da dopamina na mediacdo do efeito reforcador das substancias de
abuso foi demonstrada por estudos utilizando a técnica de microdialise, que
mostraram que a administracdo de cocaina, anfetamina, morfina (PONTIERE et al.,
1996), etanol (KIIANMAA et al., 1995), delta-9-THC (TANDA et al., 2000) e nicotina
(PONTIERE, et al.,, 1996) aumentam a liberagdo de dopamina no NAc. Estes
resultados foram confirmados por estudos comportamentais que mostraram que o
pré-tratamento com antagonistas dopaminérgicos foi capaz de bloquear a
autoadministracdo de cocaina (BARI; PIERCE, 2005) e nicotina (CORRIGALL,;
COEN, 1991; CORRIGALL et al., 1992).

Entretanto, estudos in vivo, utilizando a técnica de eletrofisiologia mostraram
que dopamina per se nao ativa as células no NAc e que a ativacdo celular desta
regido é dependente da atividade glutamatérgica (KIYATKIN; REBEC, 2000; KOYA
et al. 2012; ONN; WEST; GRACE, 2000; NICOLA; SURMEIER; MALENKA, 2000). O
glutamato quando liberado no NAc se liga em seus receptores N-Metil-D-Aspartato
(NMDA) e acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico  (AMPA),
promovendo o influxo dos ions sodio e calcio e, consequentemente, a
despolarizacdo desses neurdnios. Os ions calcio promovem, por diferentes
mecanismos intracelulares, a ativagdo de alguns substratos como, por exemplo, a
enzima Elemento Responsivo a Fatores Externos Cinase (ERK). ERK, quando
ativada, fosforila os fatores de transcricdo Elk-1 e a Proteina Ligante ao Elemento
Responsivo a AMPc (CREB). Esses fatores de transcricdo, quando fosforilados,
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migram para a regido nuclear do neurbnio e se ligam, por exemplo, a regides
promotoras do gene de c-fos no DNA, promovendo a transcricio desse gene e
posterior traducéo da proteina Fos (Figura 1.1).

A dopamina pode modular a atividade glutamatérgica de duas maneiras: 1)
ligando-se a receptores D1, promovendo ativacdo da proteina Gs (estimulatoria),
gue ativa a enzima adenilato ciclase, convertendo ATP em AMPc. O AMPc ativa a
Proteina Cinase Dependente de AMPc (PKA) que fosforila CREB, intensificando o
efeito do glutamato; PKA também fosforila receptores NMDA, amplificando ainda
mais o efeito glutamatérgico sobre a célula (YOUNG; PORRINO; IADAROLA, 1991).
2) dopamina também pode modular a atividade do glutamato ao se ligar a um
receptor, tipo D2 (ligado a proteina G inibitéria - Gi), inibindo a atividade celular.
Trabalhos sugerem que esta acao inibitéria € necessaria para a diminuicdo do ruido
(ativacdo celular inespecifica) no NAc, aumentando a seletividade de ativacédo
celular que é necessaria para que o individuo aumente a atencdo a um determinado
estimulo, como por exemplo, a associacao entre o efeito da substancia e o ambiente
onde ela esta sendo utilizada, sendo esta resposta molecular um importante
mecanismo para o aprendizado associativo (PEOPLES; CAVANAUGH, 2003;
PEOPLES et al., 1998, 1999).

A ativacdo constante desse sistema, devido ao uso repetido de uma substancia
de abuso, pode promover alteracBes sinapticas duradouras, responsaveis pelo
desenvolvimento da dependéncia (NESTLER, 2005).
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Figura 1.1 - (A) Vias glutamatérgicas e dopaminérgicas eferentes ao nucleo acumbens
ativadas direta ou indiretamente por substancias psicoativas; (B) Localizacdo sinaptica entre
neurdnios glutamatérgicos e dopaminérgios no nucleo acimbens; (C) Interacdo intracelular
do glutamato e dopamina; (D) Ativagdo da regido promotora (Fator responsivo a Soro - SFR
e Elemento Responsivo a AMPc - CRE) e expressédo de c-fos e consequente traducéo de
Fos. (Adaptado de CARLEZON; DUMAN; NESTLER, 2005; ZHENG; PATTERSON;
BERTHOUD, 2002).

1.3 Autoadministragdo de Nicotina - Interagdo com Estresse e Cocaina

A fumaca do cigarro contém mais de quatro mil substancias quimicas, contudo,
a maioria dos estudos pré-clinicos e clinicos demonstram que a nicotina & o principal
agente responsavel pelo desenvolvimento da dependéncia ao tabaco
(STOLERMAN; JARVIS, 1995).

A nicotina exerce sua ac¢ao no sistema nervoso central ligando-se a receptores
colinérgicos nicotinicos (nAChR) em diferentes regides (ADDY; PICCIOTTO, 2013).
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Os nAChR sao formados por cinco sub-unidades protéicas que formam um canal
ibnico com condutancia para sédio e célcio, dependendo das sub-unidades
formadoras (TUESTA; FOWLER; KENNY, 2011). No sistema nervoso central, os
NAChR sédo formados pela combinacdo (homopentamérica ou heteropentamérica)
das sub-unidades a 2-10 e B 2-4. Estudos demonstram que os principais nAChR
relacionados aos comportamentos de dependéncia ao tabaco sdo os 0432, os
homomeéricos a7 e o0s receptores que contém a sub-unidade a5 (PICCIOTTO;
KENNY, 2013).

A nicotina pode atuar no sistema mesocorticolimbico ligando-se aos seus
receptores a4p2 situados nos corpos celulares de neurdnios dopaminérgicos do VTA
ou nos terminais sinapticos desses neurénios no NAc, modulando assim, a liberacdo
de dopamina nessa regido encefalica. A nicotina também pode se ligar no NAc a
receptores a7 situados em terminais sinapticos de neurdnios glutamatérgicos
provenientes do CPFm, AM e Hipp. A interacdo da nicotina com seus receptores em
neurénios dopaminérgicos e glutamatérgicos resulta na producéo do reforco positivo
(FOWLER; KENNY, 2012).

Assim como outras substancias de abuso a nicotina promove sensibilizacao
locomotora (CRUZ; DELUCIA; PLANETA, 2005), pode ser autoadministrada
(SHOAIB, 2008) e esses comportamentos tem sido associados a alteracbes
moleculares no sistema mesocorticolimbico. Neste sentido, evidéncias indicam que
neuroadaptacbes na expressdao e atividade de ERK e CREB, nesse sistema,
desempenham papel importante no desenvolvimento de comportamentos
relacionados a dependéncia (Figura 1.2) (MATTSON et al., 2005; LU et al., 2003;
PIERCE; KALIVAS, 1997). Por exemplo, em roedores, o tratamento agudo com
nicotina aumenta a concentragéo de ERK fosforilado no NAc, estriado dorsal, CPFm
e AM, enquanto o tratamento crbnico parece diminuir a concentragcdo nessas
regides, exceto no CPFm (BRUNZELL; RUSSELL; PICCIOTTO, 2003; ZHAI et al.,
2008). Estudos mostram também que a atividade de CREB é reduzida no NAc apés
o0 tratamento cronico com nicotina (BRUNZELL; RUSSELL; PICCIOTTO, 2003).

Um ponto importante no estudo da dependéncia é a caracterizacdo dos fatores
de risco relacionados a vulnerabilidade ao desenvolvimento dessa psicopatologia
(ANTHONY; PETRONIS, 1995). Nesse sentido, a dependéncia a nicotina € um

fenbmeno bem complexo que envolve uma série de fatores, além dos relacionados a
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droga, tais como fatores ambientais e individuais (O'BRIEN; EHRMAN; TERNS,
1986; MARLATT et al., 1988).

O estresse tem se destacado como um fator importante relacionado com a
iniciacdo, manutencdo e recaida ao uso de drogas, em especial ao tabaco
(GOEDERS; GUERIN, 1994; PIAZZA; LEMOAL, 1998; SINHA et al., 2006).

O termo estresse pode ser definido como um processo que envolve a
percepcao, interpretacdo, resposta e adaptacdo a eventos aversivos, ameacadores
ou desafiadores. A resposta do organismo ao estresse resulta na ativacao do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) e do sistema nervoso simpatico (SELYE, 1975).

Vérias evidéncias apontam a associacao entre o estresse e uso de tabaco.
Observacgfes clinicas indicam que o estresse € um fator de risco tanto para o
desenvolvimento da dependéncia quanto para a recaida ao uso do tabaco
(DEWART; FRANK; SCHMEIDLER, 2006; MCFALL; MACKAY; DONOVAN, 1992;
OUIMETTE et al., 2007). Por exemplo, foi demonstrado que o desejo intenso pelo
tabaco aumenta apos a exposi¢cao a eventos estressantes (BUCHMANN et al., 2010;
ROSE, 2010; SCHACHTER, 1978). Estudos pré-clinicos corroboram essas
observacbes clinicas. Por exemplo, demonstramos em nosso laboratério que o
estresse de imobilizagdo por trinta minutos foi capaz de reinstalar a preferéncia
condicionada por lugar a nicotina 1 e 15 dias apds sua extincdo (LEAO; CRUZ;
PLANETA, 2009).

Em roedores, a exposicao repetida ao estresse aumenta a resposta locomotora
a uma subsequente administracdo de drogas (ANTELMAN et al., 1980; ARAUJO et
al., 2003; CRUZ; DELUCIA; PLANETA, 2008; DEROCHE et al.,, 1992; HAILE;
GRANDPRE; KOSTEN, 2001; HERMAN; STINUS; LE MOAL, 1984; NIKULINA et al.,
2004; REID; HO; BERGER, 1998). Este fenomeno tem sido denominado
sensibilizacdo cruzada entre estresse e droga. A sensibilizagdo cruzada entre
estresse e psicostimulantes tem sido observada depois de exposicdes repetidas aos
protocolos de estresse de choque na pata, imobilizagdo, restricdo de comida e
derrota social (CABIB et al., 2000; COVINGTON; MICZEK, 2001; HAHN;
ZACHARKO; ANISMAN, 1986; KALIVAS; DUFFY 1989; SORG; KALIVAS, 1991;
YAP; MICZEK, 2007).

Em relacdo a nicotina, os dados da literatura parecem ser ainda conflitantes,
pois enquanto alguns autores demonstraram que a exposi¢ao ao estresse promove
sensibilizacdo locomotora a essa substancia (CRUZ; DELUCIA; PLANETA, 2008;
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KITA et al., 1999), outros estudos nao evidenciam esse fendbmeno (FARADAY et al.,
2003; MCCORMICK; IBRAHIM, 2007).

Além de promover sensibilizacdo cruzada, o estresse também pode interferir na
resposta reforcadora e motivacional, um fenbmeno que ja foi demonstrado para
cocaina e anfetamina (COVINGTON et al, 2005; MICZEK et al., 1999;
VANDERSCHUREN; NIESINK; VAN REE, 1997; WELCH; HENDLEY; TUREK,
1974). Por exemplo, animais que foram submetidos a quatro sessdes de estresse
social aprenderam mais rapidamente e com menores doses a autoadministrar
cocaina, quando comparados aos animais controles (HANEY et al., 1995), além de
apresentarem maior ponto de ruptura (COVINGTON; MICZEK 2001). Porém, esse
fendbmeno ainda néo foi demonstrado para nicotina.

A exposicdo ao estresse pode aumentar também o consumo de drogas
(MICZEK; YAP; COVINGTON, 2008). Por exemplo, foi demonstrado que ratos
autoadministram mais psicostimulantes e speedball (mistura de cocaina e heroina)
apos serem expostos a um protocolo de estresse (COVINGTON; MICZEK, 2001;
CRUZ et al. 2011; GOEDERS; GUERIN, 1994; KOSTEN; MISERENDINO; KEHOE,
2000; PIAZZA; LE MOAL, 1998; SHAHAM; STEWART, 1994).

A interacdo entre estresse e droga pode ocorrer por meio da ativacdo do
sistema mesocorticolimbico, pois ambos sédo capazes de direta ou indiretamente
ativar esse sistema (IMPERATO et al. 1989; KALIVAS; DUFFY, 1989; MARINELLI,
PIAZZA, 2002). Por exemplo, tem sido demonstrado que a exposi¢cado repetida ao
estresse promove alteracdes em moléculas intracelulares em regibes encefalicas
associadas a dependéncia (ARAUJO et al., 2003; BILANG-BLEUEL et al., 2002;
COVINGTON et al., 2005). Neste sentido, Bilang-Bleuel et al. (2002) demonstraram
aumento na ativacdo de CREB em ratos expostos a sessdes de choque na pata.

Embora relevante, a literatura é escassa em relacdo a investigacdo dos
mecanismos neurobiolégicos envolvidos na relagdo entre estresse e a dependéncia
ao uso do tabaco. Desta forma, seria interessante avaliar se o estresse e nicotina
causam alteracdes moleculares semelhantes.

Além do estresse, outro fator de risco para o desenvolvimento de dependéncia
a nicotina é a pré-exposicdo a outras substancias de abuso. Neste sentido,
evidéncias clinicas mostram relacdo significativa entre o uso de psicostimulantes e
dependéncia a nicotina. Por exemplo, a administracdo aguda de anfetamina pode
aumentar o numero de cigarros consumidos por tabagistas (COUSINS; STAMAT,;
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DE WIT, 2001; HENNINGFIELD; GRIFFITHS, 1981). Dependentes de cocaina
frequentemente relatam aumento no consumo de tabaco concomitante ao uso de
cocaina (BUDNEY et al, 1993; ROLL et al, 1996; ROLL; HIGGINS; TIDEY, 1997;
TORCHALLA et al., 2011).

Estudos pré-clinicos também evidenciam que a cocaina pode aumentar a
vulnerabilidade ao abuso e desenvolvimento de dependéncia a nicotina. Por
exemplo, macacos Rhesus autoadministraram maior quantidade de uma solucéo
combinada de nicotina e cocaina quando comparado com a autoadministracédo
dessas solugbes em separado (FREEMAN; WOOLVERTON, 2009; MELLO;
NEWMAN, 2011).

Muitos estudos demonstram o efeito da exposicdo a nicotina sobre a
autoadministracdo de cocaina em roedores. Por exemplo, a exposicdo prévia a
nicotina aumenta a porcentagem de animais que aprendem a autoadministrar
cocaina (HORGER; GILES; SCHENK, 1992). Além disso, foi observado aumento do
ponto de ruptura para cocaina em animais pré-expostos a nicotina (ANKER;
CARROLL, 2011). Foi observado, também, que a administracdo aguda de nicotina
reinstala a autoadministracdo de cocaina e também que a exposi¢cao cronica de
nicotina promove escalada da autoadministracdo de cocaina (BECHTHOLT; MARK,
2002)

Embora existam inUmeros trabalhos demonstrando a influéncia da exposicao a
nicotina sobre os efeitos comportamentais da cocaina, a literatura é escassa em
demonstrar os efeitos da exposicdo prévia a cocaina sobre os efeitos
comportamentais da nicotina.

Estudos demonstraram que o0s efeitos comportamentais da cocaina
relacionados a dependéncia sdo causados pela acdo farmacolégica dessa
substancia sobre os transportadores de recaptacdo de dopamina no sistema
mesocorticolimbico. Cocaina bloqueia esses transportadores no NAc e desta forma,
aumenta a concentracdo de dopamina nessa regido, além disso ativa indiretamente
neurénios glutamatérgicos que se projetam para o NAc (KOOB; LEMOAL, 2005).
Como discutido acima, os efeitos comportamentais da nicotina também sao
decorrentes da ativacdo do sistema mesocorticolimbico, assim a interagédo
comportamental apos administracdo de cocaina e nicotina poderia ser devida as

alteracdes moleculares nesse sistema.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2823258/?tool=pubmed#R2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1615126
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12110995
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12110995
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Nesse sentido, estudos demonstram que ambas as drogas sado capazes de
promover alteraces moleculares duradouras nesse sistema (THOMAS; KALIVAS;
SHAHAM, 2008; NESTLER, 2001). Por exemplo, a administracdo repetida de
cocaina ou nicotina pode promover alteracbes em enzimas intracelulares e alguns
fatores de transcricdo do sistema mesocorticolimbico (BHANG; CHOI; AHN, 2010;
MALENKA; BEAR, 2004; POO, 2001; SWEATT, 2001).

A ativacdo de fatores de transcricdo, como CREB, resulta na ativacdo da
expressdo génica (NESTLER, 2005). Nestler (2008) descreveu, em um artigo de
revisao, a importancia da regulagcéo génica para a expressao de neuroadaptacoes e
consequente desenvolvimento da dependéncia. Segundo este autor, a exposi¢céo
repetida a substancias psicoativas ou estimulos ambientais, como o estresse, pode
promover alteracfes duradouras na expressdo de genes que podem influenciar o
desenvolvimento da dependéncia.

Alguns trabalhos demonstram que a exposicdo repetida a substancias de
abuso pode alterar a expresséo de alguns genes como: o fator neurotréfico derivado
do encéfalo (BDNF) e seu receptor, tropomiosina cinase B (TrkB); a dinorfina, e seu
receptor p-opiéide (Mu-Opio), o neuropeptideo Y (NPY), além do receptor do
hormonio liberador de corticotrofina do tipo 1 (CRFR1) (ANG et al., 2001;
EUSKIRCHEN et al., 2004; GEVREY et al., 2002; GHITZA et al., 2010; HOPE et al,
1994; KOOB; LEMOAL, 2005; MULLER; UNTERWALD, 2005; SHIPPENBERG;
REA, 1997; TAYLOR et al., 2007). As proteinas traduzidas pela expressdo desses
genes desempenham fungdo importante em alguns comportamentos relacionados a
dependéncia (KALIVAS, 2007; NESTLER, 2001; RUSSO et al. 2010). Por exemplo,
a exposicdo repetida a nicotina promove aumento na expressdo de BDNF
(KIVINUMMI et al., 2011). O aumento na expressdo de BDNF em regifes limbicas
tem sido relacionado ao desenvolvimento da busca compulsiva pela droga e
reinstalacéo da autoadministracao (BAHI et al., 2008; LU et al., 2004a;b).

O papel do sistema CRFérgico na dependéncia de nicotina também tem sido
investigado. Neste sentido, Bruijnzeel; Prado; Isaac (2009) demonstraram que
injecbes intracerebroventricular de CRH promovem a reinstalacdo da
autoadministragcdo de nicotina. Além disso, a administracdo de um antagonista
inespecificos de CRF-R bloqueia a reinstalagdo da autoadministracdo de nicotina
(ZISLIS et al., 2007).
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A exposicao a nicotina também diminui a expressdo de peptideos endégenos
como a dinorfina, e aumenta a expressado de receptores mu-opiédes em roedores
(HOUDI; DASGUPTA; KINDY, 1998; WEWERS et al.,, 1999). Além disso, a
administracdo crbnica de nicotina diminuiu a expressdo de NPY na AM (AYDIN;

OZTAN; ISGOR, 2011).
Todas as neuroadaptacdes citadas acima foram demonstradas separadamente

para exposicao repetida a nicotina, ao estresse ou a cocaina. Porém, a literatura &

escassa em demonstrar se essas alteracbes moleculares estariam presentes na

interagcdo da nicotina com estresse ou cocaina.

Fosforilagdo de Receptores l /
Liberacdo de Neurotransmissores (}/&

Plasticidade Sin4ptica

Crescimento Neuronal

Remodulagdo Neuronal

Promotor de c-fos J’

Alteracdo da
Expressao

Aporte Energético

Génica

Figura 1.2 - Resposta intracelular apos ativacdo glutamatérgica e/ou dopaminérgica
(Adaptado de CARLEZON; DUMAN; NESTLER, 2005; ZHENG; PATTERSON; BERTHOUD,

2002).
1.4 Autoadministragdo de Etanol - Interagdo com a Nicotina
A dependéncia ao etanol € considerada uma doenca crbnica e recorrente

caracterizada por: desejo incontrolavel em usar essa substancia, perda do controle

da quantidade ingerida, estados fisicos e emocionais negativos (disforia, ansiedade
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e irritabilidade) que sdo evidenciadas quando o consumo dessa substancia é
interrompido (KOOB; LE MOAL, 2006). O padréo de uso é caracterizado por ciclos
recorrentes de consumo intenso de etanol, seguidos por periodos de abstinéncia e
recaida (FADDA; ROSSETI, 1998; SINHA; LI, 2007).

Segundo Heilig e Koob (2007), a dependéncia ao etanol apresenta progresséo
temporal. Na fase inicial, o consumo de etanol acontece devido ao seu efeito
reforcador positivo, ou seja, devido ao prazer desencadeado pelo seu consumo. No
entanto, apds o consumo repetido e prolongado, o individuo passa a consumir etanol
para aliviar os sintomas negativos da sindrome de abstinéncia. A abstinéncia aguda
do etanol (24 - 48 horas ap0s a interrupcao do uso) é caracterizada por sintomas
fisicos como: convulsdes, disturbios motores e alteracdes autondmicas. A
abstinéncia tardia, também chamada de protraida (semanas a anos de duracdo), é
caracterizada por estados emocionais negativos, como ansiedade e depressao
(GILPIN et al., 2008; MAJCHROWICZ, 1975).

O etanol € uma substancia depressora do sistema nervoso central. Seu
mecanismo de acdo € bastante complexo e envolve a acdo dessa substancia em
diversos receptores e proteinas efetoras. Em concentracfes sanguineas altas pode
promover, também, alteracAo na composicdo lipidica das membranas
citoplasmaticas. Os alvos primarios do etanol sdo receptores glutamatérgicos
(NMDA), gabaérgicos (GABA A), glicinérgicos, serotoninérgicos (5-HT3), colinérgicos
nicotinicos, canais de Ca** do tipo L e canais de K" ativados por proteina G (FADDA;
ROSSETTI, 1998; VENGELIENE et al., 2008). O etanol, ao se ligar nesses
receptores, aumenta a atividade depressora e diminui a atividade estimulatoria do
sistema nervoso central.

O efeito reforcador do etanol se da devido a sua acdo no sistema
mesocorticolimbico (WEISS et al., 1993). Evidéncias sugerem que o etanol se liga a
receptores gabaérgicos (GABA A) localizados em neurdnios gabaérgicos no VTA,
inibindo sua atividade. Assim, essas células reduzem a inibicdo sobre os neurénios
dopaminérgicos 0 que resulta em aumento da liberagdo de dopamina no NAc.
Algumas evidéncias mostram que o etanol também age sobre receptores p-opioides
em neurdnios opioidérgicos no VTA, e esses, por sua vez, inibem interneurénios
gabaérgicos, intensificando a transmissdo dopaminérgica e aumentando a liberacéo
de dopamina no NAc (GILPIN; KOOB, 2008).
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Os sinais e sintomas da sindrome de abstinéncia do etanol sdo mediados por
diferentes sistemas (KOOB; LE MOAL, 2006). Os efeitos emocionais negativos sao
decorrentes da ativacdo da amidala estendida que € composta pelo conjunto do
ndcleo intersticial da estria terminal (BNST), nucleo central da amidala e concha do
NAc (KOOB, 2009). Durante a abstinéncia ao etanol é observado, na amidala
estendida, aumento nas concentracbes extracelulares de CRH, dinorfina e
norepinefrina, combinado com a reducdo do NPY. Segundo Koob (2009), o
desequilibrio entre neurotransmissores causaria desregulacdo emocional que
contribuiria para o surgimento dos estados emocionais negativos. Ainda segundo
esse autor, o uso cronico do etanol promoveria toleréancia do efeito reforgador e
sensibilizacdo dos estados aversivos, fazendo com que o individuo consuma
guantidades maiores de etanol para obter a mesma sensacao subjetiva de prazer e
evitar os efeitos emocionais desagradaveis da sindrome de abstinéncia .

O uso concomitante ou prévio de outras substancias de abuso pode facilitar o
desenvolvimento da dependéncia ao etanol (MARTINEZ-ORTEGA et al., 2006;
SCHMITZ; KRUSE; KUGLER, 2003). Etanol e nicotina sdo as mais frequentemente
co-abusadas. Estudos mostram que 37% de americanos adultos sao classificados
como bebedores regulares e tabagistas (BOBO; HUSTEN, 2000). Existem
evidéncias de que beber precede o ato de fumar e é descrito que a maioria dos
etilistas (dependentes ao etanol) sdo fumantes e entre os nao etilistas aqueles que
fumam consomem mais etanol, quando comparado aos nao fumantes (DANI,
HARRIS, 2005).

Alguns estudos sugerem, tanto em animais como em humanos, que o etanol
pode aumentar o efeito reforcador da nicotina (BUTT et al., 2004, ROSE et al.,
2002). No mesmo sentido, foi demonstrado que a dependéncia de etanol é 10 vezes
mais prevalente em fumantes do que em nao fumantes (DIFRANZA; GUERRERA,
1990) e que a nicotina alivia os efeitos negativos da sindrome de abstinéncia do
etanol (BUTT et al., 2004).

Embora os mecanismos de acdo primarios da nicotina e etanol sejam
diferentes, ambas as substancias modificam a neurotransmissdo nos circuitos
neurais associados ao abuso e dependéncia de substéncias psicoativas
(CORRIGALL et al., 1992; PONTIERI et al., 1996; WEISS et al., 1993).

O sistema dopaminérgico mesocorticolimbico parece ser um sistema comum

de acéo para o etanol e para a nicotina (DING et al., 2012). A exposi¢cdo aguda ao
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etanol e nicotina sdo capazes de promover plasticidades no VTA, aumentando a
atividade glutamatérgica e consequentemente a atividade dos neurdnios
dopaminérgicos que projetam para o NAc (SAAL et al., 2003). Ding et al. (2012)
demonstraram que administracao repetida de nicotina no VTA posterior aumentou a
sensibilidade de neurénios dopaminérgicos para a administracéo de etanol.

A despeito dos estudos citados acima, que sugerem que 0 uso de tabaco
aumente a vulnerabilidade ao desenvolvimento da dependéncia ao etanol, as
regides encefalicas e os mecanismos moleculares envolvidos nesta interacdo ainda

nao estdo bem elucidados.

2 OBJETIVOS

Investigar:

a) se a exposicdo prévia ao estresse variado poderia alterar os
parametros da autoadministracdo de nicotina, e se este fenbmeno poderia
estar relacionado a alteracdes na atividade de CREB e ERK no cértex pré-
frontal medial, nicleo acumbens e amidala;

b) se a administracdo prévia e repetida de cocaina poderia alterar os
parametros de autoadministracdo de nicotina, e se este fenbmeno poderia
estar relacionado a alteracdes na expressao de BDNF, TrkB, DYN, Mu-Opio,
NPY e CRFR1 no nucleo acumbens;

C) se a exposicdo prévia a nicotina poderia alterar os parametros de
autoadministracao de etanol,

d) o efeito da administracdo simultanea de nicotina no desenvolvimento
da dependéncia ao etanol, e a caracterizacéo das areas encefalicas bem como

o fendtipo dos neurdnios envolvidos nesse comportamento.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Parecer Etico

3.1.1 Experimentos Realizados na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara - UNESP, Brasil

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP (CEP/FCF/CAr n°
19/2008) e os experimentos foram conduzidos seguindo os principios do Colégio

Brasileiro de Experimentacdo Animal - (COBEA).

3.1.2 Experimentos Realizados no The Scripps Research Institute, La Jolla, CA,
Estados Unidos

Os protocolos foram revisados e aprovados pelo The Scripps Research
Institute’s Institutional Care and Use Committee e seguiram os padroes
disponibilizados no guia do Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos: Guia

para Cuidados e Uso de Animas em Laboratorio.

3.2 Animais

3.2.1 Experimentos Realizados na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara - UNESP, Brasil

Foram utilizados ratos Wistar machos (210-240g), provenientes do Biotério
Central da Universidade Estadual Paulista - UNESP. Os animais foram transferidos
para o biotério do laboratério de Farmacologia do Departamento de Principios Ativos
Naturais e Toxicologia do Campus de Araraquara - UNESP no minimo 7 dias antes
do inicio dos experimentos. Os animais foram mantidos em condigbes controladas
de temperatura (23 + 2°C) e ciclo claro-escuro invertido (ciclo 12/12 horas, luzes

acesas as 18h), com livre acesso a alimento e agua.
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3.2.2 Experimentos Realizados no The Scripps Research Institute, La Jolla, CA,
Estados Unidos

Foram utilizados ratos Wistar machos (275-325¢g) provenientes do laboratorio
Charles River (Boston, MA, EUA). Os animais foram mantidos em condi¢des
controladas de temperatura (21,5°C) e ciclo claro-escuro invertido (ciclo 12/12 horas,

luzes acesas as 20h), com livre acesso a agua e comida.

3.3 Farmacos

- Cloridrato de Cocaina (Sigma, St Louis, MO, EUA)

dose: 20 mg/Kg; i.p. (sensibilizacdo locomotora)

- (-) - Nicotina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA)
dose: 0,4 mg/Kg; s.c. (sensibilizacdo locomotora)
0,03 mg/Kg/infuséo; i.v. (autoadministracao)

1,0 mg/Kg; s.c. (inducéo de efeito ansiogénico)

- Etanol 95% (Sigma, St Louis, MO, EUA)

dose: 6% (0,3 ml/reforco; v.0.) (autoadministracéo)

- Sacarina (Sigma, St Louis, MO, EUA)

dose: 0,05% (0,3 ml/reforco; v.0.) (autoadministracao)

- Sulfato de Quinino (Sigma, St Louis, MO, EUA)
dose: 0,005; 0,01; 0,025; 0,05 g/L (0,1 mi/reforco; v.0.) (autoadministracao)
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3.4 Equipamentos
3.4.1 Caixa Automatica para Avaliacdo da Atividade Locomotora
Foi utllizada a caixa de medida

automatica da atividade locomotora
(Columbus Instruments, Columbus, OH, EUA),

—l medindo 51,1 x 9,5 x 69,2 cm (largura x altura

i X comprimento). Esta caixa possuia 10

r N - ? emissores de luz infravermelha, distantes 2,5
Figura . Caxa de atividade cm entre si e a 3,0 cm do piso da caixa. Cada

Iocomotora. (Columbus Instruments, unidade de locomogdo correspondeu a

Columbus, OH, USA) ) - . .
interrupgéo de dois feixes de luz.

3.4.2 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O LCE utlizado foi semelhante ao
descrito originalmente por Pellow (1985). O
/ labirinto era composto de dois bracos abertos
f (45 x 10 x 0.25 cm) e dois bracos fechados

(45 x 10 x 20 cm) conectados via uma

plataforma comum (10 x 10 cm). O aparato

era feito de acrilico (chdo e paredes) e era
suspenso 70 cm do chdo da sala de

s

Figura 3.2 - Labirinto em cruz elevado para experimento.

ratos (INSIGHT®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil)

3.5 Protocolo de Estresse

Foi utilizado o modelo de estresse variavel previamente padronizado em
nosso laboratério (LEPSCH et al., 2005; MARIN; CRUZ; PLANETA, 2007).
O protocolo do estresse variavel consistiu na exposicdo a varios tipos de

estresses (imobilizacdo, natacdo forgada, privagdo de agua e comida e inversédo do
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ciclo de luz) em horarios variados durante 10 dias (Tabela 3.1). As exposicdes a
todos os tipos de estresse foram realizadas em um ambiente separado dos animais
controle. O grupo controle consistiu de animais de mesma idade, mantidos nas

mesmas condi¢cdes laboratoriais, mas ndo expostos ao estresse.

Tabela 3.1 - Protocolo de Estresse Variavel

Dia Tipo de Estresse

10 Imobilizacdo por 1 hora Serragem Umida
(Fase Escura) (Fase Clara)

20 Isolamento/Frio por 1 hora Luz Apagada
(Fase Escura) (Fase Clara)

30 Luz Acesa por 3 horas Nado Forcado por 4 min.
(Fase Escura) (Fase Escura)

40 Privacdo de Agua e Comida Luz Estroboscopica por 12 horas
(Fase Escura) (Fase Clara)

£o Nado Forcado por 3 min. Serragem Umida
(Fase Escura) (Fase Escura)

- Imobilizagdo por 1 hora Privacdo de Agua e Comida
(Fase Escura) (Fase Escura)

70 Luz Acesa por 2 horas. Serragem Umida
(Fase Escura) (Fase Clara)

go Isolamento/Frio 15 min. Luz apagada
(Fase Escura) (Fase Clara)

90 Imobilizagdo por 1 hora. Nado Forgado por 4 min.
(Fase Escura) (Fase Escura)

100 Luz Estroboscépica por 12 horas | Privacdo de Agua e Comida
(Fase Escura) (Fase Escura)
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3.6 Autoadministracéo de Nicotina

O procedimento de autoadministracéo foi adaptado de GEORGE et al. (2007).

3.6.1 Caixa para Autoadministragéo

As caixas para
autoadministracdo de  nicotina
(INSIGHT®, Ribeirdao Preto, SP,
Brasil) consistiram de caixas de
acrilico medindo 24,5 cm de
comprimento, 30 cm de largura e
30,5 cm de altura. O chéo da caixa
consistiu de uma bandeja de

acrilico coberta por uma fina

Figura 3.3 - Caixa de autoadministracdo de nicotina
ou etanol (INSIGHT®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). camada de serragem. Em uma das

paredes da caixa encontrava-se
um painel removivel, com duas barras retrateis nas laterais a 5 cm do ch&o. Acima
de cada barra existia uma luz amarela que sinalizava qual era a barra ativa e outra
luz verde que sinalizava a liberacdo da substancia. No centro dessa mesma lateral
existia uma luz branca de baixa intensidade (dim 40-Ix) a 1 cm do teto que sinalizava
o0 inicio da sessédo de autoadministracdo. No centro do teto havia um orificio circular
de 5 cm de diametro que possibilita a passagem e a livre movimentacao do cateter,
para administracdo de nicotina. Esse cateter estava conectado a um “swivel”
contrabalancado, que estava conectado a uma seringa em uma bomba de infusao
de drogas. A caixa experimental ficava alojada dentro de uma caixa de madeira
equipada com ventilador. Essa caixa de madeira promovia isolamento acustico e
luminoso. O painel e a bomba estavam conectados a uma interface ligada a um
computador, contendo um programa especifico (PAparato — INSIGHT®, Ribeirdo
Preto, SP, Brasil) para o controle do esquema de razéo das infusdes.
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3.6.2 Treino com Sacarose 6%

Neste treino os animais ao pressionarem a barra uma vez recebiam 0,3 ml da
solucéo (razao fixa 1 - RF1). Cada sessdao tinha a duracédo de sessenta minutos. Os
animais ndo foram privados de 4gua ou comida. Os ratos que ndo aprenderam a
pressionar a barra para receber o reforco de sacarose foram excluidos do
experimento (x 5% por experimento). Vinte e quatro horas apds este treino os
animais foram submetidos ao procedimento cirdrgico para o implante do catéter na

veia jugular.

3.6.3 Cirurgia para a Implantacéo do Catéter na Veia Jugular

Os animais foram submetidos a cirurgia para a implantacdo de um catéter
(silicone, diametro interno 0,63 mm e diametro externo 1,17mm) na veia jugular para
autoadministracao intravenosa de nicotina.

Com um bisturi foi feito uma incisdo de aproximadamente 1 cm paralela ao
ombro direito do animal. Com uma tesoura pequena o tecido muscular e adiposo foi
dissecado até a visualizacdo da veia jugular. A veia jugular foi entdo exposta e
isolada na porcéo imediatamente posterior a sua ramificacdo. Todo o tecido adiposo
e conectivo ao redor da veia foi removido.

Apés a cirurgia os animais foram submetidos a um periodo de recuperacédo de
no minimo 5 dias. Nesse periodo os animais foram pesados e manipulados
diariamente e tiveram livre acesso a agua e comida e tratados com injecdes diarias
de cetoprofeno (5,0 mg/kg; i.m.), heparina 20 Ul (0,2 ml, i.v.) e cefazolina (10,0
mg/kg; i.v.) por trés dias consecutivos.

3.6.4 Aquisicao da Autoadministracéo de Nicotina

ApoOs cinco dias de recuperacdo do processo cirdrgico os animais foram
submetidos ao processo de aquisicdo da autoadministracdo de nicotina, iniciamos o
protocolo com administragéo de solugao de sacarose 6%. Este procedimento tinha a
finalidade de fazer com que o animal retornasse a pressionar a barra ativa (a barra

inativa estava retraida). A sesséo foi programada em um esquema de RF1. Cada
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sessao teve a duracdo de sessenta minutos e os animais ndo foram privados de
dgua ou comida. ApOs duas sessOes de autoadministracdo de sacarose, foram
realizadas sessbes de autoadministracdo simultanea de nicotina (0,03
mg/Kg/infuséo, i.v., 0,1ml/ segundo) e sacarose 6% (0,3 ml; v.0.) em esquema RFL1.
As sessOes tinham a duracdo de uma hora ou era finalizada apds 10 reforcos de
nicotina + sacarose. As sessoes de autoadministracdo simultanea foram encerradas
apos os animais completarem duas sessdes com o critério de finalizacdo de dez
reforcos. Durante todo o experimento apds os animais terem recebido um reforco,
qualquer pressao na barra ativa ndo era mais reforgcada durante 10 segundos, esse
periodo € conhecido como “time-out”, que é importante para evitar a intoxicacao dos
animais.

Na proxima fase, os animais passaram a receber apenas refor¢cos de nicotina.
As sessOes tiveram uma hora de duragcdo em RF1. Os critérios de finalizacdo de
cada sessao foram mantidos como na fase anterior. Quando os animais finalizavam
duas sessdes com 10 reforcos, na sessao seguinte eles passavam de RF1 para
RF3. Para essa transicdo, a sessao iniciava-se com esquema de RF1, apos trés
reforcos recebidos a sessé@o passava para o esquema de RF2 e apos trés reforcos
passava para RF3, finalizando ap6s mais 4 reforcos, totalizando 10 infusdes de
nicotina. Os animais que completavam esta etapa passavam para a fase de
manutencao.

Foi adotado um critério de exclusdo no qual os animais que em cinco sessdes
ndo havia completado duas sess6es com 10 reforcos em RF1, foram excluidos do

experimento (+ 20% dos animais).

3.6.5 Manutencao da Autoadministragdo de Nicotina

Esta fase foi programada em esquema de RF3, cada sessao teve a duracgéo de
trés horas e os animais que completavam trés sess6es com 10 infusées de nicotina
finalizavam a fase de manutencdo. Os animais que ndo completavam a fase de
manuten¢do em no maximo cinco sessdes foram excluidos do experimento (+ 10%

dos animais).
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3.6.6 Razao Progressiva

Apos a fase de manutencdo da autoadministracdo, um esquema de razao
progressiva (RP) de resposta foi implantado, ou seja, 0 nimero de respostas para a
obtencdo de um reforco aumentava a cada reforgco obtido (nicotina - 0,03
mg/kg/infusédo, i.v., 0,1 ml/segundo; “time-out” 10 segundos). Na razao progressiva
foi utilizada a escala aritmética para o incremento do nimero de respostas para
obtencédo de um reforco (1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12,...) como descrito por Hodos et al.
(1968). A sessao era encerrada quando o animal ficava sessenta minutos sem
obtencédo de um reforgo.

A Ultima razdo completada, o niumero de infusdes de nicotina recebidas e o
namero de respostas durante a sessdo de RP, caracterizaram o ponto de ruptura.

Foram realizadas trés sessdes de razdo progressiva.

3.6.7 Acesso Livre Prolongado de 24 horas

Um protocolo de acesso continuo a nicotina (0,03 mg/kg/infuséo, i.v., 0,1
ml/segundo, FR1, “time out” 10 segundos) foi implementado por um periodo de 24
horas. A quantidade de nicotina administrada, o nimero de respostas na barra ativa

e 0 numero de reforcos obtidos foram utilizados como variaveis dependentes.

3.7 Autoadministracdo de Etanol (Experimentos Realizados na Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP, Brasil)

O procedimento foi adaptado de Cruz et al. (2008). A Caixa para
autoadministracdo de etanol foi descrita no item 3.5.1. Porém, para
autoadministracdo de etanol, no centro do painel havia um orificio com um pequeno
bebedouro que estava conectado a uma seringa que estava conectada a uma

bomba de infusdo de drogas.
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3.7.1 Aquisicdo da Autoadministragao de Etanol

Os ratos inicialmente tiveram acesso ilimitado para autoadministrar solucéo de
sacarina 0,05%, em que cada resposta na barra o rato recebia um reforco de 0,3 ml
de sacarina (esquema de razao fixa 1; RF1), seguido de 20 segundos de intervalo
em que cada resposta na barra ativa ndo era reforgada (“time-out”). Durante as
sessfes de autoadministracdo um sinal de luz amarelo acima da barra ativa
sinalizava que a sacarina estava disponivel e um sinal de luz verde, também acima
da barra ativa, sinalizava que a sacarina estava sendo liberada no bebedouro.
Durante o periodo de “time-out” as duas luzes permaneciam apagadas. Cada sessao
diaria era encerrada ap6s 60 minutos. Foram realizadas trés sessdes de reforco de
sacarina 0,05%. Nas duas subsequentes sessfes 0s ratos receberam como refor¢o
0,3 ml de solucédo de etanol 2% (v/v) contendo sacarina 0,05% também em RF1, nas
duas sessdes seguintes a concentracdo de etanol foi aumentada para 4% com
sacarina 0.05%. E em seguida a concentracdo foi aumentada para 6% contendo

sacarina 0,05%. Esta concentracao foi mantida para o resto do experimento.

3.7.2 Manutencao da Autoadministragéo de Etanol

Apoés duas sessdes de etanol 6%, o esquema de razao fixa foi aumentado para
razéo fixa 3 (RF 3). Os ratos foram mantidos por cinco sessdes com duragéo de trés
horas, em um acesso limitado ao etanol por 1 hora em RF3.

3.7.3 Razéo Progressiva

Apés a fase de manutencdo da autoadministracdo, um esquema de razao
progressiva (RP) de resposta foi implantado, ou seja, o nimero de respostas para a
obtencdo de um reforgco aumentava a cada 2 reforgcos obtidos. Na raz&o progressiva
foi utilizada a escala para o incremento do niumero de respostas para obtencao de
um refor¢co segundo Gilpin et al. (2009): 1, 1, 2,2, 3,3,4,4,5,5,7,7,9,9, 11, 11,
13, 13, 15, 15, 18, 18, 21, 21, 24, 24, 27, 27, 30, 30, 34, 34, 38, 38, 42, 42, 46, 46,
50, 50... A sessédo de RP era finalizada uma vez que o animal falhava em obter o

proximo reforco num periodo de 60 minutos. A ultima razdo completada, o nUmero
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de reforcos de etanol recebidos e 0 nimero de respostas durante a sessdo de RP

caracterizaram o ponto de ruptura.

3.7.4 Acesso Livre Prolongado de 24 horas

Vinte quatro horas apos a Ultima sesséo de RP, cada rato foi submetido a uma
sessdo de acesso livre prolongado de 24 horas, com acesso ilimitado a solucao de

etanol (0,3 mL de solucéo de etanol 6%, solu¢do contendo sacarina 0,05%; RF1).

3.8 Autoadministracdo de Etanol (Experimento Realizado no The Scripps
Research Institute, La Jolla, CA, EUA)

3.8.1 Caixa de Autoadministracao

As caixas operantes (Med Associates,
St. Albans, VT, EUA) tinham duas barras
retrateis localizadas 4 cm do chédo e
lateralmente distantes 4,5 cm dos
bebedouros. As caixas continham dois
bebedouros que permitiam o acesso a
duas solucdes diferentes apos a barra
respectiva  ser  pressionada. Os

bebedouros estavam conectados a

Figura 3.4 - Caixa de autoadministracdo de
etanol (Med Associates, St. Albans, VT, EUA)

seringas diferentes que estavam
conectadas em bombas de infusédo diferentes. O registro das respostas operantes e
subsequente disponibilidade das solu¢des foram controlados por um programa
instalado a um computador que estava conectado as bombas de infusdo (Razel,
Stamford, CT, EUA) e as caixas operantes. As caixas estavam individualmente
alocadas em uma caixa de madeira com ventilacdo e isolamento acustico para
minimizar possiveis distarbios ambientais.



51

3.8.2. Aquisicdo da Autoadministragao de Etanol

Para facilitar o aprendizado do comportamento operante os ratos inicialmente
tiveram acesso a duas garrafas, uma contendo etanol 10% e outra contendo agua,
que foram mantidas em suas caixas viveiro por 48 horas.

O treino para a aquisi¢do da autoadministragao foi iniciado com uma sesséo
de 18 horas durante o ciclo escuro em esquema de reforco de RF1. Durante este
treino somente uma barra foi apresentada para o animal. Cada resposta nesta barra
ativa resultava na ativacdo da bomba de infusdo com rotacdo de 15 rpm que
disponibilizava 0,1 ml da solu¢cdo de etanol em 0,5 segundos. Durante os 0,5
segundos da ativacdo da bomba, as respostas nas barras eram registradas mas néo
eram reforcadas. Durante esta sessdo 0s animais tiveram livre acesso a comida. A
sessao seguinte teve duragcédo de 2 horas, em que 0s animais tiveram acesso a duas
barras uma do lado direito da caixa e outra do lado esquerdo da caixa. A pressédo na
barra direita resultava na liberacdo de 0,1 ml de solucédo de etanol 10%, enquanto a
pressdo na barra esquerda resultava na liberacdo 0,1 ml de agua, ambas em 0,5
segundos. Durante os 0,5 segundos da ativagcado da bomba, as respostas nas barras
eram registradas, mas ndo eram reforcadas pela liberacdo de etanol ou agua. A
sessdo seguinte teve a duracdo de 1 hora e 0os animais tiveram acesso a etanol 10%
OuU agua nos mesmo parametros da sessao anterior. Apds essa sessao 0s animais
seguiram para a fase de estabilizacdo da autoadministracdo de etanol 10%, nesta
fase cada sessdo teve a duracdo de 30 minutos, e 0s animais tiveram acesso a
etanol 10% ou agua nos mesmo parametros das duas sessdes anteriores. A
autoadministracdo de etanol foi considerada estavel quando o numero de reforcos
nas trés dltimas sessdes ndo variavam mais de 5%. Foram realizadas em média, 12
sessbes de estabilizacdo. ApGs a estabilizacdo os animais foram separados em dois
grupos distintos: vapor (expostos ao vapor de etanol) e controle (ndo expostos ao

vapor de etanol).

3.8.3 Camara de Vapor de Etanol

O sistema de vaporizagéo de etanol (La Jolla Alcohol Research Inc., La Jolla,

CA, EUA) é composto por oito caixas viveiro padrdo com uma tampa desenvolvida
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para vedacgédo, acessorios para entrada e saida de ar, garrafas de agua e recipiente
para armazenagem de alimento (Figura 3.5). Na tampa havia dois orificios para
acoplar um conector para a entrada de ar e/ou vapor de etanol e outro para acoplar
um conector para a saida do ar. Quando ndo estava em uso, esses orificios
permaneciam vedados com uma rolha de borracha. As caixas podiam acomodar
mais de um animal (baseado nas regulacfes da Association for Assessment and
Accreditation of Laboratory Animal Care - AAALAC). Na tampa havia também dois
orificios que davam acesso a dois compartimentos para 0 armazenamento de
alimento e agua. Esses orificios também eram vedados com rolhas de borracha. A
tampa era fixada nas caixas com oito grampos de metal e uma junta de vedacgao de
borracha que percorria o perimetro da tampa para garantir que ndo houvesse trocas
de ar com o ambiente. Uma fina camada de serragem era usada para cobrir 0
assoalho das caixas, pois 0 excesso de serragem poderia interferir na exposi¢cao dos
animais ao vapor.

Outros equipamentos do sistema de vaporiza¢do do etanol (Figura 3.6) incluia
uma garrafa contendo 95% (v/v) de etanol, uma bomba-“Q” (Fluid Metering, Inc.,
Long Island, NY, EUA), um frasco esférico posicionado em uma manta de
aquecimento (Electrothermal Engineering Ltd., Rochford, Essex, Inglaterra), valvulas
de fluxo de ar (Series VF Visi-Float Flowmeter; Dwyer Instruments, Michigan City, IN,
EUA) que controlavam o influxo do ar/vapor para dentro das caixas e um sistema de

alimentacao elétrico para o funcionamento de todos os componentes do sistema.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2583102/figure/F1/
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Figura 3.5 - Visdo Frontal de uma unidade de camara de vapor (La Jolla Alcohol Research,
Inc., La Jolla, CA, EUA).
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Figura 3.6 - Visdo dos componentes descritos e organizados na prateleira superior do
equipamento.
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3.8.4 Exposicao ao Vapor de Etanol

O vapor de etanol foi produzido pelo gotejamento de etanol 95% em um
frasco térmico (Erlenmeyer) de 2000 ml mantido a 508°C em uma manta de
aguecimento. O oxigénio foi ejetado por um compressor para o fundo do frasco a
uma taxa de 11 L/min para misturar-se com o etanol. As concentragdes de etanol
foram ajustadas e variavam entre 22 mg/L a 27 mg/L. A exposicdo ao vapor de
etanol foi controlada, utilizando as valvulas de fluxo de ar para manter o
concentracdo sanguinea de etanol constante e capaz de induzir a dependéncia sem
colocar em risco a saude do animal. A etanolemia foi mantida entre 150 e 250 mg/dl.
Os animais foram submetidos a ciclos de 14 horas de vapor de etanol e 10 horas de
abstinéncia.

Para a determinacdo do concentracdo sanguinea de etanol, amostras de
sangue da cauda foram coletadas e analisadas uma vez por semana como descrito
previamente por Gilpin et al. (2008). Amostras de sangue da cauda foram coletadas
em tubos de centrifuga heparinizados. Apos centrifugacdo, o plasma foi extraido
com &cido tricloroacético e 0 método espectrométrico enzimatico NAD-ADH foi
utilizado para analisar a concentra¢do sanguinea de etanol (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, EUA).

3.8.5 Escalada da Autoadministracéo de Etanol

As sessfes de autoadministracdo de etanol eram realizadas seis horas apés
o inicio do ciclo de abstinéncia ao vapor de etanol.

Os animais foram expostos a sessfes regulares de autoadministracdo de
etanol 10% em esquema de reforco RF1 com duracé&o de 30 minutos. Durante cada
sessdao eles tiveram acesso a duas barras, uma do lado direito da caixa e outra do
lado esquerdo da caixa. A pressdo na barra direita resultava na liberacdo de 0,1 ml
de solucdo de etanol 10%, enquanto a pressao na barra esquerda resultava na
liberacdo 0,1 ml de agua, ambas em 0,5 segundos. Durante os 0,5 segundos da
ativacdo da bomba, as respostas nas barras eram registradas, mas nao eram

reforcadas.
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Essas sessOes foram realizadas duas vezes por semana para evidenciar o

fendmeno de escalada da autoadministracao de etanol 10%.

3.8.6 Razao Progressiva

Apés a estabilizacdo do fendbmeno de escalada da autoadministracdo de
etanol 10% (variacdo do numero de resposta menor de 5 % entre as sessdes), um
esquema de razdo progressiva (RP) de resposta foi implantado. ou seja, 0 nimero
de respostas para a obtencdo de um reforco aumentava a cada 2 reforgcos obtidos.
Na razdo progressiva foi utilizada a escala para o incremento do numero de
respostas para obtencdo de um reforco segundo Gilpin et al., 2009: 1, 1, 2, 2, 3, 3, 4,
4,5,/5,7,7,9,9,11, 11, 13, 13, 15, 15, 18, 18, 21, 21, 24, 24, 27, 27, 30, 30, 34, 34,
38, 38, 42, 42, 46, 46, 50, 50... A sesséo de RP era finalizada uma vez que o animal

ficava sem receber um novo reforco por um periodo de 60 minutos.

3.8.7 Teste de Adulteracao por Quinino

Este teste avaliou a persisténcia do animal em consumir etanol a despeito do
sabor amargo aversivo do quinino. Estudos consideram esse teste como uma
medida de consumo compulsivo (VENDRUSCOLO et al., 2012).

Assim, apés a ultima sessao de RP os ratos foram mantidos em esquema de reforco
RF1 até estabilizarem novamente a autoadministracdo de etanol 10%. ApoOs a
estabilizacdo os animais foram expostos ao teste de adulteracdo por quinino onde a
cada resposta 0s animais recebiam um reforco de solucao de etanol 10% adicionado
uma dada concentracdo de quinino. A concentracdo de quinino foi aumentada a
cada sessao (0,005; 0,01; 0,025 e 0,05 g/L). A ultima sesséo foi realizada somente

com quinino (0,025 g/L) sem a adi¢c&o de etanol 10%.



3.9 Western Blotting

3.9.1 Dissecacdo das Areas Encefalicas

Figura 3.7 - Bandas representativas de

ensaio de Western de

imunofluorescéncia.

Blotting
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Os encéfalos foram dissecados em
um criostato sob temperatura de -18 a -
20°C. Seguindo-se as coordenadas
estereotaxicas do Atlas de Paxinos e
Watson (2006). Fatias coronais de cerca
de 1mm, que continham ou o cértex pre-
medial

frontal (CPFm) ou o nucleo

acumbens (NAc) ou a amidala (AM)

foram selecionadas e essas estruturas foram dissecadas por meio de uma agulha de

ponta chata de 12 Gauge para o NAc e 14 Gauge para o CPFm e AM. As fatias

foram selecionadas conforme as coordenadas: +3,7mm a +2.7mm para o CPFm;

+2,1mm a +1,1mm para o NAc; e -2,2 a

-3,2mm para AM. Apds a dissecacdo as

amostras foram armazenadas a -80°C até o ensaio de Western Blotting.
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Nac
Bregma 2.16 mm

PFC

Figura 3.8 — A esquerda estd o esquema das seccdes encefalicas adaptadas do Atlas
Esterotaxico de Paxinos e Watson (2006), mostrando os locais onde foram feitos os
punches para a dissecacdo do CPFm, NAc e AM. E a direita estdo as fatias coronais
contendo o NAc , CPFm e AM, coradas pelo método de crisol violeta.
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3.9.2 Ensaio de Western Blotting

As estruturas foram homogeneizadas por meio de ondas de ultra-som em
tampéo contendo SDS 1%. O conteudo de proteinas nas amostras foi determinado
utilizando o kit Bio-Rad® (Hercules, CA, EUA) para posterior ajuste da quantidade
de proteinas. A quantidade de proteina utilizada foi de 30 pg/pl que situa-se dentro
da faixa de linearidade de deteccéo (valor determinado, em nosso laboratério, por
experimentos para a padronizacdo da metodologia). Em seguida as amostras foram
fervidas por 5 minutos com glicerol 16%, mercaptoetanol 20% e azul de bromofenol
0,05%. O conteudo total do tampao de amostra com as proteinas foi submetido a
eletroforese por cerca de 2:30h a 200V em gel de SDS-poliacrilamida. No mesmo gel
foi adicionado um padrédo de peso molecular (Precision Plus, BioRad, Hercules, CA,
EUA).

Ao final da separagéo, as proteinas foram transferidas eletroforeticamente do
gel para uma membrana de PVDF. ApGs a transferéncia, as membranas foram
mantidas sob agitacdo por 1 hora a 4°C numa solucédo contendo TBS (100mM tris-
base; 0,9% de NaCl e 4gua destilada), leite desnatado 0,5% e tween 20 0,05%, para
bloguear ligacbes inespecificas com o anticorpo.

Apos a fase de bloqueio, as membranas foram incubadas durante a noite com
0s anticorpos primarios para as proteinas CREB (1:500; Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, EUA) e p-CREB (1:1000; Millipore Corporation, Billerica, MA, EUA),
ERK (1:2000; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA) e p-ERK (1:1000;
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA). As membranas foram novamente
lavadas e incubadas com o anticorpo secundario conjugado com fluoréforo (kit ECL
Plex, GE Heathcare, Pittsburgh, PA, EUA) (Cy3 — anti-camundongo/ 1:5000 e Cy5 —
anti-coelho/1:3000) por 1 hora. A luminescéncia das bandas foi detectada
diretamente a partir das membranas secas utilizando-se o scanner Typhoon (GE
Heathcare, Pittsburgh, PA, EUA). O controle e normalizacdo da quantidade de
proteinas de cada amostra presente nas membranas foi realizado por meio da
quantificacdo da proteina B-actina (1:500; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).
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3.10 Reacéo de Polimerase em Cadeia em Tempo Real (RT-PCR)

3.10.1 Dissecacéao do Nucleo Acumbens

Os animais foram decapitados rapidamente. Imediatamente apds a remocao
os enceéfalos foram fatiados em fatias coronais de cerca de 1 mm, com auxilio de
uma matriz de acrilico (Insight®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) imersa em gelo seco.
Uma fatia coronal contendo o Nac (-2,2 a -3,2mm do bregma— Figura 3.8), foi
banhada com nitrogénio liquido e o Nac foi dissecado bilateralmente por meio de
agulhas de ponta chata de 12 Gauges, em seguida o tecido foi congelado em
nitrogénio liquido e armazenado em freezer -80°C, para posterior analise da

expressao dos genes de interesse por RT-PCR.

3.10.2 Ensaio de RT-PCR Quantitativo

3.10.2.1 Extracdo do RNA Total

A extracdo do RNA foi realizada utilizando o reagente Trizol® (Invitrogen,
Grand Island, NY, EUA) de acordo com as recomendacdes do fabricante. Para tanto,
o tecido foi transferido para um tubo criogénico (foi realizado um “pool” de 2 animais
para cada amostra, afim de se obter concentracdes adequadas de RNA total) e
macerado inicialmente com 800l de Trizol® ,em nitrogénio liquido, com um pistilo
de plastico (para evitar a quebra da carioteca). Em seguida, os tubos contendo o
macerado foram agitados vigorosamente por 15 segundos e deixados em repouso
por 3 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 160 pL de
cloroférmio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MA, EUA) repetindo-se o ciclo de agitacdo
vigorosa por 15 segundos e repouso por 3 minutos em temperatura ambiente
Imediatamente apds o repouso, a amostra foi centrifugada (12.000 xg a 4°C) por 15
minutos. A fase superior (fase aquosa, ~600 pL) foi transferida para um tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL para precipitacio do RNA total. Na sequéncia foi
adicionado 360uL de isopropanol e 40uL de solugdo de acrilamida (5 mg/mL), a
solucdo foi homogeneizada e incubada por uma noite a -20°C. O RNA total foi

coletado por centrifugacéo (12.000 xg a 4°C) por 15 minutos, e depois o precipitado



60

foi lavado com etanol 75%, secado durante 10 minutos. Em seguida, o RNA total foi
solubilizado em 40 pL de 4gua DEPC e incubado em banho-maria (65°C) por 10

minutos.
3.10.2.2 Determinagéo da Concentragdo do RNA Total

A concentracdo de RNA foi determinada por espectrofotometria a 260 nm, e a
relacdo entre as absorbancias a 260/280 nm foi analisada. Para isso aliquotas do
RNA total em diluicdo de 1:20 foram analisadas em cubeta de quartzo especifica. As
concentracdes foram calculadas considerando-se a diluigdo e o fator de 40 pug/ml por
densidade 6ptica de RNA.

3.10.2.3 Eletroforese de RNA

A qualidade da preparacdo de RNA total também foi avaliada por eletroforese
em gel de agarose (1,5% de agarose contendo 2,2 M formaldeido em tampéao
MOPS). Um volume contendo 10 pg de RNA foi diluido em dgua DEPC para volume
final de 10 pL e foi adicionado 10 pL de tamp&o MOPS (40 mM MOPS pH 7,0; 16
mM acetato de sodio; 2 mM EDTA) contendo 60% de formamida, 10% de glicerol, 5
mg/mL de azul de bromofenol e 0,04 mg/mL de brometo de etideo. As amostras
foram incubadas a 65°C por 15 minutos e foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose com tampdo MOPS a 40 V por 20 minutos e 65 V por 1 hora. Os &cidos
ribonucléicos foram corados em solucdo de brometo de etideo (0,5 pg/ml), as

bandas foram visualizadas em um transiluminador ultra-violeta e fotodocumentadas.

cocaina

N 285

18 s

Figura 3.9 - Eletroforese de RNA total de amostras do nucleo acimbens em gel de agarose
1,5%, com tampao MOPS. As bandas representam as fracfes ribossomais 28 S e 18S.
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3.10.2.4 Transcri¢cao Reversa de RNA

Para a transcricdo reversa de RNA foi utilizado o kit High Capacity c-DNA
Archive (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA) de acordo com as recomendacdes
do fabricante.

Resumidamente, 2 ug de RNA total diluidos em agua livie de RNAses foram
utilizados para a sintese do DNA complementar (c-DNA). Em cada reacao
adicionaram-se ao RNA das amostras: 4 ul de oligo dT (100 pmol/pl); 2,5 ul de
tampao da reacéo; 1 pl de dNTP mix (10 mM/ul); 1,3 ul de enzima transcriptase
reversa (40 U). O c-DNA sintetizado foi armazenado a -20°C.

3.10.2.5 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com sequéncias iniciadoras
conhecidas foi realizada para verificar a qualidade do c-DNA produzido a partir dos
RNA total de cada amostra.

Os c-DNAs provenientes de cada amostra foram submetidos & PCR para
amplificagéo do fragmento dos genes de interesse. Sumariamente, cada reacdo de
20 ul continha: 18 pl de tampéo (agua livre de RNAses; tampdo Taq 10x +
(NH4)2S04; dNTP mix (10nmol); MgCI2 a 25 mM; Tag DNA polimerase) e 2 ul de
cDNA. A PCR foi realizada em termociclador com a programacéo: iniciacdo “hot
start” (1 ciclo de 95°C/3 min.); 30 ciclos para amplificacdo [cada ciclo consistia de:
95°C/1 min. (denaturacdo), 60°C/30 segundos (anelamento) e 72°C/1 min.

(polimerizacéo)] e extenséo final (01 ciclo de 72°C/5 min).

3.10.2.6 Gel de c-DNA

Os "amplicons" especificos foram confirmados através de eletroforese em gel
de agarose. A cada tubo de reacéo foi acrescentado 4 uL tampéao de leitura 5X [Azul
de bromofenol (0,125 %); Xilenocianol (0,125 %); TAE (tampé&o: tris, acido acético e
edta); glicerol]. Em seguida as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose [1,5% de agarose contendo 5 pL (10mg/ml) em tampao TAE] em tampéo
TAE a 100 V por 20 minutos e 120 V por 1 hora.
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3.10.2.7 Selecéo de Oligonucleotideos Iniciadores (Primers)

As sequéncias dos "primers" dos genes alvos para a RT-PCR foram
selecionados através da analise das sequéncias de mRNAs depositadas no banco
de genes acessadas através do programa BLASTn do National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Os "primers" foram desenhados para que 0s
produtos tivessem entre 80 a 150 pb e apresentassem temperatura de anelamento

de aproximadamente 60°C.

Tabela 3.2- Sequéncias 5-3" dos primers de ida (For) e reverso (Rev).

Nome da sequéncia Sequéncia5- 3’

CRFR1-For TTGGCAAACGTCCTGGGGTAT
CRFR1-Rev GCGGACAATGTTGAAGAGAAAG
BDNF-For TCACAGCGGCAGATAAAAAGACT
BDNF-Rev GTGTCTATCCTTATGAACCGCCAGCCAA
TrkB-For CCTCGTTGGAGAAGATCAAG
TrkB-Rev CGTGGTACTCCGTGTGATTG
Dyn-For CTCTCCAGCAGGTTTGGC
Dyn-Rev CTGGGACCGAGTCACCAC
Mi-Opio-For TTACGGCCTGATGATCTTACGA
Mi-Opio-Rev GGTGATCCTGCGCAGATTC
NPY-For GGGGCTGTGTGGACTGACCCT
NPY-Rev GATGTAGTGTCGCAGAGCGGAG
GAPDH-For ATGGGAAGCTGGTCATCAAC
GAPDH-Rev ACGCCAGTAGACTCCACGAC

3.10.2.8 Otimizacao dos Primers

Foram realizadas reagfes de otimizacdo para escolher a melhor concentracao
de “primers” para cada par, concentracido essa que garantiria a sua saturagcédo para
que os “primers” nado fossem fatores limitantes na velocidade da amplificagdo. As

concentracdes de “primers” testadas foram: 0,25 yM; 0,4 uM; 0,5 uM e 0,7 uM.
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As reacoes de padronizacdo foram processadas em 20 pL, contendo 25 ng de
cDNA, 10 pL Promega gPCR master mix e os “primers” cujas concentragdes
variaram como descrito acima. O Promega gPCR master mix continha todos os
componentes para a reacdo de RT-PCR, exceto o template e os “primers”. As
reacoes foram realizadas em triplicata para cada gene analisado e o c-DNA utilizado
nas reacoes foi feito um pool com todas as amostras que seriam validadas, na
concentracdo de 25 ng/pL, para minimizar as variacbes na padronizacdo das
reacoes de otimizacdo dos primers e validacao da eficiéncia. Além disso, para todos
0S experimentos havia controles negativos.

As reacoes foram realizadas no equipamento para RT-PCR Applied Biosystem
7500 Real Time PCR System.

Tabela 3.3 - Resultados dos testes de otimizacdo para verificar a melhor
concentracéo de primer para cada gene.

Nome do Gene Concentracao otimizada dos
oligonucleotideos iniciadores.

CRFR1 0,25 uM

BDNF 0.7 UM

TrKb 0,5 UM

Dyn 0,7 UM

Miopio 0,5 UM

NPY 0,25 uM

GAPDH 0,5 uM

3.10.2.9 Validacéo dos Primers

Outro fator importante a considerar em experimentos de RT-PCR quantitativo é
a verificacdo da eficiéncia de amplificacdo do gene alvo e do gene de referéncia em
funcdo da concentracdo de RNA utilizado. Dessa forma, € possivel extrair a
expressao relativa do gene alvo a partir dos resultados obtidos. Para esta verificagéo
foram realizadas diluicdes seriadas do pool de c-DNA (500 ng/pL, 250 ng/pL, 125
ng/uL, 62,5 ng/uL e 31,25 ng/pL). As amostras de c-DNA nas concentracgdes citadas
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foram submetidas & amplificacdo por RT-PCR. O teste foi realizado para cada gene
utilizando a concentracdo de primers otimizada anteriormente. O resultado da
validacdo da eficiéncia foi dado pelo valor da curvatura da reta (slopes) que variou
entre -3,1 a -3,7 entre 0s genes. Estes slopes refletem uma eficiéncia de
amplificacdo entre 85 a 115% [Eficiéncia= (10Y°P®) _ 1)x100].

Tabela 3.4 - Resultados dos testes de validacao

Nome do Gene Slope R? EFICIENCIA
CRFR1 -3,60 0,97 89%

BDNF -3,37 0,98 98%

TrkB -3,21 0,99 104%

Dyn 3,44 0,97 95%
Mi-Opio -3,7 0.98 85%

NPY -3,10 0,99 115%
GAPDH -3,49 0,96 93%

A concentracdo ideal de c-DNA adotada para analises para verificar a

expresséo diferencial dos genes selecionados foi de 500 ng/pL.

3.10.2.10 RT-PCR

As reacgOes de RT-PCR foram processadas em 20 uL, baseado na metodologia
do fluorocromo SYBR (Promega, Madison, WI, EUA), contendo c-DNA, gPCR
master mix (Promega, Madison, WI, EUA) e os primers cujas concentracfes
variaram como descrito acima. As reacoes foram realizadas em triplicata para cada
gene analisado e o c-DNA foi utilizado na concentracdo de 500 ng/pL. Além disso,
para todos os experimentos havia controles negativos. As reacdes foram realizadas
em equipamento para RT-PCR 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystem,
Carlsbad/CA/EUA). A beta-actina e GAPDH foram utilizados como genes controles

endogenos.
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3.10.3 Anélises dos Resultados

A analise da expressdo génica foi semiquantitativa (método delta delta CT)
como descrito por Livak e Schmittgen (2001). O valor de CT (threshold cycle)
representou 0 momento da reacdo de PCR em que a fluorescéncia de determinada
amostra foi detectada inequivocamente acima do ruido de fundo (background). O
resultado foi expresso em unidades arbitrarias. O modelo matematico utilizado para

a obtencao das unidades arbitrarias para essa analise foi:

1- Subtracdo do valor de CT do gene de interesse pelo CT da B-actina (ACt);
2- Média do ACT das amostras;
3- ACT de cada amostra — a média do ACT (AACT);

4- Elevacdo negativa do AACT na base 2 = 2724¢T,

3.11 Imunoistoquimica

ApOs a analise comportamental os animais foram anestesiados com -hidrato de
cloral 4% (0,2 ml/100g de peso corpdéreo). Em seguida os animais foram perfundidos
com 100ml de tampéo fosfato de sodio (PBS) (3,2 g de KH,POy4; 7,1 g de K;HPOy;
9,1 g de NaCl em 100 ml de agua destilada) e em seguida com 400 ml de
paraformaldeido 4% (4 g de NaOH; 4 g de paraformaldeido; 16,58 g de NaH2PO4).
Os encéfalos foram pos-fixados em paraformaldeido 4% por duas horas, transferidos
para solucdo de sacarose 30% e armazenados a 4°C por 2 dias. Posteriormente,
congelados em gelo seco em pé por 1 hora e mantidos a —80°C até serem fatiados.
Os encéfalos foram fatiados em fatias coronais de 40 ym de espessura seguindo as
coordenadas a partir do bregma, de acordo com o atlas de Paxinos e Watson,
(2006): Entre +4,2 e +2,76mm para o coértex pré-frontal medial (CPFm); entre +2,2 e
+1,0mm para o nucleo acumbens (NAc); entre 0 e —1,2mm para o nucleo intersticial
da estria terminal (BNST); entre -2,2 e -3,0mm para amidala (AM); entre -5,04 e -5,4
mm para a area tegmental ventral anterior (VTAa) e entre -5,76 e -6,12 mm para a
area tegmental ventral posterior (VTAp)

As fatias coronais contendo as regides cerebrais de interesse foram lavadas 3

vezes (10 minutos cada lavagem) com PBS e em seguida incubadas com solugéo
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bloqueadora (soro de cabra 3%; Triton X-100 0,25% dissolvidos em PBS) por uma
hora a temperatura ambiente. Apds o bloqueio as fatias foram incubadas com
anticorpo anti-Fos (diluicdo 1:4000; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA,;
produzido em coelho), diluido em solucéo bloqueadora por 24 horas a 4°C.

Apds essa incubacgdo, as fatias foram lavadas com PBS por 3 vezes (10
minutos cada lavagem) e incubadas com um anticorpo secundario biotinilado anti-
coelho (diluicdo 1:400; Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) diluido em PBS-
Tx (Triton X-100 0,25%) e soro de cabra 3%, por 2 horas a temperatura ambiente.
Em seguida elas foram lavadas com PBS por 3 vezes (10 minutos cada lavagem) e
incubadas por 1 hora em solucdo de avidina-biotina-peroxidase (ABC Elite kit, PK-
6100; Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) preparada em PBS contendo
Triton X-100 0,5%. Finalmente, as fatias foram lavadas por 3 vezes (10 minutos cada
lavagem) e incubadas em 3,3'-diaminobenzidina por aproximadamente 3 minutos.
Na sequéncia foram lavadas 5 vezes (5 minutos cada lavagem) e transferidas para
solucdo de PBS e montadas em laminas gelatinizadas com gelatina e aluminio-
crdmico. Quando secas as laminas foram desidratadas utilizando gradiente seriado
de titulacdes crescentes de etanol (Agua destilada; etanol: 30%, 60%, 90%; 95% e
100%) e Citrolsolv (Thermo Fisher Scientific, Hudson, NH, EUA) e finalmente,
cobertas com Permount (Sigma-Aldrich, St. Louis, MA, EUA) e laminulas.

A imunomarcacdo de Fos foi capturada usando uma camera (Coolsnap
Photometrics, Roper Scientific Inc., Trenton, NJ, EUA), acoplada a um microscépio
Zeiss Axioskop 2. Foram capturadas imagens de 4 hemisférios por ratos e as células
positivas para Fos foram contadas automaticamente usando o programa IPLab,
versao 3.9.4 r5 (Scanalytics, Inc., Fairfax, VA, Canada). O valor de células positivas

para cada animal representa a média dos 4 hemisférios.
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Figura 3.10 - Fatias coronais representativas da expressao de Fos em células do cortex pré-
frontal dorsomedial (CPF-dm), cortex pré-frontal ventromedial (CPF-vm), cortex frontal orbital
(CFO), Centro do nucleo acumbens (NAc Centro), Conha do nudcleo acumbens (NAc
Concha), nucleo intersticial da estria terminal (BNST) amidala basolateral (Am-BL) e central
(Am-Ce), area tegmental ventral posterior (VTA-p) e a area tegmental ventral anterior (VTA-
a).

3.12 Dupla Marcagéo por Imunofluorescéncia

Para a investigacdo do fenétipo das células ativadas (Fos positivas) utilizamos
alguns marcadores celulares especificos: Fos marcador de ativacdo celular; NeuN
como marcador de neurdnios; CamKIl como marcador de neurbnios glutamatérgicos,
no CPF; GAD67 como marcador de neurbnios gabaégicos; Tirosina Hidroxilase (TH)
como marcador de neurdnios dopaminérgicos.

As fatias coronais com as regides encefélicas de interesse foram obtidas
conforme descrito no item 3.11.

As fatias foram lavadas trés vezes (10 minutos por lavagem) com tampéao tris-
NaCl (TBS) (29 g de NaCl; 50 mL de Tris-HCI pH 8,0 1M em 1 L de agua destilada)
e em seguida permeabilizadas por 30 minutos com Triton X-100 0,2% (dissolvido em
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TBS). Foram realizadas mais trés lavagens (10 minutos por lavagem) com TBS e
entdo as fatias foram incubadas com os anticorpos primarios de interesse (Tabela
3.5) diluidos em TBS com Triton X-100 0,3%, por 24 horas a 4°C. Posteriormente, as
fatias foram lavadas trés vezes (10 minutos por lavagem) com TBS e incubadas com
0s anticorpos secundarios diluidos em TBS por 1 hora a temperatura ambiente.
Foram utilizados os anticorpos Alexa Fluor 488, anti-coelho, produzido em macaco,
(diluicdo 1:200, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e Alexa Fluor 568, anti-camundongo,
produzido em cabra (diluicdo 1:200, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), como
anticorpos secundarios. Finalmente, as fatias foram lavadas trés vezes (10 minutos
por lavagem) com TBS e as laminas foram montadas em Iaminas gelatinizadas com
gelatina e aluminio-cromico e cobertas com laminulas com auxilio de VectaShield
hard-set mounting media (Vector Laboratories, Inc, Burlingame, CA, EUA).

A fluorescéncia foi detectada através de uma camera (Coolsnap Photometrics,
Roper Scientific Inc., Trenton, NJ, EUA), acoplada a um microscoépio Zeiss Axioskop
2 (Carl Zeiss Microscopy, LLC, Thornwood, NY, EUA). Foram capturadas imagens
de 4 hemisférios por ratos (3 ratos por grupo) e as células positivas foram contadas
automaticamente usando o programa IPLab, versdo 3.9.4 r5 (Scanalytics, Inc.,
Fairfax, VA, Canadda). O valor de células positivas para cada animal representa a

média dos 4 hemisférios.

Tabela 3.5 - Anticorpos utilizados na reacdo de dupla marcacdo por
imunofluorescéncia

Anticorpo Espécie Diluigao Fabricante
Anti-Fos Coelho 1:4000 Santa Cruz
Anti-CamKI| Camundongo 1:100 Pierce antibodies
Anti-GAD65 Camundongo 1:1000 Millipore

Anti-TH Camundongo 1: 50.000 Millipore
Anti-NeuN Camundongo 1:2000 Chemicon
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CamKIl | CamKill/ Fos

GAD/ Fos

Figura 3.11 - Fatias coronais representativas da expressdo de Fos, Camkll, GAD67, TH e
NeuN.
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4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Efeito da Exposicao Prévia ao Estresse Variavel na Autoadministracdo de
Nicotina e Analise das Neuroadaptacdes no Cortex Pré-frontal Medial, Nucleo

Acumbens e Amidala.

Utilizamos o delineamento experimental descrito na Figura 4.1 e detalhado

abaixo:

A

. _— Teste dasensibilizacao Dissecagdo dasregices
Exposicao ao Estresse Variado

locomotoraanicotina ) encefalicas
(imediatamente apds o teste)

Dias1-10 Dia 20 Dia 20
B Autoadministraciio de nicotina
i | i
T Aquisicao
Exposi¢ao ao Estresse Treino com e Razao Acesso
S sacarose . . i Bl : o
Variado 6% Cirurgia Manutencio Progressiva Prolongado
| | l |
| | | T
Dias1- 10 Dia 20 -22 Dias 22-24 Y

Dias 30-50

Figura 4.1 - Delineamento experimental: (A) Sensibilizagdo cruzada entre estresse e
nicotina e andlise das neuroadaptacdes no cortex pré-frontal medial, nicleo acimbens e
amidala; (B) Efeito da sensibilizacdo cruzada na autoadministracéo de nicotina.

4.1.1 Efeito do Estresse Variavel na Atividade Locomotora

Os animais foram submetidos ao protocolo de estresse conforme descrito no
item 3.5. Dez dias apo0s a Ultima sessdo de estresse 0s animais foram colocados
individualmente na caixa de atividade para habituagdo por 20 minutos.
Imediatamente ap0s o término da habituacdo os animais receberam injecéo
subcutéanea de salina (0,9%; s.c.) ou nicotina (0,4 mg/Kg; s.c.), e a atividade

locomotora foi registrada por 15 minutos. Os animais controle foram mantidos em



71

suas caixas viveiro e foram submetidos aos mesmos tratamentos, para a avaliacdo
da atividade locomotora, descritos para o grupo estresse.

Dessa forma tivemos 4 grupos: Estresse-Salina (EST-SAL), Estresse-Nicotina
(EST-NIC), Controle-Salina (CONT-SAL) e Controle-Nicotina (CONT-NIC), (N= 10 -
11 animais por grupo).

4.1.2 Determinacéo da Atividade de CREB e ERK no Pré-frontal Medial, Nucleo

Acumbens e Amidala.

Imediatamente ap0s a avaliagdo da atividade locomotora os animais foram
decapitados, o nucleo acumbens, a amidala e o cortex pré-frontal foram dissecados
e armazenados para analise de CREB, fosfo-CREB, ERK e fosfo-ERK por Western
Blotting como descrito no item 3.9.

4.1.3. Efeito do Estresse Variavel na Autoadministracdo de Nicotina

Os animais foram expostos ao protocolo de estresse conforme descrito no
item 3.5. Dez dias ap0s a Ultima sessao de estresse os animais foram submetidos ao
protocolo de autoadministracdo intravenosa de nicotina conforme descrito no item
3.6.

Dessa forma tivemos 2 grupos: Estresse (N = 8) e Controle (N = 6).

4.1.4. Andlise Estatistica

Os resultados comportamentais da autoadministracdo foram analisados pelo
teste t-Student, comparando-se o grupo submetido a estresse ao grupo controle
para cada um dos parametros analisados. Os dados referentes a autoadministracéo
de sacarose foram analisados por ANOVA bifatorial de medidas repetidas
considerando como fatores estresse (estresse vs controle) e sessdes (medida
repetida).

Os dados das medidas moleculares e da atividade locomotora foram
analisados por ANOVA bifatorial, considerando os fatores estresse (estresse vs
controle) e farmaco (nicotina vs salina). Quando ANOVA indicou diferengas

significativas a analise foi seguida pelo teste de Newman-Keuls.
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4.2 Efeito da Administracdo Prévia de Cocaina na Autoadministracdo de

Nicotina e Andlise da Expressao Génica no Nucleo Acumbens.

Utilizamos o delineamento experimental descrito na Figura 4.2 e detalhado

abaixo:
Administragdo Autoadministracio de nicotina
repetidade Teste da |
cocaina Testeda  sensibilizagdo l — l . )
(20mg/Kg) sensibilizacio cruzadaentre Treino com Aquisi¢ao Reg Koesso Dissecacao
" locomotoraa  cocainae sacarina e HZ80 do
cocatna nicotina 0,05% Cirurgia  Manutencdo Progressiva  Prolongado Acumbens
I | I | | | | |
| [ | | l T 1
Dias1-7 Dia10 Diall Dias12-14 Dias15-17 Y Dia+/_43

Dias 22-42

Figura 4.2 - Delineamento experimental do efeito da administragdo prévia de cocaina na
autoadministrac@o de nicotina e analise da expresséo génica no nucleo acimbens.

4.2.1 Avaliagdo da Sensibilizagdo Locomotora a Cocaina

Os ratos foram pré-tratados com cocaina (20 mg/ml; i.p.) ou salina 0,9% (1,0
ml/kg; i.p.), por 7 dias. Trés dias apds a ultima administracdo de cocaina ou salina os
animais de ambos os grupos foram habituados na caixa de atividade locomotora por
20 minutos. Ap6s o periodo de habituacdo, os ratos receberam uma injecdo de
salina 0,9% (1,0 ml/kg; i.p.) e foram colocados de volta no aparato e a atividade
locomotora foi registrada por 15 minutos. Em seguida, 0s mesmos animais
receberam uma injecédo teste de cocaina (15 mg/Kg; i.p.) e foram colocados de volta
na caixa de atividade locomotora e atividade locomotora foi registrada por mais 45
minutos. O registro da atividade locomotora foi realizado como descrito no item
3.4.1. Os animais dos diferentes grupos foram testados aleatoriamente durante a

fase de escuro entre 10:00 e 14:00 horas.
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4.2.2 Sensibilizagdo Locomotora Cruzada entre o Pré-Tratamento com Cocaina
e a Administracao Aguda de Nicotina

Um dia apés o teste da sensibilizacdo a cocaina, os mesmos animais foram
colocados na caixa de atividade locomotora por 20 minutos para a habituagdo ao
aparato. Em seguida receberam uma inje¢cédo de salina 0,9% (1,0 ml/kg; s.c.) e foram
colocados de volta no aparato e a atividade locomotora foi registrada por 15 minutos.
Entdo os mesmos animais receberam uma injecéo teste de nicotina (0,4 mg/Kg; s.c.)
e foram colocados de volta na caixa de atividade locomotora e atividade locomotora
foi registrada por mais 15 minutos. O registro da atividade locomotora foi realizado
como descrito no item 3.4.1. Os animais dos diferentes grupos foram testados

aleatoriamente durante a fase de escuro entre 10:00 e 14:00 horas.

4.2.3 Autoadministracéo Intravenosa de Nicotina

Vinte e quatro horas apés a avaliacdo da atividade locomotora cruzada entre
cocaina e nicotina o0s animais foram submetidos ao procedimento da
autoadministracao de nicotina que foi realizado conforme descrito no item 3.6. Com
excecdo do treino que neste experimento foi realizado com sacarina 0,05% ao invés

de sacarose 6%.

4.2.4 Analise da Expressédo Génica por RT-PCR

Vinte quatro horas apdés o teste de acesso livre prolongado. Os animais foram
decapitados e os encéfalos removidos para posterior andlise da expressao génica
dos genes BDNF, TrkB; DYN; Mi-Opio, CRFR1 e NPY, conforme descrito no item
3.10.

4.2.5 Andlise Estatistica

Os dados da atividade locomotora foram analisados por ANOVA bifatorial de
medidas repetidas considerando pré-tratamento (salina vs cocaina) e tempo apos as
injecdes como fator repetido. Essa andlise foi seguida pelo teste F para contraste

entre os pares de média, considerando como significativos p < 0,05.
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O dados da autoadministracdo de nicotina e da expressdo génica foram
analisados utilizando teste t- Student comparando os grupos salina e cocaina.

Diferencas significativas, foram observadas quando p < 0,05.

4.3 Efeito da Administragdo Prévia de Nicotina na Autoadministracdo de

Etanol.

Utilizamos o delineamento experimental descrito na Figura 4.3 e detalhado

abaixo:

Autoadministracao de etanol

l l

Administracao Aquisicao

repetidade T_es.te do Treino oM atanol 2%----6% . Acosso
G e labirinto em sacarina Razao
nicotina levad 0.05% emsol. de Pieaa Prolongado
(1,0 mg/kgs.c) Cruzelevado ekt sacarina0,05%  Manutencdo 2 © °
3xao dia
I | | | | I
| I { I I |
Dias1- 10 Diall Dias12-14 )

w
15,1

(53}

Dias

Figura 4.3 - Delineamento experimental do efeito da administracdo prévia de nicotina na
autoadministracdo de etanol.

4.3.1 Pré-Tratamento de Nicotina

Os ratos foram pré-tratados com nicotina (1,0 mg/Kg; s.c.) ou salina 0,9% (1,0
mL/Kg) por 10 dias, trés vezes ao dia (cada administracdo foi espacada a cada 4
horas). A dose de nicotina escolhida foi baseada em experimentos prévios, que
demonstram que esse regime de administracdo de nicotina € capaz de produzir

sindrome de abstinéncia em ratos (MALIN et al., 2006).

4.3.2 Teste de Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Vinte e quatro horas apds a ultima administracdo de nicotina os ratos foram

alojados em caixas individuais para o transporte até o labirinto. O teste foi iniciado
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colocando o animal na plataforma central do labirinto (de frente para um dos bragos
abertos), e o experimentador saia imediatamente para um laboratério adjacente. As
sessOes foram filmadas e gravadas por 5 minutos e o labirinto foi higienizado com
alcool etilico 20% entre um rato e outro. Todos os experimentos foram realizados
sob as mesmas condi¢cbes de iluminacdo durante a fase de escuro do ciclo claro-
escuro. As gravacBes foram analisadas utilizando um programa para analise
etiologica desenvolvida pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Francisco Morato na
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, USP. Os
comportamentos analisados foram a frequéncia de entrada nos bragos abertos e
fechados (entrada = todas as quatro patas dentro do brago) e o tempo de
permanéncia nos bracos abertos do labirinto. Esses dados foram usados para

calcular a porcentagem de entradas no braco aberto ([aberto / total] x 100).

4.3.3 Autoadministracéo de Etanol

Um dia apdés o teste de labirinto em cruz elevado os animais iniciaram o

protocolo de autoadministracao de etanol como descrito no item 3.7.

4.3.4 Andlises Estatisticas

Os dados do labirinto em cruz elevado e do acesso livre prolongado de etanol e
sacarina foram analisados pelo teste t- Student comparando 0s grupos pré-tratados
com salina ou nicotina. E os dados da razdo progressiva da autoadministracdo de
etanol e sacarina foram analisados por ANOVA bifatorial considerando os fatores
tratamento (salina vs nicotina) e autoadministracdo (sacarina vs etanol). Foi

considerado diferenca significativa quando as analises apresentaram p < 0,05.
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4.4 Efeito da Administracdo Simultanea de Nicotina no Desenvolvimento da
Dependéncia ao Etanol: Identificacdo e Caracterizagcdo de Pequenos Grupos
Neuronais (Experimentos Realizados no The Scripps Research Institute, La
Jolla, CA, EUA e no National Institute on Drug Abuse, Baltimore, MD, EUA)

Para avaliar o efeito da nicotina no desenvolvimento da dependéncia ao etanol,

utilizamos o delineamento experimental descrito na Figura 4.4 e detalhado abaixo:

Exposicioao vapor de etanol e

Treino da Estabilizacao da Avaliacdo d: B o -
et ApLlizacs 1 Avaliagao da - Re-estabilizacioda  Teste de l Perfusio
azao
autoadministracao autoadministracao escaladada : . == Adulteracs
mE _ Progressiva autoadministracio Adulteracao
de etanol 10% deetanol 10%  autoadministracdo =

deetanol 10%  porQuinino
de etanol 10%

Dias1-5 Dias6-17 Dias 18-47 Y Dia+/_69

Dias 48-68

Figura 4.4 - Delineamento experimental da efeito da administragdo simultanea de nicotina
na autoadministracdo de etanol.

4.4.1 Autoadministracéo de Etanol

Os animais foram treinados a autoadministrar etanol 10% (v/v) e agua até
manter um padrdo de resposta estavel (aproximadamente 12 sessfes). Foram
realizados trés sessdes por semana como descrito no item 3.8.2.

Apés a aquisicdo e estabilizacdo da autoadministracdo de etanol os animais
foram divididos em dois grupos: vapor (expostos ao vapor de etanol) e controle (n&o
expostos ao vapor de etanol).

Para a exposicado ao vapor de etanol foram utilizadas camaras de vapor e o
procedimento descrito no item 3.8.4.

Apos a divisdo dos animais entre 0s grupos vapor e controle esses foram sub-
divididos em dois outros grupos: vapor-nicotina, vapor-salina, ar-nicotina, ar-salina.
Simultaneamente a exposicdo ao vapor de etanol os animais receberam injecéo
diaria de nicotina (0,8 mg/Kg; s.c.) ou salina 0,9% (1,0 ml/Kg; s.c.), cinco horas apos
o inicio do ciclo de abstinéncia ao vapor de etanol. Nos dias em que havia os testes

do comportamento operante de autoadministracao de etanol as inje¢des de nicotina
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(0,8 mg/Kg; s.c.) ou salina 0,9% (1,0 ml/Kg; s.c.) eram administradas 15 minutos
antes das sessfes. Este procedimento foi repetido até o final do experimento. Os
animais do grupo ar também receberam o mesmo tratamento (nicotina ou salina, em
horarios semelhantes), porém nao foram expostos ao vapor de etanol.

Apébs a estabilizacdo da escalada da autoadministracdo de etanol os animais
foram submetidos aos testes de raz&o progressiva e adulteracdo por quinino

(conforme descrito nos itens 3.8.6 e 3.8.7).

4.4.2 Imunohistoquimica

Os experimentos de imunohistoquimica foram realizados com o objetivo de
caracterizar as areas encefélicas, a porcentagem de neurdnios ativados e o fenotipo
de pequenos grupos neurais que potencialmente estariam envolvidos na interacéo
entre nicotina e o aumento da vulnerabilidade ao desenvolvimento da dependéncia
ao etanol.

Realizamos este experimentos no laboratério do Dr. Bruce T. Hope (National
Institute on Drug Abuse, National Institute of Health, Baltimore, MD, EUA).

Para esse fim, apGs o ultimo teste de adulteracdo por quinino, foi realizada uma
nova sessdo de 30 minutos de autoadministacdo de etanol em RF1. Ao término
dessa sessdo os animais foram anestesiados, perfundidos e os encéfalos coletados
para posterior analise imunohistoquimica como descrito nos itens 3.11 e 3.12. Para
este experimento dois grupos de animais controles foram adicionados: 1) animais
gue foram expostos ao vapor de etanol; 2) animais que foram apenas retirados da
caixa viveiro e perfundidos. Esses dois grupos ndo foram expostos ao tratamento
cronico com nicotina, salina ou autoadministracdo de etanol. Esses animais
receberam injecdo aguda de salina 0,9% (1,0 ml/Kg; s.c.) 90 minutos antes de serem
perfundidos, este procedimento foi realizado para contrabalancear o estresse da

injecdo administrada aos outros grupos.

4.4.3 Andlises Estatisticas

Os dados da escalada da autoadministragdo de etanol foram analisados por

ANOVA bifatorial de medidas repetidas considerando os fatores tratamento (nicotina
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vs salina) e sessdes (medida repetida) seguido pelo teste F para o contrate entre os
pares de média, considerando significante p < 0,05.

Os dados da razdo progressiva foram analisados por ANOVA bifatorial
considerando os fatores vapor (vapor vs ar), tratamento (nicotina vs salina), seguido
pelo teste F para o contrate entre os pares de média, considerando significante p <
0,05.

O teste de adulteracéo por quinino foi analisado utilizando ANOVA bifatorial de
medida repetida considerando os fatores tratamento (nicotina vs salina) e
concentracbes de quinino como medida repetida, seguido pelo teste F para
contraste entre os pares de média, considerando significante p < 0,05. Os dados da
imunohistoquimica foram analisados por ANOVA bifatorial considerando os fatores
vapor (vapor vs ar) e tratamento (nicotina vs salina vs controle), seguido pelo teste

de Newman-Keuls.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito da Exposicdo Prévia ao Estresse Variavel na Autoadministracdo de
Nicotina e Analise das Neuroadaptacdes no Cortex Pré-frontal Medial, Nucleo

Acumbens e Amidala.

5.1.1 Efeito do Estresse Variavel na Atividade Locomotora

A figura 5.1 mostra a atividade locomotora de ratos, em resposta a
administracdo de salina ou nicotina, 10 dias apés a ultima exposi¢cdo ao estresse
variavel.

ANOVA revelou diferencas significativas para os fatores tempo
[F(1,33)=5.4;p<0.05] e tratamento [F(1,33)=5.96;p<0,05]. Entretanto n&o foi
observado interacao entre os fatores [F(3,33)=1.13;p>0.05].

O teste de Newman-Keuls mostrou que 0 grupo estresse-nicotina
apresentou maior atividade locomotora quando comparado aos demais grupos
(p<0,05). A administracdo de nicotina ao grupo controle ndo aumentou a atividade
locomotora quando comparada a administracdo de salina. Esses dados indicam que

a exposicao ao estresse variado promoveu sensibilizacdo cruzada com a nicotina.

2500+ _
[ Salina

B Nicotina

N
o
o
T

15004

10004 _ I

500-

Atividade Locomotora

0 T I

Controle Estresse

Figura 5.1 - A figura mostra a locomocéao induzida pela administracdo de salina ou nicotina
de ratos submetidos ao estresse repetido variado e controles. As barras representam média
+ EPM (N=10 - 11 ratos por grupo) da atividade locomotora. * p<0,05 quando comparado
aos demais grupos.
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5.1.2 Efeito do Estresse Varidvel na Autoadministracdo de Nicotina

5.1.2.1 Consumo de Sacarose

A figura 5.2 mostra a média diaria do consumo de sacarose 6% pelo peso
corpéreo dos animais durante as sessfes de aquisicdo por ratos submetidos ao
estresse variavel e controles.

ANOVA de medidas repetidas ndo demonstrou diferenca significativa para
os fatores grupo [F(3,33)=0,44;p>0,05] e tempo [F(3,33)=0,67;p>0,05]. Também nao
foi observada interagao significativa entre os fatores [F(3,33)=0,03;p>0,05].

8-

-&- Controle
T - Estresse

Consumo de Sacarose
[mg/Peso Corpdreo]
T

DIAS

Figura 5.2 - A figura representa a média diaria + EPM (N = 9, ratos por grupo) da razédo do
consumo de sacarose pelo peso corpéreo de animais submetidos ao estresse repetido
variado e controles.

5.1.2.2 Avaliacdo do Ponto de Ruptura na Autoadministracdo de Nicotina

A figura 5.3 (A e B) mostra a média do numero de reforgos e a ultima
razao alcancada durante as sessfes de razdo progressiva por ratos submetidos ao
estresse variavel.

O teste t-Student mostrou diferencas significativas no numero de
respostas (t (1,15) = 4.346; p<0,001), bem como na ultima raz&o alcancada (t (1,15)

= 3.4; p<0,05) entre 0s grupos estresse e controle.
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Figura 5.3 - Os histogramas representam média + EPM (N = 6-8, ratos por grupo) do
namero de reforgos (A) e da Ultima razdo completada (B) durante as sessdes de razdo
progressiva de ratos dos grupos controle e estresse. *p<0,05, quando comparado com o
grupo controle.

5.1.2.3 Consumo de Nicotina em 24 horas

A figura 5.4 (A e B) mostra a média do consumo e o consumo individual de
nicotina (mg/Kg) durante o acesso livre prolongado por 24 horas, de ratos
submetidos ao estresse variavel e controles.

Os animais que foram submetidos ao protocolo de estresse variavel
apresentaram maior consumo de nicotina quando comparados ao grupo controle
durante a sesséo de “binge” de 24 horas (t (1,13) = 1,875; p<0,05; t-Student).
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Figura 5.4 - Acesso livre prolongado de 24 horas de nicotina. (A) média + EPM do consumo
cumulativo e (B) consumo individual de nicotina (mg/Kg) de animais dos grupos estresse e
controle ao longo do tempo (N = 7-8 animais por grupo).
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5.1.3 Determinacédo da Atividade de CREB e ERK no Nucleo Acumbens

5.1.3.1 Determinacao da Atividade de CREB

A figura 5.6 mostra a quantidade da proteina CREB e p-CREB no nucleo
acumbens, de animais expostos ao estresse e controle, que receberam salina ou
nicotina 10 dias apds a ultima exposicao ao estresse.

Para a proteina CREB ANOVA mostrou diferencas significativas para o
fator estresse [F(1,25)=7,73;p<0,01], porém néo foram observadas diferencas para o
fator tratamento [F(1,25)=0,23;p>0,05]. Nenhuma interacdo significativa entre o0s
fatores foi observada [F(1,25)=0,4;p>0,05].

Nossos resultados mostraram que a exposicdo ao estresse variavel
diminuiu a concentracdo de CREB na forma total.

Para a proteina p-CREB ANOVA mostrou diferencas significativas para os
fatores estresse [F(1,26)=8,60;p<0,01] e tratamento [F(1,26)=6,70; p<0,01].
Nenhuma interacdo  significativa entre os  fatores foi  observada
[F(1,25)=3,37;p>0,05].

O teste de Newmam-Keuls demonstrou que a administragdo de nicotina
reduziu a atividade de CREB nos animais controle quando comparado ao grupo
controle salina (p<0,05). E o estresse variavel também reduziu a atividade de CREB
em ambos 0s grupos (nicotina e salina) quando comparado aos seus respectivos

grupos controles.
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Figura 5.5 - Bandas representativas das proteinas CREB (vermelho) e p-CREB (verde) no
ndcleo acumbens, de animais expostos ao estresse (E) e controle (C), que receberam salina
(S) ou nicotina(N) 10 dias apds a Ultima exposicao ao estresse.
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Figura 5.6 - Quantificacdo da proteina CREB nas formas total e fosforilada no nucleo
acumbens de animais expostos ao estresse e controle, que receberam salina ou nicotina 10
dias ap0s a ultima exposigéo ao estresse. Os histogramas representam a média + EPM (N =
7-10 animais por grupo) da porcentagem da quantidade das proteinas CREB e p-CREB em
relagdo ao grupo controle-salina. *p<0,01 comparado aos grupos controles; “p<0,01,

comparado ao grupo controle-salina.
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5.1.3.2 Determinacao da Atividade de ERK

A figura 5.8 mostra a quantidade da proteina ERK e p-ERK no nucleo
acumbens, de animais expostos ao estresse e controle, desafiados com salina ou
nicotina 10 dias apos a ultima exposi¢cao ao estresse.

Para a proteina total ANOVA ndo demonstrou diferencas significativas
para o fatores estresse [F(1,36)=0,47;p>0,05] e tratamento [F(1,36)=0,11;p>0,05].
Nenhuma interacdo  significativa entre os  fatores foi  observada
[F(1,36)=0,05;p>0,05].

Para forma fosforilada ANOVA n&o demonstrou diferencas significativas
para o fatores estresse [F(1,36)=2,62;p>0,05] e tratamento [F(1,36)=0,19;p>0,05].
Nenhuma interacdo  significativa entre os  fatores foi  observada
[F(1,36)=0,002;p>0,05].

Nossos resultados demonstram que a exposi¢do ao estresse variavel
nado foi capaz de produzir alteracbes na atividade de ERK em resposta a

administracdo de nicotina ou salina.
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Figura 5.7 - Bandas representativas das proteinas ERK (vermelho) e p-ERK (verde) no
ndcleo acumbens, de animais expostos ao estresse (E) e controle (C), que receberam salina
(S) ou nicotina (N) 10 dias apés a ultima exposi¢éo ao estresse.
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Figura 5.8 - Quantificacdo da proteina ERK nas formas total e fosforilada no nudcleo
acumbens de animais expostos ao estresse e controle, que receberam salina ou nicotina 10
dias apos a Ultima exposicdo ao estresse. Os histogramas representam a média + EPM
(n=7-10 animais por grupo) da porcentagem da quantidade das proteinas ERK e p-ERK em
relacdo ao grupo controle-salina.
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5.1.4 Determinacdo da Atividade da CREB e ERK na Amidala

5.1.4.1 Determinacao da Atividade de CREB

A figura 5.10 mostra a quantidade da proteina CREB e p-CREB na
amidala de animais expostos ao estresse e controle, que receberam salina ou
nicotina 10 dias apds a ultima exposicao ao estresse.

Para a proteina CREB ANOVA ndo demonstrou diferengas significativas
para os fatores estresse [F(1,22)=0,004;p>0,05] e tratamento [F(1,22)=3,89;p>0,05].
Nenhuma interacdo  significativa entre os  fatores foi  observada
[F(1,22)=1,42;p>0,05].

Para a proteina p-CREB ANOVA mostrou diferencas significativas para o
fator tratamento [F(1,21)=5,85;p<0,05], mas néo para o fator estresse [F(1,21)=0,12;
p>0,05]. Nenhuma interacdo significativa entre os fatores foi observada
[F(1,21)=2,73;p>0,05].

Nossos resultados demonstraram que a administragao de nicotina reduziu

a atividade de CREB apenas no grupo exposto ao estresse variavel (p<0,05).
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Figura 5.9 - Bandas representativas das proteinas CREB (vermelho) e p-CREB (verde) na
amidala, de animais expostos ao estresse (E) e controle (C), que receberam salina (S) ou
nicotina (N) 10 dias apds a ultima exposicéo ao estresse.
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Figura 5.10 - Quantificagdo da proteina CREB nas formas total e fosforilada na amidala de
animais expostos ao estresse e controle, que receberam salina ou nicotina 10 dias ap6s a
Ultima exposicao ao estresse. Os histogramas representam a média =+ EPM (N=6-8, animais
por grupo) da porcentagem da quantidade das proteinas CREB e p-CREB em relacdo ao
grupo controle-salina. *p<0,05, comparado ao grupo estresse salina.
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5.1.4.2 Determinacao da Atividade de ERK

A figura 5.12 mostra a quantidade da proteina ERK e p-ERK na amidala,
de animais expostos ao estresse e controle, desafiados com salina ou nicotina 10
dias apds a Ultima exposi¢do ao estresse.

Para a proteina total ANOVA n&o demonstrou diferengas significativas
para os fatores estresse [F(1,32)=0,02;p>0,05] e tratamento [F(1,32)=3,44;p>0,05].
Nenhuma interacdo  significativa entre os  fatores foi  observada
[F(1,32)=1,66;p>0,05].

Para forma fosforilada ANOVA n&o demonstrou diferengas significativas
para o fator estresse [F(1,35)=1,14;p>0,05], porém foi observada diferencas
significativas para o fator tratamento [F(1,35)=4,13;p<0,05]. Nenhuma interacdo
significativa entre os fatores foi observada [F(1,35)=2,53;p>0,05].

Nossos resultados demonstraram que a administragao de nicotina reduziu

a atividade de ERK apenas no grupo exposto ao estresse variavel.
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Figura 5.11 - Bandas representativas das proteinas ERK (vermelho) e p-ERK (verde) na
amidala, de animais expostos ao estresse (E) e controle (C), que receberam salina (S) ou
nicotina (N) 10 dias apds a ultima exposicéo ao estresse.
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Figura 5.12 - Quantificacdo da proteina ERK nas formas total e fosforilada na amidala de
animais expostos ao estresse e controle, que receberam salina ou nicotina 10 dias apos a
ltima exposicao ao estresse. Os histogramas representam a média + EPM (N=6-8, animais
por grupo) da porcentagem da quantidade das proteinas ERK e p-ERK em relacdo ao grupo
controle-salina. *p<0,05, comparado ao grupo estresse salina.
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5.1.5 Determinacédo da Atividade da CREB e ERK no Cortex Pré-frontal Medial

5.1.5.1 Determinacao da Atividade de CREB

A figura 5.14 mostra a quantidade da proteina CREB e p-CREB no cortex
pré-frontal medial de animais expostos ao estresse e controle, que receberam salina
ou nicotina 10 dias ap0s a ultima exposi¢ao ao estresse.

Para a proteina CREB ANOVA demonstrou diferencas significativas para o
fator estresse [F(1,21)=11,5;p<0,01], e tratamento [F(1,21)=0,53;p>0,05]. Nenhuma
interac&o significativa entre os fatores foi observada [F(1,21)=2,33;p>0,05].

O teste de Newman-Keuls demonstrou que a exposicdo ao estresse
variavel aumentou a concentracdo da proteina total CREB para ambos os grupos
(nicotina e salina) quando comparado com seus respectivos grupos (p<0,05).

Para a proteina p-CREB ANOVA mostrou diferencas significativas para o
fator estresse [F(1,23)=4,99;p<0,05], mas nao para tratamento [F(1,23)=0,50;
p>0,05]. Nenhuma interacdo significativa entre os fatores foi observada
[F(1,23)=0,47;p>0,05].

Nosso resultados demonstraram que a exposicdo ao estresse variavel
reduziu a atividade de CREB para ambos 0s grupos (nicotina e salina) quando

comparado com seus respectivos grupos.
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Figura 5.13 - Bandas representativas das proteinas CREB (vermelho) e p-CREB (verde) no
cortex pré-frontal medial, de animais expostos ao estresse (E) e controle (C), que receberam
salina (S) ou nicotina (N) 10 dias apdés a ultima exposicao ao estresse.
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Figura 5.14 - Quantificacdo da proteina CREB nas formas total e fosforilada no cértex pré-
frontal medial de animais expostos ao estresse e controle, que receberam salina ou nicotina
10 dias ap06s a ultima exposicao ao estresse. Os histogramas representam a média + EPM
(N=6-8, animais por grupo) da porcentagem da quantidade das proteinas CREB e p-CREB
em relac&o ao grupo controle-salina. * p<0,05, comparado aos grupos controles.
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5.2.5.2 Determinacao da Atividade de ERK

A figura 5.16 mostra a quantidade da proteina ERK e p-ERK no cortex pre-
frontal medial, de animais expostos ao estresse e controle, desafiados com salina ou
nicotina 10 dias apos a ultima exposi¢cao ao estresse.

Para a proteina total ANOVA ndo demonstrou diferencas significativas
para os fatores estresse [F(1,35)=0,01;p>0,05] e tratamento [F(1,35)=0,49;p>0,05].
Nenhuma interacdo  significativa entre os  fatores foi  observada
[F(1,35)=0,64;p>0,05].

Para forma fosforilada ANOVA n&o demonstrou diferengas significativas
para os fatores estresse [F(1,33)=1,66;p>0,05] e tratamento [F(1,33)=1,23;p>0,05].
Nenhuma interagao significativa entre os fatores foi observada [F(1,33)=1,5;p>0,05].

Nossos resultados demonstram que a exposi¢do ao estresse variavel
nao foi capaz de produzir alteragbes na atividade de ERK em resposta a

administracdo de nicotina ou salina.
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Figura 5.15 - Bandas representativas das proteinas ERK (vermelho) e p-ERK (verde) no
coértex pré-frontal medial, de animais expostos ao estresse (E) e controle (C), que receberam
salina (S) ou nicotina (N) 10 dias apés a ultima exposicéo ao estresse.
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Figura 5.16 - Quantificacdo da proteina ERK nas formas total e fosforilada no cortex pré-
frontal medial de animais expostos ao estresse e controle, que receberam salina ou nicotina
10 dias ap06s a ultima exposicao ao estresse. Os histogramas representam a média + EPM
(N=6-8, animais por grupo) da porcentagem da quantidade das proteinas ERK e p-ERK em
relacdo ao grupo controle-salina.
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5.2 Efeito da Administracdo Prévia de Cocaina na Autoadministracdo de

Nicotina e Analise da Expressédo Génica no Nucleo Acumbens.

5.2.1 Atividade Locomotora

5.2.1.1 Sensibilizacdo Locomotora a Cocaina

A figura 5.17 mostra a atividade locomotora de ratos, em resposta a
administracdo de salina e cocaina (15 mg/Kg; i.p.), 3 dias apds a ultimo dia do pré-
tratamento com cocaina (20 mg/Kg; i.p.) ou salina.

ANOVA revelou diferencas significativas para os fatores pré-tratamento
[F(1,15) = 4,91; p<0,05] e tempo [F(1,15)=17,33;p<0,001]. Também foi observada
interac&o entre esses fatores [F(1,15)=7,03; p<0,001].

Nossos resultados mostraram que ratos pré-tratados com cocaina
apresentaram aumento significativo da atividade locomotora induzida pela cocaina
guando comparado ao grupo pré-tratado com salina nos tempos de 5 a 20 minutos
(Figura 5.17), evidenciando que o pré-tratamento com cocaina promoveu
sensibilizacdo locomotora a cocaina (p<0,05). Também observamos que a resposta
locomotora a cocaina foi maior do que a resposta a administracdo de salina, no
grupo pré-tratado com cocaina.

Nenhuma diferenca foi observada entre os grupos em resposta a administracao

de salina.
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Figura 5.17 - Atividade locomotora ap0s inje¢édo de salina ou cocaina (15 mg/Kg; i.p.) em
ratos pré-tratados com cocaina (20 mg/Kg) ou salina. Os valores representam a média +
EPM (N = 10-11 animais por grupo) das unidades de locomog¢&o acumuladas em intervalos
de 5 minutos. * p < 0,05 para o grupo pré-tratado com cocaina quando comparado com o
grupo pré-tratado com salina no mesmo intervalo de tempo; ** p < 0,01 para o grupo pré-
tratado com cocaina quando comparado com o grupo pré-tratado com salina no mesmo
intervalo de tempo; ¥ p<0,05 para a administragéo de cocaina comparada a administragéo de
salina nos ratos pré-tratados com cocaina.

5.2.1.2 Sensibilizagdo Locomotora Cruzada entre o Pré-Tratamento com

Cocaina e a Administracdo Aguda de Nicotina

A figura 5.18 mostra a atividade locomotora de ratos, em resposta a
administracdo de salina e nicotina, 1 dia ap6és o teste de sensibilizacdo locomotora a
cocaina.

ANOVA néo revelou diferenca significativa para o fator pré-tratamento [F(1,10)
= 2,90; p<0,05]. Entretanto foi observada diferenca significativa para o fator tempo
[F(6,60)=5,56;p<0,05] e interacdo entre os fatores [F(6,60)=2,13; p<0,05].

Nossos resultados demostraram que ratos pré-tratados com cocaina
apresentaram aumento na atividade locomotora quando comparado com 0 grupo
pré-tratado com salina nos primeiros 5 minutos (p<0,05), evidenciando assim, que o
pré-tratamento com cocaina causou sensibilizacdo cruzada com nicotina (figura
5.18). Também observamos que a resposta locomotora a nicotina foi maior do que a

resposta a administragédo de salina, no grupo pré-tratado com cocaina (p<0,05).
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Nenhuma diferenca foi observada entre 0os grupos em resposta a administracao

de salina.
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Figure 5.18 - Atividade locomotora apés a inje¢éo de salina e nicotina (0,4 mg/Kg; s.c.) em
ratos pré-tratados com cocaina (20 mg/Kg) ou salina. Os valores representam a média +
EPM (N = 10-11 animais por grupo) das unidades de locomog&o acumuladas em intervalos
de 5 minutos. *p<0,05 para o grupo pré-tratado com cocaina comparado ao grupo pré-
tratado com salina no mesmo intervalo de tempo. *p<0,05 para & administraco de nicotina
comparada a administragéo de salina nos ratos pré-tratados com cocaina.

5.2.2 Autoadministragcdo de Nicotina

5.2.2.1 Razao Progressiva

A figura 5.19 representa a média de trés sessbes de razdo progressiva do
namero de respostas e a ultima razdo alcancada (Ponto de Ruptura) de animais pré-
tratados com salina 0,9% (1,0 mI/Kg;i.p.) ou cocaina (20 mg/Kg; i.p.).

O test t-Student revelou aumento significativo no nimero de respostas para o
grupo pré-tratado com cocaina quando comparado com o0 grupo salina
(t(14)=5,06;p<0,01). Também foi observado aumento da Ultima razdo alcancada nos
animais do grupo cocaina quando comparado aos animais salina
(t(14)=5,32;p<0,001) (figura 5.19).
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Figura 5.19 - Média do numero de respostas (A) e da ultima razdo alcancada (B) nas
sessOes de razéo progressiva em animais pré-tratados com cocaina ou salina (n= 8 animais
por grupo). * p < 0,05 quando comparado com o grupo salina.

5.2.2.2 Acesso Livre Prolongado de 24 Horas “Binge”

A figura 5.20 representa a média do numero de respostas, reforcos e do
consumo total de nicotina durante a sesséo de acesso livre prolongado de 24 horas
dos animais pré-tratados com cocaina (20 mg/Kg; i.p.) ou salina 0,9% (1,0 ml/Kg;
I.p.).

O teste t-Student revelou aumento significativo no numero de respostas
(t(15)=2,19;p<0,05), reforcos (t(15)=2,78;p<0,05), e no consumo total de nicotina
(t(15)=2,80;p<0,05), nos animais pré-tratados com cocaina quando comparados com

0s animais do grupo salina.



98

an- A
B a0+
[=18
s
o 20+ I
-
g
g 104
3
=
0 T
SALINA COCAINA
m—B
]
it
5 307
2
&
g 20
[=]
2 10-
3
9
0 T
SALINA COCAINA
C
1.0
= <08
=]
= E g
gz '
=
04
28
=
8.3 0.2
00

SALINA COCAIMA

Figure 5.20 - Numero de respostas (A), refor¢os (B) e consumo total de nicotina (C) durante
a sessdo de acesso livre prolongado de 24 horas em animais pré-tratados com cocaina ou
salina (n= 8 animais por grupo). * p < 0,05 quando comparado com o grupo salina.

5.2.3 Reacgéo da Polimerase em Cadeia em Tempo Real (RT-PCR)

A figura 5.21 representa a analise semiquantitativa ou relativa da expressao
(22 dos genes DYN, Mu-Opio, NPY, BDNF, TrkB e CRFR1, 24 horas ap6s a

sessao de acesso livre prolongado a nicotina.
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O teste t-Student revelou um aumento significativo na expressdo de BDNF
nos ratos pré-tratados com cocaina quando comparado com o0 grupo salina

(t(7)=2,61;p<0,05). Nenhuma outra diferenca foi observada.
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Figure 5.21 - Andlise semiquantitativa ou relativa da expresséo (2°2") dos genes DYN, Mu-
Opio, NPY, BDNF, TrkB e CRFR1, 24 horas apds a sessdo de acesso livre prolongado a
nicotina (n = 8 animais por grupo). * p < 0,05 quando comparado com o grupo salina.
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5.3 Efeito da Administragdo Prévia de Nicotina na Autoadministragcdo de

Etanol.

5.3.1 Comportamentos Relacionados a Ansiedade Induzida pela Administracao

Repetida de Nicotina

A figura 5.22 mostra a analise dos comportamentos relacionados com
ansiedade [(A) porcentagem do tempo de permanéncia nos bracos abertos, (B)
porcentagem do numero de entradas nos bracos abertos e (C) frequéncia de
entradas nos bracos fechados] de ratos, 24 horas ap0s o pré-tratamento com salina
0,9% (1,0 ml/Kg) ou nicotina (1 mg/Kg; 3 vezes por dia; s.c.) por 10 dias.

O teste t-Student revelou diferencas significativas entre os grupos no
namero de entradas nos bracos abertos (t(17)=2,56; p<0,05), bem como no tempo
de permanéncia nos bragos abertos (t(17)=2,61, p<0,05). Nao foi observada
diferenca significativa na frequéncia de entradas nos bracos fechado entre os grupos
(t(17)=0,98; p=0,34).
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Figura 5.22 - A figura representa a andlise dos comportamentos relacionados com a
ansiedade [(A) porcentagem do tempo de permanéncia nos bragos abertos, (B)
porcentagem do numero de entradas nos bragos abertos e (C) frequéncia de entradas nos
bracos fechados] de animais dos grupos nicotina e salina (N = 7-8 animais por grupo).

5.3.2 Autoadministracdo de Etanol

5.3.2.1 Razao Progressiva

A figura 5.23 mostra a média do nimero de respostas, reforgcos e a Ultima
razdo completada durante as sess0es de razao progressiva por ratos submetidos ao
pré-tratamento com nicotina (1 mg/Kg; s.c.).

Para o numero de respostas ANOVA revelou diferencas significativas para os
fatores tratamento [F(1,23)=4,90;p<0,05], e autoadministracao
[F(1,23)=3,92;p<0,05], entretanto n&o foi observado interagdo entre os fatores
[F(1,23)=2,53;p>0,05].
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O teste de Newman-Keuls revelou que o grupo nicotina-etanol apresentou
maior numero de respostas quando comparado aos demais grupos (p<0,05).

Para o numero de reforcos ANOVA revelou diferencas significativas para o
fator tratamento [F(1,23)=4,50;p<0,05], mas ndo para o fator autoadministracédo
[F(1,23)=2,69;p>0,05], também ndo foi observado interagdo entre os fatores
[F(1,23)=2,13;p>0,05].

Para a ultima razéo alcancada ANOVA revelou diferencas significativas para os
fatores tratamento [F(1,23)=4,15;p<0,05], e autoadministracdo [F(1,23)=3,4;p<0,05],
entretanto ndo foi observado interagéo entre os fatores [F(1,23)=2,17;p>0,05].

O teste de Newman-Keuls revelou que o grupo nicotina-etanol apresentou

aumento na ultima razéo alcancada quando comparado aos demais grupos (p<0,05).
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Figura 5.23 - Os histogramas representam média + EPM (N = 6-8, animais por grupo) do
namero de respostas (A), do numero de reforcos (B) e da Ultima razdo completada (C)
durante as sessOes de razdo progressiva por ratos dos grupos salina e nicotina. * p<0,05,
guando comparado com o grupo controle.
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5.3.2.2 Acesso Livre Prolongado de 24 horas

A figura 5.24 mostra a média do consumo total de etanol 6% e sacarina 0,05%
durante a sessao de acesso livre prolongado de 24 horas por ratos submetidos ao
pré-tratamento com nicotina (1,0 mg/Kg; s.c.; 3x por dia).

O teste t- Student ndo mostrou diferencas significativas entre os grupos
nicotina e salina em nenhum dos parametros da autoadministracdo de etanol 6%
[t(1,16)=0,48;p>0,05] assim como para sacarina 0,05% [t(1,10)=0,31;p>0,05].
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Figura 5.24 - A figura representa a média + EPM do consumo cumulativo de etanol (mg/Kg)
dos animais dos grupos nicotina e salina na sessao de acesso livre prolongado de 24 horas
(N = 6 - 8 animais por grupo).
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5.4 Efeito da Administracdo Simultdnea de Nicotina no Desenvolvimento da
Dependéncia ao Etanol: Identificacdo e Caracterizacdo de Pequenos Grupos
Neuronais (Experimentos Realizados no The Scripps Research Institute, La
Jolla, CA, EUA e no National Institute on Drug Abuse, Baltimore, MD, EUA)

Como ndo foram encontradas diferencas significativas para o consumo de 4gua
em todos 0s experimentos realizados, apresentaremos aqui somente os resultados

do consumo de etanol 10%.

5.4.1 Escalada da Autoadministrac&o de Etanol

A figura 5.25 mostra a média do numero de refor¢cos ao longo de 16 sessfes de
autoadministracao operante de etanol 10% de animais expostos (A) e ndo expostos
(B) ao vapor de etanol e que foram tratados com nicotina (0,8 mg/Kg; s.c.) ou salina
0,9% (1,0 ml/Kg; s.c.) e (C) animais tratados com nicotina (0,8 mg/Kg; s.c.) expostos
ou ndo expostos ao vapor de etanol.

Inicialmente, realizamos uma analise por ANOVA multifatorial considerando os
fatores vapor (exposicdo ao vapor de etanol vs ndo exposi¢cdo ao vapor), tratamento
(nicotina vs salina) e sessdes como medida repetida. Encontramos interagao
significativa entre os trés fatores [F(15,375)=4,76,p<0,05]. Como gostariamos de
demonstrar o efeito da administracdo de nicotina no desenvolvimento da
dependéncia ao etanol optamos por desmembrar a analise.

Assim, a anadlise estatistica foi seguida pela a realizacdo de trés ANOVA,
individuais, de medidas repetidas, uma para 0s animais expostos e outra para 0s
nao expostos a camera de vapor de etanol, e uma terceira andlise para os animais
que foram tratados com nicotina (0,8 mg/Kg; s.c.), expostos ou nao expostos ao
vapor de etanol.

Para os animais expostos ao vapor de etanol ANOVA revelou diferencas
significativas para os fatores tratamento [F(1,15)=54,96,p<0,05] e sessdes
[F(1,15)=23,06;p<0,05]. Também foi observada interagdo entre os fatores
[F(1,15)=4,19; p<0,05].

A andlise foi seguida pelo teste F para contraste entre os pares de média que
revelou diferenca significativa entre os grupos entre as sessdes 9 a 12 (p<0,05). E

mostrou também que o grupo vapor-nicotina apresenta diferenca significativa em
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relacdo a ultima sessdo basal a partir da 92 sessdo, enquanto para os animais do
grupo vapor-salina essa diferenca foi observada apenas a partir da 132 sessao
(p<0,05).

Assim, nossos resultados demonstraram que a administracdo de nicotina
simultaneamente a exposicdo ao vapor de etanol acelera o desenvolvimento da
dependéncia ao etanol.

Para os animais ndo expostos ao vapor de etanol ANOVA revelou diferencas
significativas para os fatores tratamento [F(1,15)=2,51,p<0,05] e sessoes
[F(1,15)=4,04;p<0,05]. Também foi observada interacdo entre os fatores
[F(1,15)=3,06;p<0,05].

A andlise foi seguida pelo teste F para contraste entre os pares de média que
revelou diferenca significativa entre os grupos entre as sessfes 10 a 14 e na sessao
16 (p<0,05). E mostrou também que o grupo n&do vapor-nicotina apresenta diferenca
significativa em relacdo a Ultima sessdo basal a partir da 92 sessao, enquanto para
0s animais do grupo ndo vapor-salina essa diferenca nao foi observada (p<0,05).

Assim, nossos resultados demonstraram que a administracdo de nicotina
aumentou a autoadministracéo de etanol.

Para os animais que receberam tratamento com nicotina (0,8 mg/Kg; s.c.) e
expostos ou ndo ao vapor de etanol ANOVA revelou diferencas significativas para os
fatores tratamento [F(1,15)=6,22,p<0,05] e sessdes [F(1,15)=17,16;p<0,05].
Também foi observada interacdo entre os fatores [F(1,15)=1,97;p<0,05].

A analise foi seguida pelo teste F para contraste entre os pares de média que
revelou diferenca significativa entre os grupos entre as sessfes 9 a 11 (p<0,05).

Assim, nossos resultados demonstraram que a escalada da autoadministracéo

de etanol € maior nos animais dos grupos expostos ao vapor de etanol.
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Figura 5.25 - Média do numero de refor¢cos ao longo de 16 sessdes de autoadministracdo
operante de etanol 10% de animais expostos (A) e ndo expostos (B) ao vapor de etanol e
que foram tratados com nicotina (0,8 mg/Kg; s.c.) ou salina 0,9% (1,0 ml/Kg; s.c.) e (C)
animais tratados com nicotina expostos ou ndo expostos ao vapor de etanol (n= 8-9 animais
por grupo). *p<0,05 comparado com o grupo tratado com salina; **p<0,001 comparado com
o grupo tratado com salina; *p<0,05 comparado as sessdes basais.
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5.4.2 Razao Progressiva

A figura 5.26 mostra a média do numero de refor¢cos e a Ultima razdo alcancada
durante as sessfes de razdo progressiva por ratos submetidos ao tratamento com
salina 0,9% (1,0 ml/Kg; s.c.) ou nicotina (0,8 mg/Kg; s.c.) e expostos (Vapor) ou ndo
expostos (Ar) ao vapor de etanol.

Para o numero de reforcos ANOVA revelou diferencas para os fatores vapor
[F(1,31)=52,62;p<0,05] e tratamento [F(1,31)=11,05;p<0,05]. Entretanto interacdo
entre os fatores nao foi observada [F(1,31)=1,53;p>0,05]

O teste de Newman-Keuls demonstrou que a administragédo de nicotina
aumentou o numero de reforcos em ambos o0s grupos quando comparado ao grupo
salina e que o grupo vapor-nicotina apresentou maior nimero de reforcos quando
comparado ao grupo ar-nicotina (p<0,05).

Para a ultima razdo alcancada ANOVA revelou diferencas para os fatores
vapor [F(1,31)=35,88;p<0,05] e tratamento[F(1,31)=7,20;p<0,05]. Entretanto
interacdo entre os fatores néo foi observada [F(1,31)=0,77;p>0,05]

O teste de Newman-Keuls demonstrou que a administragdo de nicotina
aumentou a Ultima razdo alcancada em ambos 0s grupos quando comparado ao
grupo salina e que o grupo vapor-nicotina apresentou maior numero de reforcos
guando comparado ao grupo ar-nicotina (p<0,05).

Nossos experimentos demonstraram que o tratamento com nicotina aumenta a
motivacdo para o consumo de etanol e que essa motivacdo € maior no animais

dependentes ao etanol.
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Figura 5.26 - Média do numero de reforcos e a Ultima razao alcancada durante as sessdes
de razdo progressiva por ratos submetidos ao tratamento com salina 0,9% (1,0 ml/Kg; s.c.)
ou nicotina (0,8 mg/Kg; s.c.) e expostos (Vapor) ou ndo expostos (Ar) ao vapor de etanol (n=
8-9 animais por grupo). *p<0,05, quando comparado com o grupo salina. # p<0,05, quando
comparado com o grupo ar-nicotina.

5.4.3 Teste de Adulteracao por Quinino

A figura 5.27 mostra a média do numero de reforgcos durante os testes de
adulteracdo por quinino em ratos submetidos ao tratamento com salina 0,9% (1,0
ml/Kg; s.c.) ou nicotina (0,8 mg/Kg; s.c.) e expostos (A) ou ndo (B) ao vapor de
etanol.

O teste t-Student demonstrou diferenca significativa entre os valores basais dos
grupo salina e nicotina apenas nos animais expostos ao vapor de etanol
[t(16)=3,5;p<0,05].

Como no item 5.4.1, inicialmente realizamos uma analise por ANOVA
multifatorial considerando os fatores vapor (exposicdo ao vapor de etanol vs nao
exposicao ao vapor), tratamento (nicotina vs salina) e concentracdes de quinino
como medida repetida. Encontramos interacdo significativa entre os trés fatores
[F(1,155)=5,36,p<0,05]. Como gostariamos de demonstrar o efeito da administragéo
de nicotina na persisténcia ao consumo de etanol a despeito do sabor amargo
aversivo da solucdo de quinino optamos novamente por desmembrar a anélise.

Assim, a andlise estatistica foi seguida pela realizacdo de duas ANOVA,
individuais, de medidas repetidas, uma para 0s animais expostos e outra para 0s

nao expostos a camera de vapor de etanol.
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Para os animais expostos ao vapor de etanol ANOVA revelou diferenca
significativa para os fatores tratamento [F(1,16)=15,43;p<0,05] e concentragcédo de
quinino [F(5,80)=135,39;p<0,05]. Também foi observada uma importante interacao
entre os fatores [F(5,80)=3,52; p<0,05].

Nossos resultados mostraram que o0s ratos tratados com nicotina
simultaneamente com a exposicdo ao vapor de etanol apresentaram menor
diminuicdo no nimero de reforcos comparado com o grupo tratado com salina para
as solucdes de etanol com a adicdo de quinino nas concentracdes de 0,01 e 0,025
g/L (p<0,05).

Evidenciando que o tratamento simultdneo de nicotina com a exposi¢cdo ao
vapor de etanol intensificou a persisténcia do animal em consumir etanol a despeito
do sabor amargo aversivo do quinino, ou seja, aumentado o consumo compulsivo de
etanol.

Para os animais ndo expostos ao vapor de etanol ANOVA revelou diferenca
significativa para os fatores tratamento [F(1,16)=30,17;p<0,05] e concentracdo de
quinino [F(5,80)=51,97;p<0,05]. Também foi observada uma importante interacéao
entre os fatores [F(5,80)=6,06; p<0,05].

Nossos resultados demonstraram, para este grupo de animais que nao foram
expostos ao vapor de etanol, um efeito contrario da nicotina em relacdo aos animais
gue foram expostos ao vapor de etanol. Os animais que receberam administracéo de
nicotina apresentaram um maior reducdo do consumo de etanol adulterado com
quinino quando comparado com 0s animais salina nas concentragdes de quinino de
0.025 e 0.05 g/L, mostrando que o desenvolvimento da persisténcia para 0 consumo
de etanol ocasionada pela nicotina é dependente da exposi¢cdo ao vapor de etanol.
Ou seja, a nicotina aumenta 0 consumo compulsivo apenas em animais

dependentes ao etanol.
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Figura 5.27 - Teste de adulteracéo da solucdo de etanol por quinino. As barras representam
a porcentagem de alteracdo do consumo de etanol com adicdo crescente de quinino (0,005;
0,01; 0,025; 0,05 e 0,025 sem adicdo de etanol) em relacdo ao valor basal da
autoadministracdo de etanol (sem adicdo de quinino). Em (A) os animais expostos ao vapor
de etanol e em (B) os animais que n&o foram expostos ao vapor de etanol (N = 7-9 animais
por grupo). * p<0,05, quando comparado com o grupo salina.
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5.4.4 Imunoistoquimica

5.4.4.1 Expressao Neuronal de Fos (DAB)

Nesse experimento, investigamos quais areas encefalicas poderiam estar
relacionadas ao aumento do consumo de etanol induzido pelo tratamento simultaneo
com nicotina em animais dependentes ao etanol. Para isso, avaliamos a ativacao
neural de algumas regibes encefélicas (cortex pré-frontal, ndcleos acumbens,
amidala, nucleo intersticial da estria terminal e area tegmental ventral) , através da

contagem de células positivas para a proteina Fos (marcador de ativacdo neuronal).

5.4.4.1.1 Cortex Pré-Frontal Medial

No cortex pré-frontal medial o tratamento simultdneo com nicotina e
exposicdo ao vapor de etanol aumentou significativamente a expressao de Fos
apenas na regido dorsal quando comparado aos outros grupos [vapor:
F(1,28)=0,86;p>0,05; tratamento: F(2,28)=7,69;p<0,05; interacao:
F(2,28)=4,13;p<0,05], nenhuma diferenca entre os grupos foi observada para as

regides ventral e orbital.

Figura 5.28 - Cortes do cortex pré-frontal medial demonstrando as regifes ventral (A),
dorsal (B) e orbital (C) onde foram quantificadas as células positivas para a proteina Fos. A
figura mostra também a imunomarcacédo para Fos no cértex pré-frontal medial ventral (D),
dorsal (E) e orbital (F) (aumento de 12,5X e 50X).
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Figura 5.29 - Contagem de células positivas para proteina Fos (mm?) em diferentes regides
do cértex pré-frontal. Os histogramas representam média + EPM (N = 6-8 animais por
grupo). O valor de células positivas para cada animal representa a média de 4 hemisférios.
*p<0,05 comparado aos demais grupos, Newman-Keuls.
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5.4.4.1.2 Nucleo Aciumbens

No ndcleo acumbens o tratamento simultdneo com nicotina e exposi¢cado ao
vapor de etanol aumentou significativamente a expressédo de Fos apenas na regiao
central quando comparado aos outros grupos |[vapor: F(1,23)=2,03;p>0,05;
tratamento: F(2,23)=4,16;p<0,05; interacdo: F(2,23)=4,42;p<0,05], nenhuma
diferenca entre os grupos foi observada para a regido da concha.

Figura 5.30 - Cortes do nucleo acumbens demonstrando as regides do centro (A) e da
concha (B) onde foram quantificadas as células positivas para a proteina Fos. A figura
mostra também a imunomarcacdo para Fos no centro (C) e na concha (D) do ndcleo
acumbens (aumento de 12,5X e 50X).
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Figura 5.31 - Contagem de células positivas para proteina Fos (mm?) em diferentes regides
do nlcleo acumbens. Os histogramas representam média + EPM (N = 6-8, animais por
grupo). O valor de células positivas para cada animal representa a média de 4 hemisférios.
*p<0,05 comparado aos demais grupos.
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5.4.4.1.3 Amidala

Na amidala o tratamento simultdneo com nicotina e exposi¢cdo ao vapor de
etanol aumentou significativamente a expressdo de Fos na regido central quando
comparado aos outros grupos, mas nao quando comparado ao grupo ar-nicotina
[vapor:  F(1,28)=0,03;p>0,05; tratamento: F(2,28)=11,85;p<0,05; interacéo:
F(2,28)=2,63;p<0,05]. Na regido basolateral a administracao de nicotina aumentou a
expressdo de Fos nos grupos vapor e ar comparados aos demais [vapor:
F(1,28)=0,56;p>0,05; tratamento: F(2,28)=12,94;p<0,05; interacéo:
F(2,26)=1,01;p>0,05]. Nenhuma outra diferenca foi observada entre os grupos.

Figura 5.32 - Cortes da amidala demonstrando as regides do basolateral (A) e central (B)
onde foram quantificadas as células positivas para a proteina Fos. A figura mostra também
a imunomarcacao para Fos nas por¢cées basolateral (C) e central (D) da amidala (aumento
de 12,5X e 50X).
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Figura 5.33 - Contagem de células positivas para proteina Fos (mm?) em diferentes regides
da amidala. Os histogramas representam média + EPM (N = 6-8 animais por grupo). O valor
de células positivas para cada animal representa a média de 4 hemisférios. *p<0,05,
comparado aos demais grupos.
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5.4.4.1.4 Nucleo Intersticial da Estria Terminal (BNST)

No BNST o tratamento simultdneo com nicotina e exposicdo ao vapor de
etanol aumentou significativamente a expressdo de Fos nas regifes justa capsular
[vapor: F(1,28)=25,70;p<0,05; tratamento: F(2,28)=12,15;p<0,05; interagao:
F(2,28)=9,24;p<0,05], lateral posterior [vapor: F(1,28)=18,82;p<0,05; tratamento:
F(2,28)=19,52;p<0,05; interagdo: F(2,28)=13,03;p<0,05], e lateral anterior [vapor:
F(1,28)=25,58;p<0,05; tratamento: F(2,28)=25,59;p<0,05; interacao:
F(2,28)=11,47;p<0,05], quando comparado aos outros grupos

Figura 5.34 - Cortes do nucleo intersticial da estria terminal demonstrando as regides justa
capsular (A), lateral posterior (B) e lateral anterior (C), onde foram quantificadas as células
positivas para a proteina Fos. A figura mostra também a imunomarcacgéo para de Fos nas
regibes da justa capsular (D), lateral posterior (E) e lateral anterior (F) do nucleo intersticial
da estria terminal (aumento de 12,5X e 50X).
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Figura 5.35 - Contagem de células positivas para proteina Fos (mm?) em diferentes regides
do ndcleo intersticial da estria terminal. Os histogramas representam média + EPM (N = 6-8
animais por grupo). O valor de células positivas para cada animal representa a média de 4
hemisférios. *p<0,05 comparado aos demais grupos.
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5.4.4.1.5 Area Tegmental Ventral

Na area tegmental ventral o tratamento simultdneo com nicotina e exposi¢cao
ao vapor de etanol aumentou significativamente a expressdo de Fos na regiao
posterior, quando comparado aos outros grupos [vapor: F(1,28)=7,66;p<0,05;
tratamento: F(2,28)=58,92;p<0,05; interacdo: F(2,28)=38,21;p<0,05]. Nenhuma

diferenca entre os grupos foi observado na regido anterior.

Figura 5.36 - Cortes da area tegmental ventral demonstrando as regides posterior (A) e
anterior (B), onde foram quantificadas as células positivas para a proteina Fos. A figura
mostra também a imunomarcacédo para de Fos nas regifes posterior (D) e anterior (E) da
area tegmental ventral (aumento de 12,5X e 50X).
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Figura 5.37 - Contagem de células positivas para proteina Fos (mm?) em diferentes regides
da area tegmental ventral. Os histogramas representam média + EPM (N = 6-8 animais por
grupo). O valor de células positivas para cada animal representa a média de 4 hemisférios.
*p<0,05 comparado aos demais grupos.
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5.4.4.2 Porcentagem de Ativagao Neuronal (Dupla Marcagéo Fos e NeuN)

Embora o encéfalo possui inUmeros neurdnios, estudos imunohistoquimicos
demonstram que apenas uma pequena populacdo de neurdnios esparsamente
distribuidos em diferentes areas encefédlicas podem mediar comportamentos
associativos relacionados com o consumo de substancias de abuso (BOSSERT et
al., 2011). Assim, nesse experimento analisamos a porcentagem de células que
realmente foram ativadas nas diferentes areas e que possam estar relacionadas ao
aumento e resisténcia no consumo de etanol induzido pela interagdo nicotina e
etanol em animais dependentes ao etanol.

Através dessa metodologia observamos para o grupo vapor-nicotina a
seguinte porcentagem de ativacdo apdés a autoadministracdo de etanol: 7,6% no
cortex pré-frontal dorsomedial; 7,4% no centro do nucleo acumbens; 4.1% no nucleo
intersticial da estria terminal; 3,5% na amidala central e 6.15% na basolateral e
13,25% area tegmental ventral posterior. Os valores para 0s outros grupos podem

ser observados na tabela 5.1.

Figura 5.38 - Cortes ilustrativos mostrando a dupla marcacdo (C) de Neun (A) e Fos (B)
aumento de 100X.



122

Tabela 5.1 - Porcentagem de ativacao neural induzida pela interacdo entre etanol e nicotina
em ratos dependentes ao etanol (vap) e controles (ar). O valores representam a media +
EPM da porcentagem (n = 3 animais por grupo) de células ativadas em diferentes areas
encefélicas: cortex pré-frontal dorsomedial (CPF-dm); centro do nucleo acumbens (NAc-C);
nucleo intersticial da estria terminal (BNST); amidala central(Am-Ce) e basolateral (Am-BL) e
area tegmental ventral posterior (VTA-p).

Grupos CPF-dm NAc-C BNST Am-Ce Am-BL VTA-p

Ar-controle 1,8+0,1 2,6+0,1 0,7+0,1 1,4+0,6 2,1+0,2 4,6+0,7
Ar-salina 2,2+0,2 3,5¢+04 1,4+0,1 1,4+1,1 19+0,2 6,1+0,1
Ar-nicotina  1,7#0,1 3,9+0,2 2,5+0,2 1,1+0,2 1,7#0,1 13,5%+2,0
Vap-controle 1,9+0,2 2,5+0,5 1,0+0,1 0,3t0,3 1,1+0,1 4,6%0,2
Vap-salina 1,6£0,1 3,0£0,5 2,3t0,2 0,9+0,2 1,5x04 7,710
Vap-nicotina 7,6+1,4 7,409 4,1+0,1 3,5+0,6 6,2+0,6 13,2525

5.4.4.3 Andlise do Fend6tipo dos Neurdnios Positivos para Fos (Dupla Marcacéo
Fos e Camkll ou TH ou GADG67)

Nesse experimento analisamos o fendtipo das células imuno reativas para
Fos. Essa analise é importante pois nos permitirad, em experimentos futuros, fazer
uma intervencdo farmacolégica especifica considerando o fenétipo das células
envolvidas na interacdo entre etanol e nicotina. Para essa analise utilizamos
marcadores celulares especificos como descrito no item 3.12. Como no experimento
anterior, nés analisamos somente as areas que mostraram aumento na expressao

de Fos no grupo vapor-nicotina em relacdo aos demais grupos.

100:mE 1003:mE

Figura 5.39 - Cortes ilustrativos mostrando a dupla marcacdo para Fos e CamKll (A),
GADG67 (B) e TH (C) aumento de 100X.
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5.4.4.3.1 Cortex Pré-Frontal Dorsomedial

Para o grupo vapor-nicotina no cortex pré-frontal dorsomedial a maioria das
células ativadas ap0s a autoadministracdo de etanol foram neurbnios
glutamatérgicos (CamKIll poistivas) 54,6% e em menor parte gabaérgicos, 27,8%
(GADG5 positivas).

Tabela 5.2 - Fendtipo de neurbnios que foram ativados durante a autoadministracdo de
etanol em ratos dependentes e controles no cértex pré-frontal dorsomedial. O valores
representam a media * EPM da porcentagem (n = 3 animais por grupo) de células
duplamente marcadas para Fos e CamKIl ou GAD67.

Grupos CamKIll GADG67
Ar-controle 21,6%7,1 52,848,2
Ar-salina 20,6+3,7 36,4+6,2
Ar-nicotina 27,777 27,2+5,6
Vap-controle 5,945,7 30,37+7,5
Vap-salina 20,28+2,0 30,62+6,6
Vap-nicotina 54,58+1,55 27,86+3,6

5.4.4.3.2 Ntucleo Acumbens

Para o grupo vapor-nicotina no nicleo acimbens na porcao central do total de
células ativadas apdés a autoadministracdo de etanol 71,1% foram neurbnios

gabaérgicos (GAD67 positivas).
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Tabela 5.3 - Fendtipo de neurbnios que foram ativados durante a autoadministracao de
etanol em ratos dependentes e controles no nlcleo acumbens na porcéo central. O valores
representam a media + EPM da porcentagem (n = 3 animais por grupo) de células
duplamente marcadas para Fos e GADG67.

Grupos GADG67
Ar-controle 77,7£10.9
Ar-salina 46,2949,1
Ar-nicotina 49,3+6,8
Vap-controle 50,1+20,5
Vap-salina 36,1+15
Vap-nicotina 71,1+6,9

5.4.4.3.3 Nucleo Intersticial da Estria Terminal

Para o grupo vapor-nicotina no ndcleo intersticial da estria terminal do total de
células ativadas apdés a autoadministracdo de etanol 17,1% foram neurbnios

gabaérgicos (GAD67 positivas).

Tabela 5.4 - Fendtipo de neurbnios que foram ativados durante a autoadministracdo de
etanol em ratos dependentes e controles no nicleo intersticial da estria terminal. O valores
representam a media * EPM da porcentagem (n = 3 animais por grupo) de células
duplamente marcadas para Fos e GADG67.

Grupos GADG67
Ar-controle 11,0+1,1
Ar-salina 27,5£18,7
Ar-nicotina 29,849,9

Vap-controle 8,5+8,2
Vap-salina 20,8+6,36

Vap-nicotina 17,1+3,2




125

5.4.4.3.4 Area Tegmental Ventral

Para o grupo vapor-nicotina na area tegmental ventral posterior do total de
células ativadas apd6s a autoadministracdo de etanol 62,5% foram neurbnios

gabaérgicos (GAD67 positivas) e 36,4% dopaminérgicas (TH positivas).

Tabela 5.5 - Fendtipo de neurbnios que foram ativados durante a autoadministracdo de
etanol em ratos dependentes e controles area tegmental ventral posterior O valores
representam a media + EPM da porcentagem (n = 3 animais por grupo) de células
duplamente marcadas para Fos e GAD67 ou TH.

Grupos GADG67 TH
Ar-controle 17,4+3,9 18,4+1,7
Ar-salina 23,8+10,4 18,4+10,2
Ar-nicotina 35,7£16,1 26,8+4,6
Vap-controle 8,618,1 2,2+4,6
Vap-salina 41,6+20,4 19,32+3,4
Vap-nicotina 62,516,2 36,4+3,1
6 DISCUSSAO

Um desafio para clinicos e pesquisadores € a identificacdo dos riscos
associados a perda do controle do uso de drogas (BLUM et al., 2012; GAWIN, 1991;
SANCHEZ-HERVAS; LLORENTE DEL POZO, 2012; SEHGAL; MANCHIKANTI;
SMITH, 2012). Entre os inumeros fatores de risco associados ao desenvolvimento
da dependéncia tem sido dada uma atencéo especial para a influéncia da exposi¢ao
ao estresse e ao uso concomitante de diferentes substancias de abuso. E com o
objetivo de contribuir para a compreensédo dos mecanismos envolvidos na interacao
do uso de drogas e fatores de risco no presente estudo avaliamos os efeitos do
estresse e Ou a exposi¢ado prévia a cocaina na autoadministragdo de nicotina e 0
efeito da exposicéo prévia e simultdnea da nicotina na autoadministracao de etanol.

Para tornar a discussao mais didatica, ela foi dividida em itens de acordo com

o delineamento experimental.
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6.1 Efeito da Exposi¢cdo Prévia ao Estresse Varidvel na Autoadministracdo de
Nicotina e Analise das Neuroadaptacdes no Cortex Pré-frontal Medial, Nucleo

Acumbens e Amidala.

Existem evidéncias de que a exposicao repetida ao estresse é um dos fatores
de risco para iniciacdo do uso e consequente desenvolvimento da dependéncia a
nicotina (BRUIINZEEL, 2012; HUNTER, 2012; O'BRIEN, 2011).

Estudos pré-clinicos demonstram que a exposicao repetida a diferentes tipos
de estresse, como choque nas patas, imobilizacdo, natacdo forcada ou estresse
social, provocam aumento da resposta locomotora a administracdo subsequente de
anfetamina ou cocaina, caracterizando a sensibilizacdo locomotora cruzada entre
estresse e essas drogas (ANTELMAN et al., 1980; ARAUJO et al., 2003; BADIANI;
CABIB; PUGLISI-ALLEGRA, 1992; DEROCHE et al., 1992; HAILE; GRANDPRE;
KOSTEN, 2001; MICZEK et al., 1999; REID; HO; BERGER, 1998).

Nossos resultados demonstraram que a exposicdo ao estresse variavel
aumentou a atividade locomotora dos animais em resposta a administracdo aguda
de nicotina (0,4 mg/Kg; s.c.) quando comparado aos animais controle. Estes
resultados corroboram observacfes prévias do nosso laboratoério, que demonstraram
gue a exposicdo repetida ao estresse de imobilizacgdo aumentou a atividade
locomotora dos animais apés a injecdo de nicotina (CRUZ; DELUCIA; PLANETA,
2008; ZAGO et al.,, 2012). Além disso, sédo similares a dados da literatura que
mostram que a exposicao repetida ao estresse psicolégico promove sensibilizacdo
cruzada com a nicotina (KITA et al. 1999).

Entretanto, Faraday et al. (2003) demonstraram que ratos pré-expostos ao
estresse de imobilizacdo por 20 minutos diarios durante 10 dias ndo mostraram
aumento na resposta locomotora a nicotina. No mesmo sentido, McCormick e
Ibrahim (2007) mostraram que o estresse de isolamento social ndo causou efeito
sobre a atividade locomotora induzida pela nicotina.

Esses resultados sugerem que a natureza e previsibilidade do estimulo
aversivo sado fatores importantes quando se considera a influéncia do estresse sobre
os efeitos comportamentais da nicotina. Varios estudos sugerem que as diferentes
respostas a diferentes tipos de estimulos estressores podem ser mediadas por
variacbes nas respostas adaptativas do eixo hipotalamo—hipdfise-adrenal (HPA)
(AGUILERA, 1998; CRUZ et al.,, 2012; PITMAN; OTTENWELLER; NATELSON,
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1990). Por exemplo, foi demonstrado que ratos adultos submetidos ao estresse
repetido de imobilizacdo exibem tolerancia na resposta do eixo HPA a futuras
exposicies a esse mesmo tipo de estresse (MAGARINOS; MCEWEN, 1995). Por
outro lado, a exposi¢cdo a um protocolo de estresse variado, promoveu sensibilizacao
da resposta desse eixo (MAGARINOS; MCEWEN, 1995). Em relacdo a interac&o
entre o eixo HPA e nicotina, trabalhos prévios de nosso laboratério sugerem que a
corticosterona € um importante mediador da resposta locomotora a nicotina (CRUZ,
DELUCIA; PLANETA, 2005). Neste mesmo sentido, trabalhos tem demonstrado que
0 estresse pode modular atividade do sistema dopaminérgico mesocorticolimbico e
promover sensibilizagdo locomotora cruzada devido aos efeitos da corticosterona
sobre esse sistema (PIAZZA; LE MOAL, 1998). Porém, os mecanismos de acédo da
corticosterona sobre esse sistema ainda ndo foram totalmente elucidados.
Considerando as evidéncias acima poderiamos supor que as adaptacdes desse eixo
promovidas pelo estresse poderiam mediar a resposta locomotora a nicotina.

De acordo com Robinson e Berridge (1993, 2000, 2001), a sensibilizacao
comportamental reflete alteracdes moleculares no sistema nervoso central que
aumentaria a vulnerabilidade ao desenvolvimento da dependéncia. Assim, nossos
resultados sugerem que a exposicdo repetida ao estresse pode aumentar a
vulnerabilidade ao desenvolvimento de dependéncia a nicotina. E ainda, segundo
esses autores, a sensibilizacdo esta relacionada ao aumento da motivacdo para o
uso de drogas.

No presente estudo, demonstramos que a exposicao ao estresse variavel, além
de promover sensibilizacdo cruzada com nicotina, causa aumento no ponto de
ruptura, observado pelo aumento no namero de respostas, reforcos e na ultima
razado alcancada (ponto de ruptura) quando comparado com 0s animais do grupo
controle. O presente estudo é o primeiro a demonstrar os efeitos do estresse sobre a
motivacéo para busca de nicotina no modelo de autoadministracdo operante.

Nossos resultados estdo em acordo com estudos da literatura utilizando outras
substancias. Por exemplo, Shaham e Stewart (1994) demonstraram aumento do
ponto de ruptura para heroina em ratos que foram expostos previamente a choque
nas patas. No mesmo sentido, foi demonstrado que animais expostos ao estresse de
derrota social que apresentavam sensibilizagdo comportamental também mostraram
aumento do ponto de ruptura a cocaina (CONVINGTON; MICZEK, 2001).



128

De acordo com a literatura, o ponto de ruptura reflete a motivacdo do animal
para autoadministrar uma substéncia de abuso (DEPOORTERE; LI; LANE, 1993;
HODOS, 1961; RICHARDSON; ROBERTS, 1996). Assim, nossos resultados
sugerem que a exposicdo ao estresse pode aumentar a motivacdo para o uso de
nicotina, como proposto pela teoria da sensibilizacdo do incentivo.

Além de promover aumento na motivagcéo para o uso de drogas, alguns autores
demonstram correlacdo positiva entre exposicao a estresse e aumento do consumo
de substancias psicoativas (DEMBO et al. 1988a, b; KOSTEN et al. 1986; SINHA,
2001). Nesse sentido, observamos que 0s animais submetidos ao protocolo de
estresse apresentaram aumento do consumo de nicotina no procedimento de
acesso livre prolongado (24 horas de acesso a nicotina), quando comparados ao
grupo controle. Novamente, nosso estudo € o primeiro a demonstrar o efeito da
exposicao a estresse sobre o consumo prolongado de nicotina em roedores.

Esses resultados estdo em acordo com outros da literatura, demonstrando que
a exposicado prévia ao estresse aumenta o consumo de substancias psicoativas
(CONVINGTON; MICZEK, 2001; GOEDERS; GUERIN 1994; HANEY et al., 1995;
KOSTEN; MISERENDINO; KEHOE, 2000; MICZEK; MUTSCHLER, 1996; PIAZZA et
al. 1990; RAMSEY; VAN REE, 1993; SHAHAM; STEWART, 1994). Por exemplo,
Convigton et al. (2005) demonstram que ratos pré-expostos ao estresse de derrota
social autoadministravam quantidades significativamente maiores de cocaina
durante uma sessao de 24 horas de acesso continuo a substancia em relacdo aos
animais controle. Além disso, estdo de acordo com observacdes clinicas que
demonstram que exposicdo a eventos de estresse aumenta 0 nimero de cigarros
fumados (KASSEL; STROUD; PARONIS, 2003; NIAURA et al., 2002).

Entre os dados obtidos no protocolo de autoadministragdo de nicotina
destacam-se também os referentes ao consumo de sacarose. Estes resultados
mostram que o estresse nao altera o consumo deste refor¢cador natural, indicando
assim que as alteragcdes promovidas pelo estresse sdo especificas para a nicotina.

O efeito do estresse no aumento da motivacdo e do consumo de substancias
de abuso é associada com plasticidades no sistema mesocorticolimbico (NESTLER,
2005; THOMAS; KALIVAS; SHAHAM, 2008). Assim, investigamos se a exposi¢cao ao
estresse variavel poderia causar modificacbes poés-sindpticas no sistema
mesocorticolimbico, que poderiam estar relacionadas ao aumento da motivacao e

consumo de nicotina.
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Nossos resultados demonstraram que a exposicdo ao estresse variavel
diminuiu a quantidade de CREB total e consequentemente a atividade dessa
proteina (como evidenciado pela reducdo de CREB fosforilado, sua forma ativa) no
ndcleo acumbens. Estes resultados corroboram outros da literatura, que
demonstram a diminuicdo de CREB fosforilado no estriado ventral apds a exposi¢do
ao estresse cronico e variado (LAIFENFELD et al., 2005; TRENTANI et al., 2002).

Entretanto, a literatura é controversa em relacéo as alteracdes na atividade de
CREB promovida pelo estresse, assim o aumento ou diminui¢cdo da atividade deste
fator de transcricdo pode ser observado dependendo do protocolo de estresse
utilizado (BARROT et al., 2005; MUSCHAMP et al., 2011). Por exemplo, enquanto
Pliakas et al. (2001) mostraram que a exposicdo ao estresse de nado forcado
aumentou a atividade de CREB na concha do nucleo acumbens, Wallace et al.
(2009) mostraram que exposicdo ao isolamento social promoveu diminuicdo da
atividade de CREB nessa mesma regiao.

No cortex pré-frontal medial, o estresse aumentou CREB total e diminuiu sua
forma fosforilada nos grupos tratados com salina e nicotina. Estes resultados estédo
de acordo com outros apresentados na literatura, por exemplo, Lin et al. (2008)
utilizando a técnica de imunohistoquimica, observaram que a exposicdo, aguda ou
cronica, a choque nas patas reduziu significativamente o nimero de células que
expressavam p-CREB no CPFm. No mesmo sentido, Yap et al., (2009)
demonstraram que a exposicdo ao estresse de derrota social diminuiu a
concentracéo de p-CREB no CPFm.

Alguns autores mostraram que o aumento da atividade de CREB em regides
mesolimbicas estd relacionado com a diminuicdo do efeito reforcador de
psicoestimulantes. Por exemplo, foi observado que o aumento da expressdo e
atividade de CREB no nudcleo acumbens dificulta a aquisicdo da preferéncia
condicionada por lugar induzida por morfina ou cocaina (BARROT et al., 2002;
CARLEZON et al., 1998). Também foi demonstrado que o aumento na atividade
desse fator de transcricdo no estriado diminuiu a motivacdo do animal para
autoadministrar cocaina (HOLLANDER et al., 2010).

Por outro lado, foi observado que o aumento da expressdao de mCREB, uma
forma mutante desta molécula que diminui a atividade de CREB no nucleo
acumbens, acentua a preferéncia condicionada por lugar induzida por morfina ou
cocaina (BARROT et al., 2002).
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De acordo com as observacdes acima e com os resultados do presente estudo,
poderiamos supor que a diminuicdo da expressdo de CREB no ndcleo acumbens,
ap0s a exposicdo ao estresse variavel, poderia ser responsavel, pelo menos em
parte, pelo aumento do ponto de ruptura (motivacao) e consumo de nicotina.

Nossos resultados mostraram também que no ndcleo acumbens e na amidala
a administracdo de nicotina reduziu p-CREB nos animais controles. Estes resultados
contrastam com outros da literatura, que demonstram que a administracdo aguda de
nicotina néo altera a concentracdo de p-CREB nessas regifes (BRUNZELL et al;
2003; PANDEY et al, 2001; PLUZAREV; PANDEY, 2004). Entretanto, nesses
estudos foi utilizada uma dose maior de nicotina (2,0 mg/kg), espécie diferente de
animal (camundongos) e diferente via de administracéo (oral), quando comparado ao
Nnosso protocolo.

Estudos demonstraram que ERK pode estar envolvido na mediagdo de alguns
efeitos comportamentais de psicoestimulantes (MILLER; MARSHALL 2005;
VALJENT et al., 2006). Por exemplo, foi demonstrado que a administracdo
intraperitoneal de inibidores de ERK (SL327) bloqueou a sensibilizacdo locomotora e
a inducédo de preferéncia condicionada por lugar a cocaina (VALJENT et al., 2006).
Embora esses estudos mostrem a relevancia de ERK em comportamentos
associados a dependéncia, nosso estudo ndo demonstrou alteracdes significativas
na atividade dessa cinase nas areas estudadas. Porém, mais estudos sao
necessarios para a analise do papel de ERK sobre os parametros da

autoadministracao de nicotina.

6.2 Efeito da Administracdo Prévia de Cocaina na Autoadministracdo de

Nicotina e Andlise da Expressao Génica no Nucleo Acumbens.

Estudos clinicos demonstram a relagédo entre o uso de tabaco e o consumo de
psicoestimulantes (MARTINEZ-ORTEGA et al., 2006). Neste sentido, foi
demonstrado que a intensidade da dependéncia ao tabaco correlaciona-se
positivamente com a frequéncia de uso de cocaina (GARRETT; GRIFFITHS, 2001).
Embora essa interagdo seja relevante, pouco se conhece sobre 0os mecanismos
neurobioldgicos subjacentes a esta relagéo.

No presente estudo avaliamos se a administracdo prévia de cocaina poderia

promover sensibilizacdo locomotora a cocaina e sensibilizagdo cruzada com
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nicotina. Avaliamos também, se esse pré-tratamento com cocaina poderia aumentar
a autoadministracao intravenosa de nicotina e se os fenbmenos comportamentais
dessa interacdo poderiam estar correlacionados as alteracdes da expressao dos
genes DYN, mu opioid, NPY, BDNF, TrkB e CRF-R1.

Nossos resultados demonstraram que a administracdo repetida de cocaina
resultou em sensibilizacdo locomotora a essa substancia e promoveu sensibilizagao
cruzada com nicotina.

Esses resultados estdo de acordo com outros estudos que mostram que
administracdo repetida de cocaina causa sensibilizacdo locomotora (BROWN et al.,
2011; MARIN et al.,, 2009; MARIN; CRUZ; PLANETA, 2008; WUO-SILVA et al.,
2011). Por exemplo, foi demonstrado que a administracdo diaria por 5 dias de
cocaina (15 mg/kg; i.p.), promoveu sensibilizacdo comportamental em ratos adultos
(KOYA et al., 2012; MARIN et al., 2009).

Um resultado importante obtido em nosso estudo foi a observagdo da
sensibilizacdo locomotora cruzada entre cocaina e nicotina. Nossos resultados estao
de acordo com estudos que indicam que administracdo repetida de anfetamina,
também um psicostimulante, aumenta o efeito locomotor de nicotina (COLLINS;
MONTANO; IZENWASSER, 2004; SANTOS et al., 2009). Entretanto, Levine et al.
(2011) mostraram em camundongos que O pré-tratamento com cocaina nao
sensibiliza a resposta locomotora a nicotina. A auséncia de consenso entre N0sSsos
resultados e os resultados de Levine et al. (2011) pode ser devido a algumas
diferencas entre os protocolos, tais como: espécie utilizada (ratos vs camundongos),
dose de nicotina (0,4 mg/Kg vs 50 pg/ml de agua) e via de administracdo (i.p. vs
oral). Nosso resultado é o primeiro a demonstrar que o pré-tratamento com cocaina
promove sensibilizacdo locomotora cruzada com nicotina em ratos.

Considerando que a sensibilizagdo comportamental reflete alteracdes
moleculares e celulares envolvidas com a motivagdo para o consumo de drogas
(MOUSSAWI et al., 2009; ROBINSON; BERRIDGE, 2000, 2001, 2008),
investigamos se a sensibilizacdo locomotora cruzada induzida entre cocaina e
nicotina poderia alterar os parametros da autoadministracao de nicotina.

Embora, o tabaco mostre um potencial alto de induzir dependéncia em
humanos, em modelos animais o efeito reforcador é considerado fraco e a aquisigdo
da autoadministracdo de nicotina por roedores € bastante dificii (ROBINSON;
PRITCHARD, 1992). Entretanto, observamos que o0 pré-tratamento com cocaina
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facilitou a aquisicdo da autoadministracdo de nicotina quando comparado ao grupo
salina (nUmero de animais que ndo aprenderam a autoadministrar nicotina: 1 animal
cocaina vs 4 animais salina, dados ndo apresentados).

Observamos também que administracdo prévia de cocaina aumentou o ponto
de ruptura para a autoadministracdo de nicotina. A interagdo entre nicotina e cocaina
também foi evidenciada em outros estudos demonstrando que a exposicao prévia a
nicotina também aumentou o ponto de ruptura a cocaina (BECHTHOLT; MARK,
2002; LEVINE et al., 2011). Embora o efeito da administracdo prévia de nicotina
sobre o efeito reforcador da cocaina ja tenha sido demonstrado por outros
laboratérios, nosso estudo € o primeiro a observar que o pré-tratamento com
cocaina pode aumentar a motivacdo para o consumo de nicotina.

Observamos também que animais do grupo cocaina demonstraram aumento
na autoadministracdo de nicotina, quando comparado ao grupo salina, durante o
protocolo experimental de acesso livre prolongado de 24 horas.

Da mesma forma, estudos demonstraram que macacos Rhesus
autoadministraram mais nicotina quando essa substancia foi associada com cocaina
(FREEMAN; WOOLVERTON, 2009; MELLO; NEWMAN, 2011). A mesma interacao
foi demonstrada para metilfenidato, outra substancia psicoestimulante
(HENNINGFIELD; GRIFFITHS, 1981). Esses resultados sugerem que o0 uso de
nicotina ou cocaina pode promover plasticidades neurais semelhantes, aumentando
o potencial de refor¢o ou causando tolerancia aos efeitos da outra substancia.

Alteragbes na autoadministragdo de nicotina tem sido relacionadas a
plasticidades no sistema mesocorticolimbico (ADDY; PICCIOTTO, 2013,
PICCIOTTO; KENNY, 2013). Além disso, a administracdo repetida de
psicostimulantes pode causar modificacbes na expressdao génica no sistema
mesocorticolimbico relacionados ao aumento do consumo de substancias de abuso
(NESTLER, 2005).

Assim, investigamos se a administracdo repetida de cocaina seguida pela
autoadministracao intravenosa de nicotina poderia causar alteracdes da expressao
génica no nacleo acumbens. Observamos aumento na expressdo de BDNF no NAc
dos animais do grupo cocaina quando comparado aos do grupo salina. Nossos
resultados estdo de acordo com estudos que demonstram que exposi¢do a cocaina
ou nicotina pode alterar a expressao génica de BDNF (BHANG; CHOI; AHN, 2010;
GRAHAM et al., 2007; LIU et al., 2006; POO, 2001; ZHANG et al., 2002). Em nosso
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estudo ndo podemos concluir se o aumento de BDNF foi devido a exposicdo a
cocaina ou devido a exposicdo a ambas substancias (cocaina e nicotina). Isto se
deve ao fato da auséncia de um grupo controle adicional (por exemplo, cocaina-
sacarina e/ou apenas cocaina), que por motivo de limitacdo da quantidade
disponivel de cocaina, ndo foi possivel ser adicionado ao estudo.

Estudos demonstram que a administracdo contingente e n&o-contingente de
cocaina promove aumento duradouro da expressdo de BDNF no nucleo acumbens e
esse efeito tem sido correlacionado com o aumento da autoadministracdo dessa
droga (GRAHAM et al., 2007; GRIMM et al., 2003; LIU et al., 2006; ZHANG et al.,
2002). No mesmo sentido, Richardson e Roberts (1996) mostraram que
administracdo de BDNF intra-acumbal foi capaz de aumentar o ponto de ruptura de
cocaina. Similarmente, estudos clinicos demonstram aumento da concentracao
plasmatica de BDNF em fumantes (BHANG; CHOI; AHN, 2010).

Da mesma forma, foi demonstrado que administracdo diaria de nicotina foi
capaz de aumentar a concentracdo de BDNF no nucleo acumbens e esse efeito foi
correlacionado com o aumento do consumo de nicotina por roedores (CORRELL et
al., 2009; KIVINUMMI et al., 2011).

Considerando as observacdes acima e nossos resultados poderiamos sugerir
gue o0 aumento na autoadministracdo de nicotina resultante de pré-exposicdo a
cocaina estaria correlacionado com o aumento de BDNF no NAc. Entretanto,
devemos salientar que neste estudo avaliamos a expressdo génica de BDNF e nem
todo RNAm transcrito € efetivamente traduzido em proteina. Assim, estudos
adicionais (western blotting, antagonistas de TrkB no NAc) devem ser realizados.

Embora muitos estudos mostrem que o efeito de BDNF sobre o consumo de
substancias de abuso ocorrem devido a interagdo com seu receptor TrkB e que
administracdo de cocaina aumenta a expressdo desse receptor (CROOKS et al.,
2010), nossos resultados nao evidenciaram alteragcdes em sua expresséao. Este fato
pode ser devido por um efeito da autoadministragcdo de nicotina posterior ao
tratamento com cocaina.

Embora nossos resultados nao revelem alteragcbes na expressédo génica de
DYN, mu opiod, NPY, TrKB e CRF-R1, outros estudos, utilizando ferramentas
farmacolbgicas, mostraram o0 envolvimento dessas proteinas nos efeitos
comportamentais da nicotina. Por exemplo, foi demonstrado que o bloqueio de
receptores CRF-R1 diminui o consumo de nicotina em ratos (GEORGE et al., 2007).
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Similarmente, foi demonstrado que o antagonismo da neurotransmissdo de mu
opioid diminui significativamente o niamero de infusbes de nicotina recebidas por
ratos durante sessfes de autoadministracéo (LIU; JERNIGAN, 2011). Além dessas
evidéncias também foi demonstrado, que a diminuicdo na expressao de NPY
correlacionou-se com a expressao da sensibilizacdo locomotora a nicotina (AYDIN;
OZTAN; ISGOR, 2011).

6.3 Efeito da Administracdo Prévia de Nicotina na Autoadministracdo de

Etanol.

Estudos mostram que a maioria dos dependentes de etanol é fumante e que,
0s ndo dependentes que fumam, consomem mais etanol do que os nao fumantes
(KAO; SCHNEIDER; HOFFMAN, 2000; SULLIVAN; COVEY, 2002). Embora varios
autores ja demonstraram clinicamente a importancia da nicotina na dependéncia ao
etanol, poucos estudos experimentais foram desenvolvidos para o estudo da
neurobiologia desta interacdo. Nesse sentido, investigamos o efeito do preé-
tratamento com nicotina na autoadministragdo operante de etanol.

Nossos resultados demonstraram que o pré-tratamento com nicotina aumentou
0sS comportamentos relacionados com ansiedade e o0s parametros de
autoadministracao de etanol em ratos.

Ansiedade é um dos sintomas mais frequentemente evidenciados durante a
abstinéncia de nicotina (KASSEL; UNROD, 2000). No presente estudo,
demonstramos que ratos tratados cronicamente com nicotina (1.0 mg/Kg; s.c.; 3x ao
dia por 10 dias) apresentaram diminuicdo na porcentagem do tempo gasto e da
frequéncia de entradas nos bragcos abertos, caracterizando aumento nos
comportamentos relacionados a ansiedade. Nossos resultados estdo de acordo com
outros da literatura que mostram que administracdo cronica de nicotina causa efeitos
ansiogénicos em ratos (BIALA; BUDZYNSKA, 2006; IRVINE et al., 2001).

Outros estudos demonstram que a administracdo crbnica de nicotina pode
produzir efeitos ansioliticos (BRIONI et al., 1993, 1994; CAO et al., 1993; COSTALL
et al.,, 1989; FILE; KENNY; OUAGAZZAL, 1998) ou ansiogénicos (FILE; KENNY;
OUAGAZZAL, 1998; OUAGAZZAL; KENNY; FILE, 1999) dependendo da dose, via
de administracao e espécie de animais utilizados (IRVINE et al., 2001). Por exemplo,
a administracdo de doses menores (0,01 + 0,1 mg/kg) pode produzir efeitos



135

ansioliticos, enquanto a administracdo de doses elevadas (0,5 e 1 mg/kg) causa
efeitos ansiogénicos (FILE; KENNY; OUAGAZZAL, 1998).

Ansiedade € um sintoma comum de abstinéncia para a maioria das drogas,
incluindo o etanol (GILPIN, 2012). Nesse sentido, estudos demonstram que
individuos dependentes ao etanol apresentam aumento dos niveis de ansiedade
durante a sindrome de abstinéncia aguda e protraida (VALDEZ et al., 2002, 2003).

Vérias evidéncias demonstram associacdo entre ansiedade e consumo de
etanol (FUNK et al., 2006; HANSSON et al., 2007; LEE; GREELY; OEIl, 1999;
MARINELLI et al., 2007; PANDEY; ROY; ZHANG, 2003). Por exemplo, aumento de
comportamentos associados a ansiedade foram observados em ratos que
apresentam preferéncia aumentada ao etanol (CICCOCIOPPO et al., 2006). Foi
demonstrado, também, que animais considerados geneticamente ansiosos mostram
maior preferéncia e consumo de etanol (IZIDIO; RAMOS, 2007). Ao contrario,
quando os niveis de ansiedade sdo reduzidos, por meio de uma intervencdo
farmacoldgica (administracdo de benzodiazepinicos), esses animais reduzem o
consumo dessa substancia (RASSNICK et al., 1993).

Em nosso estudo, o aumento nos comportamentos relacionados a ansiedade
esta relacionado ao aumento do ponto de ruptura e do consumo de etanol nas
sessOes operantes de autoadministracao.

Nesse sentido, Koob (2009) propéem que a dependéncia ao etanol e outras
drogas poderia estar associada ao aumento da ativacdo das vias responsaveis pelos
efeitos emocionais negativos da abstinéncia. Estas vias compreendem a amidala
estendida, que é ativada em situacfes de estresse e ansiedade. Segundo esse
autor, 0s comportamentos emocionais negativos seriam responsaveis pelo
desenvolvimento do uso compulsivo das substéncias de abuso, pois a utilizagdo das
mesmas durante o periodo de abstinéncia poderia diminuir a ativacdo dessa via
aliviando dessa forma, os sintomas desagradaveis da abstinéncia. Esse autor
propde ainda que estados de estresse e ansiedade aumentariam a ativagao da
amidala estendida intensificando os estados negativos da abstinéncia, promovendo
0 uso compulsivo de uma substancia de abuso. Dessa forma em nosso estudo, a
ansiedade promovida pelo tratamento crénico com nicotina poderia colaborar para o
aumento da autoadministragéo de etanol.

Por outro lado, a nicotina poderia aumentar o consumo de etanol devido a

alteracdes nas propriedades de reforco e motivacdo para esta substancia. Nesse
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sentido, observamos aumento no ponto de ruptura da autoadministragéo de etanol
nos animais pré-tratados com nicotina quando comparados ao grupo controle.

Estudos demonstram que receptores nicotinicos participam do efeito reforcador
promovido pelo uso de etanol (BLOMQVIST et al. 1996; ERICSON et al. 1998;
FAROOK et al. 2009; HENDRICKSON; ZHAO-SHEA; TAPPER, 2009; KAMENS;
ANDERSEN; PICCIOTTO, 2010). Por exemplo, a administragdo de um antagonista
de receptores nicotinicos (mecamilamina) na area tegmental ventral diminui a
liberacdo de dopamina no nudcleo acumbens induzida por etanol em ratos com
fenotipo de preferéncia ao etanol (BLOMQVIST et al., 1993; ERICSON, et al., 1998).

Recentemente, Ding et al., (2012) demonstraram que a administragéo repetida
de nicotina intra-pVTA aumenta a liberacdo de dopamina na concha do ndcleo
acumbens. Os estudos acima sugerem entdo que administracao repetida de nicotina
pode promover plasticidades no sistema mesocorticolimbico aumentando a
sensibilidade dessa regido ao etanol e promovendo aumento da motivacédo para o
consumo dessa substancia.

Nossos resultados ndo mostraram diferenca no consumo de etanol durante o
protocolo de acesso livre prolongado de 24 horas entre os animais pré-tratados com
nicotina e os pré-tratados com salina. A auséncia de diferenca pode ser devido ao
prejuizo motor ocasionado pelo efeito depressor do etanol. Assim, 0s animais pré-
tratados com nicotina poderiam ter consumido mais etanol que os animais do grupo
salina nas primeiras horas, como observado nas sessdes de razdo progressiva,
porém com O prejuizo motor 0 consumo seria cessado e 0s animais controle
conseguiriam igualar os niveis de consumo de etanol.

Entre os dados obtidos no protocolo de autoadministracdo de etanol destacam-
se também os referentes ao consumo de sacarina. Estes resultados mostram que o
pré-tratamento com nicotina ndo altera o consumo deste reforcador natural,
indicando assim que as alteracdes promovidas pela nicotina sédo especificas para o

etanol.



137

6.4 Efeito da Administracdo Simultdnea de Nicotina no Desenvolvimento da
Dependéncia ao Etanol: Identificacdo e Caracterizacdo de Pequenos Grupos
Neuronais (Experimentos Realizados no The Scripps Research Institute, La
Jolla, CA, EUA e no National Institute on Drug Abuse, Baltimore, MD, EUA)

A dependéncia ao etanol é caracterizada pela presenca de disturbios fisicos e
emocionais manifestados durante a abstinéncia a essa substancia (GILPIN; KOOB,
2008; MAJCHROWICZ, 1975). Assim, modelos animais que preditivamente
demonstrem esses sinais de abstinéncia s&o muito importantes para o entendimento
dos componentes comportamentais e neurobiolégicos da dependéncia ao etanol
(LIEBER; DECARLI, 1973; MAJCHROWICZ, 1975; ROGERS; WIENER; BLOOM,
1979). Neste sentido, estudos demonstram que para que esses sinais se manifestem
em modelos animais € necessdario a manutencao da etanolemia constante durante a
exposicdo cronica ao etanol (ROGERS; WIENER; BLOOM, 1979). Alguns
laboratorios tem se dedicado ao desenvolvimento de modelos preditivos da
sindrome de abstinéncia ao etanol, entre esses modelos se destaca a exposicédo ao
vapor de etanol (LE MAGNEN; MARFAING-JALLAT, 1984; RIMONDINI et al., 2002;
ZHANG et al., 2007). Esse modelo, por exemplo, tem mostrado maior validade de
face, quando comparado aos demais. Por exemplo, tem sido demonstrado que
acamprosato, gapapentina, baclofen, que sdo farmacos que em humanos atenuam
os efeitos da abstinéncia e fissura pelo etanol, também sdo capazes de bloquear
esses comportamentos em animais expostos ao vapor de etanol, mas ndo sao
eficazes em animais expostos a administracdo intermitente de etanol (BREESE;
KNAPP; OVERSTREET, 2004; KNAPP; OVERSTREET; BREESE, 2007; LE
MAGNEN; MARFAING-JALLAT, 1984; MASON; LEHERT, 2009; RIMONDINI et al.,
2002; ROBERTO et al., 2008; WALKER; KOOB, 2007; ZHANG et al., 2007).

Assim, procurando aprimorar nossos modelos para o estudo do efeito da
nicotina na dependéncia ao etanol, realizamos estagio de doutoramento no exterior
no laboratério do Dr George Koob (The Scripps Research Institute, La Jolla, CA,
EUA). Dr Koob colaborou para o desenvolvimento e tem utilizado a exposicdo de
vapor ao etanol como um modelo de dependéncia a essa substancia por anos. Mas
nao havia até entdo utilizado esse modelo para investigar as bases neurobiolégicas
da interacdo da nicotina no desenvolvimento da dependéncia ao etanol.

Assim, neste item discutiremos o0s resultados dos experimentos
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comportamentais realizados no laboratério do Dr. Koob e moleculares realizados no
laboratorio do Dr. Bruce Hope (National Institute on Drug Abuse, Baltimore, MD,
EUA).

Evidéncias clinicas e pré-clinicas sugerem que individuos que fazem o uso
simultaneo de nicotina e etanol desenvolvem mais rapidamente a dependéncia ao
etanol. Nos dltimos anos, maior atencdo tem sido dedicada para a elucidagdo dos
mecanismos neurobiologicos envolvidos nessa interacdo (BRAUN et al., 2012).

No presente estudo investigamos o efeito da administracdo simultanea de
nicotina no desenvolvimento da dependéncia ao etanol e o0s aspectos
neuromorfologicos dessa interacdo. Para tanto utilizamos o protocolo de exposi¢do
ao vapor de etanol para o desenvolvimento da dependéncia em ratos (GILPIN et al.,
2008).

Nossos resultados demonstraram que a administragdo simultdnea de nicotina e
exposicdo ao vapor de etanol acelerou o fendbmeno de escalada da
autoadministracdo de etanol quando comparado com 0s animais do grupo vapor-
salina.

Nossos resultados para 0s animais ndo expostos ao vapor de etanol revelaram
aumento na autoadministracdo de etanol nos animais que receberam tratamento
diario com nicotina, quando comparado com o grupo salina. Entretanto, esse
aumento ndo foi na mesma magnitude apresentada pelos animais que foram
expostos ao vapor de etanol.

Esses resultados sugerem que a administracdo de nicotina facilita o
desenvolvimento da dependéncia ao etanol e estdo de acordo com estudos clinicos
gue mostram o desenvolvimento de dependéncia mais severa ao etanol em
pacientes que fazem o uso concomitante de tabaco (BATEL et al., 1995).

Entretanto, estudos em roedores s&o controversos em demonstrar esta
relagcdo, por exemplo, enquanto alguns estudos demonstraram aumento da
autoadministracdo de etanol apds administracdo repetida de nicotina (BLOMQVIST
et al., 1996; LE et al., 2000), outros autores mostram diminuicdo desse consumo
(SHARPE; SAMSON, 2002).

Nosso estudo foi o primeiro a utilizar o modelo de exposicao ao vapor de etanol
para investigar a interagao entre nicotina e etanol, o que dificulta a comparagéo dos

nossos dados e a realizagéo de discussao mais aprofundada.
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Uma possivel hipétese para a facilitagdo do fenébmeno de escalada e aumento
do consumo de etanol observada no presente estudo poderia estar relacionado com
aumento da motivacdo para a busca dessa substancia. Nesse sentido, em nosso
estudo observamos aumento no ponto de ruptura nos animais que receberam
tratamento de nicotina (Vapor e Nao Vapor) quando comparados aos animais salina.
Esse aumento no ponto de ruptura foi maior no grupo de animais expostos ao vapor
guando comparado com os ndo expostos. Novamente, esse € o primeiro trabalho a
demonstrar que 0 aumento na motivacdo para a busca de etanol induzida pela
nicotina é maior nos animais dependentes ao etanol.

Além da escalada e aumento da motivagdo para o consumo de etanol outra
caracteristica observada em dependentes a essa substancia € a compulsdo para o
uso (VENDRUSCOLO et al., 2012). Em nosso experimento a compulsao foi avaliada
através do teste de adulteracdo por quinino. Nossos resultados demonstraram que
0s animais tratados simultaneamente com nicotina e expostos ao vapor de etanol
apresentaram menor reducdo no consumo da solucdo de etanol 10% adulterado
com quinino nas concentracdes de 0,025 e 0,05 g/L quando comparados ao grupo
salina. Esses resultados sugerem que a nicotina aumentou a resisténcia para o
consumo do etanol a despeito das consequéncias adversas (sabor amargo),
caracterizando aumento da compulséo para o uso de etanol.

Nos animais ndo dependentes, as diferencas observadas no valor basal do
consumo de etanol entre ambos os grupos (salina e nicotina) ndo permitem a
avaliacdo da compulsividade devido ao fato de que o0s animais apresentem
diferencas comportamentais no consumo antes da adulteracdo da solucdo de etanol
10% com quinino. Ainda para os animais ndo dependentes, foi observado que o
grupo salina mostrou consumo minimo de etanol durante as medidas basais (“floor
effect”), dificultado assim a observacdo de uma possivel reducdo do consumo da
solugéo de etanol quando esta foi adulterada com quinino.

Embora evidéncias clinicas e pré-clinicas demonstrem que a exposicao
simultanea a nicotina possa aumentar o consumo de etanol (BLOMQVIST et al.,
1996; LE et al., 2000), as regides encefalicas e o fenotipo das células envolvidas
nessa interagédo ainda néo foram estudadas.

Nossos resultados demonstraram que 0 grupo vapor-nicotina apresentou maior
expresséo de Fos no CPFm dorsal, centro do NAc, AM central e basolateral, BNST e

VTA posterior quando comparado com os demais grupos, sugerindo que o efeito da
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administragao simultanea de nicotina sobre o desenvolvimento da dependéncia ao
etanol possa estar relacionada a plasticidades nessas regifes encefalicas.

Neste sentido, tem sido demonstrado que a ativacdo da amidala estendida,
esta relacionada aos comportamentos relacionados a abstinéncia ao etanol (KOOB,
2009; KOOB; VOLKOW, 2010). Como discutido no item anterior, a ativacdo desse
sistema levaria ao surgimento de sintomas emocionais desagradaveis (por exemplo,
ansiedade e irritabilidade), fazendo que o individuo, retomasse 0 uso da substancia
de abuso para evitar os efeitos da abstinéncia. Nesse sentido, estudos em roedores
mostram que a inativagdo farmacolégica dessas regides pode diminuir o consumo de
etanol durante o periodo de abstinéncia (GILPIN; MISRA; KOOB, 2008).

Em nosso experimento, a autoadministracdo de etanol foi avaliada seis horas
apos o inicio do ciclo de abstinéncia ao vapor de etanol. Assim, a administracdo de
nicotina que foi realizada também durante esse periodo (15 minutos antes de cada
sessdo de autoadministracdo) pode ter potencializado o efeito da sindrome de
abstinéncia através do aumento da ativacdo da amidala estendida, fazendo com que
0s animais desenvolvessem a escalada da autoadministracdo de etanol mais
rapidamente. Nesse sentido, existem evidéncias que demonstram que a
administrac@o repetida de nicotina € capaz de aumentar a ativacdo da amidala
estendida (PICCIOTTO; KENNY, 2013).

Por outro lado, estudos demonstram que a ativacdo do CPFm dorsal e VTA
posterior pode promover aumento na liberacdo de dopamina no nucleo acumbens
aumentando a motivacao e a compulsédo dos animais para consumir etanol (KOOB;
VOLKOW, 2010). Di Chiara, (2000) demonstraram que administracdo repetida de
nicotina aumenta a liberacdo de dopamina no NAc. Assim, a facilitacdo da escalada
da autoadministracdo de etanol pela administracado simultanea de nicotina pode ter
sido devido as plasticidades promovidas por esta substancia sobre o sistema
mesocorticolimbico.

Considerando as observacdes acima, poderiamos supor que o aumento da
ativacado dessas regides encefalicas, que compdem os circuitos da recompensa e do
estresse, revelado em nossos resultados, foi responsavel pelo aumento da
motivacdo dos animais do grupo vapor-nicotina para consumir etanol acelerando
assim, a escalada da autoadministracdo dessa substancia e fazendo com que esses
animais apresentassem compulsdo para o consumo de etanol. Reforcando esta

hipétese, estudos mostraram que 0 antagonismo de receptores colinérgicos
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nicotinicos nessas regiées bloqueia o aumento do consumo de etanol em ratos
(BLOMQVIST et al., 1993; SMITH et al., 1999).

Nossos resultados demonstram que o aumento da expressdo de fos nessas
regides encefalicas no grupo vapor-nicotina esta relacionada com a ativacao de uma
pequena porcentagem de neurdnios (CPFdm = 7,6%; NAc centro = 7,4%; AM centra
= 3,6%; AM basolateral = 6,15%; BNST = 4,1%; VTAp = 13,15%). Neste sentido,
outros autores mostraram que apenas uma pequena porcentagem de células em
diferentes areas do sistema mesocorticolimbico sdo responsaveis pela expressao de
comportamentos relacionados com a dependéncia a substancias psicoativas
(BOSSERT et al.,, 2011; FANOUS et al., 2012; KOYA et al.,, 2009, 2012). Estes
trabalhos demonstram ainda que alteracdes moleculares relacionadas a expressao
desses comportamentos ocorrem apenas nessa pequena porcentagem de células
ativadas. Assim, em experimentos futuros, investigaremos se essa pequena
porcentagem de células é responsavel pela alteracdo nos comportamentos
observados em nosso estudo. Para isso utilizaremos manipulacdo farmacogenética
gue tem sido desenvolvida pelo grupo do Dr. Hope (KOYA et al.,, 2009). Essa
metodologia consiste no uso de animais transgénicos e um pro-farmaco, que nos
permitird bloquear especificamente apenas a ativacdo desse pequeno grupo
neuronal envolvido com o comportamento em estudo.

Como a neuromorfologia da interacdo entre nicotina e etanol em animais
dependentes ao etanol ndo foi demonstrado ainda na literatura decidimos investigar
os fendtipos desses neurbnios que foram ativados durante a nossa analise
comportamental.

No CPFdm observamos que a maioria das células ativadas eram
glutamatérgicas (54,58%) e gabaérgicas (27,86%), no centro do Nac a maioria foi
gabaérgica (71,1%), no BNST tivemos ativacdo de 17,1% de neurbnios gabaérgicos
(porém supomos que a maioria dos neurdnios ativados nessa regido tenha sido
CRFérgico, entretanto os resultados imunohistoquimicos que obtivemos foram
inconclusivos devido a inespecificidade do anti-corpo), no VTAp a maioria dos
neurénios foram gabaérgicos (62,5%) e dopaminérgicos (36,4%). Nosso trabalho é o
primeiro a descrever a neuromorfologia da interacdo entre etanol e nicotina
utilizando animais dependentes ao etanol. Esses resultados nos permitirdo realizar

experimentos mais especificos que demonstrem o papel de cada neurotransmissor,
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bem como de cada uma dessas areas, na interacdo da nicotina no desenvolvimento

da dependéncia ao etanol.

7 CONCLUSAO

Concluimos em nosso estudo que:

a) a exposicdo ao estresse variavel induziu sensibilizacdo cruzada com
nicotina, aumentou a motivacdo e o0 consumo dessa substancia, e reduziu a
atividade de CREB em regifes mesoencefalicas;

b) o pré-tratamento com cocaina induziu sensibilizagdo cruzada com nicotina,
aumentou a motivacdo e o consumo dessa substancia. E ainda, aumentou a
expressao génica de BDNF no NAc;

C) o0 pré-tratamento com nicotina aumentou os comportamentos relacionados a
ansiedade e a motivacao para o consumo de etanol;

d) a administracdo simultdnea de nicotina acelerou a escalada da
autoadministracdo, aumentou o ponto de ruptura e a compulsividade para o
consumo de etanol. E esses comportamentos podem estar relacionados a ativagao
da amidala estendida e do sistema mesocorticolimbico.

Nossos resultados sugerem que fatores adicionais ao uso de uma substancia
de abuso como estresse e a pré-exposicao a outra substancia podem aumentar a
vulnerabilidade ao desenvolvimento da dependéncia. E que esse fendmeno pode
estar correlacionado a alteragcbes moleculares duradouras nos circuitos neurais

envolvidos com o efeito dessas substancias de abuso.
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Experimental evidence shows that exposure to stress engenders behavioral sensitization and increases drug-
seeking and leads to intense drug taking. However the molecular mechanisms involved in these processes is not
well known yet. The present experiments examined the effects of exposure to variable stress on nicotine-
induced locomotor activation, cAMP-response element-binding protein (CREB) and extracellular signal-regulated
kinase (ERK) activity and nicotine intravenous self-administration in rats. Male Wistar rats were exposed to variable
stress that consisted of the exposure to different stressors twice a day in random order for 10 days. During this

Is(fryevsv: ras: period the control group was left undisturbed except for cage cleaning. Ten days after the last stress episode, rats
Nicotine were challenged with either saline or nicotine (0.4 mg/kgs.c.) and the locomotor activity was recorded for
Self-administration 20 min. Immediately after behavioral recordings rats were sacrificed and their brains were removed to posterior
CREB western blotting analysis of CREB, phosphoCREB, ERK and phosphoERK in the nucleus accumbens. An independent
ERK set of control and stressed animals were subjected to an intravenous nicotine self-administration protocol. The

break point during a progressive ratio schedule and nicotine intake patterns during a 24-hour binge was analyzed.
Repeated variable stress caused a sensitized motor response to a single challenge of nicotine and decreased CREB in
the nucleus accumbens. Furthermore, in the self-administration experiments previous stress exposure caused an

increase in the break point and nicotine intake.

© 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Several data point to a positive correlation between exposure to
stress and increased vulnerability to drug addiction (Dembo et al.,
1988; Gordon, 2002; Koob, 2008; Perkins, 1999; Sinha, 2001, 2008).
In this sense, exposure to stress appears to increase the number of
cigarettes smoked and is strongly associated with craving and relapse
to tobacco smoking (Cohen and Lichtenstein, 1990; Kassel et al.,
2003; Niaura and Abrams, 2002).

Pre-clinical studies have demonstrated that stress facilitated the
acquisition of drug self-administration and promoted reinstatement of
drug-seeking (Cruz et al., 2010; Haney et al., 1995; Kabbaj et al., 2001;
Ledo etal., 2009; Shalev et al., 2002). Several studies have demonstrated
that rodents exposed to repeated stress procedures such as restraint,
footshock or social defeat, displayed increased cocaine-taking and
-seeking behaviors (Covington and Miczek, 2005; Piazza et al., 1990;
Quadros and Miczek, 2009; Shaham and Stewart, 1994). Moreover, it
has been shown that exposure to four social defeat sessions promoted
escalated cocaine self-administration and increased the break-point

* Corresponding author at: Laboratory of Pharmacology, School of Pharmaceutical
Sciences, Univ. Estadual Paulista—UNESP, Rod. Araraquara-Jad Km 1, 14801-902, Arara-
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E-mail address: cplaneta@fcfar.unesp.br (C.S. Planeta).
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on progressive ratio sessions (Covington and Miczek, 2001; Cruz et al.,
2011). Although the interplay between exposure to stress and cocaine
self-administration has been well characterized, little is known about
how repeated stress changes nicotine self-administration.

Repeated administration of drugs of abuse induces behavioral sensiti-
zation, as evidenced by an enhanced locomotor response to a subsequent
injection of the drug (Clarke and Kumar, 1983; Domino, 2001; Kita et al.,
1999; Shim et al, 2001). Similarly, repeated exposure to stress also
induces augmented sensitivity to drug-induced hyperactivity that has
been termed “cross-sensitization” between stress and drug (Miczek et
al., 2008). Behavioral sensitization has been suggested as an animal
model of neuroplasticity associated mainly with the development of
drug addiction (Robinson and Becker, 1986; Robinson and Berridge,
1993; Vanderschuren and Kalivas, 2000) and drug-induced psychosis
(Robinson and Becker, 1986). Although nicotine causes behavioral sensi-
tization in rats (Cruz et al.,, 2005; Faraday et al., 2005), stress-induced
cross-sensitization to nicotine remains controversial and seems to
depend on intensity, duration or frequency of stressful events (Cruz et
al., 2008; Kita et al., 1999). For example, Kita et al. (1999) demonstrated
that rats subjected to repeated exposure to social stress displayed
enhanced nicotine-induced behavioral sensitization. However, a study
of our laboratory showed that previous exposure to restraint stress for
7 days did not affect nicotine-induced locomotor-activating effects in
adult and adolescent rats (Cruz et al., 2008).
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Studies in animals have demonstrated that stress-induced cross-
sensitization to psychostimulants might facilitate acquisition of cocaine
self-administration and increase the break-point and cocaine intake
during a 24-hour “binge” session (Covington and Miczek, 2001, 2005;
Covington et al., 2008). Although prior exposure to stress, particularly
when inducing sensitization, influences subsequent drug taking
behavior (Covington and Miczek, 2001; Piazza et al., 1990), little is
known about the interplay between sensitization to nicotine and its
self-administration.

Stress-induced locomotor sensitization and escalated psychostimu-
lant self-administration has been related to neuroplasticity in mesolimbic
system (Nestler, 2005; Robinson and Berridge, 1993). Evidence points
that changes in the expression and activity of cAMP-response element-
binding protein (CREB) and extracellular signal-regulated kinase (ERK)
are involved in the development of behavioral sensitization and increased
drug-taking behavior (Lu et al,, 2006; Mattson et al., 2005; Pierce and
Kalivas, 1997).

Recently, it has shown that repeated administration of cocaine
enhanced the amount of phosphorylated ERK and CREB in the nucleus
accumbens (NAc) (Berhow et al., 1996; Mattson et al.,, 2005). In
contrast, chronic nicotine treatment decreased phosphorylated CREB
in the NAc and this effect persisted at least for 18 h (Pandey et al.,
2001; Pluzarev and Pandey, 2004). Exposure to stress is also related
to changes in CREB and ERK activity. In this sense, Muschamp et al.
(2011) demonstrated that the exposure to footshock stress enhanced
CREB activity within the nucleus accumbens shell. In addition,
Bruchas et al. (2008) reported that exposure to repeated forced
swim stress caused a significant increase in phosphorylation of ERK
in both the caudate and NAc regions of the mouse striatum. However
changes in ERK and CREB pathways and its relation to the interplay
between the exposure to stress and changes in nicotine effects have
been poorly investigated.

Thus, the present study investigated the consequences of repeated
exposure to variable stress on nicotine-induced locomotor activity
and self-administration. The progressive-ratio schedule was used to
assess possible elevations in the break-point parameter to receive
nicotine. In addition, a 24-hour “binge” was employed to measure
nicotine intake under conditions of prolonged access. In addition, we
investigated whether changes in ERK and CREB activity in the NAc
could be involved in stress-induced changes in nicotine behavioral
effects.

2. Methods
2.1. Subjects

Male Wistar rats, 225-250 g at arrival, obtained from the animal
breeding facility of the Univ. Estadual Paulista—UNESP were individually
housed in plastic cages 19 cm (width) x 30 cm (length) x 14 cm (height).

Rats were continuously maintained on a reversed light cycle (12-
hour:12-hour, lights off at 08:00 am) with controlled temperature
(21°C) and humidity (35-40%). During the entire nicotine self-
administration protocol rats received 18 g rat chow per day provided
in their home cage after each daily experimental session during the
entire self-administration protocol. This feeding schedule resulted in a
gradual weight gain of approximately 15 g/week. This observation is
in line with other studies which have shown that the acquisition and
maintenance of nicotine self-administration is extremely sensitive to
conditions of feeding, and weight gain (Lang et al., 1977; Corrigall and
Coen, 1989; Donny et al., 1995). Unlimited access to water was available
throughout all experiments. All experiments were performed during
the dark phase.

The experimental protocol was approved by the Ethics Committee for
Use of Human or Animal Subjects of the School of Pharmaceutical Science,
UNESP (CEP-19/2008) and the experiments were conducted according to

ethics principles of the Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal,
based on the NIH Guidelines for the Care and Use of Laboratory Animals.

2.2. Chronic stress

The chronic variable stress protocol, modified from Ortiz et al.
(1996), consisted of exposure to different stressors twice a day for
10 days (Table 1). All stress sessions were performed in an adjacent
room to the animal's facility. The control group was left undisturbed
except for cleaning the cages. Ten days after the last stress session
the animals were subjected either to the locomotor test or to the
self-administration protocol.

2.3. Locomotor response to nicotine

2.3.1. Apparatus

Locomotor activity measures were conducted in commercially avail-
able (Columbus Instruments, Columbus, OH, USA) activity monitoring
chambers, consisting of Plexiglas cages. The chambers, measuring
44 cm (width) x44 cm (length) x 20 cm (height) cm included 10 pairs
of photocells beams, which were used to measure the horizontal
locomotor activity. The consecutive interruption of two beams was
recorded as one locomotor count.

2.3.2. Locomotor measurement

Ten days after the last exposure to stress, animals were injected with a
challenge dose of saline (1.0 ml/kg s.c.) (control n=10; stressn=11) or
nicotine (0.4 mg/kg s.c.) (control n=10; stress n=10). Immediately
following the injections, animals were put in an activity chamber and
their locomotor activity was recorded during a 20-minute testing
session as described above. Animals were allowed a 20-minute
habituation period to the photocell apparatus immediately prior to
injections. Animals from different groups were tested randomly during
the dark phase between 10:00 am and 14:00 pm.

2.4. Molecular analysis

2.4.1. Collection of brains

Immediately after locomotor test brains were extracted and frozen
in isopentane (—50 °C) within 30-45 s of decapitation and stored at
— 80 °C until dissection.

Table 1
Chronic variable stress protocol, consisting of exposure to different stressors twice a
day for 10 days.

Day Stress procedure

1st day Restraint for 1 h (dark phase) Wet bedding for 12 h

(light phase)

2nd day  Cold exposure (4 °C) for 1 h Turn off the lights for 12 h
(dark phase) (light phase)
3rd day  Turn on the lights for 3 h Forced swim for 4 min
(dark phase) (dark phase)
4th day  Food and water deprivation for 12 h  Stroboscopic light for 12 h
(dark phase) (light phase)
5thday  Forced swim for 3 min Wet bedding for 12 h
(dark phase) (dark phase)
6th day  Restraint for 1 h (dark phase) Food and water deprivation for
12 h (dark phase)
7thday  Turn on the lights for 2 h Wet bedding for 12 h
(dark phase) (light phase)
8th day  Cold exposure (4 °C) for 15 min Turn off the lights for 12 h
(dark phase) (light phase)
9th day  Restraint for 1 h (dark phase) Forced swim for 4 min
(dark phase)
10th day  Stroboscopic light for 12 h Food and water deprivation for

(dark phase) 12 h (dark phase)
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2.4.2. Western blotting analysis of CREB, phosphoCREB, ERK and
phosphoERK

One-millimeter coronal slices of brain (rostral face approximately
2.0 mm from Bregma based on the atlas of Paxinos and Watson
(2005)) were cut in a cryostat at —20 °C. Tissue punches (blunt 14-
gauge needle) were obtained from nucleus accumbens (see Fig. 1)
and then sonicated in 1% sodium dodecyl sulfate (SDS). Tissues
were kept frozen until sonication in SDS. Protein concentrations of
the samples were determined using the method of Lowry (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). Sample protein concentrations were
equalized by diluting with 1% SDS. Samples of 30 g of protein were
then subjected to SDS-polyacrylamide gel electrophoresis for 3 h at
200 V. Proteins were transferred electrophoretically to polyvinylidene
fluoride (PVDF) membrane for immunoblotting (Hybond LFP transfer
membrane—GE Healthcare, UK) at 03 A for 3.5h. Then PVDF
membranes were blocked with 5% nonfat dry milk and 0.1% Tween 20
in Tris buffer (TTBS, pH 7.5) for 1 h at room temperature and then
incubated overnight at 4 °C in fresh blocking buffer (2% nonfat dry
milk and 0.1% Tween 20 in Tris buffer (TTBS, pH 7.5)) containing two
primary antibodies for each signaling protein: one antibody specifically
labeled the phosphorylated form of the protein while the second
antibody labeled non-phosphorylated (total CREB) of the same protein.
Each pair of antibodies was chosen so that one was a rabbit antibody
while the other was a mouse antibody. CREB phosphorylation levels
were assessed using antibodies against total CREB (1:500; Cat# 9197,
Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) and phosphoCREB
(1:1000; Cat# 05-807; Millipore Corporation, Billerica, MA, USA). ERK
activity levels were assessed using antibodies against total ERK
(1:2000; Cat# 9102; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) and
phospho ERK (1:1000; Cat# 7383; Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA). After incubation with primary antibodies, blots were
washed and incubated for 1 h with anti-rabbit secondary antibodies la-
beled with fluorophor (ECL Plex, GE Heathcare®, Pittsburgh, PA, USA)
(Cy5-anti-rabbit/1:3000 and Cy3-anti-mouse/1:5000). Fluorescence
was assessed using a fluorescence scanner (Typhoon—GE Healthcare®,
Pittsburgh, PA, USA), and bands were quantified using suitable software
(Image Quant™—GE Heathcare®, Pittsburgh, PA, USA).

Equal protein loading was confirmed by stripping the blots and re-
probing them with a monoclonal actin antibody (1:500; Cat# A5316
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), followed by incubation with
respective secondary antibody (Cy5-anti-rabbit/1:3000) and visuali-
zation as described above.

Nac
Bregma 2.16 mm

Fig. 1. Schematic sections of the rat brain, adapted from the stereotaxic atlas of Paxinos
and Watson (2005), showing the location of punches in the nucleus accumbens
(NAcc).

2.5. Intravenous drug self-administration

The general procedure to establish nicotine self-administration
was adapted from George et al. (2007).

2.5.1. Apparatus

For nicotine self-administration the animals were put individually in
Plexiglas experimental chambers (30x30.5x24.5cm), enclosed in
light- and sound attenuating boxes. The floor of the chambers consisted
of a Plexiglas tray covered with sawdust. A hole in the ceiling allowed
the passage and free movement of the tethered catheter (Strategic
Applications Inc., Libertyville, IL, USA) that was connected to a
counterbalanced swivel and an infusion pump (Insight Equipments®,
Ribeirdo Preto, SP, Brazil). The front wall of the chamber contained
one interchangeable panel (Insight Equipments®, Ribeirdo Preto, SP,
Brazil). The panel was equipped with two levers, located 5 cm from
the floor, two cue lights (red and green) above each lever and a session
light in the middle of the panel (12 cm from the floor).

2.5.2. Drug

Nicotine 99% was obtained from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA).
The dose of nicotine was chosen based on previous experiments
conducted in our laboratory.

2.5.3. Training

Ten days after the last exposure to stress, animals were subjected
to the training sections. Training consisted of three 60-minute
sessions, in which each response on the active lever (alternated
between left and right sides) was reinforced with the delivery of
0.2 ml sucrose (6%) (fixed ratio schedule of reinforcement; FR 1),
followed by a 10-second time-out. Each rat was allowed continuous
access to sucrose solution during the entire 60 min. Responding on
the inactive lever had no scheduled consequence. Rats were deprived
of water for 8 h before the beginning of the first sucrose training
session.

2.54. Surgery

Twenty-four hours after the last training session, stressed and control
rats were implanted with permanently indwelling catheters (Silastic™
silicon tubing, inner diameter =0.63 mm, outer diameter=1.17 mm)
into the right jugular vein under a combination of ketamine (100.0 mg/
kg) and xylazine (6.0 mg/kg) anesthesia. The catheter was passed subcu-
taneously to the rat's back where it exited through a small incision and
was affixed to a plastic pedestal (Strategic Applications Inc., Libertyville,
IL, USA) mounted inside a harness system (Strategic Applications Inc.,
Libertyville, IL, USA). Rats were allowed to recover from surgery for
5 days in their home cage with free access to food and water. To prevent
inflammation and infection rats received cetoprophen 1% (5.0 mg/kg;
i.m.), and cefazolin (10.0 mg/kg; i.v.) for three consecutive days following
surgery.

The catheter was flushed daily with heparinized saline (20 IU/ml)
and 0.2 ml of saline in order to maintain the catheter's patency.

2.5.5. Nicotine self-administration

After recovering from surgery all rats were initially given unlimited
access to sucrose (6%) self-administration, in this procedure each lever
press was reinforced with the delivery of 0.2 ml sucrose (6%) (fixed
ratio schedule of reinforcement; FR 1), followed by a 10-second time-
out. During self-administration sessions, a green cue light above the
active lever signaled sucrose availability and a red cue light, also above
the active lever, signaled sucrose delivery. During the time-out period,
the green and red cue lights were extinguished and lever press were
recorded but had no consequences. Each daily session was terminated
after 60-minute of access. After three sessions of sucrose reinforcement
nicotine self-administration was assessed during 3-hour sessions.
Initially, nicotine (0.03 mg/kg per infusion) was infused (0.1 ml/s)
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associated to sucrose 6% (0.2ml v.0.) delivered on schedule of
reinforcement (FR1) for the active lever. Responses on the inactive
lever were recorded but had no programmed consequence. Each daily
session was terminated after 10 drug infusions or 3 h of access,
whichever occurred first. Simultaneous administration of sucrose and
nicotine sessions was ended after completing 10 drug infusions within
3h over two consecutive days. Following this period only nicotine
(0.03 mg/kg per infusion) was infused (0.1 ml/s) on schedule of
reinforcement (FR1) for the active lever. After completing 10 infusions
of nicotine within 3 h over two consecutive days, the FR schedule was
progressively increased to fixed ratio 3 (FR 3). Rats were maintained for
at least four additional days on a limited access on FR 3 schedule before
being examined during a progressive ratio schedule of reinforcement.

2.5.6. Progressive ratio schedule of drug reinforcement

After the acquisition and maintenance phase, self-administration
according to a progressive ratio (PR) schedule of drug reinforcement
was verified. The progression of response requirements followed the
algorithm used in Hodos (1961): 1, 2,4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22,
24, 26... The final infusion delivered was defined as the break point. The
PR session was terminated once the rat failed to obtain an infusion
during 60 min. The average number of total responses and the last
ratio completed across three PR trials for each individual rat was
calculated.

2.5.7. 24-Hour unlimited access drug “binge”

After the final PR session, each rat was allowed one additional day of
limited drug access (0.03 mg/kg per infusion of nicotine, FR3 schedule,
total of 10 infusions). The very next day, a 24-hour binge protocol was
implemented starting at 10:00 am. Each rat was allowed continuous
access to drug infusions (0.03 mg/kg per infusion—0.1 ml/s) on FR1
schedule during the entire 24-hour binge. The amounts of drug self-
administered as well as the pattern of responding were recorded. Lights
were off during the whole binge session (Covington and Miczek, 2001).
A bottle of water and 18 g rat chow were put in self-administration
boxes in the beginning of the binge session.

2.6. Statistics

Data from the locomotor activity and molecular analysis were
analyzed by two-way ANOVA considering group (stress vs control)
and treatment (saline vs nicotine) factors. Newman-Keuls' test was
employed for individual post-hoc comparisons.

Nicotine self-administration data were analyzed using Student's
t-tests comparing stress and control groups. Significant differences
are reported for p<0.05.

3. Results
3.1. Locomotor activity

Fig. 2 depicts the locomotor activity following a challenge injec-
tion of nicotine or saline, 10 days after the last exposure to variable
stress.

Two-way ANOVA revealed significant differences in locomotor ac-
tivity considering group [F(1,33) =5.4;p<0.05] and treatment factors
[F(1,33) =5.96;p<0,05]. No significant interaction between factors
was detected [F(3,33) =1.13;p>0.05]. Unprotected comparisons by
Newman-Keuls test was performed, which revealed that stress-
nicotine group showed higher locomotor activity when compared to
the other groups, p<0.05, revealing that exposure to variable stress
promoted behavioral cross-sensitization to nicotine.
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Fig. 2. Locomotor activity following saline or nicotine (0.4 mg/kg i.p.) challenge injec-
tions in rats exposed to chronic variable stress. Data represent mean + SEM (N=10-11
animals per group) of cumulative locomotion counts recorded for 20 min immediately
after injections. *p<0.05 stress-nicotine group when compared to other groups.

3.2. Sucrose self-administration

Fig. 3 shows the daily sucrose consumption (3 days) in the stress
and control group.

There were no significant differences for group or days factors
[F(3,33)=0.44; p>0.05 and F(3,33) =0.67; p>0.05, respectively].
No significant interaction between factors was detected [F(3,33) =
0.03; p>0.05].

3.3. Nicotine self-administration

3.3.1. Progressive ratio schedule

Fig. 4 shows the number of responses (A) and the last ratio
achieved (B) in a progressive ratio schedule of control and stress
group.

Student's t-test revealed a significant increase in the number of
responses in the stress when compared to the control group (t(;5)=
4.346;p<0.001). In addition, the final ratio achieved was higher in
the stress group as compared to the control one (t(;5)=23.4;p<0.05)
(Fig. 4).

3.3.2. Twenty-four hours unlimited access drug “binge”
Fig. 5 shows individual (A) and the mean (B) of total nicotine
intake during 24-hour “binge” session of control and stressed animals.
Animals exposed to variable stress showed higher nicotine intake
during a 24-hour “binge” session when compared to the control
group (t(13y=1.875;p<0.05; Student's t-test).

3.4. Western blotting analysis of CREB and ERK activity

3.4.1. CREB activity

Fig. 6 shows the western blotting analysis of total CREB and phospho-
CREB in the nucleus accumbens of samples collected after locomotor
activity tests.
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Fig. 3. Sucrose consumption of control or variable stress groups (mean + SEM of 9 an-
imals per group).
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Fig. 4. Number of responses (A), and last ratio achieved (B) of nicotine (0.03 mg/kg per
infusion; i.v.) in a progressive ratio schedule. Data represent mean 4- SEM of N=8 an-
imals per group. *p<0.05 compared to the control group (Student's t-test).

For total CREB, ANOVA indicated a main effect for the stress
[F(125)=7.73;p<0.01], but not for the treatment factor [F(; 5=
0.23;p>0.05]. No interaction between factors was detected
[F(1'25) = 04,p > 005]

Concerning phosphoCREB, ANOVA showed significant differences
for stress [F(;26)=28.60;p<0.01] and treatment factors [F(j.6)=
6.70;p<0.01]. However, significant interaction between factors was
not observed [F(;25y=3.37;p>0.05]. Unprotected Newman-Keuls
post hoc test indicated that nicotine administration decreased phospho-
CREB levels in the control group (p<0.05). In general, exposure to stress
per se decreased total CREB and consequently CREB phosphorylation
levels.

3.4.2. ERK activity

Fig. 7 shows the western blotting analysis of total ERK and phos-
phoERK in the nucleus accumbens of samples collected after locomotor
activity test.

Two-way ANOVA of total ERK did not reveal significant differences
for stress [F(136)=0.47;p>0.05] or treatment factors [F(; 36)=0.11;
p>0.05]. No interaction was observed between the factors [F(1 36)=
0.05;p>0.05].
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Concerning phosphoERK, ANOVA did not show significant differences
for stress [F(;36)=2.62;p>0.05] or treatment factors [F 36 =0.19;
p>0.05]. No interaction was observed between the factors [F(; 36 =
0.002;p>0.05].

4. Discussion

The findings of the present study suggest that exposure to chronic
variable stress promotes long-lasting behavioral consequences as
well as neural plasticity that can be related to enhanced nicotine
self-administration. Specifically, exposure to variable stress promoted
locomotor sensitization to nicotine and increased patterns of nicotine
self-administration when assessed by progressive ratio and escalated
intake of nicotine during the unlimited access binge. Additionally,
exposure to variable stress reduced total CREB and phosphoCREB
within the nucleus accumbens. To our knowledge this is the first
study on the interplay between neural plasticity induced by repeated
exposure to stress and nicotine self-administration.

Our findings on cross-sensitization between variable stress and
nicotine are in accordance with a previous study showing that expo-
sure to psychological stress daily, for 10 days, caused sensitization to
nicotine-induced ambulatory stimulation (Kita et al, 1999). In
contrast, other studies have demonstrated that exposure to repeated
restraint stress did not promote cross-sensitization to nicotine (Cruz
et al., 2008; Faraday et al., 2003; McCormick and Ibrahim, 2007).
These data suggest that stress-induced sensitization to the locomotor
effects of nicotine might depend on kind and intensity of the stress
regimen. Our results also corroborate studies for other substances
demonstrating that chronic exposure to stress enhanced the locomotor
response to a subsequent drug administration. For instance, cross-
sensitization to psychostimulants has been observed after repeated
footshock (Kalivas and Duffy, 1989; Sorg and Kalivas, 1991), restraint
(Araujo et al., 2003; Hahn et al., 1986), food restriction (Cabib and
Puglisi-Allegra, 1994), and social defeat stress (Covington and Miczek,
2001; Yap and Miczek, 2007).

Behavioral sensitization has been proposed as an animal model that
may reflect molecular changes in mesocorticolimbic system related to
drug addiction (Berridge and Robinson, 1998; Robinson and Berridge,
1993). The mesocorticolimbic pathway is involved with many complex
drug responses such as psychomotor and motivated behavioral
responses (Everitt and Robbins, 2005; Robinson and Berridge, 2003).
Thus, changes in this system might cause locomotor sensitization and
alterations in motivated responses as well (Robinson and Berridge,
2003; Berridge, 2007). To address this issue we evaluated the effects
of stress on nicotine-seeking behavior through intravenous self-
administration, which is considered the most reliable and predictive
experimental model for evaluation drug-reinforcing effects in animals
(Panlilio and Goldberg, 2007). Although this method is considered a
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Fig. 5. Individual intake of nicotine (A) (0.03 mg/kg per infusion; i.v.) of control or stress groups; total nicotine intake (mg/kg) during a 24-hour binge session (B). Data represent
mean 4 SEM of 8-9 animals per group. *p<0.05 compared to the control group (Student's t-test).
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Fig. 6. (A) Representative membrane with fluorescent bands from Western blots of
CREB and phosphoCREB (CS: control-saline; CN: control-nicotine; SS: stress-saline;
SN: stress-nicotine). (B) Western blotting analysis of total CREB and phosphoCREB in
the nucleus accumbens in samples collected after locomotor activity tests. Data repre-
sent + SEM of 9-10 animals per group. *p<0.05 when compared to the control saline
group; *p<0.01 when compared to the control saline group.

model with a high face and predictive validity (Clemens et al., 2010;
Thomsen and Caine, 2007), the nicotine self-administration protocol is
difficult to perform because the reinforcing effect of this drug is relatively
lower compared to other drugs of abuse (Caggiula et al., 2002; Donny et
al., 1995, 2000). To obtain a robust pattern of nicotine self-administration
the association between environmental cues and lever pressing is strictly
necessary (Caggiula et al., 2002). We used a protocol in which each
nicotine reinforcement was paired to an environmental cue (light).
Using this procedure our animals showed a pattern of nicotine self-
administration similar to that observed by Clemens et al. (2010) and
Wouda et al. (2011).

In the self-administration protocol the break-point under PR schedule
presumably reflects the motivation of the animal to self-administer a
drug (Depoortere et al., 1993; Hodos, 1961; Richardson and Roberts,
1996). In our study, the PR schedule revealed a significant increase in
the break-point in stress-sensitized rats relative to controls, suggesting
that exposure to stress increases the motivation to nicotine self-
administration. These data are consistent with other findings showing
that exposure to four episodes of defeat stress produces behavioral
sensitization and increases the break-point to obtain cocaine during a
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Fig. 7. (A) Representative membrane with fluorescent bands from Western blots of ERK
and phosphoERK (CS: control-saline; CN: control-nicotine; SS: stress-saline; SN: stress-
nicotine). (B) Western blotting analysis of total ERK and phosphoERK in the nucleus
accumbens in samples collected after locomotor activity tests. Data represent 4+ SEM
of 9-10 animals per group.

PR schedule (Covington and Miczek, 2001). Similarly, it was demonstrat-
ed that rats exposed to footshock stress displayed augmented PR break
points for heroin relative to their controls (Shaham and Stewart, 1994).

Our protocol of prolonged access (binge) to nicotine self-
administration produced a robust cumulative intake (24 h) (0.6 mg/kg)
that was similar to data reported in other studies (0.18-1.5 mg/kg/day)
(Caggiula et al., 2001, 2002; LeSage et al., 2003). Using this protocol we
demonstrated that exposure to variable stress increased nicotine-
seeking behavior assessed during a 24-hour binge session. These results
corroborate with others showing that previous exposure to stress
increase cocaine and amphetamine intake (Covington and Miczek,
2005; Goeders and Guerin, 1994; Haney et al, 1995; Miczek and
Mutschler, 1996; Piazza et al, 1990; Shaham and Stewart, 1994). Our
findings are also in accordance with clinical data showing that stress
exposure increases the number of cigarettes smoked (Cohen and
Lichtenstein, 1990; Kassel et al., 2003; Niaura et al., 2002).

It is important to note that the relationship between stress-induced
sensitization to nicotine and increased nicotine self-administration has
been poorly investigated. The lack of literature limits further discussions.
Most of studies cited above concerns to psychostimulants. However, in
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spite of the similar behavioral responses of nicotine and psychostimulants
to stress, we should consider that nicotine has a different mechanism of
action on the dopaminergic system (Barik and Wonnacott, 2009).

Concerning sucrose consumption no significant differences were
observed in the sucrose intake between stress and control groups.
Thus, these results suggest that sucrose did not influence the acquisition
of nicotine self-administration. Moreover, our results show that stress
did not alter the consumption of the natural reinforce, suggesting that
stress promotes changes in mesolimbic system that could be specific
to drugs.

Long-lasting stress-induced sensitization to drugs and increased drug
self-administration, as demonstrated in our study, has been associated
with enduring changes in central dopaminergic system (del Rosario et
al,, 2002; Miczek et al., 2008; Paulson et al., 1991; Rougé-Pont et al,
1995; Yap et al., 2006). Indeed, it has been demonstrated that exposure
to chronic stress induces several neuroadaptations in the NAc (Cadoni et
al, 2003; Der-Avakian et al., 2006; Miczek et al., 2008; Prasad et al., 1995;
Shirayama and Chaki, 2006). For instance, Miczek et al. (2011) showed
that rats exposed to intermittent sessions of social defeat stress
displayed a sensitized dopamine response to stress in the nucleus
accumbens.

Stress can also alter the activity of CREB (via phosphorylation) in
the NAc and this may affect motivated behaviors (Carlezon et al.,
1998; Pliakas et al., 2001). Both increase and decrease in CREB activity
in nucleus accumbens has been observed depending on the stress
protocol (Barrot et al.,, 2005; Muschamp et al,, 2011). Pliakas et al.
(2001) showed that forced swim stress increase CREB in the NAc
shell. In contrast, Wallace et al. (2009) showed that the exposure to
social isolation stress leads to decreases in CREB activity within the
NAc shell. Our results demonstrated that exposure to variable stress
decreased total CREB and consequently CREB activity (evidenced by
a reduction of phosphoCREB) in the nucleus accumbens. These results
corroborate others showing that exposure to chronic unpredictable
stress leads to decreases in phosphoCREB in the striatum (Laifenfeld
et al,, 2005; Trentani et al., 2002). However, it is important to point
out that total CREB levels were also diminished by stress, suggesting
changes in the CREB gene expression.

Decreased CREB activity in the nucleus accumbens has been asso-
ciated with enhanced drug reward (Briand and Blendy, 2010;
Carlezon et al.,, 1998). For example, it was reported that elevated
CREB in the NAc impairs cocaine- and morphine-induced conditioned
place preference (Barrot et al., 2002; Carlezon et al., 1998). Moreover,
increased CREB activity in the striatum has also been related to a
decrease in motivation of rats to self-administer cocaine (Hollander
et al, 2010). Conversely, Barrot et al. (2002) showed that elevated
CREB in the NAc reduced the sensitivity to rewarding brain stimulation.
Taken together, our results suggest the increase in break-point and
escalation of nicotine self-administration in stressed animals might be
related to the decrease in CREB activity in the NAc observed after
exposure to variable stress.

We also observed that acute nicotine administration reduces CREB
phosphorylation in both control and stress groups. These results con-
trast with other findings showing that acute nicotine treatments did
not alter phosphoCREB levels in the NAc (Brunzell et al., 2003; Pandey
et al,, 2001; Pluzarev and Pandey, 2004). However, in these studies
they used a higher dose of nicotine (2.0 mg/kg) (Pandey et al., 2001;
Pluzarev and Pandey, 2004) a different specie (mouse), and route of ad-
ministration (oral) (Brunzell et al., 2003) when compared to our study.

Evidence shows that ERK can be activated by phosphoCREB
(Nakayama et al., 2001; Ying et al., 2002). Since we found decreased
CREB activation in the NAc, we could expect that phosphoERK levels
would also be reduced in this brain area. However, our results did
not show changes in phosphorylated ERK following exposure to
variable stress or acute nicotine. Indeed ERK activity can be regulated
by other pathways such as cAMP-dependent protein kinase (PKA)
and calcium/calmodulin-dependent kinases (CaMKs) (Sgambato et

al, 1998; Thomas and Huganir, 2004; Xing et al, 1996). Future
studies should address this issue.

In summary, the current results show that exposure to variable
stress induces long-lasting behavioral sensitization and increases
the motivation to nicotine intake corroborating clinical findings
showing the relationship between stress exposure and tobacco
addiction.
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We investigated the behavioral and molecular interactions between cocaine and nicotine, through evaluating
locomotor activity, nicotine intravenous self-administration and gene expression. Locomotor sensitization
was induced in male Wistar rats by repeated cocaine (20 mg/kg; i.p.) or saline injections once a day over

i.p.) and the locomotor activity was measured. The very next day animals received either saline or nicotine

Keywords: (0.4 mg/kg; s.c.) and the locomotor cross-sensitization was tested. Animals were then prepared with
BDNE intrajugular catheters for nicotine self-administration. Nicotine self-administration patterns were evaluated
Cocaine using fixed or progressive ratio schedules of reinforcement and a 24-h unlimited access binge. Immediately

Gene expression after the binge sessions animals were decapitated, the brains were removed and the nucleus accumbens
Locomotor activity
Nicotine
RT-PCR

Self-administration

neurotrophic factor (BDNF), tropomyosin-related tyrosine kinase B receptor (TrkB) and corticotropin-
releasing factor receptor type 1 (CRF-R1) gene expression were measured by the reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR). Pretreatment with cocaine caused sensitization of cocaine motor re-
sponse and locomotor cross-sensitization with nicotine. In the self-administration experiments repeated
cocaine administration caused an increase in the nicotine break point and nicotine intake during a 24 h
binge session.

© 2013 Published by Elsevier Inc.

1. Introduction Pre-clinical studies also provide evidences for cocaine-induced

increase in the vulnerability to nicotine abuse and addiction. For exam-

7 days. Three days after the last injection, rats were challenged with either saline or cocaine (15 mg/kg; :

was dissected. The dynorphin (DYN), p-opioid receptor (mu opioid), neuropeptide Y (NPY), brain-derived :

An important issue in the field of drug abuse research is the char-
acterization of risk factors related to increased vulnerability to drug
addiction (Anthony and Petronis, 1995). There is growing clinical
evidence suggesting that previous exposure to cocaine increase the
vulnerability to nicotine addiction. Controlled human studies have
demonstrated that acute cocaine administration increases cigarette
smoking (Roll et al., 1996). Moreover, cocaine-dependent smokers
often report smoking more cigarettes during cocaine use (Budney et
al.,, 1993,1997 Torchalla et al., 2011).
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ple, in rhesus monkeys, higher rates of combined nicotine and cocaine
self-administration were observed, relative to isolated cocaine or nico-
tine self-administration (Freeman and Woolverton, 2009; Mello and
Newman, 2011).

In rats, several studies have demonstrated the effects of nicotine
exposure on cocaine self-administration (Horger et al., 1992; Anker
and Carroll, 2011). For example, it has been reported that nicotine
exposure increases the acquisition rates of cocaine self-administration
(Horger et al,, 1992) and its break point under a progressive-ratio
(PR) schedule of reinforcement (Anker and Carroll, 2011). While, sever-
al studies have demonstrated the influence of nicotine exposure on
cocaine self-administration, the effect of previous exposure to cocaine
on nicotine self-administration has been poorly investigated.

Repeated nicotine administration may also lead to a sensitized
locomotor response following psychostimulant challenge (Santos et
al., 2009). This phenomenon is termed behavioral cross-sensitization.
Behavioral sensitization is suggested to reflect neuroadaptive processes
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associated to drug addiction (Robinson and Berridge, 1993). Recently, it
was demonstrated that nicotine priming enhances cocaine-induced be-
havioral sensitization. However the effect of previous cocaine treatment
on nicotine-induced locomotor sensitization has not demonstrated yet.

Many studies indicate that neuroadaptations of the mesocorticolimbic
dopamine system are related to drug abuse and addiction (Wise, 2009;
Pierce and Kumaresan, 2006; Nestler, 2001; Kalivas, 2007). In this way,
it has been demonstrated that repeated cocaine or nicotine exposure
produces many long-lasting alterations in the mesocorticolimbic sys-
tem that contribute to addiction-like behaviors (Cao et al., 2011; Koya
et al,, 2009; Guez-Barber et al,, 2011).

It has been proposed that cocaine and nicotine produce persistent
alterations in the mesolimbic system due to changes in gene expression
(Russo et al, 2010; Dreyer, 2010). Studies suggest that administration
simultaneous of equipotent doses of nicotine and cocaine, produce
additive effects on nucleus accumbens dopamine release (Sziraki et
al., 1999; Gerasimov et al., 2000). However, change in gene expression,
associated with the effect of cocaine on increased vulnerability to nico-
tine addiction is still poorly understood.

Cocaine and nicotine modulate the release of neurotransmitters,
which activate their different receptors, leading to the activation of tran-
scription factors. Transcriptional activation in the mesocorticolimbic sys-
tem has been associated to neural plasticity related to the development
of drug addiction (Chandrasekar and Dreyer, 2009).

Indeed, repeated cocaine or nicotine administration may change the
expression of neurotransmitters (e.g. dynorphine (DYN), neuropeptide
Y (NPY)), receptors (e.g. -opioid receptor, tropomyosin-related tyro-
sine kinase B receptor (TrkB) and corticotropin-releasing factor recep-
tor type 1 (CRF-R1)), and transcription factors (e.g. brain-derived
neurotrophic factor (BDNF)) (Ang et al, 2001; Ghitza et al, 2010;
Hope et al., 1994; Houdi et al., 1998; Kivinummi et al., 2011; Nestler,
20054, 2005b, 2008; Shippenberg and Rea, 1997). These changes may
increase drug-seeking behavior.

Thus, the goal of the present study was to investigate the behavioral
and molecular changes that result from the interactions between co-
caine and nicotine. To this end we evaluated whether the pretreatment
with cocaine could modify cocaine- or nicotine-induced locomotor ac-
tivity, nicotine intravenous self-administration, and the expression of
DYN, mu opioid, NPY, BDNF, TrkB and CRF-R1 genes.

2. Materials and methods
2.1. Subjects

Male Wistar rats, 225-250 g at arrival, obtained from the animal
breeding facility of the Univ. Estadual Paulista — UNESP were individu-
ally housed in plastic cages 19 cm (width)x30 cm (length) x14 cm
(height).

Rats were continuously maintained on a reversed light cycle
(12-h:12-h, lights off at 08:00 a.m.) with controlled temperature
(21 °C) and humidity (35-40%), with unrestricted access to food
and water. During the experiment, rats received 18 g rat chow per
day provided in their home cage after each daily experimental
session. This feeding schedule results in the gradual weight gain of
approximately 15 g/week (Donny et al., 1995). Unlimited access to
water was available throughout all experiments. All experiments
were performed during the dark phase.

The experimental protocol was approved by the Ethics Committee
for Use of Human or Animal Subjects of the School of Pharmaceutical
Science — UNESP (CEP-19/2008).

2.2. Locomotor response to cocaine and nicotine
2.2.1. Apparatus

Locomotor activity measures were conducted in commercially avail-
able (Columbus Instruments, Columbus, OH, USA) activity monitoring

chambers, consisting of Plexiglas cages. The chambers, measuring
44 cm (width)x44 cm (length) x20 cm (height) ¢cm included 10
pairs of photocells beams, which were used to measure the horizontal
locomotor activity. The consecutive interruption of two beams was
recorded as one locomotor count.

2.2.2. Locomotor measurement

Rats were pretreated with cocaine (20 mg/kg; i.p.) or saline for
7 days (Marin et al,, 2008). Three days after the last cocaine (COC) or
saline (SAL) administration, rats were challenged with saline (COC-
SAL n=10; SAL-SAL n=10) or cocaine (15 mg/kg; i.p.) (COC-COC
n=10; SAL-COC n=10). Immediately following the injections,
animals were put in an activity chamber and their locomotor activity
was recorded during a 30-minute testing session as described above. In
the very next day the same animals received saline (COC-SAL n=10;
SAL-SAL n=10) or nicotine (NIC) (0.4 mg/kg; s.c.) (COC-NIC n=10;
SAL-NIC n=10). Immediately following the injections, animals were
put in an activity chamber and their locomotor activity was recorded
during a 15-minute testing session as described above. In both
tests, animals were allowed a 20-minute habituation period to the
photocell apparatus immediately prior to injections. Animals from
different groups were tested randomly during the dark phase
between 10:00 a.m. and 14:00 p.m.

2.3. Intravenous drug self-administration

Seven days after the locomotor test, animals were subjected to in-
travenous nicotine self-administration procedures. The general pro-
cedure was adapted from George et al. (2007).

2.3.1. Apparatus

For nicotine self-administration the animals were put individually
in Plexiglas experimental chambers (30 x30.5x24.5 cm), enclosed in
light- and sound attenuating boxes. The floor of the chambers
consisted of a Plexiglas tray covered with sawdust. A hole in the ceil-
ing allowed the passage and free movement of the tethered catheter
(Strategic Applications Inc., Libertyville, IL, USA) that was connected
to a counterbalanced swivel and an infusion pump (Insight Equip-
ments®, Ribeirdo Preto, SP, Brazil). The front wall of the chamber
contained one interchangeable panel. The panel was equipped with
two levers, located 5 cm from the floor, two cue lights (red and
green) above each lever and a session light in the middle of the
panel (12 cm from the floor).

2.3.2. Drug

(—) — Nicotine 99% was obtained from Sigma-Aldrich (St Louis,
MO, USA). The dose of nicotine was chosen based on previous exper-
iments conducted in our laboratory (Ledo et al., 2012).

2.3.3. Training

Training consisted of three 60-minute training sessions, in which
each response on the active lever (alternated between left and right
sides) was reinforced with the delivery of 0.2 ml sucrose (6%) (fixed
ratio schedule of reinforcement; FR 1), followed by a 10-second
time-out. Each rat was allowed continuous access to sucrose
solution during the entire 60-min. Responding on the inactive lever
had no scheduled consequence.

2.3.4. Surgery

Twenty-four hours after the last training session, cocaine and sa-
line pretreated rats were implanted with permanently indwelling
catheters (Silastic™ silicon tubing, inner diameter =0.63 mm, outer
diameter =1.17 mm) into the right jugular vein under a combination
of ketamine (100.0 mg/kg) and xylazine (6.0 mg/kg) anesthesia. The
catheter was passed subcutaneously to the rat's back where it exited
through a small incision and was affixed to a plastic pedestal
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(Strategic Applications Inc., Libertyville, IL, USA) mounted inside a
harness system (Strategic Applications Inc., Libertyville, IL, USA).
Rats were allowed to recover from surgery for 7 days in their home
cage with free access to food and water. To prevent inflammation
and infection rats received cetoprophen 1% (5.0 mg/kg; i.m.), and
cefazolin (10.0 mg/kg; iv.) for three consecutive days following
surgery.

The catheter was flushed daily with heparinized saline (20 IU/ml)
and 0.2 ml of saline in order to maintain the catheter's patency.

2.3.5. Nicotine self-administration

After recovering from surgery all rats were initially given unlimited
access to sucrose (6%) self-administration, in which each lever press
was reinforced with the delivery of 0.2 ml sucrose (6%) (fixed ratio
schedule of reinforcement; FR 1), followed by a 10-second time-out.
During self-administration sessions, a green cue light above the active
lever signaled sucrose availability and a red cue light, also above the ac-
tive lever, signaled sucrose delivery. During the time-out period, the
green and red cue lights were extinguished and lever press were
recorded but had no consequences. Each daily session was terminated
after 60-min of access. After three sessions of sucrose reinforcement
nicotine self-administration was assessed during 3-hour sessions.
Initially, nicotine (0.03 mg/kg per infusion) was infused (0.1 ml/s)
associated to sucrose 6% (0.2 ml, v.0.) delivered on schedule of
reinforcement (FR1) for the active lever. Responses on the inactive
lever were recorded but had no programmed consequence. Each daily
session was terminated after 10 drug infusions or 3-h of access,
whichever occurred first. Simultaneous administration of sucrose and
nicotine sessions was ended after completing 10 drug infusions within
3-h over two consecutive days. Following this period only nicotine
(0.03 mg/kg per infusion) was infused (0.1 ml/s) on schedule of
reinforcement (FR1) for the active lever. After completing 10 infusions
of nicotine within 3-h over two consecutive days, the FR schedule was
progressively increased to fixed ratio 3 (FR 3). Rats were maintained
for at least four additional days on a limited access on FR 3 schedule be-
fore being examined during a progressive ratio schedule of reinforce-
ment. The acquisition and maintenance took about 15 days.

2.3.6. Progressive ratio schedule of drug reinforcement

After the acquisition and maintenance phase, self-administration
according to a progressive ratio (PR) schedule of drug reinforcement
was verified. The progression of response requirements followed the
algorithm: 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26... The final in-
fusion delivered was defined as the break point. The PR session was
terminated once the rat failed to obtain an infusion during 60-min.
The average number of total responses and the last ratio completed
across three PR trials for each individual rat was calculated.

2.3.7. 24-h unlimited access drug “binge”

After the final PR session, each rat was allowed one additional day of
limited drug access (0.03 mg/kg per infusion of nicotine, FR3 schedule,
total of 10 infusions). The very next day, a 24-hour binge protocol
was implemented starting approximately at 10:00 a.m. Each rat was
allowed continuous access to drug infusions (0.03 mg/kg per infusion
— 0.1 ml/s) on FR1 schedule during the entire 24-hour binge. The
amounts of drug self-administered as well as the pattern of responding
were recorded.

2.4. Real time-polymerase chain reaction (RT-PCR)

Posterior, RT-PCR was used to determine changes of DYN, mu opi-
oid, NPY, BDNF TrKB and CRF-R1, twenty-four hour after the “binge”
session. Briefly, animals were killed by rapid decapitation and the
nucleus accumbens was isolated, frozen in liquid nitrogen and stored
in -80C freezer for posterior RT-PCR assay. mRNA was extracted ho-
mogenizing individual samples in TRIzol® Reagent (Invitrogen, cat#

15596-026) according to the manufacturer's instructions. Briefly,
TRIzol® Reagent was added to each sample and the aqueous layer
was isolated following centrifugation. Total mRNA was precipitated
with isopropanol in the presence of linear acrylamide overnight. Sam-
ples were centrifuged and the extracted mRNA pellets were washed
with 70% ethanol and re-suspended in diethylpyrocarbonate water.
Total mRNA was quantified and its quality was examined through
the ratio 260/280 and the integrated of the bands was seen in gel of
agarose. Next the total mRNA was reverse-transcribed into cDNA
with random hexamers using Superscript III (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). The primer sequences used to amplify DYN, mu opioid, NPY,
BDNF TrKB and CRF-R1, were listed in Table 1. Real-time RT-PCR was
performed in a total volume of 25 pl buffer solution containing 5 pl of
template ¢DNA, 125u 2x SYBR Green Master mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), 1.5 il MQ and 15 pM of each primer.
The absolute cDNA quantities were determined, using standard curves,
with Applied Bioscience 7500 System Software. Cycle thresholds (Ct)
were calculated from triplicate reactions using the second derivative
of the amplification curve. DYN, mu opioid, NPY, BDNF TrKB and
CRF-R1 Ct values were normalized to GAPDH Ct values (DCt) since
GAPDH was not regulated by cocaine/nicotine. Fold changes were cal-
culated using the DDCt method as described (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, USA).

2.5. Statistics

Data from the locomotor activity were analyzed by two-way
ANOVA for repeated measure considering pretreatment (saline vs. co-
caine) and time after saline and cocaine or nicotine test injections as
the repeated factor. When a significant (p<0.05) main effect was ob-
served F-tests for contrast analysis were applied.

Nicotine self-administration and gene expression data were ana-
lyzed using Student's t-tests comparing saline and cocaine groups.
Significant differences are reported for p<0.05.

3. Results
3.1. Locomotor activity

3.1.1. Cocaine locomotor sensitization

Two-way ANOVA revealed significant differences for pretreatment
[F(1,15)=4.91;p<0.05] and time after injection [F(1,15)=17.33;
p<0.001] factors. In addition, the interaction between factors was
also detected [F(1,15)=7.03; p<0.001].

Further analysis (F-Test) showed that rats pretreated with cocaine
showed significantly higher cocaine-induced locomotor activity when
compared to the saline pretreated ones from 5 to 20 min after cocaine
injection (Fig. 1), evidencing that the pretreatment with cocaine caused
sensitization to its motor response (p<0.05).

Table 1
Genes 5’-3’ sequence
CRFR1-For TTGGCAAACGTCCTGGGGTAT
CRFR1-Rev GCGGACAATGTTGAAGAGAAAG
BDNF-For TCACAGCGGCAGATAAAAAGACT
BDNF-Rev GTGTCTATCCTTATGAACCGCCAGCCAA
TrKb-For CCTCGTTGGAGAAGATCAAG
TrKb-Rev CGTGGTACTCCGTGTGATTG
Dyn-For CTCTCCAGCAGGTTTGGC
Dyn-Rev CTGGGACCGAGTCACCAC
Miopio-For TTACGGCCTGATGATCTTACGA
Miopio-Rev GGTGATCCTGCGCAGATTC
NPY-For GGGGCTGTGTGGACTGACCCT
NPY-Rev GATGTAGTGTCGCAGAGCGGAG
GAPDH-For ATGGGAAGCTGGTCATCAAC
GAPDH-Rev ACGCCAGTAGACTCCACGAC
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3.1.2. Nicotine locomotor cross-sensitization

Two-way ANOVA did not reveal significant differences for the
pretreatment factor [F(1,15) = 2.90; p<0.05]. However, ANOVA revealed
a main effect of time after injection [F(1,15) =5.56;p<0.05]. ANOVA did
show the interaction between factors [F(1,15) =2.13; p<0.05].

Further analysis (F-Test) showed that rats pretreated with cocaine
showed significantly higher nicotine-induced locomotor activity
when compared to the saline pretreated ones in the first 5 min
(Fig. 2), evidencing the cross-sensitization between cocaine and nico-
tine (p<0.05).

3.2. Nicotine self-administration

3.2.1. Progressive ratio schedule

Fig. 3 depicts the number of responses and the last ratio achieved
(break point) in a progressive ratio schedule to nicotine in animals
pretreated with cocaine or saline.

Student t-test revealed a significant increase in the number of re-
sponses to obtain nicotine in the cocaine pretreated group when
compared to the saline pretreated one (t(15) =5.06;p<0.01). In addi-
tion, the last ratio achieved was higher in the cocaine group as com-
pared to the saline one (t(15)=5.32;p<0.001) (Fig. 3).

3.2.2. Twenty-four hour unlimited access nicotine (“binge”)

Fig. 4 depicts the number of responses, reinforcement and the total
nicotine intake during 24-hour “binge” session in cocaine or saline
pretreated animals.

Student t-test revealed a significant increase in the number of re-
sponses (t(15)=2.19;p<0.05), reinforcements (t(15)=2.78;p<0.05),
and nicotine intake (t(15)=2.80;p<0.05), in the cocaine pretreated
rats when compared to the saline pretreated ones.

3.3. Real time-polymerase chain reaction

Fig. 5 depicts the quantitative RT-PCR of DYN, mu opioid, NPY, BDNF,
TrKB and CRF-R1 twenty-four hours after the “binge” session.

Student t-tests revealed a significant increase in BDNF expression in
the cocaine pretreated rats when compared to the saline pretreated
ones (t(11)=2.61;p<0.05). The expression of DYN, mu opioid, NPY,
TrkB or CRF-R1 was not significantly modified by the pre-treatment
with cocaine.

4. Discussion

In the present study we evaluated whether the pretreatment with
cocaine could modify cocaine- or nicotine- induced locomotor activity,
nicotine intravenous self-administration, and the expression of DYN,
mu opioid, NPY, BDNF, TrkB and CRF-R1 genes (Fig. 6).

Repeated cocaine administration resulted in cocaine and nicotine lo-
comotor sensitization followed by an enhanced in nicotine break-point
and intake during a 24 h binge session. Furthermore, these alterations
in nicotine addiction-like behaviors were accompanied by a selective
increase in BDNF expression in the nucleus accumbens. Our results sug-
gest that previous cocaine exposure may increase the vulnerability to
nicotine addiction.
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In rodents, depend on the dose, repeated exposure to drugs of 350
abuse may induce behavioral sensitization, that has been defined as 351
a progressive and enduring enhancement of the motor stimulant ef- 352
fects of these drugs (Robinson and Berridge, 2000).

Our results are in accordance with other showing that repeated co- 354
caine injections cause locomotor sensitization (Brown et al., 2011; :
Marin et al., 2008, 2009; Wuo-Silva et al., 2011). However, an important 356
finding of our study is the observation of cross-sensitization between
cocaine and nicotine. There are evidences that repeated nicotine injec-
tions increase the locomotor effects of cocaine. For instance, it has
been shown that adult and adolescent rats pre-treated with nicotine
displayed locomotor sensitization to psychostimulants, such as, cocaine
or amphetamine (Collins and Izenwasser, 2004; Santos et al., 2009).
However, Levine and colleagues (2011) showed in mice, that the
pretreatment with cocaine did not sensitize the locomotor response to
nicotine. The lack of consensus between our results and Levine's results 365
may be due to differences in the species used (rats vs. mice), and nico- 366
tine challenge dose and route. To our knowledge, we have shown for 367
the first time that the repeated pretreatment with cocaine causes 368
cross-sensitization to nicotine. 369

Considering that behavioral sensitization is thought to reflect molec- 370
ular and cellular changes involved with the increase in the motivation 371
to drug self-administration (Robinson and Berridge, 2000, 2001, 2008; 372
Moussawi et al., 2009), we investigate whether repeated cocaine expo- 373
sure could also increase the motivation and self-administration. 374

We observed that previous repeated cocaine administration com- 375
bined with the nicotine self-administration caused an increase in 376
nicotine break point. Although nicotine self-administration in ro- 377
dents has been demonstrated in a number of laboratories (see Le 378
Foll and Goldberg, 2009 for review), to our knowledge this is the 379
first study to demonstrate that repeated cocaine exposure increases 380
nicotine self-administration. 381

In our study, the PR schedule revealed a significant increase in the 382
break-point in rats pretreated with cocaine relative to those pretreated 383
with saline, suggesting that they may be more motivated to obtain 384
nicotine when pre-exposed to cocaine. In the same way, it has been 385
demonstrated that previous exposure to nicotine increased the PR 386
response to cocaine self-administration (Bechtholt and Mark, 2002). 387
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Although tobacco is considered highly addictive in humans, in animal
models the reinforcing efficacy of nicotine is weak (Robinson and
Pritchard, 1992). Thus our data, showing that cocaine-induced increase
in nicotine the PR schedule is quite relevant since they corroborate the
clinical hypothesis that cocaine intake is a risk factor for tobacco addic-
tion (Cousins et al., 2001).

Similarly, studies carried out in rhesus monkeys, showed that com-
bined self-administration of nicotine and cocaine was higher relative to
isolated cocaine or nicotine (Freeman and Woolverton, 2009; Mello and
Newman, 2011). This interaction has also been demonstrated to other
drugs, as previously reported by Henningfield and Griffiths (1981).
These authors showed that the previous exposure to methylphenidate
increased nicotine-taking in a fixed ratio schedule.

We observed that repeated cocaine treatment also caused escalation
of nicotine-taking behavior during a 24 h binge session, which was ac-
companied by persistent increase in lever pressing response. The 24-h/
day-access model is relevant, in special for nicotine self-administration,
because it is able to evaluate possible interferences of the circadian pat-
tern, which appears to be present in human smokers (Chandra et al.,
2007; Frederiksen and Frazier, 1977; Morgan et al., 1985).

This increase in nicotine intake could be due to cocaine withdrawal
symptoms, which could do the rats take more nicotine to relief these
symptoms. But more studies should be performed to address this issue.
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Also, evidence has shown that previous nicotine administration
can increase the cocaine reward, measured by conditioned place pref-
erence (Levine et al., 2011). Taken together, these findings suggest
that the repeated exposure to these substances can promote similar
neuroadaptations in the brain reward pathway. Since, studies have
demonstrated that the capacity of drugs and other environmental 416
manipulations to promote increased sensitivity to drug's stimulant 417
effects and escalation of drug intake has been associated with 418
neuroadaptations in the dopaminergic mesolimbic system (Nestler, 419
2005a,b; Thomas et al., 2008). Repeated cocaine or nicotine exposure 420
can promote alterations on selected signaling cascades and growth 421
factors of excitatory transmission implicated in neuroplasticity un- 422
derlying addiction-related behaviors (Bhang et al., 2010; Malenka 423
and Bear, 2004; Mufioz et al., 2011; Poo, 2001; Sweatt, 2009). Multi- 424
ple lines of evidence suggest that BDNF is involved in processes of 425
addiction, craving and withdrawal (Grimm et al., 2003; Horger et 426
al,, 1999; Pu et al., 2006). Evidences show an association between nic- 427
otine dependence and alterations in BDNF expression level (Andresen et 428
al,, 2009; Bhang et al., 2010; Kenny et al., 2000). 429

Our results show a selective increase in the levels of BDNF mRNA 430
twenty-four hours after the end of the “binge” session in rats pretreated 431
with cocaine. These results suggest that pretreatment with cocaine on 432
its own or in combination of nicotine self-administration increased 433
BDNF mRNA levels in the nucleus accumbens. Indeed, it has been dem- 434
onstrated that contingent and noncontingent cocaine exposure increase 435
BDNF protein levels in the striatum (Graham et al., 2007; Liu et al., 2006; 436
Zhang et al, 2002). Moreover, it was demonstrated that repeated 437
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exposure to cocaine produced long-lasting increase in BDNF levels in
the nucleus accumbens that is associated with enhanced responsive-
ness to cocaine self-administration (Grimm et al., 2003). In addition,
Richardson and Roberts (1996) studies showed that injections of
BDNF into the nucleus accumbens increased rats' motivation to work
for cocaine in a progressive ratio reinforcement schedule of cocaine
self-administration. Recently, a clinical study reported increased BDNF
plasma levels in abstinent smokers (Bhang et al., 2010). In animals, it
was demonstrated that repeated daily injections nicotine increased
accumbal BDNF in adolescent mice (Correll et al., 2009). Furthermore,
Kivinummi and colleagues (2011) showed that a chronic oral nicotine
treatment, which promotes increase in nicotine intake, promoted en-
hanced BDNF levels in the nucleus accumbens.

Unfortunately, our experimental design makes difficult to state
which manipulation could be mediating these alterations. Future
studies in our laboratory will specifically address this issue.

Although, studies have showed that BDNF-induced neural plastic-
ity is mediated by the TrkB receptor and that repeated cocaine admin-
istration increase TrKB expression (Crooks et al., 2010), we did not
find up-regulation of this gene.

Although we have not found changes in DYN, mu opioid, NPY, TrKB
and CRF-R1 mRNA levels, other studies have demonstrated their involve-
ment in the behavioral effects of nicotine. For example, blockade of the
brain stress system using a corticotropin-releasing factor-1 (CRF1) recep-
tor antagonist decreases nicotine intake in rats (George et al., 2007). Sim-
ilarly, the antagonism of opioid neurotransmission by pretreatment with
naloxonazine, a mu opioid antagonist, significantly reduced the number
of nicotine infusions during a self-administration session (Liu and
Jernigan, 2011). Moreover, it has been demonstrated that nicotine loco-
motor sensitization was accompanied by downregulation in NPY mRNA
levels in the medial nucleus of amygdala (Aydin et al,, 2011).

Overall, pretreatment with cocaine induced sensitized locomotor
response to cocaine and nicotine, and escalated of nicotine
self-administration accompanied by enhancement of BDNF expres-
sion in of accumbens neurons.

5. Conclusion

Pretreatment with cocaine caused sensitization of cocaine motor re-
sponse and locomotor cross-sensitization with nicotine. In the self-
administration experiments repeated cocaine administration caused an
increase in the nicotine break point and nicotine intake during a 24 h
binge session.
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