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RESUMO

A sensibilizacdo comportamental €& caracterizada pelo aumento
progressivo e duradouro da atividade locomotora induzida pelos psicostimulantes
e outras substancias de abuso, decorrente da administracdo repetida dessas
substancias. Esse fenbmeno tem sido extensivamente estudado em animais
experimentais e tem sido implicada como um componente fundamental na
dependéncia a substancias psicoativas. Nicotina e psicostimulantes sdo sempre
utiizados em combinagcdo. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
sensibilizagdo cruzada entre nicotina e anfetamina em ratos expostos ao
tratamento repetido com essas substancias na adolescéncia. Nos avaliamos o
efeito do tratamento com nicotina (0,4 mg/kg; s.c.) ou anfetamina (5 mg/kg, i.p.)
do dia pos natal (P) 28-34 sobre os efeitos na atividade locomotora induzida pela
anfetamina (1,0; 2,5; 5,0 mg/kg, i.p.) ou nicotina 3 (P37) e 10 (P44) dias apds o
término do tratamento. Além disso, os efeitos da anfetamina ou nicotina foram
avaliados 36 dias (P70) apos os tratamentos com nicotina ou anfetamina para
determinar se os efeitos da exposicdo da exposicdo as substancias na
adolescéncia persistiam até a idade adulta. Os animais adolescentes pré-tratados
com anfetamina foram sensibilizados aos efeitos sobre a atividade locomotora
induzidos pela nicotina. Além disso, o pré-tratamento com nicotina na
adolescéncia aumentou a atividade locomotora induzida por 5,0 mg/Kg de
anfetamina. Apesar de ratos adultos serem menos sensiveis a nicotina, essa
substancia aumentou significativamente a atividade locomotora em ratos adultos
pré-tratados com anfetamina na adolescéncia. E ainda, em ratos adultos, o pré-
tratamento com nicotina na adolescéncia aumentou a atividade locomotora
induzida por 1,0 mg/Kg de anfetamina. Esses resultados sugerem a
sensibilizagcdo cruzada entre anfetamina e nicotina em ratos adolescentes. Além

disso, que a sensibilizagao é duradoura e persiste até a idade adulta.
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ABSTRACT

Behavioral sensitization is a progressive and enduring enhancement of
the motor stimulant effects of psychostimulants and other drugs of abuse, elicited
by repeated administration of these drugs. This phenomenon has been
extensively studied in experimental animals and has been implicated as a key
component in drug addiction. Nicotine and psychostimulants are often abused in
combination. The aim of the present study was to examine the cross-sensitization
between nicotine and amphetamine in rats exposed to repeated treatment with the
drugs during adolescence. We evaluated the effects of the treatment with nicotine
(0.4 mg/kg; s.c.) or amphetamine (5.0 mg/kg, i.p.) from postnatal day (P) 28 — P34
on amphetamine- (1.0, 2.5, 5.0 mg/kg, i.p.) or nicotine — induced locomotor activity
3 (P37) or 10 days (P44) after drug treatment ended. Further, the effects of
amphetamine or nicotine were examined 36 days (P70) after nicotine or
amphetamine treatments to determine whether the effects of drug exposure during
periadolescence persisted into adulthood. Adolescent animals pretreated with
amphetamine were sensitized to the locomotor-activating effects of nicotine.
Moreover, the pretreatment with nicotine during adolescence increased locomotor
activity induced by 5.0 mg/kg of amphetamine. Although adult rats are less
sensitive to nicotine, this drug significantly increased the locomotor activity in adult
rats that were pretreated with amphetamine during adolescence. In addition, in
adult rats, the pretreatment with nicotine during adolescence increased locomotor
activity induced by 1.0 mg/kg of amphetamine. These data suggest the cross-
sensitization between amphetamine and nicotine in adolescent rats. Moreover, the

sensitization is long-lasting and persists until adulthood.
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1. INTRODUGAO

1.1 - Dependéncia a substancias psicoativas

Atualmente, a dependéncia as substéncias psicoativas € conceituada
como uma sindrome comportamental na qual o uso da substancia adquire
prioridade na vida do individuo. De acordo com esse conceito, a dependéncia &
caracterizada por um conjunto de sinais e sintomas indicativos de que o individuo
perdeu o controle do uso da substdncia e o mantém a despeito das suas
consequéncias adversas, segundo o DSM-IV (Nestler, 2001).

Nos primeiros estudos sistematicos com o objetivo de compreender a
farmacodependéncia, predominaram as investigacbes das conseqléncias
aversivas decorrentes da interrupgcdo do uso das substancias psicoativas, quadro
denominado de sindrome de abstinéncia (Jaffe, 1990).

A sindrome de abstinéncia é um conjunto de sinais e sintomas,
geralmente opostos aos efeitos agudos das substancias psicoativas, que causam
desconforto intenso ao individuo, caracterizando assim, a dependéncia fisica
(O’Brien, 2001). Assim, foi proposto que individuos que desenvolvessem a
dependéncia fisica manteriam o uso da substancia para evitar o desconforto da
retirada e dessa forma a substdncia atuaria como um reforgcador negativo
(O’Brien, 2001). Embora todas as substdncias psicoativas que produzem
dependéncia induzam a sindrome de abstinéncia, os sinais e sintomas, com
excecao da fissura, sdo especificos para cada substancia (ou classe de
substancia) e, portanto devem ser mediados pela neuroadaptacdo de sistemas

neurais distintos.
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As pesquisas recentes tém se concentrado na busca dos elementos
comuns subjacentes ao desenvolvimento da dependéncia as diferentes
substancias psicoativas. Dessa forma, o conhecimento relativo a uma substancia
poderia ser estendido as outras, elaborando-se, assim, uma teoria geral para
explicar esse fenbmeno.

Dessa maneira, sugere-se que todas as substancias psicoativas que
induzem dependéncia sao reforgcadores positivos, isto €, tém em comum a
propriedade de causar efeitos euforizantes ou prazerosos (Wise & Bozarth, 1987).
O efeito reforgador positivo das substancias psicoativas é decorrente da ativacao
aguda de um substrato neurobiolégico comum — o sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico. Os principais componentes do circuito do reforgco sdo a area
tegmental ventral (sitio de corpos celulares de neurdnios dopaminérgicos) e suas
projecbes para regides do sistema limbico incluindo o nucleo aumbens, o
tubérculo olfativo, a amigdala e o cortex frontal e limbico (Koob, 1992; Koob & Le
Moal, 2001).

O efeito reforgador positivo, ou seja, a sensacao de prazer causada pela
substancia psicoativa, explica a experimentacdo e o0 seu uso ocasional.
Entretanto, o desenvolvimento da dependéncia parece ser um fendmeno mais
complexo que resulta da interacdo entre a substancia psicoativa, o individuo e o
ambiente (O’ Brien, 2001). Além disso, essa teoria ndo explica as principais
caracteristicas da dependéncia como ela é conceituada atualmente: a perda do
controle do uso da substancia e seu uso a despeito das consequéncias adversas
(World Health Organization, 1992; O’Brien, 2001).

Robinson & Berridge (1993) propuseram uma nova teoria, segundo a qual

0 uso compulsivo das substancias psicoativas resultaria de processos
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neuroadaptativos causados pelo uso repetido das mesmas. E amplamente
conhecido o fato de que os efeitos das substancias psicoativas se modificam no
decorrer do uso prolongado. Essas alteragdes expressam-se como tolerancia ou
sensibilizagado comportamental.

A sensibilizagdo comportamental caracteriza-se pelo aumento gradual e
progressivo da atividade locomotora observado apds a administragao repetida da
substancia, e € um fenbmeno comum a todas as substancias psicoativas que
produzam dependéncia (Post & Contel, 1983; Robinson & Becker, 1986). A
sensibilizagdo comportamental foi descrita para a cocaina (Miserendino & Nestler,
1995), anfetamina (Robinson & Becker, 1986; Aizenstein et al., 1990; Vezina &
Queen, 2000); morfina (Kalivas & Duffy, 1987; Powel & Holtzman, 2001); etanol
(Phillips et al., 1997), nicotina (Domino, 2001; Shim et al., 2001) e delta-9-THC
(Cadoni et al., 2001).

A sensibilizagdo comportamental resulta de adaptagdes neuroquimicas e
moleculares do sistema dopaminérgico (Robinson & Becker, 1986; Nestler et al.,
2001), contudo, segundo Robinson & Berridge (1993) a sensibilizagdo né&o
resultaria no aumento do efeito reforcador das substancias psicoativas, mas da
saliéncia motivacional do estimulo.

De acordo com Robinson & Berridge (1993; 2000; 2001) ao invés de
mediar apenas a sensagao subjetiva de prazer, a dopamina regularia o impulso
motivacional e a atengdo a estimulos salientes, incluindo os estimulos
reforcadores.

Segundo Robinson & Berridge (1993; 2000; 2001), as substancias
psicoativas produziriam sensibilizagdo do sistema dopaminérgico e isto tornaria os

estimulos (uso da substancia e comportamentos relacionados) altamente
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salientes, atrativos e desejados. Assim, com o uso repetido, as substancias
psicoativas e os estimulos associados tornam-se progressivamente mais atrativos
e capazes de controlar o comportamento. Com o uso prolongado, o “querer”
evolui para o desejo obsessivo que se manifesta pelo comportamento de
compulsdo pela substancia psicoativa.

Recentemente, Covington e Miczek (2001), utilizaram o modelo de auto-
administracdo com acesso continuo (FR1) a substancia por 24 horas (“binge”),
para avaliar a relacédo entre sensibilizacdo comportamental e a perda do controle
do uso de cocaina, compatibilizando, assim, o paradigma experimental com o
conceito atual de dependéncia e a teoria proposta por Robinson & Berridge

(1993).

1.2 — Substancias psicoativas

1.2.1. Anfetamina

A anfetamina (B-fenilisopropilamina), um farmaco sintético, tem estrutura
quimica da feniletilamina substituida com um grupo CHs; no carbono o (Goodman
& Gilman, 2001). Suas propriedades psicostimulantes foram descritas no inicio do
século XX por Gordon Alles, que pesquisava um substituto mais potente para o
descongestionante nasal efedrina. Alles verificou que quando inalada ou
administrada por via oral, a anfetamina reduzia drasticamente a fadiga,
aumentava o alerta e causava sensagao de euforia. A anfetamina tornou-se
disponivel nos Estados Unidos em 1932 como um medicamento sem necessidade
de prescricdo meédica. Sua indicagdo terapéutica inicial foi como

descongestionante nasal, porém logo foram descritos relatos do uso abusivo
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devido a suas propriedades estimulantes (Hanson et al., 2004). Devido a auséncia
de restricoes, os produtos anfetaminicos eram utilizados para o tratamento de
varias patologias como obesidade, alcoolismo, depressdo e esquizofrenia
(Hanson et al., 2004). Nos Estados Unidos, a partir de 1965 essas substancias
passaram a ter um controle mais rigoroso e a legislagdo de 1970 comegou a
regular a fabricagéo e distribuicdo de anfetaminicos e outras substancias (Luna,

2001).

O uso epidémico de prescrigdes de produtos anorexigenos anfetaminicos
no final dos anos 60 revelou o potencial de dependéncia da anfetamina (Hanson
et al., 2004). O abuso de estimulantes como a anfetamina ocorre em varios
segmentos da populagao, incluindo atletas, motoristas de caminhao, estudantes e
pessoas que querem perder peso rapidamente. Mas, nos Estados Unidos, o uso
predominante ocorre entre adolescentes e jovens de classe média (Luna, 2001).
Ainda nos Estados Unidos, o abuso de anfetaminicos tem aumentado nos ultimos
anos tanto em areas urbanas, como suburbanas e rurais, onde o uso dessas
substancias psicoativas nao era tao difundido. Esse aumento tem sido observado
inclusive em populagdes hispanicas especialmente na fronteira com o México

(Community Epidemiology Work Group, 2004).

No Brasil, o uso de anfetaminicos entre os estudantes de ensino
fundamental e médio esta entre os farmacos psicotropicos que apresentaram
aumento significativo no consumo comparando-se levantamentos realizados nos
anos de 1987 a 1997 (CEBRID, 1997). O abuso parece ocorrer também no
segmento de trabalhadores de diferentes empresas brasileiras. Nesse sentido

Silva & Yonamine (2004) detectaram a presenca de anfetamina em 14, 6% das
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amostras de urina positivas para substancias psicoativas provenientes das
regides Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste. Os autores pesquisaram maconha,
cocaina, anfetamina e associagdes, em amostras das regides Norte, Nordeste,

Centro-Oeste, Sul e Sudeste.

1.2.2. Nicotina

A fumaca do cigarro contém mais de 4.000 substancias quimicas.
Contudo, a maioria dos estudos pré-clinicos e clinicos demonstra que a nicotina é
o principal agente responsavel pelo desenvolvimento da dependéncia ao tabaco
(Stolerman & Jarvis, 1995). A nicotina € um dos poucos alcaldides naturais
liquidos. E incolor, uma base volatil que se torna marrom e adquire o odor de
tabaco na exposi¢cao ao ar (Goodman & Gilman, 2001).

O uso do tabaco surgiu aproximadamente no ano 1000 a.C., nas
sociedades indigenas da América Central, em rituais magicos-religiosos. A planta,
cientificamente chamada Nicotiana tabacum, chegou ao Brasil provavelmente
pela migracdo de tribos tupis-guaranis. Quando os portugueses aqui
desembarcaram, tomaram conhecimento do tabaco pelo contato com os indios
(Instituto Nacional do Cancer, 2005).

A partir do século XVI, o seu uso disseminou-se pela Europa, introduzido
por Jean Nicot, diplomata francés vindo de Portugal. No final do século XIX,
iniciou-se a industrializagdo do tabaco sob a forma de cigarro. A partir de meados
do século XX, com o desenvolvimento de técnicas avangadas de publicidade e

marketing, o uso do tabaco disseminou-se por todo o mundo. A partir da década
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de 1960, surgiram os primeiros relatérios médicos que relacionavam o cigarro ao
adoecimento do fumante e, a seguir, ao do nao-fumante (fumante passivo)
(Instituto Nacional do Cancer, 2005).

O tabagismo é considerado pela Organizagao Mundial da Saude (OMS) a
principal causa de morte evitavel em todo o mundo. A OMS estima que um terco
da populagcdo mundial adulta, isto €, um bilhdo e duzentos milhdes de pessoas
sejam fumantes (Instituto Nacional do Cancer, 2005).

No Brasil um terco da populacao adulta é fumante, sendo 11,2 milhdes de
mulheres e 16,7 milhées de homens. A maioria dos fumantes tem entre 20 e 49
anos de idade (Instituto Nacional do Céancer, 2005). Além das consequéncias
conhecidas do tabagismo como derrames, cancer de pulmado, doengas
coronarianas, a lista de maleficios causados pelo tabaco tem aumentado com a
inclusdo de aneurisma adrtico abdominal, leucemia mieldide aguda, catarata,
cancer cervical, renal, estomacal e pancreatico, pneumonia e periodontite (CDC,

2005).

1.3 - Interagao entre psicostimulantes e nicotina

Os farmacos estimulantes psicomotores séo classificados como agentes
dopaminérgicos de acado indireta. O mecanismo critico pelo qual os
psicostimulantes exercem seus efeitos €& o0 aumento da transmissao
dopaminérgica.

A cocaina bloqueia a proteina transportadora de dopamina, inibindo assim
a recaptacdo do neurotransmissor. A anfetamina tem acdes mais complexas no

terminal dopaminérgico pré-sinaptico, mas sua agao mais significativa € a ligagao
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a proteina transportadora e a indugdo do transporte reverso de dopamina
(Hyman, 1996).

O resultado final das acbes dos psicostimulantes nos terminais
dopaminérgicos € o aumento da concentragdao de dopamina na fenda sinaptica. A
dopamina acumulada na fenda interage com seus receptores iniciando uma
sequéncia de eventos que modifica a atividade neural e finalmente a expressao
do comportamento.

O metilfenidato, dietilpropiona e femproporex sdo derivados anfetaminicos
utilizados na terapéutica. Os principais efeitos desses farmacos estao
relacionados as suas agdes no sistema nervoso central que resultam em alerta,
diminuicdo do senso de fadiga, elevagdo do humor, aumento da iniciativa, da
auto-confianga, da capacidade de concentracao, da fala e da atividade motora.
Essas substancias produzem euforia e apresentam potencial de abuso e
dependéncia.

Estudos pré-clinicos demonstram que, de forma semelhante a anfetamina,
metilfenidato, femproporex induzem preferéncia condicionada por lugar, auto-
administracao e sensibilizagdo comportamental (Shuster et al, 1982; Bergman et
al., 1989; Gaytan et al., 1997; Planeta & Delucia, 1998; Meririinne et al, 2001;
Alcantara et al., 2002).

A nicotina € um agonista dos receptores colinérgicos nicotinicos. No
sistema nervoso central os receptores nicotinicos sdo pentdmeros compostos por
diferentes combinag¢des das cadeias polipeptidicas a e . As cinco subunidades
estao dispostas na membrana celular de tal forma a circundar um canal i6nico. A

ligacdo da nicotina a esses receptores provoca alteragdes conformacionais e
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conseqiiente abertura do canal, permitindo o influxo de cations (Na* e Ca*),

resultando geralmente, em despolarizagdo do neurdnio (Torréo et al., 2002).

De forma semelhante as outras substancias psicoativas a nicotina
também induz sensibilizagdo comportamental em animais adultos (Domino, 2001;
Shim et al., 2001; Cruz et al., 2005). Finalmente o papel do sistema mesolimbico
no abuso de nicotina é confirmado pelo fato de que antagonistas dopaminérgicos
ou lesdes do nucleo acumbens reduzem a sua auto-administragao (Corrigal et al,
1992).

Foi demonstrado ainda que a nicotina estimula a liberacdo de dopamina
no nucleo acumbens tanto in vitro como in vivo (Pontiere et al, 1996). Estudos
utilizando autoradiografia ou hibridizagdo in situ indicam a presenga das
subunidades o e B dos receptores nicotinicos localizados nos corpos celulares
dos neurbnios dopaminérgicos da area tegmental ventral e nos terminais no
nucleo acumbens (Marks et al., 1992; McGeheee & Role, 1995). A administracao
intermitente de nicotina, ou agonistas nicotinicos aumenta a taxa de disparos dos
neurbnios da area tegmental ventral (Calabresi et al., 1989).

Os psicostimulantes também podem modificar a transmissao colinérgica.
Nesse sentido, Bickerdike & Abercrombie (1997) demonstraram que a
administragdo aguda de psicostimulantes aumenta a liberagdo de acetilcolina no
nucleo acumbens e a administracdo repetida aumenta a taxa de disparo dos
neurénios colinérgicos. Além disso, a administragcdo de diidro - - eritroidina,
antagonista de receptores nicotinicos bloqueia o desenvolvimento de
sensibilizagdo comportamental pela anfetamina (Schoffelmeer et al., 2002).

Assim, os psicotimulantes e a nicotina podem interagir no sistema

mesocorticolimbico nos processos que levam ao desenvolvimento da
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by

sensibilizagdo comportamental de tal forma que a exposi¢ao a nicotina pode
modificar a vulnerabilidade aos psicostimulantes e vice-versa. De fato, foi
demonstrada, em animais adultos, a ocorréncia de sensibilizacdo cruzada entre
nicotina e psicostimulantes (Smith et al, 1999).

Ha evidéncias de que a sensibilizagdo comportamental seja duradoura.
Neste sentido, Vanderschuren et al. (1999) demonstraram que uma unica
administragao de anfetamina tem efeito duradouro, evidenciando a sensibilizacéo
a propria anfetamina e sensibilizagdo cruzada a cocaina até 3 semanas apods a
primeira inje¢do aguda da droga. A sensibilizagdo a cocaina também é duradoura.
Em um estudo, Ciccocioppo et al. (2004) mostraram que o estimulo ambiental
associado a uma unica experiéncia de auto-administracdo de cocaina induz a
uma forte busca pela substancia que persiste por até um ano.

Muitos trabalhos investigam o fendbmeno da sensibilizagdo
comportamental e seus mecanismos neurais em animais adultos. Contudo,
comparativamente poucos estudos foram realizados para avaliar a sensibilizacio
em modelos animais de adolescéncia, embora estudos nesses modelos sejam
fundamentais para a compreensao da vulnerabilidade de adolescentes humanos
ao uso de substancias psicoativas. Outro aspecto importante é o fato de que a
sensibilizacdo comportamental € duradoura, e dessa forma a exposicdo a
substancias psicoativas durante a adolescéncia pode ter consequéncias em
estagios posteriores da ontogenia até a idade adulta.

De fato, Carlezon & Konradi (2004) mostraram que ratos expostos ao
metilfenidato na adolescéncia apresentaram sensibilizacdo duradoura e
alteracbes moleculares consistentes com mudancgas profundas nas funcdes de

recompensa neurais na idade adulta.
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1.4 - Nicotina, psicostimulantes e adolescéncia

O abuso de substancias psicoativas entre humanos geralmente tem inicio
na adolescéncia, um periodo da ontogenia em que os individuos exibem
caracteristicas comportamentais idade-especificas, como comportamento de risco
e busca por novidades, que pode predispor ao inicio do uso de substancias
psicoativas (Spear, 2000).

Em ratos, o periodo da adolescéncia, conhecido como “periadolescéncia”
ocorre aproximadamente entre os dias pds-natal (P) 28 a 42 (Spear, 2000). Nesse
periodo, observam-se mudangas neurais consideraveis no sistema nervoso
central do rato. Ha super-expressdo de receptores dopaminérgicos estriatais
(Teicher et al., 1995; Bolanos et al., 1998) e aumento na liberagdo de dopamina
no cortex pré-frontal (Rosenberg & Lewis, 1995). Além disso, o0s niveis de
transportadores de dopamina (Coulter et al., 1996), receptores de dopamina
(Schambra et al., 1994), transportadores de serotonina (Moll et al., 2000) e
receptores de nicotina (Fiedler et al.,, 1990) nesse periodo vao se aproximando
dos niveis encontrados em animais adultos. Essas mudangas neurais podem
levar a respostas comportamentais caracteristicas da adolescéncia.

Os efeitos dos farmacos também s&o diferentes em adultos e
adolescentes. Assim, embora poucos estudos tenham sido realizados em
modelos animais de adolescéncia, ha evidéncias que eles respondem a nicotina
diferentemente de adultos. Por exemplo, ratos adolescentes parecem ser mais
sensiveis aos efeitos reforcadores da nicotina como evidenciado por preferéncia
condicionada por lugar (Vastola et al., 2002). Avaliando-se a atividade locomotora
em resposta a nicotina, foi verificado que ratos adolescentes foram mais sensiveis

aos efeitos iniciais na nicotina do que animais adultos (Faraday et al., 2001;
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Collins & lIzenwasser, 2004), mas nao desenvolveram sensibilizagao
comportamental durante sete dias de tratamento com a substancia psicoativa
(Collins & lzenwasser, 2004). Resultados semelhantes foram encontrados em
estudos realizados em nosso laboratério (Cruz et al., 2005). Além das diferengas
comportamentais, ratos adolescentes também apresentam adaptacdes
neuroquimicas em resposta a nicotina diferentes dos animais adultos. Por
exemplo, Collins et al. (2004a) mostraram que o tratamento repetido com nicotina
aumenta a densidade de transportadores de dopamina e diminui a densidade de
transportadores de serotonina em ratos adolescentes. Nao ocorrem alteracées na
densidade de receptores colinérgicos nicotinicos ou receptores dopaminérgicos
D1 e Dz nesses animais. Em animais adultos, ha o aumento na densidade de
receptores colinérgicos nicotinicos, mas nenhuma alteragdo nas densidades de
transportadores de dopamina, receptores dopaminérgicos Dy e D, ou
transportadores de serotonina.

Ratos adolescentes e adultos também mostram diferengcas em resposta
aos psicostimulantes. Nesse sentido, foi mostrado que ratos adolescentes séo
menos sensiveis aos efeitos agudos da cocaina na atividade locomotora (Bolanos
et al.,, 1998; Laviola et al., 1999; Adriani & Laviola, 2000). Contudo, ratos
adolescentes repetidamente tratados com cocaina mostraram aumento
significativo na locomocgao apdés uma dose desafio dessa substancia psicoativa
(Laviola et al., 1995; Planeta & Marin, 2002), sugerindo o desenvolvimento de
sensibilizagdo comportamental.

De forma semelhante ao observado para a cocaina, ratos
periadolescentes e adultos tem respostas comportamentais diferentes a

anfetamina. Por exemplo, ha um aumento na atividade tanto em ratos
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adolescentes como em adultos agudamente tratados com anfetamina, mas em
menor extensao em ratos periadolescentes (Bolanos et al., 1998).

Nicotina e psicostimulantes sao frequentemente utilizados em combinagao
(Volkow, 1997). Além disso, a frequéncia de fumar cigarros tem sido associada
com a probabilidade e extensdo de abuso de psicostimulantes (Schorling et al.,
1994). Estudos tém sugerido que essas duas substancias podem facilitar o uso
uma da outra (Horger et al., 1992; Roll et al., 1996), e produzem efeitos
fisiologicos e subjetivos semelhantes em humanos (Jones et al., 1999). Algumas
evidéncias também sugerem que efeitos relacionados ao abuso de
psicostimulantes e nicotina podem ser mediados por um substrato neural comum,
especificamente o sistema dopaminégico mesolimbico (Pich et al., 1997; Di
Chiara, 2000).

Outra evidéncia relevante é o fato de que o pré-tratamento com uma
substancia pode aumentar os efeitos sobre a atividade locomotora de outra,
evidenciando assim a ocorréncia de sensibilizagao cruzada (Collins & lzenwasser,
2004). Dessa forma, como a sensibilizagado esta associada ao desenvolvimento
da dependéncia, a exposi¢ao a determinada substancia psicoativa pode aumentar
a vulnerabilidade ao desenvolvimento de dependéncia a outra substancia.

A sensibilizagdo cruzada entre nicotina e anfetamina ja foi estudada por
alguns autores. Por exemplo, Fredriksson et al. (2000) mostraram que a
administragcdo de nicotina neonatal pode alterar os efeitos comportamentais
induzidos pelo alcool. Além disso, Yang et al. (2003) mostraram que o pré-
tratamento com metilfenidato promove sensibilizagdo cruzada com anfetamina.

Esses estudos indicam que a pré-exposicdo a uma substancia

provavelmente altera os efeitos comportamentais da outra. Como o uso da
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nicotina pode levar ao aumento da vulnerabilidade ao desenvolvimento de
dependéncia a substancias ilicitas como cocaina e anfetamina (Henningfield et
al., 1990; Lindsay & Rainey, 1997), é importante a investigagao dos mecanismos
relacionados a interacdo de psicostimulantes e nicotina no sistema nervoso

central, especialmente em modelos de adolescéncia.
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2. OBJETIVOS

Nesse estudo investigamos:

a) se o tratamento repetido com anfetamina aumenta a locomogéao
induzida por nicotina em ratos adolescentes;

b) se o tratamento repetido com nicotina aumenta a locomog¢ao induzida
por anfetamina em ratos adolescentes;

c) se o tratamento repetido com anfetamina na adolescéncia aumenta a
locomocgao induzida pela nicotina na idade adulta;

d) se o tratamento repetido com nicotina na adolescéncia aumenta a

locomocgao induzida pela anfetamina na idade adulta;

Para isso foram avaliados:

a) os efeitos do pré-tratamento com nicotina (0,4 mg/Kg) ou anfetamina
(1,0 mg/Kg, 2,5 mg/Kg e 5,0 mg/Kg) do P28-P34 na atividade locomotora induzida
pela nicotina ou pela anfetamina trés (P37) ou dez (P44) dias ap6s o término do
tratamento na adolescéncia.

b) os efeitos sobre a atividade locomotora da nicotina ou anfetamina 36

dias (P70) apds o término do pré-tratamento na adolescéncia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 — Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, 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 dia pés natal (P)
21 e grupos de 3 a 4 animais foram mantidos em caixas plasticas de 32 x 40 x16
cm (largura x comprimento x altura) em condi¢des controladas de temperatura (23
+ 1°C) e umidade (55 *+ 5%) e luz (ciclo 12/12 horas, luzes acesas as 07h) com
livre acesso a alimento e agua.

Os experimentos foram realizados durante a fase de claro. Os animais
controles e experimentais foram testados aleatoriamente entre 8h e 17h horas. O
protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP (Parecer 18/2004) e os
experimentos foram conduzidos de acordo com os principios éticos do Colégio
Brasileiro de Experimentagcdo Animal — COBEA.

Os animais receberam o tratamento durante a adolescéncia, periodo do
P28 ao P42 (Spear, 2000) e os testes foram realizados no P37 e P44 (irés e dez

dias apos o fim do tratamento) ou no P70 (36 dias apds o fim do tratamento).
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3.2 — Avaliacao da atividade locomotora

O registro da atividade
locomotora foi realizado em caixa
de medida automatica da
atividade locomotora (Columbus
Instruments, CA), medindo 51,1 x
9,5 x 69,2 cm (largura x altura x
comprimento) (Figura 1). A caixa

de atividade possui 10 emissores

Figura 1 — Caixa de determinacéo da
atividade locomotora

de luz infravermelha, distantes 2,5 cm entre si e a 3 cm do piso da caixa, que sao

utilizados para a medida da atividade locomotora horizontal. A interrupcéo de dois

feixes de luz consecutivos corresponde a uma unidade de locomocao.

Os animais permaneceram por um periodo de adaptacao de 20 minutos

na caixa de atividade antes das inje¢des. A contagem da locomogao acumulada

em intervalos de 15 minutos foi registrada durante uma sesséao de teste de 30 ou

45 minutos, apos as injegdes de nicotina ou anfetamina, respectivamente.
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4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.1 - Sensibilizagao comportamental
4.1.1. Sensibilizagdo comportamental a nicotina em animais adolescentes

Ratos periadolescentes (P28) foram divididos em dois grupos. Um grupo
recebeu injegdes subcutaneas (s.c) de nicotina (0,4 mg/Kg) (dose calculada pela
concentragdo da base livre) e o outro grupo recebeu injegcbes s.c. de salina
(1mL/Kg). As injegcbes foram administradas uma vez ao dia, entre 9h e 17h,
durante sete dias (P28-34). Os animais nao receberam tratamento no 8° e 9° dias
apos o pré-tratamento. Trés dias apos o término do tratamento (dia 10 — P37) o
grupo pré-tratado com salina foi subdivido em dois grupos que receberam
injecdes s.c. de salina ou nicotina (0,4 mg/Kg), enquanto o grupo pré-tratado com
nicotina recebeu injegao s.c. de nicotina (0,4 mg/Kg). Dessa forma, tivemos os
seguintes grupos: SAL + SAL (n=7), SAL + NIC (n=8) e NIC + NIC (n=8). A

atividade locomotora foi registrada como descrito no item 3.2

4.1.2. Sensibilizagdo comportamental a anfetamina em animais adolescentes
Ratos periadolescentes (P28) foram divididos em dois grupos. Um grupo
recebeu injegao intra-peritoneal (i.p.) de sulfato de anfetamina na dose de 5,0
mg/Kg (dose baseada no peso do sal) e o outro grupo recebeu injegao i.p. de
salina (1ml/Kg). As inje¢des foram administradas uma vez ao dia, entre 9h e 17h,
durante sete dias (P28-34). Os animais nao receberam tratamento no 8° e 9° dias
apos o pré-tratamento. Trés dias apos o término do tratamento (dia 10 — P37) o
grupo pré-tratado com salina foi subdivido em dois grupos que receberam injecéo

i.p. de salina ou anfetamina (1,0 mg/Kg) e o grupo pré-tratado com anfetamina
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recebeu injecdo i.p. de anfetamina (1,0 mg/Kg). Dessa forma, tivemos os
seguintes grupos: SAL + SAL (n=6), SAL + ANF (n=8) e ANF + ANF (n=8). A

atividade locomotora foi registrada como descrito no item 3.2

4.2 — Sensibilizagao cruzada
4.2.1. Pré-tratamentos

Ratos periadolescentes foram divididos em dois grupos. Um grupo
recebeu injecéo intra-peritoneal (i.p.) de anfetamina (5 mg/Kg) e o outro grupo
recebeu injegcdo sub-cutanea (s.c.) de nicotina (0,4 mg/Kg). Os grupos controles
receberam injegdo i.p. ou s.c de salina. As inje¢des foram administradas uma vez
ao dia, entre 9h e 17h, durante sete dias (P28-34).

Os animais adolescentes ndo receberam tratamento entre o 8° e 9° e
entre 0 11° e 16° dias apds o pré-tratamento. O registro da atividade locomotora,
para avaliar a sensibilizagao cruzada, foi realizado no P37 e P44 (trés e sete dias
apos a suspensao dos pré-tratamentos).

Um grupo distinto de animais adolescentes recebeu o mesmo pré-
tratamento descrito acima e permaneceu na gaiola-viveiro sem nenhum
tratamento até a idade adulta (P70). No P70 (36 dias apds a suspensao dos pré-
tratamentos) registrou-se a atividade locomotora apds a injecdo de nicotina ou

anfetamina para se avaliar a sensibilizacao cruzada.

4.2.2. Locomogéo induzida pela nicotina em animais adolescentes pré-tratados
com anfetamina
No 10° (P37) e 17° (P44) dias (testes) os grupos pré-tratados com salina

(SAL) ou anfetamina (ANF) receberam injegao subcutanea de nicotina (NIC) (0.4
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mg/Kg; s.c.) ou salina (SAL). Dessa forma, no dia do teste tivemos os seguintes
grupos: SAL + SAL (n=7), ANF + SAL (n=7), SAL + NIC (n=5) e ANF + NIC (n=7).
Imediatamente apds as injegdes a atividade locomotora foi registrada como

descrito no item 3.2.

4.2.3. Locomocgéao induzida pela anfetamina em animais adolescentes pré-tratados
com nicotina

No 10° (P37) e 17° dias (P44) (testes) os grupos pré-tratados com salina
(SAL) ou nicotina (NIC) receberam inje¢des intraperitoneais de anfetamina (ANF)
(1,0 mg/Kg; 2,5 mg/Kg ou 5,0 mg/Kg; i.p.) ou salina (SAL). Dessa forma, no dia do
teste tivemos os seguintes grupos: SAL + SAL (n=13), NIC + SAL (n=13), SAL +
ANF 1,0 (n=9), SAL + ANF 2,5 (n=8), SAL + ANF 5,0 (n=7), NIC + ANF 1,0 (n=9),
NIC + ANF 2,5 (n=8) e NIC + ANF 5,0 (n=8). Imediatamente apds as injegbes a

atividade locomotora foi registrada como descrito no item 3.2.

4.2.4. Locomogdo induzida pela nicotina em animais adultos tratados com
anfetamina na adolescéncia

Na idade adulta (P70) os animais pré-tratados com salina (SAL) ou
anfetamina (ANF) (5.0 mg/Kg; i.p.) na adolescéncia receberam injegcéo
subcutanea de nicotina (NIC) (0,4 mg/Kg, s.c.) ou salina. Dessa forma, no dia do
teste tivemos os seguintes grupos: SAL + SAL (n=8), ANF + SAL (n=8), SAL +
NIC (n=6) e ANF + NIC (n=8). Imediatamente apds as inje¢cbes a atividade

locomotora foi registrada como descrito no item 3.2.
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4.2.5. Locomogéo induzida pela anfetamina em animais adultos tratados com
nicotina na adolescéncia

Na idade adulta (P70) os animais pré-tratados com nicotina na
adolescéncia receberam inje¢des intraperitoneais de anfetamina (ANF) (1,0
mg/Kg; 2,5 mg/Kg ou 5,0 mg/Kg; i.p.) ou salina (SAL). Dessa forma, no dia do
teste tivemos os seguintes grupos: SAL + SAL (n=15), NIC + SAL (n=13), SAL +
ANF 1,0 (n=10), SAL + ANF 2,5 (n=10), SAL + ANF 5,0 (n=8), NIC + ANF 1,0
(n=10), NIC + ANF 2,5 (n=9) e NIC + ANF 5,0 (n=8). Imediatamente apds as

injecoes a atividade locomotora foi registrada como descrito no item 3.2.

4.3 — Anadlise estatistica

Os dados foram expressos como média + EPM. A atividade locomotora foi
analisada utilizando-se ANOVA multifatorial.

Nos experimentos de sensibilizagdo a nicotina ou anfetamina na
adolescéncia (item 4.1) foram considerados os fatores intervalo apds a injecéo e
tratamento.

Nos experimentos de sensibilizagdo cruzada (item 4.2), foram
considerados os seguintes fatores:

- Na adolescéncia: tratamento, intervalo apds injecao e dia.

- Na idade adulta: tratamento e intervalo apos injecéo.

Quando ANOVA revelou significancia estatistica, analises adicionais foram
realizadas utilizando-se o teste F para contraste entre os pares de médias. Foram

considerados significativos os resultados com p<0,05.
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5. RESULTADOS
Descrevemos apenas os resultados para os quais ANOVA e teste F
mostraram diferencas significativas. A descricdo completa da analise estatistica

pode ser encontrada no Anexo 1.

5.1 — Sensibilizagao comportamental
5.1.1. Sensibilizagdo comportamental a nicotina em animais adolescentes

A figura 2 mostra os resultados da avaliagdo da sensibilizagao
comportamental a nicotina em ratos adolescentes. ANOVA revelou diferencas
significativas na locomog¢ao induzida pela nicotina considerando-se os fatores
tratamento [F(2,20) = 11,36; p<0,05] e intervalo apds injecédo [F(1,20) = 124,58;
p<0,05]. Além disso, houve interagdo entre os dois fatores [F(2,20) = 11,05;
p<0,05].

Comparacbes entre os pares de média revelaram que a nicotina
aumentou a atividade locomotora nos animais pré-tratados com salina ou nicotina
quando comparados ao grupo SAL + SAL nos dois intervalos de tempo
analisados.

SAL + NIC vs SAL + SAL: 0-15 min: [F(1,20) = 16,49; p<0,05]; 15-30 min:
[F(1,20) = 6,90; p<0,05];

NIC + NIC vs SAL + SAL: 0-15 min: [F(1,20) = 27,11; p<0,05]; 15-30 min:
[F(1,20) = 5,17; p<0,05].

Porém, o pré-tratamento com nicotina ndo alterou a locomocéao induzida
pela injegao dessa substancia 3 dias apds a suspensao do tratamento.

SAL + NIC vs NIC + NIC: 0-15 min: [F(1,20) = 1,41; p=0,25]; 15-30 min:

[F(1,20) = 0,13; p=0,72].
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p<0,05], e ainda mostrou interacdo significativa entre eles [F(4,38) = 7,36;
p<0,05].

Comparacdes dos pares de média pelo teste F demonstrou que, nos
intervalos de 15-30 e 30-45 minutos, a injegdo de anfetamina aumentou
significativamente a locomogao nos grupos pré-tratados com salina (SAL + ANF)
e anfetamina (ANF + ANF) comparando-se com o grupo SAL + SAL.

SAL + SAL vs SAL + ANF: 715-30 min: [F(1,19) = 8,57; p<0,05]; 30-45
min: [F(1,19) = 7,237; p<0,05];

SAL + SAL vs ANF + ANF: 15-30 min: [F(1,19) = 23,14; p<0,05]; 30-45
min: [F(1,19) = 17,684; p<0,05].

Além disso, no intervalo de 15-30 minutos, os animais pré-tratados com
anfetamina apresentaram maior atividade locomotora apds a injecdo de
anfetamina quando comparados aos animais pré-tratados com salina.

SAL + ANF vs ANF + ANF: [F(1,19) = 5,082; p<0,05].

Esses resultados indicam a presenca de sensibilizagao comportamental a

anfetamina em ratos adolescentes.
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fatores tratamento [F(3,22) = 24,42; p<0,05] e intervalo apods injecao [F(1,22) =
113,88; p<0,05], mas nao o fator dia [F(1,22) = 2,25; p=0,15]. Além disso, houve
interacao entre os fatores tratamento e dia [F(3,22) = 3,44; p<0,05] e tratamento e
intervalo apés injecao [F(3,22) = 18,61; p<0,05], mas nao entre os fatores dia e
intervalo apds injecado [F(1,22) = 0,28; p=0,60] e os fatores tratamento, dia e
intervalo apos injecao [F(3,22) = 0,57; p=0,64].

Comparacbes entre os pares de média revelaram que no dia 10 no
intervalo de 0-15 minutos, a nicotina aumentou a locomogéao tanto em grupos pré-
tratados com salina (SAL + NIC) como em pré-tratados com anfetamina (ANF +
NIC) comparando-se com a locomogéao induzida por salina:

SAL + SAL vs SAL + NIC: [F(1,22) = 10,75; p<0,05];

ANF + SAL vs SAL + NIC: [F(1,22) = 15,45; p<0,05];

SAL + SAL vs ANF + NIC: [F(1,22) = 42,82; p<0,05];

ANF + SAL vs ANF + NIC: [F(1,22) = 52,67; p<0,05].

No intervalo de 15-30 minutos a diferenca foi observada somente
comparando-se os grupos ANF + SAL e ANF + NIC [F(1,22) = 11,35; p<0,05].

No dia 17, nos intervalos de 0-15 e 15-30 minutos, fazendo-se essa
mesma comparagao, também se observa o aumento da atividade locomotora
induzida pela nicotina:

SAL + SAL vs SAL + NIC: 0-15 min: [F(1,22) = 18,10; p<0,05];15-30 min:
[F(1,22) = 12,85; p<0,05];

ANF + SAL vs SAL + NIC: 0-15 min: [ F(1,22) = 18,69; p<0,05]; 15-30
min: [F(1,22) = 17,89; p<0,05];

SAL + SAL vs ANF + NIC: 0-15 min: [F(1,22) = 14,21; p<0,05]; 15-30

min: [F(1,22) = 4,99; p<0,05];
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ANF + SAL vs ANF + NIC: 0-15 min: [F(1,22) = 14,78; p<0,05]; 15-30
min: [F(1,22) = 8,65; p<0,05].

E ainda, o pré-tratamento com anfetamina aumentou a locomogao
induzida pela nicotina comparando-se com o grupo pré-tratado com salina no dia
10:

SAL + NIC vs ANF + NIC: 0-15 minutos [F(1,22) = 7,26; p<0,05].

Os resultados demonstram a presenca de sensibilizagcdo cruzada entre

anfetamina e nicotina em ratos adolescentes.

3000 1 MSAL + SAL
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2500 1 ESAL +NIC
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Figura 4 — Os histogramas representam a atividade locomotora apds
injecoes de salina ou nicotina 0,4 mg/Kg em ratos adolescentes 3 e 10 dias apds
a interrupcéo do tratamento com anfetamina (5,0 mg/Kg, i.p.) ou salina durante 7
dias consecutivos. Os dados representam a média £+ EPM (n = 5-7 animais por
grupo) * p<0,05 comparado aos grupos SAL + SAL e ANF + SAL. * p<0,05
comparado ao grupo SAL + NIC. ¥p<0,05 comparado ao grupo ANF + SAL.
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5.2.2. Locomogé&o induzida pela anfetamina em animais adolescentes pré-tratados
com nicotina

Em animais adolescentes pré-tratados com nicotina, a locomocgao
induzida pela anfetamina apresentou diferengas significativas para os fatores
tratamento [F(7,67) = 20,29; p<0,05] e intervalo apds injecéo [F(2,134) = 10,07;
p<0,05], mas ndo em relagao ao fator dia [F(1,67) = 1,71; p=0,19] (Fig. 5 A e B).
Além disso, houve interagdes significativas entre os fatores tratamento e intervalo
apos injecao [F(14,134) = 4,77; p<0,05], dia e intervalo apds injegéo [F(2,134) =
10,41; p<0,05] e tratamento, dia e intervalo apds injecao [F(14,134) = 3,64;
p<0,05], mas nao entre os fatores tratamento e dia [F(7,67) = 1,14; p=0,35].

Analises entre os pares de médias pelo teste F revelaram que nas doses
de 2,5 e 5,0 mg/Kg, a anfetamina aumentou a locomogédo nos animais pré-
tratados com salina (SAL + ANF) comparando-se com o grupo SAL + SAL:

SAL + ANF 2,5 vs SAL + SAL:

Dia 10 - 0-15 min: [F(1,67) = 4,63; p<0,05]; 15-30 min: [F(1,67) = 22,38;
p<0,05]; 30-45 min: [F(1,67) = 21,65; p<0,05];

Dia 17 - 0-15 min: [F(1,67) = 13,76; p<0,05]; 15-30 min: [F(1,67) = 8,36;
p<0,05]; 30-45 min: [F(1,67) = 11,40; p<0,05];

SAL + ANF 5,0 vs SAL + SAL:

Dia 10 - 0-15 min: [F(1,67) = 7,71; p<0,05]; 15-30 min: [F(1,67) = 41,19;
p<0,05]; 30-45 min: [F(1,67) = 40,69; p<0,05];

Dia 17 - 0-15 min: [F(1,67) = 51,06; p<0,05]; 15-30 min: [F(1,67) = 13,60;
p<0,05]; 30-45 min: [F(1,67) = 10,25; p<0,05].

E também nos animais pré-tratados com nicotina (NIC + ANF):

NIC + ANF 2,5 vs SAL + SAL:
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Dia 10 - 0-15 min: [F(1,67) = 9,31; p<0,05]; 15-30 min: [F(1,67) = 21,99;
p<0,05]; 30-45 min: [F(1,67) = 19,48; p<0,05];

Dia 17 - 0-15 min: [F(1,67) = 4,21; p<0,05]; 15-30 min: [F(1,67) = 6,37;
p<0,05]; 30-45 min: [F(1,67) = 9,16; p<0,05];

NIC + ANF 5,0 vs SAL + SAL:

Dia 10 - 0-15 min: [F(1,67) = 26,63; p<0,05]; 15-30 min: [F(1,67) = 68,18;
p<0,05]; 30-45 min: [F(1,67) = 54,56; p<0,05];

Dia 17 - 0-15 min: [F(1,67) = 108,01; p<0,05]; 15-30 min: [F(1,67) = 47,07;
p<0,05]; 30-45 min: [F(1,67) = 34,68; p<0,05].

Em comparagdes entre NIC + SAL e ANF 2,5 e 5,0 mg/Kg nos animais
pré-tratados com salina (SAL + ANF) e nicotina (NIC + ANF), as diferengas
também foram significativas nos seguintes intervalos:

NIC + SAL vs SAL + ANF 2,5:

Dia 10 - 15-30 min: [F(1,67) = 21,23; p<0,05]; 30-45 min: [F(1,67) =
20,93; p<0,05];

Dia 17 - 0-15 min: [F(1,67) = 9,92; p<0,05]; 15-30 min: [F(1,67) = 7,35;
p<0,05]; 30-45 min: [F(1,67) = 11,34; p<0,05];

NIC + SAL vs NIC + ANF 2,5:

Dia 10 - 0-15 min: [F(1,67) = 5,61; p<0,05]; 15-30 min: [F(1,67) = 20,86;
p<0,05]; 30-45 min: [F(1,67) = 18,81; p<0,05];

Dia 17 - 15-30 min: [F(1,67) = 5,50; p<0,05]; 30-45 min: [F(1,67) = 9,11;

p<0,05];
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Figura 5 A - Os histogramas representam a atividade locomotora apds
injecoes de salina ou anfetamina nas doses de 5,0; 2,5 e 1,0 mg/Kg em ratos
adolescentes 3 dias apos a interrupgéo do tratamento com nicotina (0,4 mg/Kg,
s.c.) ou salina durante 7 dias consecutivos. Os dados representam a média +
EPM (n = 7-13 animais por grupo). * p<0,05 comparado ao grupo SAL + SAL. #
p<0,05 comparado ao grupo NIC + SAL. § p<0,05 comparado ao grupo SAL +
ANF 5,0.
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Figura 5 B — Os histogramas representam a atividade locomotora apés

injecoes de salina ou anfetamina nas doses de 5,0; 2,5 e 1,0 mg/Kg em ratos

adolescentes 10 dias apos a interrupgédo do tratamento com nicotina (0,4 mg/Kg,

s.c.) ou salina durante 7 dias consecutivos. Os dados representam a média +

EPM (n = 7-13 animais por grupo). * p<0,05 comparado ao grupo SAL + SAL.
p<0,05 comparado ao grupo NIC + SAL. ¥ p<0,05 comparado ao grupo SAL

ANF 5,0.

NIC + SAL vs SAL + ANF 5,0:

#

+

Dia 10 - 0-15 min: [F(1,67) = 4,50; p<0,05]; 15-30 min: [F(1,67) = 39,69;

p<0,05]; 30-45 min: [F(1,67) = 39,75; p<0,05];

Dia 17 - 0-15 min: [F(1,67) = 43,70; p<0,05]; 15-30 min: [F(1,67) = 12,37;

p<0,05]; 30-45 min: [F(1,67) = 10,19; p<0,05];
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NIC + SAL vs NIC + ANF 5,0:

Dia 10 - 0-15 min: [F(1,67) = 20,04; p<0,05]; 15-30 min: [F(1,67) = 66,17;
p<0,05]; 30-45 min: [F(1,67) = 53,42; p<0,05];

Dia 17 - 0-15 min: [F(1,67) = 96,70; p<0,05]; 15-30 min: [F(1,67) = 44,64;
p<0,05]; 30-45 min: [F(1,67) = 34,58; p<0,05].

Além disso, o pré-tratamento com nicotina modificou a locomogao
induzida pela anfetamina na dose de 5,0 mg/Kg (NIC + ANF 5,0), comparando-se
com o grupo pré-tratado com salina (SAL + ANF 5,0):

SAL + ANF 5,0 vs NIC + ANF 5,0:

Dia 10 - 0-15 min: [F(1,67) = 3,86; p<0,05];

Dia 17 - 0-15 min: [F(1,67) = 6,50; p<0,05]; 15-30 min: [F(1,67) = 6,84;
p<0,05]; 30-45 min: [F(1,67) = 4,90; p<0,05].

Esses resultados mostram a sensibilizagdo cruzada entre nicotina e

anfetamina na dose de 5,0 mg/Kg em ratos adolescentes.

5.2.3. Locomogéo induzida pela nicotina em animais adultos pré-tratados com
anfetamina na adolescéncia

Os resultados desses experimentos estao representados na figura 6.

ANOVA revelou diferengas significativas na locomogado induzida pela
nicotina considerando os fatores tratamento [F(3,26)= 6,29, p<0,05] e intervalo
apos injegao [F(1,26)= 18,57, p<0,05]. Nao foi detectada interagcdo entre os
fatores [F(3,26)=0,39, p=0,76].

O teste F para contrastes revelou que a locomogéo apds a injegao de
nicotina foi significativamente maior no grupo pré-tratado com anfetamina (ANF +

NIC) comparando-se com a locomogéo induzida pela salina:
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ANF + NIC vs SAL + SAL: 0-15 min: [F(1,26) = 7,43, p<0,05]; 15-30 min:
[F(1,26) = 12,53, p<0,05];

ANF + NIC vs ANF + SAL: 0-15 min: [F(1,26) = 8,84, p<0,05]; 15-30 min:
[F(1,26) = 12,25, p<0,05].

A nicotina ndo aumentou a locomocdo em animais adultos pré-tratados
com salina na adolescéncia, comparando-se com o grupo SAL + SAL. Nos
animais pré-tratados com anfetamina, ocorre aumento significativo da atividade
locomotora comparando-se com o mesmo grupo, mostrando a sensibilizagao

cruzada entre anfetamina e nicotina em ratos adultos.

2000 1 mSAL +SAL *
1800 1 O ANF + SAL
g1600* 7 SAL + NIC
‘gmof OANF +NIC
S 1200 -
(&)
2 1000 |
3
S 800 -
©
> 600 -
< 400,
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0-15min 15-30 min
Intervalo apds injegéo
Figura 6 - Os histogramas representam a atividade locomotora apos
injecées de salina ou nicotina (0,4 mg/Kg, s.c.) em ratos adultos 36 dias apds a
interrupcado do tratamento com anfetamina (5,0 mg/Kg, i.p.) ou salina durante 7
dias consecutivos na adolescéncia. Os dados representam a média + EPM (n = 6-

8 animais por grupo). * p<0,05 comparado ao grupo SAL + SAL.

5.2.4. Locomocgé&o induzida pela anfetamina em animais adultos pré-tratados com

nicotina na adolescéncia



44

A figura 7 mostra os resultados desse experimento.

Para os animais adultos pré-tratados com nicotina na adolescéncia,
ANOVA revelou diferencas significativas para os fatores tratamento [F(7,75) =
15,92; p<0,05] e intervalo apds injecao [F(2,150) = 294,02; p<0,05] e ainda
interacéo entre esses fatores [F(14,150) = 13,84; p<0,05].

Na comparacao entre os pares de média, foi verificado que a anfetamina
aumentou significativamente a locomog¢ao em animais pré-tratados com salina
(SAL + ANF) e nicotina (NIC + ANF) nas doses de 2,5 e 5,0 mg/Kg comparando-
se com a locomocdo induzida pela salina em animais pré-tratados com salina
(SAL + SAL):

SAL + SAL vs SAL + ANF 2,5: 0-15 min: [F(1,75) = 47,98; p<0,05]; 15-30
min: [F(1,75) = 563,47; p<0,05]; 30-45 min: [F(1,75) = 47,11; p<0,05];

SAL + SAL vs NIC + ANF 2,5: 0-15 min: [F(1,75) = 38,38; p<0,05]; 15-30
min: [F(1,75) = 35,57; p<0,05]; 30-45 min: [F(1,75) = 29,31; p<0,05];

SAL + SAL vs SAL + ANF 5,0: 0-15 min: [F(1,75) = 20,86; p<0,05]; 15-30
min: [F(1,75) = 17,56; p<0,05]; 30-45 min: [F(1,75) = 17,12; p<0,05];

SAL + SAL vs NIC + ANF 5,0: 0-15 min: [F(1,75) = 35,92; p<0,05]; 15-30
min: [F(1,75) = 30,06; p<0,05]; 30-45 min: [F(1,75) = 21,69; p<0,05].

E também nos animais pré-tratados com nicotina (NIC + SAL):

NIC + SAL vs SAL + ANF 2,5: 0-15 min: [F(1,75) = 44,55; p<0,05]; 15-30
min: [F(1,75) = 49,99; p<0,05]; 30-45 min: [F(1,75) = 43,86; p<0,05];

NIC + SAL vs NIC + ANF 2,5: 0-15 min: [F(1,75) = 35,72; p<0,05]; 15-30
min: [F(1,75) = 33,33; p<0,05]; 30-45 min: [F(1,75) = 27,31; p<0,05];

NIC + SAL vs SAL + ANF 5,0: 0-15 min: [F(1,75) = 19,39; p<0,05]; 15-30

min: [F(1,75) = 16,47; p<0,05]; 30-45 min: [F(1,75) = 15,95; p<0,05];
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NIC + SAL vs NIC + ANF 5,0: 0-15 min: [F(1,75) = 33,57; p<0,05]; 15-30
min: [F(1,75) = 28,27; p<0,05]; 30-45 min: [F(1,75) = 20,25; p<0,05].

Na dose de 1,0 mg/Kg, a anfetamina aumentou significativamente a
locomogao nos animais pré-tratados com nicotina (NIC + ANF 1,0) comparando-
se com a inje¢ao de salina nos animais pré-tratados com salina (SAL + SAL):

SAL + SAL vs NIC + ANF 1,0: 0-15 min: [F(1,75) = 21,65; p<0,05]; 15-30
min: [F(1,75) = 23,10; p<0,05]; 30-45 min: [F(1,75) = 9,70; p<0,05].

E também nos animais pré-tratados com nicotina (NIC + SAL):

NIC + SAL vs NIC + ANF 1,0: 0-15 min: [F(1,75) = 19,95; p<0,05]; 15-30
min: [F(1,75) = 21,50; p<0,05]; 30-45 min: [F(1,75) = 8,90; p<0,05].

Além disso, na dose de 1,0 mg/Kg os animais pré-tratados com nicotina
apresentaram uma locomocao significativamente maior em resposta a anfetamina
que os animais pré-tratados com salina:

SAL + ANF 1,0 vs NIC + ANF 1,0: 0-15 min: [F(1,75) = 10,12; p<0,05];

15-30 min: [F(1,75) =8,70; p<0,05].
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Figura 7 - Os histogramas representam a atividade locomotora apos

injecoes de salina ou anfetamina nas doses de 5,0; 2,5 e 1,0 mg/Kg em ratos

adultos 36 dias apo6s a interrupgdo do tratamento com nicotina (0,4 mg/Kg, s.c.)

ou salina durante 7 dias consecutivos na adolescéncia. Os dados representam a

média + EPM (n = 8-15 animais por grupo). * p<0,05 comparado aos grupos SAL

+ SAL e NIC + SAL. #p<0,05 comparado ao grupo SAL+ ANF 1,0.
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6. DISCUSSAO

A sensibilizacdo comportamental reflete neuroadaptagdes no sistema
dopaminérgico mesocorticolimbico que estao envolvidas no desenvolvimento da
dependéncia as substancias psicoativas. A nicotina e a anfetamina promovem
sensibilizacdo comportamental em animais adultos, mas em adolescentes
existem poucos estudos. Além disso, o pré-tratamento com uma determinada
substancia pode modificar a resposta comportamental a outra substancia,
promovendo entdo a sensibilizagdo cruzada. A sensibilizagcdo cruzada indica que
a exposicdo a uma substancia psicoativa pode aumentar a vulnerabilidade ao
abuso de outra substancia.

Como o cigarro e substancias anfetaminicas sdo amplamente utilizados
por adolescentes, € importante o conhecimento de como essas substancias
interagem nos efeitos comportamentais e se esses efeitos sdo duradouros. Nesse
estudo, avaliamos a sensibilizagdo comportamental a nicotina e a anfetamina em
animais adolescentes e também a sensibilizacdo cruzada entre anfetamina e
nicotina e vice-versa. Além disso, investigamos se o tratamento repetido com
essas substancias psicoativas na adolescéncia modifica o desenvolvimento da
sensibilizagdo comportamental na idade adulta.

Avaliamos inicialmente a sensibilizacdo a nicotina e anfetamina na
adolescéncia. Nossos resultados demonstram que o tratamento repetido com
nicotina ndo induz sensibilizagdo comportamental em ratos adolescentes,
enquanto a anfetamina promove sensibilizacdo comportamental nesses animais,
corroborando relatos anteriores da literatura biomédica (Vanderschuren et al.

1999; Faraday et al. 2003; Collins & Izenwasser, 2004; Cruz et al, 2005).
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O fendbmeno da sensibilizagdo comportamental € uma caracteristica
comum para todas as substidncias de abuso, e esta relacionado ao
desenvolvimento de dependéncia, principalmente de psicostimulantes. Apesar da
relagao entre a sensibilizagdo comportamental e dependéncia a nicotina ndo estar
bem estabelecida, foi relatado que as alteracbes induzidas pela nicotina no
sistema dopaminérgico mesolimbico podem ser similares aquelas produzidas
pelos psicostimulantes. Por exemplo, foi mostrado que a administracao repetida
de nicotina aumenta a aferéncia dopaminérgica acumbal (Benwell e Balfour,
1992; Shim et al., 2001). Além disso, a administragao crbénica de nicotina aumenta
a resposta locomotora ao agonista de receptor dopaminérgico D1/D2 apomorfina
(Suemaru et al., 1993).

Ja que a exposigdo a uma substancia pode predispor ao uso da outra
(Collins & Izenwasser, 2004), nesse estudo avaliamos a sensibilizagdo cruzada
entre nicotina e anfetamina e vice-versa. Na adolescéncia, a locomoc¢ao induzida
pela injecdo de nicotina em animais adolescentes pré-tratados com anfetamina
(ANF + NIC) foi maior do que a observada apds a inje¢cao daquela substancia em
animais pré-tratados com salina (SAL + NIC) e esse efeito ocorreu no intervalo de
0-15 minutos, trés dias apds a suspensdo do tratamento com anfetamina (dia
10). Além do pré-tratamento com anfetamina ter aumentado significativamente a
locomocgéao induzida pela nicotina, também prolongou esse efeito, observando-se
que a locomogao foi significativamente maior no grupo ANF + NIC comparando-
se com a locomocado induzida pela salina em animais pré-tratados com
anfetamina (ANF + SAL) no intervalo de 15-30 minutos do dia 10. Esses

resultados indicam a sensibilizagdo cruzada entre anfetamina e nicotina em



49

animais adolescentes. Do nosso conhecimento, esse é o primeiro estudo
descrevendo a sensibilizagao cruzada entre anfetamina e nicotina.

No segundo dia de teste (dez dias apds a suspensao do tratamento com
anfetamina - dia 17), a sensibilizagao cruzada nao foi verificada. Considerando-se
que essa injecao foi no P44, esse resultado pode ser devido a maior locomogéao
induzida pela segunda inje¢édo de nicotina. De fato, em adultos uma unica injecéo
de nicotina é capaz de promover aumento de seus efeitos reforgcadores, bem
como tolerancia ou sensibilizagdo na segunda exposicdo a essa substancia
(Beluzzi et al., 2004).

Considerando a hipdétese de que a sensibilizacdo esta relacionada a
dependéncia, podemos sugerir que a exposi¢ao a psicostimulantes aumenta a
vulnerabilidade a nicotina. Este fato é particularmente relevante no Brasil devido
ao fato de que muitos adolescentes, especialmente do sexo feminino, utilizam
anorexigenos anfetaminicos. Neste sentido, resultados preliminares do nosso
laboratério demonstraram que o pré-tratamento com femproporex produz
resultados semelhantes a anfetamina (Santos et al., 2005). Os animais pré-
tratados com 5,0 mg/Kg de femproporex apresentam locomogao
significativamente maior a injecdo de nicotina comparando-se com o0s animais
pré-tratados com salina no intervalo de 15-30 minutos do dia 10. Esses resultados
indicam que o pré-tratamento com femproporex modifica a resposta
comportamental a nicotina, prolongando seu efeito.

Investigamos também se o pré-tratamento com nicotina modificaria os
efeitos da anfetamina em ratos adolescentes. Nossos resultados em animais pré-
tratados com salina mostraram que a injecao de 2,5 e 5,0 mg/Kg de anfetamina

aumentou significativamente a locomogédo na adolescéncia. Nos animais pré-
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tratados com nicotina a locomocgao induzida por anfetamina na dose de 5,0 mg/Kg
(NIC + ANF 5,0) foi significativamente maior do que nos pré-tratados com salina
(SAL + ANF 5,0), mostrando a sensibilizagdo cruzada. Nas doses de 1,0 e 2,5
mg/Kg, a sensibilizagado cruzada nao foi observada.

A sensibilizagdo cruzada entre nicotina e psicostimulantes em ratos
expostos a nicotina durante a adolescéncia também foi relatada em outros
estudos (Collins & lzenwasser, 2004; Collins et al, 2004b). Esses autores
mostram que o pré-tratamento com nicotina (0,4 mg/Kg) durante a adolescéncia
aumenta a locomogéao induzida por cocaina e anfetamina (Collins & Izenwasser,
2004; Collins et al, 2004b). No trabalho com anfetamina (Collins et al, 2004b) os
animais foram submetidos a dois tipos de pré-tratamentos. Eles receberam
injecoes diarias de 0,4 mg/Kg de nicotina por sete dias, mas um grupo uma vez
ao dia e outro grupo duas vezes ao dia. Um dia apds o término do tratamento, os
animais receberam injecdo de anfetamina na dose de 1,0 mg/Kg e a
sensibilizacao cruzada foi verificada com os dois tipos de pré-tratamento. Esses
autores administraram anfetamina 1,0 mg/Kg, sugerindo que a sensibilizagdo
pode ocorrer em doses menores, mas devemos considerar a diferenca na forma
de administracdo. A administracao foi feita no regime de doses baixas
cumulativas, diferente do nosso trabalho em que foram aplicadas inje¢des unicas
para cada dose. A administracdo em doses cumulativas pode ter aumentado o
tempo médio para se observar queda na concentracdo de anfetamina, formando
um platd e com a injegdo Unica, a queda na concentracdo ocorre mais
rapidamente, o que pode explicar a sensibilizacdo somente em doses maiores,

verificada no nosso estudo.
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O fato de ocorrer sensibilizacdo cruzada entre essas duas substancias
psicoativas sugere que mecanismos comuns poderiam mediar a sensibilizagao
comportamental induzida por anfetamina e nicotina. Por exemplo, estudos
indicam que a sensibilizacdo comportamental induzida pela anfetamina pode
estar relacionada a alteragdes dos receptores colinérgicos nicotinicos. De Rover
et al. (2004) mostraram, através de ensaios comportamentais e eletrofisiolégicos,
que a sensibilizacdo comportamental a anfetamina estd associada com a
supersensibilidade da ativagédo enddgena de receptores colinérgicos nicotinicos.

Outro aspecto importante da sensibilizagdo é o fato de que ela é
duradoura. Assim, Vanderschuren et al. (1999) mostraram que uma unica injegéao
de anfetamina produz sensibilizacdo dos efeitos sobre a atividade locomotora,
que se intensifica com o tempo. A sensibilizagdo a anfetamina é marginal em trés
dias apos o tratamento e mais evidente apés uma semana, enquanto trés
semanas apos o tratamento foi observada a sensibilizagao cruzada a uma injegéao
de cocaina.

Recentemente, Ciccocioppo et al. (2004) relataram que o estimulo
ambiental associado a uma auto-administracido de cocaina promoveu uma forte
busca por cocaina que persistiu por até um ano. Essas evidéncias sugerem que
alteracbes moleculares e neuroquimicas induzidas por psicostimulantes sao
duradouras e podem alterar respostas comportamentais a droga até mesmo
quando os animais sao expostos apos longos periodos de abstinéncia. As
alteracdes duradouras induzidas por psicostimulantes podem estar relacionadas
com recaida a utilizacdo dessas substancias.

Porém, o efeito duradouro de psicostimulantes na atividade locomotora

tem sido estudado principalmente em animais adultos. Poucos estudos tém
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examinado os efeitos do pré-tratamento com psicostimulantes durante a
adolescéncia na atividade locomotora induzida pela nicotina em ratos adultos.
Entdo, em nosso estudo investigamos a resposta locomotora a nicotina em ratos
adultos pré-tratados com anfetamina na adolescéncia para verificar se a
sensibilizacdo cruzada entre anfetamina e nicotina observada durante a
adolescéncia persistiria até a idade adulta.

Nesse estudo, 0,4 mg/Kg de nicotina ndo induziu aumento significativo na
locomogdo em animais adultos pré-tratados com salina na adolescéncia,
resultado que contrasta com o fato de que a mesma dose de nicotina aumentou
significativamente a locomogcdo em ratos periadolescentes. Esses resultados
estdo de acordo com trabalhos prévios do nosso laboratério (Cruz et al., 2005) e
com observagdes de outros autores (Faraday et al., 2003, Schochet et al., 2004,
Collins & Izenwasser, 2004). Esses resultados mostram que ratos adolescentes
apresentam maior sensibilidade a injegdo aguda de nicotina.

Os resultados do presente estudo também mostraram que, embora nao
tenha sido detectada diferencga significativa comparando-se os grupos SAL + NIC
e ANF + NIC, o tratamento repetido com anfetamina na adolescéncia aumentou
significativamente a atividade locomotora induzida pela nicotina em ratos adultos
(ANF + NIC) comparando-se com a locomog¢ao induzida pela salina (SAL + SAL
ou ANF + SAL). Como a inje¢ao de nicotina em animais pré-tratados com salina
nao aumenta a locomog¢ao em ratos adultos, o pré-tratamento com anfetamina
modifica a resposta comportamental a nicotina, mostrando a sensibilizacao
cruzada também na idade adulta. Essas observagbes sugerem que as

neuroadaptacdes induzidas pela anfetamina na adolescéncia persistem até a
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idade adulta e a sensibilizagdo observada durante a adolescéncia é duradoura e
pode influenciar a resposta a nicotina durante o desenvolvimento do animal.

Ainda considerando a hipotese de que mecanismos comuns medeiam a
sensibilizacdo comportamental, investigamos também se o pré-tratamento com
anfetamina na adolescéncia poderia induzir sensibilizacdo a nicotina na idade
adulta.

Nos animais adultos, a injecdo de anfetamina em animais pré-tratados
com salina (SAL + ANF) também aumentou significativamente a locomogao nas
doses de 2,5 e 5,0 mg/Kg. E ainda, nesses animais o pré-tratamento com nicotina
na adolescéncia aumentou significativamente a locomogdo induzida pela
administracao de 1,0 mg/Kg de anfetamina (NIC + ANF 1,0), comparando-se com
0s animais que receberam salina (SAL + ANF 1,0), evidenciando que a
sensibilizagao cruzada verificada na adolescéncia permaneceu até a idade adulta,
porém essa sensibilizagao foi revelada apenas com a menor dose utilizada. As
doses de 2,5 e 5,0 mg/Kg podem produzir estereotipia no adulto, o que dificulta a
avaliacdo da locomocgéo, isso pode nédo ocorrer no adolescente que apresenta
menor resposta locomotora a psicostimulantes (Adriani & Laviola, 2000; Tirelli et
al., 2003; Marin &Planeta, 2004).

Esses dados sugerem que as alteragdes promovidas pela nicotina na
adolescéncia causam respostas comportamentais aumentadas a psicostimulantes
até a idade adulta.

Embora a idade do animal no inicio do tratamento ndo esteja
especificada, Schoffelmeer et al. (2002) mostraram que o pré-tratamento repetido
com nicotina por cinco dias resulta em sensibilizagcado cruzada aos efeitos sobre a

atividade locomotora de uma unica dose de 0,5 mg/Kg de anfetamina trés
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semanas depois do fim do tratamento. No mesmo sentido, Collins et al. (2004b)
verificaram a sensibilizacdo cruzada com anfetamina 30 dias apds o fim do
tratamento com nicotina. No nosso trabalho assim como no trabalho de
Schoffelmeer et al. (2002), foi utilizada uma unica dose de anfetamina, diferente
do trabalho de Collins et al. (2004b) em que foi utilizado o regime de dose
cumulativa. Além disso, os animais de Schoffelmeer et al. (2002) foram expostos
apenas um dia a caixa de atividade enquanto os animais de Collins et al. (2004b)
€ 0S nossos tiveram mais de uma exposicdo ao ambiente experimental. Isso
mostra que a sensibilizagdo cruzada entre nicotina e anfetamina além de ser
duradoura, é consistente, ja que ela é evidenciada mesmo quando diferentes
doses e metodologias sao utilizados.

Nossos resultados mostraram a sensibilizagao cruzada entre anfetamina
e nicotina e vice-versa tanto em animais adolescentes como em animais adultos
pré-tratados na adolescéncia. Isso sugere que as neuroadaptagdes induzidas por
essas drogas podem aumentar a resposta aos efeitos sobre a atividade
locomotora uma da outra e que esse efeito pode ser observado até a vida adulta.

Mecanismos comuns medeiam a sensibilizacdo comportamental a
nicotina e a anfetamina. Um desses mecanismos € o aumento na concentragcao
extracelular de dopamina no nucleo acumbens (Picciotto, 1998). A exposigao
repetida a nicotina e a anfetamina sensibiliza a liberacdo de dopamina nos
terminais dopaminérgicos da area tegmental ventral que se projetam ao nucleo
acumbens. Nos dois casos, a indu¢do da sensibilizacdo € promovida pela agao
dessas substancias na area tegmental ventral enquanto o nucleo acumbens é
importante na expressao da sensibilizagdo (Shim et al. 2001; Vezina, 2004). Além

disso, foi demonstrado que na sensibilizacdo comportamental a nicotina e a
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anfetamina existem diferengas na concentracao de dopamina liberada na concha
e no centro do nucleo acumbens, sendo que para as duas substancias a
sensibilizacdo na transmissdo dopaminérgica ocorre no centro do nucleo
acumbens (Cadoni et al., 2000; Cadoni e Di Chiara, 2000).

O aumento na concentragcdo extracelular de dopamina no nucleo
acumbens pode ocorrer também através de efeitos no transportador de
dopamina. A anfetamina age diretamente nesse transportador fazendo o
transporte reverso de dopamina na troca por anfetamina. A supersensibilidade
desses transportadores parece estar relacionada a sensibilizacdo induzida pela
anfetamina (Shilling et al., 1997). A nicotina também pode modular indiretamente
os transportadores de dopamina no estriado via ativacdo de receptores
colinérgicos nicotinicos (Middleton et al., 2004). De fato, em adolescentes, o
tratamento com nicotina promove o aumento da densidade de transportadores de
dopamina enquanto causa a diminuicdo da densidade de transportadores de
serotonina, e nenhuma mudanga nas densidades de receptores colinérgicos
nicotinicos e em receptores dopaminérgicos D4 e D, (Collins et al. 2004a).

Os aspectos moleculares da sensibilizacdo podem estar relacionados
com neuroadaptacdes que promovam a supersensibilidade da via adenilil-ciclase /
AMPc / PKA (Nestler & Aghajanian, 1997). As modificagbes nessa via foram
claramente demonstradas para os psicostimulantes. Contudo, o envolvimento da
PKA na sensibilizagdo a nicotina ainda é controverso. Assim, Cruz (2004) n&o
observou alteragbes na PKA apds dose de 0,4mg/Kg de nicotina. Por outro lado,
Abreu-Villaga et al. (2003) demonstraram aumento na atividade da adenilil-ciclase

induzido pela nicotina.
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Mas a sensibilizacdo cruzada entre nicotina e anfetamina pode decorrer
de mecanismos mais complexos, como a interacdo das transmissdes
dopaminérgicas e colinérgicas. A dopamina e acetilcolina interagem no sistema
dopaminérgico mesoestriatal. Interneurénios colinérgicos possuem ramificagdes
axonais densas no estriado, além de possuirem receptores dopaminérgicos
principalmente do tipo D, e Ds. Nas éareas dopaminérgicas os receptores
colinérgicos nicotinicos sdo expressos tanto em neurdnios dopaminérgicos como
em gabaérgicos e pré-sinapticamente em aferéncias glutamatérgicas para essas
areas (Zhou et al., 2003).

Os receptores nicotinicos pré-sinapticos podem modular a liberagao de
dopamina no estriado (Wonnacott, 2000) e a nicotina age diretamente nesses
receptores. O aumento da liberagcdo de acetilcolina no estriado causado pela
anfetamina é mediado por receptores dopaminérgicos (Keys & Mark, 1998) e se
correlaciona com o perfil temporal da expressdao da sensibilizagao
comportamental a anfetamina (Bickerdike & Abercrombie, 1997). Como a
sensibilizagcdo a psicostimulantes depende da ativacdo de receptores nicotinicos
(Schoffelmeer et al., 2002), a interagdo entre dopamina e acetilcolina nas areas
estriatais pode ser outro mecanismo comum na sensibilizagdo comportamental
cruzada entre nicotina e anfetamina e vice-versa.

O desenvolvimento de modelos animais tem contribuido muito para a
investigacdo e esclarecimento dos mecanismos neurais da dependéncia.
Entretanto, a complexidade do fenbmeno faz com que ainda sejam necessarios
muitos esforgos para que esse mecanismo seja melhor compreendido e a partir

dai tenhamos as bases para o desenvolvimento racional de medidas preventivas
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e agentes terapéuticos que possam ser utilizados para esse grave problema em
todo o mundo.

Nossos resultados sugerem que adolescentes que abusam de
anfetamina ou nicotina podem ser particularmente suscetiveis aos efeitos da outra
substancia, e consequentemente mais vulneraveis a desenvolver dependéncia a
essas drogas. Além disso, essa maior vulnerabilidade pode persistir durante o
desenvolvimento até a vida adulta.

Estudos futuros sdo necessarios para esclarecer os mecanismos neurais

relacionados a sensibilizagdo cruzada entre essas duas drogas.
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7. CONCLUSOES

- A administracédo de nicotina (0,4 mg/Kg s.c.) durante sete dias nao
promove sensibilizagdo comportamental em ratos adolescentes.

- A administragcdo de anfetamina (5,0 mg/Kg i.p.) durante sete dias
promove sensibilizagdo comportamental em ratos adolescentes.

- A administragdo aguda de nicotina (0,4 mg/Kg s.c.) apds pré-tratamento
com salina ndo altera a atividade locomotora em ratos adultos. Porém
estimula a atividade em ratos adolescentes.

- A administracédo de 5,0 e 2,5 mg/Kg de anfetamina (i.p.) ap6s pré-
tratamento com salina aumenta a atividade locomotora em ratos
adolescentes e adultos, mas nédo a dose de 1,0 mg/Kg.

- O pré-tratamento com anfetamina na adolescéncia aumenta
significativamente a locomog¢ao induzida por administragao subsequente
de nicotina em ratos adolescentes e adultos, evidenciando que ocorre a
sensibilizagdo cruzada entre anfetamina e nicotina na adolescéncia e
que ela é duradoura.

- O pré-tratamento com nicotina na adolescéncia aumenta
significativamente a locomog¢ao induzida por administragao subsequente
de 5,0 mg/Kg de anfetamina em ratos adolescentes e de 1,0 mg/Kg em
ratos adultos, evidenciando que ocorre a sensibilizacdo cruzada entre
nicotina e anfetamina na adolescéncia e que ela é duradoura,

dependendo da dose de anfetamina utilizada.
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Comparacgoes entre os pares de média pelo teste F

1. Sensibilizagao comportamental a nicotina em animais adolescentes

GRUPOS

0-15 minutos

15-30 minutos

SAL + SAL vs SAL + NIC

F(1,20) = 16,49; p<0,001

F(1,20) = 6,90; p<0,05

SAL + NIC vs NIC + NIC

F(1,20) = 1,41; p=0,25

F(1,20) = 0,13; p=0,72

SAL + SAL vs NIC + NIC

F(1,20) = 27,11; p<0,001

F(1,20) = 5,17; p<0,05

2. Sensibilizagdo comportamental a anfetamina em animais adolescentes

GRUPOS 0-15 minutos 15-30 minutos 30-45 minutos
F(1,19)=0,15; | F(1,19)=8,57; | F(1,19) =7,23;
SAL + SAL vs SAL + ANF
p=0,70 p<0,01 p<0,05
F(1,19)=3,94; | F(1,19)=5,08; | F(1,19) = 2,68;
SAL + ANF vs ANF + ANF
p=0,06 p<0,05 p=0,12
F(1,19)=2,10; |F(1,19)=23,14; | F(1,19) = 17,68;
SAL + SAL vs ANF + ANF
p=0,16 p<0,001 p<0,001

3. Locomogao induzida pela nicotina em animais adolescentes pré-tratados

com anfetamina

GRUPOS

0-15 minutos

15-30 minutos

SAL + SAL vs SAL NIC

p<0,01

Dia 10: F(1,22) = 10,75;

Dia 10: F(1,22) = 0,12;

p=0,73

p<0,001

Dia 17: F(1,22) = 18,10;

Dia 17: F(1,22) = 12,85;

p<0,01
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Dia 10: F(1,22) = 7,26;

Dia 10: F(1,22) = 3,27;

p<0,05 p=0,08
SAL + NIC vs ANF + NIC
Dia 17: F(1,22) = 0,66; Dia 17: F(1,22) = 2,38;
p=0,42 p=0,14
Dia 10: F(1,22) = 0,51; Dia 10: F(1,22) = 3,11;
p=0,48 p=0,09
SAL + SAL vs ANF + SAL
Dia 17: F(1,22) = 0,0057; Dia 17: F(1,22) = 0,50;
p=0,94 p=0,49
Dia 10: F(1,22) = 42,82; Dia 10: F(1,22) = 2,57;
p<0,001 p=0, 12
SAL + SAL vs ANF + NIC
Dia 17: F(1,22) = 14,21; Dia 17: F(1,22) = 4,99;
p<0,005 p<0,05
Dia 10: F(1,22) = 15,45; Dia 10: F(1,22) = 1,60;
p<0,001 p=0,22
ANF + SAL vs SAL + NIC
Dia 17: F(1,22) = 18,69; Dia 17: F(1,22) = 17,89;
p<0,001 p<0,001
Dia 10: F(1,22) = 52,67; Dia 10: F(1,22) = 11,35;
p<0,001 p<0,005
ANF + SAL vs ANF + NIC
Dia 17: F(1,22) = 14,78; Dia 17: F(1,22) = 8,65;
p<0,001 p<0,01

4. Locomocgao induzida pela nicotina em animais adultos pré-tratados com

anfetamina na adolescéncia

GRUPOS

0-15 minutos

15-30 minutos

SAL + NIC vs ANF + NIC

F(1,26) = 2,44; p=0,13

F(1,26) = 2,39; p=0,13

SAL + SAL vs SAL + NIC

F(1,26) = 0,92; p=0,35

F(1,26) = 2,99; p=0,10

SAL + SAL vs ANF + SAL

F(1,26) = 0,06; p=0,81

F(1,26) = 0,0017; p=0,97

SAL + SAL vs ANF + NIC

F(1,26) = 7,43; p<0,05

F(1,26) = 12,53; p<0,01

ANF + SAL vs SAL + NIC

F(1,26) = 1,41; p=0,24

F(1,26) = 2,86; p=0,10

ANF + SAL vs ANF + NIC

F(1,26) = 8,84; p<0,01

F(1,26) = 12,25; p<0,01




5. Locomogao induzida pela anfetamina em animais adolescentes pré-

tratados com nicotina

GRUPOS 0-15 minutos 15-30 minutos 30-45 minutos
SAL + SAL Dia 10: F(1,67) = Dia 10: F(1,67) = Dia 10: F(1,67) =
NIC + SAL 0,61; p=0,44 0,02; p=0,89 0,008; p=0,93

Dia 17: F(1,67) = Dia 17: F(1,67) = Dia 17: F(1,67) =
0,41; p=0,52 0,04; p=0,84 0,0001; p=0,99
SAL + SAL| Dia10: F(1,67) = Dia 10: F(1,67) = Dia 10: F(1,67) =
SAL+ANF 5,0 7,71; p<0,01 41,2; p<0,001 40,7; p<0,001
Dia 17: F(1,67) = Dia 17: F(1,67) = Dia 17: F(1,67) =
51,1; p<0,001 13,6; p<0,001 10,2; p<0,001
SAL + SAL| Dia10: F(1,67) = Dia 10: F(1,67) = Dia 10: F(1,67) =
NIC+ANF 5,0 26,6; p<0,001 68,2; p<0,001 54,6; p<0,001
Dia 17: F(1,67) = Dia 17: F(1,67) = Dia 17: F(1,67) =
108,0; p<0,001 47,1; p<0,001 34,7; p<0,001
SAL + SAL| Dia10: F(1,67) = Dia 10: F(1,67) = Dia 10: F(1,67) =
SAL+ANF 2,5 4,63; p<0,05 22,4; p<0,001 21,6; p<0,001
Dia 17: F(1,67) = Dia 17: F(1,67) = Dia 17: F(1,67) =
13,8; p<0,001 8,36; p<0,01 11,4; p<0,01
SAL + SAL| Dia10: F(1,67) = Dia 10: F(1,67) = Dia 10: F(1,67) =
NIC+ANF 2,5 9,31; p<0,005 22,0; p<0,001 19,5; p<0,001
Dia 17: F(1,67) = Dia 17: F(1,67) = Dia 17: F(1,67) =
4,21; p<0,05 6,37; p<0,05 9,16; p<0,01
SAL + SAL| Dia10: F(1,67) = Dia 10: F(1,67) = Dia 10: F(1,67) =
SAL+ANF 1,0 0,05; p=0,83 2,57; p=0,11 1,27; p=0,26
Dia 17: F(1,67) = Dia 17: F(1,67) = Dia 17: F(1,67) =
0,29; p=0,59 1,76; p=0,19 1,14; p=0,29
SAL + SAL| Dia10: F(1,67) = Dia 10: F(1,67) = Dia 10: F(1,67) =
NIC+ANF 1,0 0,18; p=0,67 2,44; p=0,12 0,71; p=0,40
Dia 17: F(1,67) = Dia 17: F(1,67) = Dia 17: F(1,67) =
2,76; p=0,10 2,51; p=0,12 1,04; p=0,31
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NIC + SAL| Dia10: F(1,67)= | Dia10:F(1,67)= Dia 10: F(1,67) =
SAL+ANF 5,0 4,50; p<0,05 39,7; p<0,001 39,7; p<0,001
Dia 17: F(1,67) = | Dia17:F(1,67) = Dia 17: F(1,67) =
43,7; p<0,001 12,4; p<0,001 10,2; p<0,01
NIC + SAL| Dia10:F(1,67)= | Dia10:F(1,67)= Dia 10: F(1,67) =
NIC+ANF 5,0 |  20,0; p<0,001 66,2; p<0,001 53,4; p<0,001
Dia 17: F(1,67) = | Dia17:F(1,67) = Dia 17: F(1,67) =
96,7; p<0,001 44,6; p<0,001 34,6; p<0,001
NIC + SAL| Dia10:F(1,67)= | Dia10:F(1,67)= Dia 10: F(1,67) =
SAL+ANF 2,5 2,16; p=0,15 21,2; p<0,001 20,9; p<0,001
Dia 17: F(1,67) = | Dia17:F(1,67) = Dia 17: F(1,67) =
9,92; p<0,005 7,35; p<0,01 11,3; p<0,005
NIC + SAL| Dia10:F(1,67)= | Dia10:F(1,67)= Dia 10: F(1,67) =
NIC+ANF 2,5 5,61; p<0,05 20,9; p<0,001 18,8; p<0,001
Dia 17: F(1,67) = | Dia17:F(1,67) = Dia 17: F(1,67) =
2,23; p=0,14 5,50; p<0,05 9,11; p<0,005
NIC + SAL| Dia10:F(1,67)= | Dia10:F(1,67)= Dia 10: F(1,67) =
SAL+ANF 1,0 0,86; p=0,36 2,18; p=0,14 1,10; p=0,30
Dia 17: F(1,67) = | Dia17:F(1,67) = Dia 17: F(1,67) =
0,002; p=0,97 1,30; p=0,26 1,12; p=0,29
NIC + SAL| Dia10:F(1,67)= | Dia10:F(1,67)= Dia 10: F(1,67) =
NIC+ANF 1,0 0,08; p=0,78 2,06; p=0,16 0,58; p=0,45
Dia 17: F(1,67) = | Dia17:F(1,67) = Dia 17: F(1,67) =
1,17; p=0,28 1,95; p=0,17 1,02; p=0,32
SAL+ANF 5,0 | Dia 10: F(1,67)= | Dia 10: F(1,67) = Dia 10: F(1,67) =
NIC+ANF 5,0 3,86; p<0,05 1,84; p=0,18 0,40; p=0,53
Dia 17: F(1,67) = | Dia17:F(1,67) = Dia 17: F(1,67) =
6,50; p<0,05 6,84; p<0,05 4,90; p<0,05
SAL+ANF 2,5 | Dia 10: F(1,67)= | Dia 10: F(1,67) = Dia 10: F(1,67) =
NIC+ANF 2,5 0,65; p=0,42 0,001; p=0,97 0,05; p=0,83
Dia 17: F(1,67) = | Dia17:F(1,67) = Dia 17: F(1,67) =
2,22; p=0,14 0,11; p=0,74 0,10; p=0,74
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SAL+ANF 1,0
NIC+ANF 1,0

Dia 10: F(1,67) =
0,35; p=0,56

Dia 10: F(1,67) =
0,001; p=0,97

Dia 10: F(1,67) =
0,07; p=0,79

Dia 17: F(1,67) =
1,07; p=0,30

Dia 17: F(1,67) =
0,06; p=0,81

Dia 17: F(1,67) =
0,002; p=0,97

6. Locomocgao induzida pela anfetamina em animais adultos pré-tratados

com nicotina na adolescéncia

GRUPOS 0-15 minutos 15-30 minutos 30-45 minutos
SAL + SAL vs NIC +| F(1,75)=0,003; | F(1,75)=0,0009; | F(1,75) = 0,002;
SAL p=0,96 p=0,98 p<0,97
SAL + SAL vs SAL +| F(1,75)=20,9; F(1,75) = 17,6; F(1,75) =17,1;
ANF 5,0 p<0,001 p<0,001 p<0,001
SAL + SAL vs NIC +| F(1,75) = 35,9; F(1,75) = 30,1; F(1,75) = 21,7;
ANF 5,0 p<0,001 p<0,001 p<0,001
SAL + SAL vs SAL +| F(1,75)=48,0; F(1,75) = 53,5; F(1,75) =471,
ANF 2,5 p<0,001 p<0,001 p<0,001
SAL + SAL vs NIC +| F(1,75) = 38/4; F(1,75) = 35,6; F(1,75) = 29,3;
ANF 2,5 p<0,001 p<0,001 p<0,001
SAL + SAL vs SAL +| F(1,75)=1,36; F(1,75) = 2,48; F(1,75) =1,13;
ANF 1,0 p=0,25 p=0,12 p=0,29
SAL + SAL vs NIC +| F(1,75) = 21,6; F(1,75) = 23,1; F(1,75) = 9,70;
ANF 1,0 p<0,001 p<0,001 p<0,005
NIC + SAL vs SAL +| F(1,75)=19,4; F(1,75) = 16,5; F(1,75) = 16,0;
ANF 5,0 p<0,001 p<0,001 p<0,001
NIC + SAL vs NIC +| F(1,75) = 33,6; F(1,75) = 28,3; F(1,75) = 20,3;
ANF 5,0 p<0,001 p<0,001 p<0,001
NIC + SAL vs SAL +| F(1,75) = 44,5; F(1,75) = 50,0; F(1,75) = 43,9;
ANF 2,5 p<0,001 p<0,001 p<0,001
NIC + SAL vs NIC +| F(1,75)=35,7; F(1,75) = 33,3; F(1,75) = 27,3;
ANF 2,5 p<0,001 p<0,001 p<0,001
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NIC + SAL vs SAL +| F(1,75)=1,18; | F(1,75)=2,25; | F(1,75) = 1,00;
ANF 1,0 p=0,28 p=0,14 p=0,32
NIC + SAL vs NIC +| F(1,75)=20,0; | F(1,75)=21,5; | F(1,75) = 8,90;
ANF 1,0 p<0,001 p<0,001 p<0,005
SAL+ANF50vs NIC +| F(1,75)=1,56; | F(1,75)=1,28; | F(1,75)=0,21;
ANF 5,0 p=0,22 p=0,26 p=0,65
SAL+ANF 25vs NIC +| F(1,75)=0,22; | F(1,75)=1,05; | F(1,75) = 1,28;
ANF 2,5 p=0,64 p=0,31 p=0,26
SAL+ANF 1,0vs NIC +| F(1,75)=10,1; | F(1,75)=8,70; | F(1,75) = 3,50;
ANF 1,0 p<0,005 p<0,005 p=0,06




