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RESUMO

A adolescéncia € o periodo de maior vulnerabilidade ao abuso de drogas. O inicio
precoce do uso de tabaco esta significativamente associado ao abuso e dependéncia
de etanol na adolescéncia e na vida adulta. O presente trabalho teve como objetivo
investigar: 1) as alteragbes nos comportamentos relacionados a ansiedade e na
autoadministracdo operante de etanol em ratos adultos expostos a nicotina durante a
adolescéncia; 2) as alteracdes na expressédo génica da pro-dinorfina (PDYN) no nucleo
acumbens (NAc) na abstinéncia tardia a nicotina e ao final da autoadministracédo de
etanol; 3) quais as areas encefdlicas ativadas na abstinéncia, imediata e tardia, a
nicotina durante a adolescéncia. Nossos resultados mostraram que a administragao de
nicotina durante 10 dias (3mg/kg/dia; s.c), em ratos adolescentes [dia pds-natal (DPN)
28-37], ndo causou alteragdes nos comportamentos relacionados a ansiedade no
labirinto em cruz elevado 15 dias apos a término do tratamento (DPN 52), assim como
nao alterou a autoadministragdo operante de etanol na razéo progressiva (DPN 75-79)
e no “binge” (DPN 81-84). Contudo, animais pré-tratados com nicotina apresentaram
aumento da motivacao para a busca de sacarina. Nao foram observadas alteragcdes na
expressdo génica de PDYN 15 dias apOs a suspensdo do tratamento crénico com
nicotina ou 24 horas apo6s a ultima sessdo do “binge” de etanol. Quanto as areas
envolvidas na abstinéncia a nicotina, observamos que ratos adolescentes expostos a
nicotina, por meio de mini-bombas, durante 10 dias (DPN 28-37), apresentaram maior
ativacdo de Fos no cortex pré-frontal medial (CPFm) 3 dias ap6s o término do
tratamento. A porcentagem de ativacdo neuronal nesse grupo, foi de 22,03%, sendo
gue 28,5% desses neurdnios ativados eram GABAérgicos e apenas 2,5% eram
glutamatérgicos. Entretanto, 15 dias apds a retirada das mini-bombas ndo houve
diferenca na ativacdo de Fos nas diferentes areas encefalicas. Concluimos que: a) a
administragdo de nicotina, durante a adolescéncia, n&o foi capaz de alterar os
comportamentos relacionados a ansiedade e o comportamento de busca pelo etanol na
idade adulta; b) a retirada tardia da nicotina ndo promoveu alteracbes na expressao
génica de PDYN no NAc, assim como ndo promoveu alteracdes na ativagdo neuronal
da proteina Fos nas regides do CPFm, NAc e habenula; c) a retirada da nicotina a curto
prazo envolve a ativacéo de grupamentos neurais no CPFm.

Palavras-chave: abstinéncia, adolescéncia, dinorfina, etanol, neuroadaptacoes,
nicotina



ABSTRACT

Adolescence marks a period of increased vulnerability to drug abuse. Early initiation of
tobacco use is strictly associated with alcohol use and dependence in adolescence and
adulthood. The present study aims to investigate: 1) changes in anxiogenic-like effects
and on operant ethanol self-administration in adult rats exposed to nicotine during
adolescence; 2) changes on pro-dynorphin (PDYN) gene expression in the nucleus
accumbens (NAc) on late nicotine withdrawal and after ethanol self-administration; 3)
which brain areas are activated on short or long-term nicotine withdrawal during
adolescence. Our results showed that pre-exposure to nicotine during ten days
(83mg/kg/day; s.c) in adolescent rats, did not change anxiogenic-like effects in the
elevated plus maze, 15 days after the treatment cessation [postnatal day (PND) 52],
progressive ratio (PND 75-79) and binge (PND 81-84) in the operant ethanol self-
administration protocol. However, animals pre-treated with nicotine displayed increased
motivation to saccharin seeking. No changes were observed on gene expression of
PDYN 15 days after chronic nicotine treatment cessation or 24 hours after the last binge
session of ethanol self-administration. Concerning the areas involved on nicotine
withdrawal, we observed that adolescent rats exposed to nicotine through the mini-
pumps during 10 days (PND 28-37), showed enhanced Fos activation in the medial
prefrontal cortex (MPFC) 3 days after nicotine treatment cessation (PND 40). The
percentage of neuronal activation in this group was 22.03%, of those activated neurons,
28.5% were GABAergic and only 2.5% were glutamatergic neurons. Meanwhile, 15
days after the mini-pumps were removed, no difference was observed on Fos activation
in the different brain areas analyzed. We concluded that: a) administration of nicotine
during adolescence was not able to modify anxiety-like behaviors and ethanol seeking
behavior in adulthood; b) late nicotine withdrawal did not change gene expression of
PDYN in NAc, as well as, did not change Fos protein neuronal activation in the regions
of mMPFC, NAc and habenula; c) short-term nicotine withdrawal involves the activation of
neural ensembles in the mPFC.

Keywords: adolescence, dynorphin, ethanol, neuroadaptations, nicotine, withdrawal
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1.1 Aspectos gerais

O uso de substancias de abuso tem sido relatado desde os primordios da
humanidade. Ele esteve associado a medicina, ciéncia, cultos religiosos e
celebraces, e variou de acordo com o0s aspectos culturais e sociais de cada época
(ROYCE, 1981; TOSCANO JR., 2001).

O consumo de alcool pelo ser humano € um costume extremamente antigo.
Desde aproximadamente 6000 a.C, aborigenes obtinham bebidas alcodlicas por meio
do processo de fermentacdo de cereais. Como relatado na mitologia, o alcool era
considerado uma substancia divina, fazendo com que o hébito de beber fosse mantido
ao longo do tempo. Na Idade Média, os arabes passaram a produzir bebidas alcoolicas
por meio do processo de destilagdo, aumentando assim, o teor alcodlico das bebidas,
gue passaram a ser consideradas um remédio para todas as doencas, além de
produzirem um alivio eficiente da dor. A partir da Revolugcédo Industrial, registrou-se
grande aumento na oferta desse tipo de bebida, o que contribuiu para um maior
consumo e, consequentemente, problemas de saude decorrentes do uso excessivo do
alcool (CEBRID, 2003).

O tabaco, obtido da planta Nicotiana tabacum é utilizado desde
aproximadamente 1000 a.C. Inicialmente a planta era utilizada pelos indigenas da
América Central em rituais magico-religiosos e provavelmente chegou ao Brasil pela
migracdo de tribos tupis-guaranis. No século XVI, periodo de colonizacdo da América,
o francés Jean Nicot entrou em contato com a planta e a disseminou pela Europa com

propdésitos medicinais, tais como: cura de Ulceras e cefaleia. Existiam diferentes
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meétodos para o uso do tabaco, como o fumo em cachimbos e posteriormente charutos;
inalacdo de rapé (um po6 fermentado e fino de tabaco) e a mascagem das folhas de
tabaco. Somente no ano de 1828 foi que a nicotina, principio ativo do tabaco, foi
isolada das folhas da planta Nicotiana tabacum. No final do século XIX, iniciou-se a
producdo de cigarros e ap6s a segunda guerra mundial, com o aumento da publicidade
e o aperfeicoamento dos instrumentos de produgcdo em massa, ocorreu uma expansao
do uso do cigarro mundialmente. A partir da década de 1960, surgiram 0s primeiros
relatérios cientificos relacionando o uso do cigarro aos problemas de saude dos
fumantes. Desde entdo, a saude publica vem lutando contra o tabagismo, no entanto,
s6 apds os anos 80 foi que a nicotina foi incluida como droga que causa dependéncia
(CEBRID, 2003).

Atualmente, a décima edicdo da Classificacdo Internacional de Doencas (CID
10) classifica trés padrdoes de uso das drogas: 1) uso ocasional; 2) uso abusivo ou
nocivo; 3) uso compulsivo ou dependéncia.

O uso ocasional refere-se a manutencao de uso regular, ndo compulsivo e que
néo interfere com as atividades habituais do individuo. O uso abusivo € caracterizado
por um padrdao mal-adaptado de uso, manifestado por consequéncias adversas
recorrentes e significativas.

A dependéncia é conceituada como uma sindrome comportamental na qual o
uso da droga torna-se prioridade na vida do individuo. De acordo com esse conceito, a
dependéncia é caracterizada por um conjunto de sinais e sintomas indicativos de que o
individuo perdeu o controle do uso da droga e o mantém a despeito das suas

consequéncias adversas. A dependéncia caracteriza-se, ainda, pelo uso compulsivo da
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substancia e pelo surgimento de estados emocionais negativos (disforia, ansiedade,
irritabilidade) quando o acesso a substancia é limitado.

O uso abusivo e a dependéncia de drogas séo considerados, pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS), problemas de saude publica mundial.

Levantamento realizado pelo Escritério das NacGes Unidas Sobre Drogas e
Crimes (UNODC) mostrou que em 2011, no mundo, cerca de 167 a 315 milhdes de
pessoas entre 15 e 64 anos de idade (3,6 a 6,9% da populag&o adulta) fizeram uso de
substancias de abuso. Estes dados néo incluem o uso de nicotina e etanol. Estimativas
do UNODC mostram, ainda, que o niamero de mortes associadas ao uso de drogas
ilicitas variou de 102.000 a 247.000, valores que correspondem a uma taxa de
mortalidade de 22,3 a 54,0 mortes por milhdo. Além disso, o levantamento mostrou alto
indice de mortes em individuos jovens, causadas pelo uso de drogas (UNODC, 2013).

No Brasil, dados do Centro Brasileiro de Investigacdes sobre Drogas (CEBRID)
mostraram que 3,4 milhdes de pessoas entre 18 e 59 anos usaram drogas ilicitas pelo
menos uma vez na vida (CEBRID, 2005).

Entretanto, tabaco e etanol, consideradas drogas licitas no Brasil e em diversos
paises, sdo as mais consumidas no mundo (BOBO; HUSTEN, 2000).
Aproximadamente 12% da populacdo mundial consome etanol diariamente (OMS,
2012; UNODC, 2012). Dados do Il Levantamento Domiciliar Sobre o Uso de Drogas
Psicotropicas no Brasil revelaram que 74,6% da populacao brasileira consumiu etanol
pelo menos uma vez na vida, sendo 12,3% a porcentagem de individuos que se
tornaram dependentes (CEBRID, 2005). De acordo com a Organizacdo Mundial de

Saude (OMS), 4% de todas as mortes no mundo sdo atribuidas ao uso de etanal,
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porcentagem essa, maior do que as de mortes causadas por Aids, violéncia e tuberculose
(OMS, 2011).

Ainda segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS, 2012), cerca de 1 bilhdo
de pessoas no mundo sdo fumantes. Dados do CEBRID revelaram que 44% da
populacdo brasileira ja fez uso de nicotina pelo menos uma vez na vida, sendo a
porcentagem de individuos dependentes estimada em 10,1% (CEBRID, 2005). O uso
do tabaco resulta em mais de 5 milhdes de mortes por ano causadas, principalmente,
por cancer de pulméao (PICCIOTTO; KENNY, 2013).

Apesar de um elevado nimero de pessoas fazer uso de substancias de abuso,
apenas uma pequena, porém consideravel, porcentagem torna-se dependente (UHL;
GROW, 2004). Como exemplo, a nicotina € a primeira substancia de abuso com maior
porcentagem de risco de dependéncia (31,9%), seguida da cocaina com 16,7%. Dessa
forma, o risco de desenvolver dependéncia entre os individuos que experimentam
nicotina € cerca de duas vezes maior do que o risco associado ao uso de cocaina
(O’BRIEN, 2006).

Muitas varidveis interagem para influenciar a probabilidade de um individuo
iniciar o uso abusivo de drogas ou se tornar dependente. Essas variaveis sé&o
agrupadas em trés categorias: droga, individuo e ambiente.

Um dos fatores associados a droga € seu potencial de dependéncia, que deve-
se as propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas. Assim, quanto mais rapido o
inicio do efeito da droga, maior a probabilidade de associacdo entre a sensacéo
hedbnica e o comportamento de uso e, portanto, o risco do desenvolvimento da

dependéncia. A variacdo individual no efeito das substancias, pode estar associada a
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fatores genéticos; presenca de disturbios psiquiatricos (depresséo, transtornos de
ansiedade ou obsessivo-compulsivo); idade de uso, entre outros. Outro fator importante
€ a exposicao ao estresse, que tem como exemplos, a perda dos familiares, a violéncia
fisica, o abuso sexual e o trabalho excessivo. Assim, a vulnerabilidade é determinada
por fatores de natureza multipla, e o individuo pode tornar-se dependente por causa de
um desses fatores ou, mais comumente pela interacdo deles (PLANETA; GRAEFF,

2012).

1.2 Teorias neurobioldgicas da dependéncia e modelos animais

Vérias teorias neurobiologicas foram propostas para explicar a dependéncia de
substancias de abuso. As teorias, apesar de possuirem diferentes abordagens, séo
complementares e contribuem para a compreensdo de varios aspectos da
dependéncia.

Nos primeiros estudos sistematicos com o objetivo de entender a
farmacodependéncia predominaram as investigagcdes das consequéncias adversas
decorrentes da interrupcdo do uso das drogas. Esses estudos foram realizados com
opidides e etanol, substancias que apresentam tolerancia e sindrome de abstinéncia
marcantes (PLANETA; GRAEFF, 2012)

A tolerancia € um estado adaptativo caracterizado pela diminuicdo da resposta a
administracdo da mesma quantidade da droga, ou seja, o individuo aumenta a dose
para obter o0 mesmo efeito farmacolégico do inicio do uso. A sindrome de abstinéncia

reflete as neuroadaptacdes relacionadas ao desenvolvimento da tolerancia e ocorre
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como consequéncia da interrup¢cdo do uso da droga apos seu uso prolongado. Ela é
caracterizada por um conjunto de sinais e sintomas (especificos para cada droga),
geralmente opostos aos efeitos agudos da substancia, que provocam desconforto
intenso ao individuo (JAFFE, 1989; O'BRIEN, 2006).

Com base nesses conceitos foi proposto que individuos dependentes
mantinham o uso da droga para evitar o desconforto da retirada e, dessa forma, a
droga atuaria como reforgcador negativo.

No entanto, algumas limitagdes foram observadas na teoria do refor¢co negativo:
1) o tratamento da sindrome de abstinéncia era pouco eficaz no tratamento da
dependéncia; 2) muitos farmacos utilizados na terapéutica como os antidepressivos e
antipsicoticos, produziam sindrome de abstinéncia, porém n&o induziam 0 uso
compulsivo; 3) o inicio do uso das drogas ocorre na auséncia da sindrome de
abstinéncia (WISE; BOZARTH, 1987; JAFFE, 1989; O'BRIEN, 2001).

Dessa forma, Wise e Bozarth (1987) propuseram a teoria do refor¢co positivo.
Segundo essa teoria, todas as substancias que causam dependéncia tém em comum a
propriedade de causar efeitos euforizantes ou prazerosos e, dessa forma, atuam como
reforcadores positivos. Vérias evidéncias indicam que o efeito refor¢cador positivo das
drogas € decorrente da ativacdo de um substrato neurobiolégico comum, o sistema
dopaminérgico mesocorticolimbico, composto pela area tegmental ventral (VTA) e suas
projecdes para o cortex frontal e regides do sistema limbico, como o nucleo acumbens
(NAc), conforme ilustrado na figura 1 (WISE; BOZARTH, 1987; KOOB; LE MOAL,
2001). A ativagéo desse sistema causa aumento da liberagdo de dopamina (DA) no

NAc, evento associado a sensacao subjetiva de prazer (WISE, 1978).
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Figura 1. Representacdo esquemdtica do sistema mesocorticolimbico no encéfalo de roedor,
destacando as principais proje¢des dopaminérgicas (linhas verdes) oriundas da VTA para o NAc (parte
do sistema limbico) e componentes do circuito cortical [cOrtex pré-frontal (CPF)]. As linhas azuis
representam aferéncias excitatérias glutamatérgicas para o NAc provenientes do CPF, amidala (BLA) e
hipocampo. A linha laranja representa o circuito GABAérgico inibitério aferente do NAc com projecdes
para a VTA (Adaptado de CRUZ, F. C. et al., 2013).

O efeito refor¢cador positivo das drogas pode ser demonstrado no modelo animal
de autoadministracdo operante, no qual cada resposta € reforcada pelos efeitos da
prépria substancia de abuso (refor¢o positivo) (PANLILIO; GOLDBERG, 2007).

Vérios estudos demonstram que todas as substancias que causam dependéncia
em humanos, induzem autoadministracdo em animais. Neste sentido, a
autoadministracdo operante foi demonstrada para cocaina (AHMED; KOOB, 1999;
KNACKSTEDT; KALIVAS, 2007), heroina (DEMBO, et al., 1988), 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).
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A autoadministracdo operante de substancias de abuso € considerada um dos
modelos de maior valor preditivo para o estudo da farmacodependéncia, pois modela
aspectos que marcam a transicao do uso ocasional para a dependéncia (LECCA et al.,
2007; PANLILIO; GOLDBERG, 2007). Dentre eles estdo o ponto de ruptura, que
representa o0 aumento da motivacdo para o uso da droga, (ROBERTS; MORGAN; LIU,
2007) e o consumo da substancia em acesso livre prolongado (“binge”), que tem como
objetivo mimetizar o consumo de substancias de abuso em humanos em intervalos de
tempo prolongados (MORGAN; ROBERTS, 2004).

Os estados afetivos de prazer proporcionados pelas substancias psicoativas
podem explicar a experimentacdo e o uso ocasional, mas, ndo explicam a principal
caracteristica que define a dependéncia: a perda do controle do uso da droga
(O'BRIEN, 2011).

Koob e Le Moal (1997; 2008) adaptaram a teoria dos processos oponentes,
proposta por Solomon e Corbit em 1973, para explicar o uso compulsivo das drogas e a
recaida ao uso apoés periodos de abstinéncia. Segundo esses autores, 0 uso inicial das
drogas produz euforia, consequente a ativagdo da via de recompensa, denominado
‘Estado A”. Subsequentemente ao efeito reforcador positivo da droga, emerge um
estado negativo e oponente denominado “Estado B”, que resulta da ativagao da “via de
estresse” ou “sistema de antirrecompensa”. Com o uso prolongado da substancia o
“Estado B” se intensifica, tornando a via de “antirrecompensa” sensibilizada, enquanto
que o “Estado A”, de recompensa, torna-se tolerante. A sensibilizacdo do “Estado B”
manifesta-se na forma de estados afetivos negativos (disforia, ansiedade e

irritabilidade) na retirada da droga. Dessa forma, a combinacdo da diminuicdo da
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atividade do sistema de recompensa e o recrutamento do “sistema de estresse” ou
“antirrecompensa”, seriam responsaveis pela busca, recaida e consumo compulsivo da
droga, uma vez que, o individuo utiliza a substancia novamente para aliviar os estados
negativos da retirada (reforgo negativo) (Figura 2).

Considerando o efeito recompensador e os estados aversivos evocados pelo
uso das drogas, uma regido chamada habenula, tornou-se alvo de estudos no processo
de dependéncia, jA que ela possui papel central na codificacdo de estimulos
reforcadores e aversivos, regulando os sistemas monoaminérgicos do mesencéfalo e
recebendo projecbes dopaminérgicas vindas da VTA. Estudos recentes avaliaram a
relacdo ente a habenula e a exposicdo a nicotina e demostraram que ao injetarem
mecamilamina (antagonista do receptor nicotinico) nesta regido, ocorria aumento dos

sinais somaticos na retirada da nicotina (SALAS et al., 2004, 2007, 2009).
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Figura 2. Mudancas ocorridas na transicdo do uso ocasional para a dependéncia. (A) Neurocircuito
associado aos efeitos reforcadores positivos, agudos das drogas de abuso e (B) neurocircuito
relacionado aos os efeitos reforcadores negativos da dependéncia (Retirado de KOOB; LE MOAL, 2008).
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Modelos animais de ansiedade, como o labirinto em cruz elevado (LCE), s&o
amplamente utilizados para avaliar os estados emocionais negativos causados pela
retirada da droga, uma vez que, comportamentos ansiogénicos sdo comuns ha
sindrome de abstinéncia e contribuem para a busca da substancia (KOOB, 2009).

O LCE possui validagdo comportamental, fisiologica e farmacologica para o
estudo de ansiedade tanto em ratos (PELLOW et al., 1985) como em camundongos
(LISTER, 1987). O teste consiste em colocar o animal em um labirinto elevado do solo,
constituido por dois bracos fechados por paredes e dois abertos; analisando-se a
frequéncia de entradas e o tempo gasto em cada tipo de braco. Através da
porcentagem da preferéncia (entradas e tempo gasto) pelos bragcos abertos, avalia-se o
indice de ansiedade do animal; assim, quanto maiores 0s niveis de ansiedade, menor a
porcentagem de entradas nos bragcos abertos e de tempo gasto nos mesmos
(HANDLEY; MITHANI, 1984; PELLOW; FILE, 1986, MORATO, S., 2006).

A utilizacdo de modelos animais que possam evidenciar alteracdes
comportamentais e moleculares relacionadas ao uso e a dependéncia das drogas é
fundamental para o avanco do conhecimento das bases neurobiologicas da

dependéncia (CAPRIOLLI, et al., 2007).

1.3 Nicotina e etanol: mecanismos de acao e neuroplasticidades

O etanol é classificado como uma substancia depressora do sistema nervoso

central. Seu mecanismo de acado é bastante complexo e envolve, além da alteracdo da



28

composicdo lipidica das membranas celurares, a atuagdo em diversos tipos de
receptores e proteinas efetoras. O etanol pode antagonizar 0s receptores
glutamatérgicos (NMDA), glicinérgicos, serotoninérgicos (5-HTs), colinérgicos
nicotinicos e canais de Ca?" do tipo L ou atuar como agonista dos receptores
gabaérgicos (GABA A) e canais de K" ativados por proteina G (FADDA; ROSSETTI,
1998; VENGELIENE et al., 2008). Desse modo, o etanol diminui a neurotransmissao
excitatoria e acentua a neurotransmissao inibitéria do sistema nervoso central.

Estudos indicam que o efeito reforcador do etanol no sistema
mesocorticolimbico ocorre devido ao bloqueio dos receptores NMDA, localizados no
corpo celular dos interneurénios GABAérgicos na VTA. Dessa forma, a reducédo da
inibicAo GABAérgica sobre os neurdnios dopaminérgicos resulta no aumento da
liberacdo de dopamina no NAc (FADDA; ROSSETTI, 1998). Outras evidéncias
sugerem que o etanol também pode se ligar a receptores p-opidides presentes nos
neurdnios opioidérgicos da VTA, que por sua vez, inibem os interneurdnios
GABAérgicos, intensificando a transmissdo dopaminérgica e aumentando a liberacéo
de dopamina no NAc (GILPIN; KOOB, 2008).

A nicotina exerce sua acgao no sistema nervoso central ligando-se a receptores
colinérgicos nicotinicos (NAChR). Os nAChR sao constituidos por cinco subunidades
proteicas, que formam um canal i6nico com condutancia para sodio e célcio,
dependendo das subunidades formadoras (ADDY; PICCIOTTO, 2013; TUESTA;
FOWLER; KENNY, 2011). No sistema nervoso central, os nAChR s&o formados pela
combinagao (homopentamérica ou heteropentamérica) das subunidades a 2-10 e B 2-4

(PICCIOTTO; KENNY, 2013).
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No mesencéfalo, as subunidades B2 em combinagcdo com as subunidades a4
e/ou a6 dos nAChR sao essenciais para a propriedade reforcadora da nicotina. A
nicotina se liga nestes receptores, situados nos corpos celulares de neurbnios
dopaminérgicos na VTA e promove o disparo desses neurbnios, aumentando a
liberacdo de dopamina no NAc (DE BIASI; DANI, 2011).

Embora os mecanismos primarios da acdo da nicotina e do etanol sejam
diferentes, ambas as substancias modificam a neurotransmissdo nos circuitos neurais
associados ao abuso e dependéncia de drogas de forma semelhante (CORRIGALL et
al., 1992; WEISS et al., 1993; PONTIERI et al.,, 1996). Assim, foi demonstrado que
ambos, nicotina e etanol, agudamente, aumentam a liberacdo de DA no NAc (DI
CHIARA; IMPERATO, 1988b; WEISS et al., 1993).

Apés ser liberada na fenda sinaptica a dopamina pode interagir com o0s
receptores dopaminérgicos do subtipo Di, 0 que induz uma sequéncia de eventos
intracelulares que incluem: a estimulacdo da proteina G estimulatoria (Gs), ativacao da
adenilato ciclase e aumento de AMPc com consequente ativacdo da proteina quinase
dependente de AMPc (PKA) (LU et al., 2006). Na sequéncia de eventos de transducéo,
a PKA ativada fosforila outras proteinas importantes na atividade intracelular, dentre
elas, a proteina de ligacdo ao elemento de resposta as AMP ciclico (CAMP binding
element) (CREB). A forma ativa de CREB (p-CREB) liga-se a sitios CRE (elementos de
resposta ao AMP ciclico), presentes em centenas de genes no sistema nervoso central,
e promove a transcricdo génica, por exemplo, do gene da pro-dinorfina (PDYN), na

regidao do NAc (MAYR; MONTMINY, 2001).
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Alteracbes na expressdo génica causadas pelas drogas de abuso induzem
neuroplasticidades duradouras relacionadas ao desenvolvimento da dependéncia
(NESTLER, 2001). Neste sentido, varios estudos mostram que a exposi¢cao cronica as
drogas de abuso causa adapta¢cGes no sistema dinorfina/kappa opidide (WEE; KOOB,
2010; HOLTER, et al., 2000; ISE, et al., 2002)

A dinorfina, derivada do precursor pro-dinorfina, exerce suas agfes ao se ligar
aos receptores da classe kappa opidide (KOPr). A estimulacdo dos KOPr produz
aversao, disforia, anedonia, depresséo e respostas relacionadas ao estresse (BALS-
KUBIK, et al., 1993; CARLEZON, et al., 2006; TODTENKOPF, et al., 2004). Além disso,
a ativacdo dos KOPrs, por agonistas, resulta na inibicdo da liberacdo de dopamina no
cortex pré-frontal (PFC) e no NAc (DEVINE, et al.,, 1993; DI CHIARA; IMPERATO,
1988a; SPANAGEL et al.,, 1990a,b; SPANAGEL et al.,, 1992; ZHANG, et al., 2004).
Esses dados sugerem a existéncia de sistemas opioidérgicos tonicamente ativos que
regulam a liberacdo de dopamina no PFC e NAc, ou seja, a interacdo entre os
neurbnios dopaminérgicos e opioidérgicos, no sistema limbico, é fundamental no
processo da dependéncia.

Foi demonstrado que a autoadministracdo de cocaina ou heroina induz aumento
de RNA mensageiro (RNAmM) da PDYN, respectivamente, no estriado e NAc
(DAUNAIS, et al, 1993; FAGERGREN, et al, 2003; HURD, et al, 1992;
SCHLUSSMAN, et al, 2005; SOLECKI, et al., 2009). De forma semelhante, a
autoadministracdo de etanol aumenta o RNAmM da PDYN no NAc apds o término do
tratamento prolongado (LINDHOLM, et al., 2000; RATTAN et al., 1992; SPANGLER, et

al., 1993).
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Poucas evidéncias sdo encontradas na literatura quanto a exposi¢ao repetida a
nicotina e suas consequéncias na expressdo génica da PDYN. Isola et. al. (2008)
injetaram nicotina durante 14 dias em camundongos e avaliaram a expressao génica e
conteudo de dinorfina no sistema dopaminérgico. Esses autores observaram aumento
no contetdo do RNAmM da PDYN no estriado ventral (NAc) e dorsal, 4 dias apo6s a
retirada da nicotina. Entretanto, os autores observaram diminuicdo no contetudo de
dinorfina nas mesmas regides, sugerindo que essa diminuigdo, estaria relacionada ao
aumento da liberacdo e degradacdo do peptideo. Enquanto o aumento da expresséo
do RNAmM da PDYN indicaria aumento da sintese de dinorfina, como efeito
compensatoério para manter as reservas intracelulares.

De modo geral, a retirada das drogas tende a aumentar a quantidade de RNAm
da PDYN ou a concentracdo de dinorfina, que por sua vez, ativa os KOPrs e promove
estados aversivos. Assim, embora o sistema dinorfina/Kappa opidide nao esteja
diretamente envolvido no mecanismo de recompensa, ele 0 modula através dos seus

efeitos aversivos associados ao estresse (WEE; KOOB, 2010).

1.4 Adolescéncia e ainteracado entre nicotina e etanol

Dentre os inameros fatores de risco associados ao desenvolvimento da
dependéncia encontram-se a idade de inicio do uso da droga e 0 uso prévio ou
concomitante de diferentes substancias de abuso.

Dados do VI Levantamento Nacional sobre o Consumo de Drogas Psicotropicas

entre Estudantes do Ensino Fundamental e Médio, realizado pelo CEBRID em 2010,
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mostraram que o inicio do uso tanto de nicotina como de etanol ocorre precocemente,
na faixa etaria de 10 a 12 anos. O levantamento apontou, também, que o uso dessas
substancias tende a aumentar nas faixas etarias subsequentes, sendo a porcentagem
de uso na vida de etanol e nicotina na faixa etaria de 13 a 15 anos equivalente a 60,3%
e 16%, respectivamente.

A adolescéncia € o periodo de transicdo da infancia para a idade adulta. Ela &
caracterizada por mudancas fisioldgicas e neuroenddocrinas que marcam a maturagcao
sexual. Adolescentes de varias espécies exibem comportamentos tipicos desse
periodo que incluem: o aumento da interacdo social com seus pares, busca por
novidades e comportamentos de risco (SPEAR, 2000).

O sistema nervoso central encontra-se em desenvolvimento durante toda a
adolescéncia, porém a velocidade e o tempo de maturacao variam nas diferentes areas
encefalicas (GOGTAY, et al. 2004). Estruturas limbicas subcorticais importantes para o
processamento emocional, tais como hipotdlamo, areas dopaminérgicas do
mesencéfalo, amidala, NAc e estriado dorsal, apresentam um grande pulso de
desenvolvimento no inicio da puberdade (SOWELL, et al., 2003; CASEY, et al., 2005).
Essa maturacdo é importante para 0os comportamentos sociais e sexuais e é
desencadeado pelos horménios da puberdade. Por outro lado, o desenvolvimento de
areas corticais frontais do cérebro, responsaveis pelo controle cognitivo do
comportamento, dependem da idade e experiéncia do individuo e continuam ao longo
da adolescéncia e da idade adulta (SOWELL, et al., 2003; GIEDD, 2004). Assim,
durante a adolescéncia o estado emocional torna-se forte e predominante, ao passo

gue as estratégias de tomada de decisdo e de autocontrole cognitivo, permanecem em
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desenvolvimento. Esse quadro explica os comportamentos de riscos caracteristicos da
adolescéncia (SPEAR, 2000; GAIVAN, et al., 2007), como, por exemplo, a
experimentacdo e abuso das drogas. Evidéncias clinicas mostram que quanto mais
precoce o inicio de uso das drogas, maior a probabilidade do individuo tornar-se
dependente (KANDEL, et al., 2007; KING; CHASSIN, 2007; KOOB; O'LOUGHLIN, et
al. 2003; PITKANEN; LYYRA; PULKKINEN, 2005).

Além da idade de exposicdo a substancia, outro fator de risco importante para o
aumento da vulnerabilidade ao desenvolvimento de dependéncia é o uso prévio ou
concomitante de substancias de abuso (FUNK; MARINELLI; LE, 2006; MARTINEZ-
ORTEGA et al., 2006; KANDEL, et al., 1997). Por exemplo, o inicio precoce do uso de
tabaco esta significativamente associado a ocorréncia de abuso e dependéncia de
etanol na adolescéncia e na vida adulta (RIALA, et al., 2004).

Estudos pré-clinicos demonstram aumento do consumo de etanol em animais
previamente expostos a nicotina (BLOMQVIST, et al., 1996; LE, et al., 2000). Além
disso, a interacdo entre nicotina e etanol é evidenciada, também, pela demonstracéo
de que a injecdo aguda de nicotina reinstala o comportamento de busca pelo etanol
apos a extingcdo do comportamento condicionado (LE, et al., 2003). Entretanto, estes
estudos foram realizados em animais adultos.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo investigar a interacdo entre
nicotina e etanol no modelo animal, tomando como base a teoria dos processos
oponentes e as observacdes de que idade e a exposi¢cdo prévia sao fatores de risco
para o desenvolvimento da dependéncia. Partimos da hipétese que a administracéo de

nicotina na adolescéncia aumentaria os comportamentos relacionados a ansiedade e
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causaria alteracdes duradouras na expressao génica de pro-dinorfina, que resultariam

no aumento da autoadministracdo de etanol em etapas posteriores da ontogénese.
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2 OBJETIVOS
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Investigamos:

1)

2)

3)

as alteragcdes nos comportamentos relacionados a ansiedade e na
autoadministracdo operante de etanol em ratos adultos expostos a nicotina

durante a adolescéncia;

as alteracdes na expressdo génica da pro-dinorfina no ndcleo acumbens na

abstinéncia tardia da nicotina e ao final da autoadministragéo de etanal;

quais as areas encefalicas ativadas na abstinéncia a curto e a longo prazo

da nicotina, apos sua exposi¢ao na adolescéncia.
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3 MATERIAIS E METODOS
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3.1 Experimento 1 — Efeitos da exposi¢ao a nicotina durante a adolescéncia
nos comportamentos relacionados a ansiedade, expressdo génica de pro6-

dinorfina e autoadministracdo de etanol

3.1.1 Parecer Etico

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP (CEP-19/2011) e os experimentos
foram conduzidos seguindo os principios do Colégio Brasileiro de Experimentacao

Animal (COBEA).

3.1.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar adolescentes machos (DPN 28), provenientes do
biotério central da Universidade Estadual Paulista - UNESP. Os animais foram
transferidos para o biotério do nosso laboratério no dia pés-natal (DPN 21), e mantidos
em condi¢cdes controladas de temperatura (23-24°C) e ciclo de luz invertido (12/12 h,
luz acesa as 19:00h), com livre acesso a alimento e agua.

De acordo com Spear (2000) a adolescéncia em ratos ocorre aproximadamente

entre os dias pés-natal 28 e 42.

3.1.3 Substancias



39

- (-) — Nicotina ([-]-1-methyl-2[3-pyridyl]pyrrolidine), 99% (Sigma)®
- Alcool etilico 95% (Synth)®

- Sacarina sédica (Synth)®

3.1.4 Administracao de nicotina

Animais adolescentes foram tratados durante dez dias (DPN 28-37) com trés
injecOes diarias, com intervalo de 4 a 5 horas entre elas, de nicotina (1,0 mg/kg) ou
salina pela via subcutanea (s.c.). A dose e o tempo de administracdo foram baseados
em experimentos prévios, que demonstraram que esse regime de administracdo de
nicotina é capaz de produzir sindrome de abstinéncia em ratos (MALIN, et al., 2006;

LEAO, et al., 2013).

3.1.5 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O LCE utlizado foi semelhante ao

i

' descrito originalmente por Pellow, et al. (1985).

T— | O labirinto € composto de dois bragos abertos,

medindo 45 x 10 x 0.25 cm (comprimento X

largura X altura) e dois bragcos fechados,

i medindo 45 x 10 x 20 cm, conectados por uma

Figura 3. Labirinto em cruz elevado para ratos plataforma comum, denominada centro,

(INSIGHT®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil)
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medindo 10 x 10 cm (comprimento X largura). O aparato € feito de acrilico (chéo,

paredes e pés) e fica suspenso a 70 cm do chao da sala de experimento.

3.1.6 Caixa de autoadministracdo operante

As caixas de condicionamento operante para autoadministragdo séo feitas de
acrilico transparente medindo 25 X 30 X 30 cm (comprimento X profundidade X altura).
Uma das paredes da caixa constitui-se de um painel removivel, com duas barras
retrateis, um reservatoério de liquido para ingestdo oral de solugdes, pelos animais, e
pequenas lampadas para sinalizacdo da disponibilidade da droga. Esse painel é
conectado a uma bomba de infusdo que fornece uma dose da solucéo de sacarina ou
etanol no reservatério de liquido para ingestdo. Somente uma das barras retrateis
aciona o fornecimento da substancia (barra ativa), a outra fica desativada. A caixa de
condicionamento fica alojada dentro de uma caixa de isolamento acustico equipada
com ventilador. O painel e a bomba sdo conectados a um microcomputador, contendo
0 programa para o controle das infusbes e esquema de razdo (Infusyon®, Insight®,

Ribeirdo Preto-SP).

3.1.7 Procedimento operante para etanol

O procedimento de autoadministracao foi padronizado no laboratério a partir da

adaptacao dos métodos descritos por Economidou, et al. (2006) e Gilpin, et al. (2010).
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3.1.7.1 Treinamento da autoadministracdo operante de etanol

Esse procedimento teve como objetivo treinar os ratos para autoadministracéo
de solucéo de etanol 6% em razéo fixa (RF) 3. O treinamento comecou 15 dias apds o
término do tratamento com nicotina (ratos DPN 52). Nos quatro primeiros dias do
experimento os animais foram treinados a pressionarem uma alavanca da caixa de
autoadministracdo em razéo fixa 1 (RF1) para receberem solugdo de sacarina 0,05%
no reservatorio de ingestéo por 1h diaria, sendo 0,2ml o volume do reforgo. Apds essa
fase, os ratos foram treinados a autoadministrarem solu¢cbes com concentracoes
crescentes de etanol (2%, 4% e 6%), diluidas em sacarina 0,05%, e a partir de entéo,
as sessOes de autoadministragdo ocorreram em dias alternados. Terminada essa fase,
a taxa de respostas foi aumentada para RF3 e a concentracdo de etanol nessa e
demais sessdes, foi de 6% de etanol, diluido em solucdo de sacarina 0,05%. Os
animais realizaram cinco sess6es em RF3, com duracéo de 3h cada.

O fornecimento das solucbes no bebedouro durante o experimento foi
acompanhada pelo acendimento de uma luz verde acima da barra por 2s e ao final do
fornecimento foi estabelecido um tempo de inatividade da barra (“time out”) de 20s.

Os animais eram colocados nas caixas de autoadministracdo somente durante
as sessOes e depois eram reagrupados nas gaiolas-moradias. Durante todo o tempo
nas gaiolas-moradias os animais tiveram livre acesso a agua e racdo, exceto nos
guatro primeiros dias de treino, nos quais os ratos tinham acesso a agua apenas por
um periodo de 30 minutos apds as sessdes de treinamento.

Os grupos controle para autoadministracdo de etanol foram submetidos ao
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procedimento semelhante ao anterior, com exce¢do de que nunca receberam etanol,

sendo o comportamento operante mantido somente pela solugdo de sacarina.

3.1.7.2 Teste de razédo progressiva (RP)

As caixas de autoadministracdo foram programadas de modo que o numero de
respostas de pressao da barra fosse crescente para obtencdo do mesmo volume do
reforco com a solucéo etandlica ou de sacarina. As razdes de respostas seguiram o
esquema: 1122334455779911111313 151518 18 21 21 24 24 27 27...
proposto por Gilpin, et al. (2010). A sessédo era encerrada quando o animal ficava 60
minutos sem a obtenc¢é&o do reforco.

A Ultima razdo alcancada pelo animal durante a sessao € definida como ponto
de ruptura. Foram realizadas trés sessdes de RP em dias alternados. A média da
ultima razdo completada pelo animal em cada uma das trés sessdes de RP foi utilizada

como valor do ponto de ruptura.

3.1.7.3 Acesso Livre Prolongado (“Binge”)

O protocolo de acesso continuo ao etanol ou sacarina foi realizado por um
periodo de 24 horas em RF1. Como o etanol possui efeito depressor, que causa
prejuizos na funcdo motora (POHORECKY, 1977), avaliamos somente as trés
primeiras horas do animal na sessdo de “binge”. Um periodo extenso, de 24 horas, €

mais utilizado para substancias psicoestimulantes, como a cocaina (TANG, et al., 2004;
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CRUZ, et al., 2011).

Nac
Bregma 2.16 mm

3.1.8 Dissecacao do Nucleo Acumbens

Os animais foram transferidos
individualmente para uma sala com temperatura

controlada entre 20 e 24°C para decapitacao.

Figura 4. Esquema da seccdo do nucleo Os encéfalos foram removidos e mantidos em
acumbens adaptado do atlas esterotaxico de

Paxinos and Watson (2006). . .
freezer -80°C. Posteriormente foram fatiados no

criostato sob temperatura de -15 a -20°C, seguindo-se as coordenadas estereotaxicas
para ratos do atlas de Paxinos e Watson (2006). A regido de interesse, NAc, foi
dissecada por meio de agulhas de ponta chata de 14 -16 gauge, e colocada em tubos
criogénicos. Os tubos foram congelados em nitrogénio liqguido e armazenados em

freezer -80°C, para posterior analise da expressao génica por RT-PCR.
3.1.9 Reacao de polimerase em cadeia em tempo real (RT-PCR)
3.1.9.1 Extrag&o de RNA Total
A extracdo do RNA foi realizada utilizando-se o reagente Trizol® (Invitrogen®)
de acordo com as recomendacdes do fabricante. O tecido foi macerado no proéprio tubo

criogénico, inicialmente com nitrogénio liquido, com auxilio de um pistilo de plastico,

para evitar a quebra das membranas nucleares e posteriormente, foi adicionado Trizol
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(1000 pl) e o tecido continuou sendo macerado. Em seguida, o macerado foi agitado
vigorosamente com as maos por 15 segundos e deixado em repouso por 3 minutos em
temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados 200 pL de cloroformio, os
tubos foram agitados vigorosamente com as maos por 15 segundos e o macerado
permaneceu em repouso por mais 10 minutos em temperatura ambiente. Em seguida,
a amostra foi centrifugada 12.000 xg a 4°C por 15 minutos. A fase superior (fase
aquosa, ~400 uL) foi transferida para outro tubo, para precipitacdo do RNA total. Na
sequéncia foram adicionados 460 pL de isopropanol e 40 uL de solugédo de acrilamida
(5 mg/mL). A solucao foi homogeneizada e, em seguida, centrifugada a 12.000 xg a
4°C por 15 minutos. Posteriormente, o precipitado foi lavado com etanol 75% duas
vezes e secado durante 10 minutos. Na sequéncia, o RNA total foi solubilizado em 40
UL de dgua DEPC (0.1% dietilpirocarbonato) e incubado em banho-maria (65°C) por 10

minutos. As amostras foram armazenadas a -80°C.

3.1.9.2 Determinacédo da concentracdo do RNA total

A concentracdo de RNA foi determinada por espectrofotometria a 260nm, e a
relacdo entre as absorbancias 260/280nm foi analisada. Para isso 1,5 pL do RNA total,
de cada amostra, foi lido no aparelho de espectrofotometria NanoDrop 2000 — Thermo
Scientific.

As amostras que obtiveram o valor, na relacdo de absorbancia 260/280nm

abaixo de 1,7 foram eliminadas.
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3.1.9.3 Tratamento das amostras com DNase

Para o tratamento com DNase, utilizou-se o kit Deoxyribonuclease I,
Amplification Grade (Invitrogen®) de acordo com as instru¢cbes do fabricante.
Resumidamente, 1 uyg de RNA das amostras, descritas no item 3.1.9.2; foi adicionado a
uma mistura contendo: 1 yL 10XDNase | Reaction Buffer; 1 yl DNase | Amp Grade
(1U/1 yl) e 1 pl de 25 mM de EDTA.

Essa etapa é importante para garantir que apenas o DNA complementar ao RNA
extraido (cDNA) seja amplificado nas etapas posteriores, evitando a contaminagcdo com

DNA ja existente na amostra.

3.1.9.4 Transcricdo Reversa do RNA

A transcricdo reversa de RNA foi feita logo apés a conclusdo das etapas
descritas no item 3.1.9.3, utilizando-se o kit High Capacity c-DNA Archive (Applied
Biosystems®), de acordo com as recomendagdes do fabricante.

Resumidamente, adicionou-se nas amostras do item 3.1.9.3: 2 yl 10x RT buffer;
0,8 pl 25X dNTP (100mM); 2 ul 10x RT randon primer; 1 yl de transcriptase reversa, e
completou-se o volume final de 25 pyl com agua DEPC. As amostras foram colocadas
no termociclador (Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700®) e ao término do

procedimento o cDNA sintetizado foi armazenado a -20°C.

3.1.9.5 Selecéao de oligonucleotideos iniciadores
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As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores (“primers”) dos genes alvos
para a reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) foram selecionados
através da andlise das sequéncias de RNAsm depositadas no Genebank, acessadas
através do programa BLAST do National Center for Biotechnology Information (NCBI).
Os oligonucleotideos iniciadores (Tabela 1) foram desenhados para que os produtos
tivessem entre 80 a 150 pares de base e apresentassem temperatura de anelamento

de aproximadamente 60°C.

Tabela 1. Sequéncias 5'-3" dos oligonucleotideos iniciadores, senso (For) e anti-senso (Rev)

Nome da sequéncia Sequéncia5- 3
PDY N-For TCTGCGGCGTCAGTTCAAGG
PDY N-Rev TGAGCCGGACACTGGATGGA
GAPDH-For ATGGGAAGCTGGTCATCAAC
GAPDH-Rev ACGCCAGTAGACTCCACGAC
3.1.9.6 Otimizacao dos oligonucleotideos
iniciadores

Foram realizadas rea¢cdes de otimizacdo para escolher a melhor concentragao
de cada oligonucleotideo iniciador, processo importante para que os oligonucleotideos
nao fossem fatores limitantes na velocidade da amplificacdo. As concentracdes de
oligonucleotideos testadas foram 0,25uM; 0,4uM; 0,5uM e 0,7uM.

Em cada tubo, referente a cada concentracdo de oligonucleotideos, foram
adicionados: 4 pL de cDNA, 50 pL de fluorocromo SYBR green (do kit Promega gPCR

master mix) e o volume das diferentes concentracbes de iniciadores, descritas
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anteriormente. Volumes de 20 pL foram pipetados de cada tudo, em triplicata e
transferidos para os pocos de uma placa. Sendo o quarto poco, considerado o branco
da reacdo, uma vez que, ele ndo continha amostra de cDNA. Em seguida, as placas
foram colocadas no equipamento para PCR em tempo real (Applied Biosystem 7500
Real-Time PCR System), para o processo de amplificacéo.

O resultado do teste de otimizacdo indicou que a melhor concentracao para

ambos os iniciadores (PDYN e GAPDH) foi de 0,5 uM.

3.1.9.7 Validacao dos oligonucleotideos iniciadores

Outro fator importante a ser considerado em experimentos de PCR quantitativo é
a eficiéencia de amplificacdo do gene-alvo e do gene de referéncia, em funcdo da
concentracdo de cDNA utilizado. Para esta verificacdo foram realizadas diluicdes
seriadas do cDNA das amostras controle, obtendo-se a relagao: 1, 1/10, 1/100, 1/1000.
As amostras de cDNA nas concentragdes citadas foram submetidas a amplificacdo por
PCR em tempo real. O teste foi realizado para cada gene utilizando a concentragédo de
oligonucleotideos iniciadores otimizada anteriormente (item 3.1.9.6). A reacdo foi a
mesma descrita no item 3.1.9.6, com a diferenca de que, neste caso, variou-se a
concentracdo de cDNA, mantendo-se a concentragao do oligonucleotideo iniciador fixa
(de acordo com a melhor concentracdo encontrada na otimizacdo). O primer foi
considerado eficiente quando o valor da inclinag&o da reta (slope) variou entre -3,1 a
-3,7. Essas inclinacdes refletem eficiéncia de amplificacdo entre 85 a 115% [Eficiéncia=

(10CY/slore) _ 1)x100].
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A Tabela 2 mostra os resultados obtidos no teste de validacéo.

Tabela 2. Resultado do teste de validagao dos iniciadores PDYN e GAPDH.

Nome do Gene Slope R? Eficiéncia (%)
PDYN -3,56 0,984 90,94
GAPDH -3,39 0,99 97,23

3.1.9.8 Amplificagdo génica por RT-PCR

Com os iniciadores validados e otimizados, as reacdes de RT-PCR foram
processadas. Em cada tubo, referente ao tipo de tratamento e a um iniciador, foram
adicionados: 4 pL de cDNA; 50 pL de fluorocromo SYBR green (do kit Promega qPCR
master mix) e os oligonucleotideos iniciadores, de acordo com os valores obtidos na
otimizacdo. Volumes de 20 pL foram pipetados de cada tubo, em triplicata, e
transferidos para pocos individuais da placa. Sendo, o quarto poco, considerado o
branco da reacdo, uma vez que, ndo continha amostra de cDNA. Ao final, as placas
foram colocadas no equipamento para PCR em tempo real, Applied Biosystem 7500
Real-Time PCR System, para o processo de amplificacao.

Os resultados de amplificagcdo génica foram normalizados em relacdo aos
resultados do gene controle GAPDH. A andlise da expressdao génica foi
semiquantitativa (método delta delta CT), como descrito por Livak e Schmittgen (2001).
O valor de CT (threshold cycle) representou o0 momento da reacédo de PCR em que a
fluorescéncia de determinada amostra foi detectada inequivocamente acima do ruido

de fundo (background). Sendo o resultado expresso em unidades arbitrarias (224€T). O
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modelo matematico utilizado para a obtencdo das unidades arbitrarias para essa
andlise foi:

1- Subtracéo do valor de CT do gene PDYN pelo CT do gene GAPDH (ACt);

2- Média do ACT das amostras;

3- ACT de cada amostra — a média do ACT (AACT);

4- elevacado negativa do AACT na base 2 = 2"45¢T,

3.2 Experimento 2 — Areas encefélicas ativadas na retirada imediata ou
tardia da nicotina (experimentos realizados no National Institute on Drug Abuse,

Baltimore, MD, EUA)

3.2.1 Parecer Etico

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Uso e

Cuidados Animais do National Institute on Drug Abuse.

3.2.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar adolescentes machos (DPN 28) (Charles River,
Raleigh, NC, EUA). Os animais foram transferidos para o biotério do Instituto no DPN
21 e alojados em duplas nas gaiolas moradias. Eles foram mantidos em condi¢des
controladas de temperatura (23-24°C) e ciclo de luz invertido (12/12 h, luz acesa as

20:00h), com livre acesso a alimento e agua.

3.2.3 Droga
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- (-) — Nicotina ([-]-1-methyl-2[3-pyridyl]pyrrolidine), 99% (Sigma)®

3.2.4 Cirurgia

Mini-bombas osmoticas (modelo Alzet 2ML2, Durect Corporation) foram
implantadas subcutaneamente. Os ratos foram anestesiados com cetamina:xilazina
(75:7,5 mg/kg, i.p.) e uma pequena inciséo foi feita 5 cm abaixo das escapulas. As mini-
bombas foram inseridas sob a pele, a inciséo foi suturada e os ratos receberam 5
mg/kg (s.c) do analgésico Cetoprofeno e 85 mg/kg (i.m) de antibiético Gentamicina. As
mini-bombas Alzet proporcionaram uma taxa de infusédo constante de 5 mL/h durante

10 dias.

3.2.5 Tratamento com nicotina

Ratos adolescentes receberam nicotina (3,16 mg/kg/dia) através das mini-
bombas osmoéticas durante 10 dias, comecando no DPN 28. Para os animais controle,
as mini-bombas foram preenchidas com solugdo salina. No décimo primeiro dia, 0s
animais passaram novamente pelo procedimento cirargico para a remo¢ao das mini-

bombas.

3.2.6 Imunoistoquimica

Os ratos tratados com solucéo salina ou nicotina foram perfundidos no terceiro (
n = 12 por grupo) ou décimo quinto (n = 12 por grupo) dia apos a retirada das mini-

bombas, para a realizacdo dos ensaios imunoistoquimicos.
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Os ratos foram anestesiados com isoflurano e perfundidos com 100 ml de
solucao salina tamponada com fosfato (PBS), seguido por 400 ml de paraformaldeido
4%. Os encéfalos foram poés-fixados em paraformaldeido durante 90 minutos e
transferidos para solucdo de sacarose 30% em PBS a 4°C durante 2-3 dias.
Posteriormente, os encéfalos foram congelados em gelo seco em p6 por 1 hora e
mantidos a -80°C até serem fatiados.

Os encéfalos foram fatiados em fatias coronais de 40 ym de espessura no
criostato, sob temperatura de -15 a -20°C, seguindo-se as coordenadas estereotaxicas
para ratos do atlas de Paxinos e Watson, (2006): entre +4,2 e +2,76mm para o cortex
pré-frontal medial (CPFm); entre +2,2 e +1,0mm para o nucleo acumbens (NAc); entre -
3,2mm e -3,84 para o habenula (Hb).

As fatias coronais contendo as regides encefalicas de interesse foram lavadas 3
vezes (10 minutos cada lavagem) com PBS e em seguida incubadas em solugcéo
bloqueadora (soro de cabra 3% e Triton X-100 0,25% dissolvidos em PBS) por uma
hora a temperatura ambiente. Ap6s o bloqueio as fatias foram incubadas com anticorpo
anti-Fos (diluicdo 1:4000; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA; produzido em
coelho), em solucéo bloqueadora por 24 horas a 4°C.

Apos essa incubacgéo, as fatias foram lavadas com PBS por 3 vezes (10 minutos
cada lavagem) e incubadas com anticorpo secundario, biotinilado anti-coelho (diluic&o
1:400; Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) 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,
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Burlingame, CA, EUA), Triton X-100 0,5% e PBS. Finalmente, as fatias foram lavadas 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), transferidas para solu¢céo de PBS e montadas em laminas gelatinizadas com
gelatina e aluminio-crébmico. Quando secas as laminas foram hidratadas em agua
destilada, em seguida desidratadas, em gradiente seriado de titulagcdes crescentes de
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 através de uma céamera (Coolsnap
Photometrics, Roper Scientific Inc., Trenton, NJ, EUA) acoplada a um microscopio
(Zeiss Axioskop 2). Foram capturadas imagens de 4 hemisférios por ratos e as células
positivas para Fos foram contadas usando-se o programa Axio Vision Rel., versao 4.8.

O valor de células positivas para cada animal representa a média dos 4 hemisférios.

3.2.7 Dupla Marcagéo por Imunofluorescéncia

Para a investigacdo do fenotipo das células ativadas (Fos positivas) utilizamos
alguns marcadores celulares especificos: Fos (marcador de ativacdo celular); NeuN
(marcador neuronal); CamKIl (marcador de neurdnios glutamatérgicos do CPF) e
GADG67 (marcador de neurénios GABAEgicos).

As fatias coronais com as regides encefalicas de interesse foram obtidas

conforme descrito no item 3.2.6.
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As fatias foram lavadas trés vezes (10 minutos por lavagem) com tampao 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
TBS). Foram realizadas mais trés lavagens (10 minutos por lavagem) com TBS e entéo
as fatias foram incubadas com os anticorpos primarios de interesse (Tabela 3) e Triton
X-100 0,3% diluidos em TBS, por 24 horas a 4°C. Posteriormente, as fatias foram
lavadas trés vezes (10 minutos por lavagem) com TBS e incubadas com os 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 laminas gelatinizadas com gelatina e aluminio-crémico e
cobertas com laminulas com auxilio do 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 ao microscopio 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 atraves
do programa ImageJ. O valor de células positivas para cada animal representa a média

dos 4 hemisférios.
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Tabela 3. Anticorpos utilizados na rea¢cdo de dupla marcacdo por imunofluorescéncia

Anticorpo Espécie
Anti-Fos Coelho
Anti-CamKIllI Camundongo
Anti-GADG65 Camundongo

Anti-NeuN Camundongo

Diluicao

1:4000

1:100

1:1000

1:2000

Fabricante

Santa Cruz

Pierce antibodies

Millipore

Chemicon
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4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
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4.1 Experimento 1 — Efeitos da exposicao a nicotina durante a adolescéncia
nos comportamentos relacionados a ansiedade, expressao génica de proé-

dinorfina e autoadministracdo de etanol

4.1.1 Efeito da administracao prévia de nicotina durante a adolescéncia na
expressdo de comportamentos relacionados a ansiedade no teste do labirinto em

cruz elevado (LCE)

Ratos adolescentes (DPN 28) (N= 17 ratos) foram tratados durante dez dias com
trés injecdes diarias de nicotina (1,0 mg/kg) ou salina pela via subcutanea (s.c). Quinze
dias apos o término do tratamento (DPN 52), os animais foram testados no LCE para
avaliarmos comportamentos relacionados a ansiedade na retirada da nicotina. O teste
foi iniciado colocando-se o animal na plataforma central do labirinto (de frente para um
dos bracos abertos). As sessfes foram filmadas e gravadas por 5 minutos e o labirinto
foi higienizado com alcool etilico 20% entre um rato e outro. Todos 0s experimentos
foram realizados nas mesmas condi¢cdes de iluminagédo, durante a fase de escuro do
ciclo claro-escuro. As gravacOes foram analisadas utilizando-se um programa para
andlise comportamental (X-Plo-Rat) desenvolvido no Laboratorio de Comportamento
Exploratério da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras da Universidade de S&o
Paulo — campus Ribeirdo Preto.

Os comportamentos analisados foram: a frequéncia de entrada nos bragos
abertos; frequéncia de entradas nos bracos fechados (entrada = as quatro patas do

animal dentro do braco) e o tempo de permanéncia nos bragos abertos do labirinto.
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Esses dados foram usados para calcular a porcentagem de tempo ([tempo aberto x
100] /tempo total) e a porcentagem de entradas ([entrada aberto / total entradas] x 100)

nos bracos abertos.

4.1.2 Efeito da administracao prévia de nicotina durante a adolescéncia na

expressdo génicada pro-dinorfina

Para verificar se somente a retirada da nicotina era capaz de alterar a expressao
génica de PDYN, ratos adolescentes (DPN 28) (N= 12 ratos) foram tratados durante
dez dias com trés injecbes diarias de nicotina (1,0 mg/kg) ou salina pela via subcutanea
(s.c). Quinze dias ap0s o término do tratamento (DPN 52), os animais foram
decapitados e seus encéfalos removidos e fatiados. A regido do nucleo acumbens foi
dissecada, congelada em nitrogénio liquido e armazenada a -80°C, para posterior

analise da expressao génica de PDYN por RT-PCR descrito no tépico 3.1.9.

4.1.3 Efeito da administracédo prévia de nicotina durante a adolescéncia na

autoadministracao de etanol

Ratos adolescentes (DPN 28) (N= 67 ratos) foram tratados durante dez dias
com trés injecdes diarias de nicotina (1,0 mg/kg) ou salina pela via subcutanea (s.c).
Quinze dias ap6s o término do tratamento, os animais foram submetidos ao protocolo
de autoadministracdo operante de etanol para determinagcdo dos parametros de razao

progressiva (DPN 75-79) e acesso livre prolongado (DPN 81-84) na idade adulta.
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Como a solugcdo de etanol € preparada em 0,05% de sacarina os animais do
grupo controle receberam sacarina 0,05% como reforco.

Assim formaram-se 0s seguintes grupos:

- Salina/ sacarina (SAL-SAC)

- Salina/ etanol (SAL-ETOH)

- Nicotina/ sacarina (NIC-SAC)

- Nicotina/ etanol (NIC-ETOH)

4.1.4 Efeito da pré-exposicdo a nicotina na adolescéncia seguida da

autoadministracdo de etanol na expressao génica da pré-dinorfina

Ao final dos experimentos comportamentais (24 horas apos a sessao de “binge”)
os animais (DPN 82-85), foram decapitados e seus encéfalos removidos e fatiados. A
regido do NAc foi dissecada, congelada em nitrogénio liquido e armazenada a -80°C,

para posterior analise da expressao génica de PDYN por RT-PCR descrito no topico

3.1.9.

4.1.5 Analise dos Resultados

Os resultados foram analisados estatisticamente da seguinte maneira: 0s
experimentos que continham os fatores pré-tratamento (salina x nicotina) e tratamento
(sacarina x etanol) foram analisados por ANOVA bifatorial e os experimentos que

continham apenas o fator tratamento (salina x nicotina), foram analisados pelo teste t-
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Student. Foi considerada diferenca significativa quando as andlises apresentaram p <
0,05.
Nos casos nos quais ANOVA mostrou diferencas significativas (p < 0,05) os

resultados foram analisados pelo teste post hoc de Newman-Keuls.

4.2 Experimento 2 — Areas encefélicas ativadas na retirada imediata e tardia
da nicotina (experimentos realizados no National Institute on Drug Abuse,

Baltimore, MD, EUA)

Os experimentos de imunoistoquimica foram realizados com o objetivo de
caracterizar as areas encefalicas, a porcentagem de neurdnios ativados e o fendétipo de
pequenos grupos neurais que potencialmente estariam envolvidos na abstinéncia a
nicotina a curto e a longo prazo, respectivamente, 3 ou 15 dias apés a interrupcéao do
tratamento com nicotina.

Para esse fim, apés a remocao das mini-bombas (item 3.2.5), os animais foram
divididos em dois grupos, um grupo passou pelo processo de perfusdo no 3° dia (DPN
40) apoOs a retirada das mini-bombas e o outro grupo passou por este mesmo
procedimento no 15° dia (DPN 52) apos a retirada. Apés a perfusdo, os encéfalos
foram coletados para posterior analise por imunoistoquimica, como descrito nos itens
3.2.6e3.27.

Dessa forma, formaram-se 0s seguintes grupos:

- Salina 3° dia

- Nicotina 3° dia
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- Salina 15° dia

- Nicotina 15° dia

4.2.1 Andlise dos Resultados

Os dados referentes a expressao de Fos neuronal (DAB) foram analisados por
ANOVA bifatorial, considerando-se os fatores tratamento (salina x nicotina) e tempo (3°
x 15° dia). Efeitos foram considerados significativos quando p <0,05. Nos casos nos
guais ANOVA mostrou diferengas significativas, os resultados foram analisados pelo
teste post-hoc de Newman-Keuls. Para os dados fenotipicos foram descritas a

percentagem de células que expressaram Fos.
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5 RESULTADOS
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5.1 Experimento 1 — Efeitos da exposi¢cao a nicotina durante a adolescéncia
nos comportamentos relacionados a ansiedade, expressdo génica de pro-

dinorfina e autoadministracdo de etanol

5.1.1 Efeito da administracao prévia de nicotina durante a adolescéncia na
expressao de comportamentos relacionados a ansiedade no teste do labirinto em

cruz elevado (LCE)

A figura 5 mostra a analise dos comportamentos relacionados a ansiedade no
labirinto em cruz elevado em ratos, 15 dias ap6s o pré-tratamento com salina ou
nicotina (3mg/kg/dia; s.c.) por 10 dias.

O teste t-Student revelou que ndo houve diferencas significativas entre os
grupos em nenhuma das variaveis: % entradas nos bracos abertos (t(15)= -1,21;
p>0,05); % tempo de permanéncia nos bracos abertos (t(15)= 0,084, p>0,05) e

frequéncia de entradas nos bragos fechados (t(15)= -0,407; p>0,05).
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Figura 5. Comportamento dos animais no labirinto em cruz elevado, 15 dias ap0s a interrupgéo do
tratamento prolongado (10 dias) com nicotina (3mg/kg/dia s.c.). (A) porcentagem do nimero de entradas
e do tempo de permanéncia nos bragos abertos; (B) frequéncia de entradas nos bracgos fechados (N = 8-

9 animais por grupo). N&o houve diferenca estatistica entre os grupos.

5.1.2 Efeito da administracao prévia de nicotina durante a adolescéncia na

expressédo génicada pro-dinorfina
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A figura 6 representa a analise semiquantitativa da expressdo (2°2%) do gene
PDYN, 15 dias ap0s o tratamento com salina (SAL) ou nicotina (NIC). O teste t-Student
(t(10) =0,3397; p>0,05) mostrou que nado houve diferenca significativa na expressao

génica de PDYN entre os grupos SAL e NIC.

PRO-DINORFINA

2(-8ACT)

SALINA NICOTINA

Figura 6. Andlise semiquantitativa da expresséo do gene PDYN em unidades arbitrarias (224, 15 dias
apos a interrupgdo do tratamento prolongado (10 dias) com salina ou nicotina (3mg/kg/dia s.c.) (n = 6

animais por grupo). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.

5.1.3 Efeito da administracdo prévia de nicotina durante a adolescéncia na

autoadministracao de etanol

5.1.3.1 Avaliacdo das variaveis darazéo progressiva na autoadministracao
A figura 7 mostra a média do numero de respostas, durante as sessdes de razéo
progressiva. ANOVA néao indicou diferencas significativas para o fator pré-tratamento

[F(3,62) =2,59; p>0,05] e tratamento [F(3,62) =2,43; p>0,05]. Também né&o foi
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observada interacdo significativa entre os fatores pré-tratamento e tratamento [F(3,62)

=2,86; p>0,05].
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Figura 7. Autoadministracdo de etanol em ratos adultos apds a interrupcdo do tratamento prolongado

(10 dias) com nicotina (3mg/kg/dia s.c.) durante a adolescéncia. O histograma representa média + EPM

(N = 11- 22 ratos por grupo) do nimero de respostas durante as sessfes de razdo progressiva (RP).

Nao houve diferenca estatistica entre as variaveis pré-tratamento e tratamento.

A figura 8 mostra a média do numero de reforgos, durante as sessdes de razao

progressiva. ANOVA néao indicou diferencas significativas para o fator pré-tratamento

[F(3,62) =2,22; p>0,05] e tratamento [F(3,62) =3,62; p>0,05]. Porém, foi observada

interacao significativa entre esses fatores [F(3,62) =4,04; p<0,05].

O teste de Newman-Keuls mostrou que o grupo NIC-SAC foi significativamente

diferente do grupo SAL-SAC (p<0,05). Indicando que o numero de reforcos do grupo

NIC-SAC foi maior do que o do grupo SAL-SAC.



66

Razao Progressiva

20 - *
8
6 -
14
2
10 - [CJSACARINA

W ETANOL

NUMERO DE REFORGOS

[T = e NI o s

SALINA NICOTINA

Figura 8. Autoadministragdo de etanol em ratos adultos apds a interrupgdo do tratamento prolongado
(10 dias) com nicotina (3mg/kg/dia s.c.) durante a adolescéncia. O histograma representa média + EPM
(N = 11 — 22 ratos por grupo) do nimero de reforcos durante as sessées de razdo progressiva (RP). *

p<0,05 quando comparado ao grupo SAL-SAC.

A figura 9 mostra a média da ultima razdo completada (ponto de ruptura),
durante as sessdes de razdo progressiva. ANOVA néo indicou diferengas significativas
para o fator pré-tratamento [F(3,62) =1,23; p>0,05] e tratamento [F(3,62) =3,55;
p>0,05]. Porém, foi observada interacdo significativa entre esses fatores [F(3,62) =5,62;
p<0,05].

O teste de Newman-Keuls mostrou que o grupo NIC-SAC foi significativamente
diferente do grupo SAL-SAC (p<0,05). Indicando que o ponto de ruptura do grupo NIC-

SAC foi maior do que o do grupo SAL-SAC.
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Figura 9. Autoadministracdo de etanol em ratos adultos apds a interrupcdo do tratamento prolongado

(10 dias) com nicotina (3mg/kg/dia s.c.) durante a adolescéncia. O histograma representa a média + EPM
(N =11 — 22 ratos por grupo) da Ultima razdo alcancada durante as sessées de razdo progressiva (RP). *

p<0,05 quando comparado ao grupo SAL-SAC.

5.1.3.2 Avaliacdo do consumo prolongado (“Binge”)

A figura 10 mostra a média do niumero de respostas, durante as sessdes de
“binge” por 3 horas. ANOVA nao indicou diferenca significativa para o fator pré-
tratamento [F(3,59) =1,41; p>0,05], porém foi demonstrada diferenca para o fator
tratamento [F(3,59) =12,35; p<0,05]. No entanto, ndo foi observada interacéo

significativa entre os fatores [F(3,59) =1,59; p>0,05].
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Figura 10. Autoadministracdo de etanol em ratos adultos apds a interrup¢éo do tratamento prolongado
(10 dias) com nicotina (3mg/kg/dia s.c.) durante a adolescéncia. O histograma representa média + EPM

(N = 14- 20 ratos por grupo) do namero de respostas, em RF1, durante as trés primeiras horas da

sessédo de “binge”. *p<0,05, quando comparado aos grupos SAL-ETOH e NIC-ETOH.

A figura 11 mostra a média do numero de reforgos, durante as sessdes de
“binge”. ANOVA ndéo indicou diferenca significativa para o fator pré-tratamento [F(3,59)
=0,0028; p>0,05], porém foi demonstrada diferenca para o fator tratamento [F(3,59)
=23,63; p<0,05]. No entanto, nédo foi observada interacdo significativa entre os fatores

[F(3,59) =1,066; p>0,05].
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Figura 11. Autoadministracdo de etanol em ratos adultos apds a interrup¢éo do tratamento prolongado
(10 dias) com nicotina (3mg/kg/dia s.c.) durante a adolescéncia. O histograma representa média + EPM

(N = 14 - 20 ratos por grupo) do nimero de reforgos, em RF1, durante as trés primeiras horas da sesséo

de “binge”. *p<0,05, quando comparado aos grupos SAL-ETOH e NIC-ETOH.

5.1.4 Efeito da pré-exposi¢cdo a nicotina na adolescéncia seguida da

autoadministracdo de etanol na expressao génica da pro-dinorfina

A figura 12 representa a andlise semiquantitativa da expresséo (222 do gene
PDYN, 24 ap6s a sessédo de acesso livre prolongado ao etanol. ANOVA nao indicou
diferenca significativa para o fator pré-tratamento [F(3,25) =0,01; p>0,05] e tratamento
[F(3,25) =0,32; p>0,05]. Além disso, ndo foi observada interacdo significativa entre os

fatores pré-tratamento e tratamento [F(3,25) =0,001; p>0,05].
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Figura 12. Andlise semiquantitativa da expressdo do gene PDYN em unidades arbitrarias (222%), 24
horas apds a sessdo de acesso livre prolongado ao etanol em ratos adultos (DPN 82-85) expostos a
nicotina (3mg/kg/dia s.c.) na adolescéncia (n = 8 animais por grupo). N&o houve diferenca significativa
entre 0s grupos.

5.2 Experimento 2 — Areas encefélicas ativadas na retirada imediata e tardia
de nicotina (experimentos realizados no National Institute on Drug Abuse,

Baltimore, MD, EUA)

5.2.1 Expresséao neuronal de Fos

Neste experimento avaliamos a ativacdo neuronal de algumas regides
encefalicas (CPFm, NAc e habenula) através da contagem de células positivas para a
proteina Fos (marcador de ativacdo neuronal) 3 ou 15 dias ap6s a interrupcao do

tratamento com nicotina.

5.2.1.1 Cortex Pré-Frontal Medial
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A Figura 13, mostra cortes representativos do CPFm, indicando a regido medial,

onde foram quantificadas as células positivas para Fos.

Figura 13. Cortes representativos do coOrtex pré-frontal mostrando (A) a regido medial e (B) sua
ampliacao, onde foram quantificadas as células positivas para a proteina Fos (aumento de 12,5X e 100X,

respectivamente).

A Figura 14 mostra a média de células positivas para Fos por mm2 no CPFm.
ANOVA bifatorial mostrou diferenca significativa para o fator tratamento [F (3,26) =
5,99, p <0,05], porém n&o foram encontradas diferencas significativas para o fator
tempo [F (3,26) = 1,50, p> 0,05]. Houve interacdo significativa entre os fatores
tratamento e tempo [F (3,26) = 4,93, p <0,05]. A analise post-hoc indicou que a
ativacdo de Fos estava aumentada no grupo "Nicotina 3° dia" quando comparado aos

demais grupos.



72

Fos-CPFm

1 B NICOTINA

o~

£

E 60 - O SALINA
3

v

32 dia 152 dia

Figura 14. Células positivas para proteina Fos/mm? no cértex pré-frontal medial. O histograma

representa a média + EPM (n = 7-8 animais por grupo). O valor de células positivas para cada animal
representa a média de 4 hemisférios. *p<0,05 quando comparado aos demais grupos.

5.2.1.2 Nucleo Acumbens

A Figura 15, mostra cortes representativos da regido do NAc, indicando onde

foram quantificadas as células positivas para Fos/mmz2.

Figura 15. Cortes representativos do nlicleo acumbens mostrando (A) a regido onde foram quantificadas
as células positivas para a proteina Fos e (B) a ampliagédo da regido selecionada (aumento de 12,5X e
100X, respectivamente).
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A Figura 16 mostra a média de células positivas para Fos/mm?2 no NAc.

ANOVA bifatorial ndo mostrou diferencas significativas para o fator tratamento [F
(3,29) = 0,15; p> 0,05], porém foram encontradas diferencas significativas para o fator
tempo [F (3,29) = 9,26; p <0,05]. Ndo houve interacdo significativa entre os fatores

tratamento e tempo [F (3,29) = 0,56, p> 0,05].
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Figura 16. Contagem de células positivas para proteina Fos/mm? no nicleo acumbens. O histograma
representa a média + EPM (n = 7-9 animais por grupo). O valor de células positivas para cada animal
representa a média de 4 hemisférios. Ndo houve diferenca significativa entre os grupos salina e nicotina.

5.2.1.3. Habenula

A figura 17 apresenta cortes da regido da Hb mostrando onde foram

guantificadas as células positivas para Fos.
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Figura 17. Cortes representativos da habenula mostrando (A) a regido onde foram quantificadas as
células positivas para a proteina Fos e (B) a ampliacdo da regido selecionada (aumento de 12,5X e

100X, respectivamente).

A figura 18 mostra a média de células positivas para Fos/mm?2 na habenula.

ANOVA bifatorial ndo mostrou diferenca significativa para o fator tratamento [F
(3,30) = 0,99; p> 0,05], no entanto, foi observada diferenca significativa para o fator
tempo [F (3,30) = 5,34; p< 0,05]. Ndo houve interacdo significativa entre os fatores

tratamento e tempo [F (3,30) = 0,06, p> 0,05].
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Figura 18. Células positivas para proteina Fos/mm? na habenula. O histograma representa a média +
EPM (n = 7-10 animais por grupo). O valor de células positivas para cada animal representa a média de
4 hemisférios. Nao houve diferenca significativa entre os grupos salina e nicotina.

5.2.2 Porcentagem de ativacdo neuronal (dupla marcacdo Fos e NeuN)

Determinamos a percentagem de expressao de Fos neuronal utilizando a
técnica de imunoistoquimica de dupla marcacdo para Fos e NeuN. O célculo da
porcentagem de ativacao neuronal foi feito através da seguinte formula: [(nUmero de
Fos / namero de NeuN) * 100]. A Figura 19 ilustra um corte representativo para a

marcacdo de Fos e NeuN e também para a dupla marcacao (Fos/NeuN).
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Figura 19. Cortes representativos mostrando a marcacao de (A) NeuN e de (B) Fos e a (C) dupla

marcacao de Fos/NeuN (aumento de 200X).

A dupla marcacgéo para Fos e para o marcador neuronal geral NeuN, indicou que

apenas uma pequena porcentagem de neurdnios foi ativada apds os tratamentos; as

porcentagens podem ser observadas na Tabela 4.

Tabela 4. Porcentagem de ativacdo neuronal no 3° ou 15° dia apés a interrupgdo do tratamento com
salina ou nicotina durante a adolescéncia. Os valores representam a media £ EPM da porcentagem (n =
3 animais por grupo) de células ativadas em diferentes areas encefalicas: cortex pré-frontal medial

(CPFm); nicleo acumbens (NAc) e habenula (Hb).

Grupos CPFm (%)
Salina 3° dia 6.55+3.18
Nicotina 3° dia 22.03+5.83
Salina 15° dia 0.32+0.05
Nicotina 15° dia 0.38+£0.005

NAC (%)
1.55+1.36
0.6620.32
0.14+0.12
0.28+0.1

Hb (%)
2.72+0.69
12.36+2.85
1.9+0.64

1.370.2

5.2.3 Andlise do fenétipo dos neurbnios positivos para Fos (dupla

marcacgao de Fos e Camkll ou GAD67)



77

Neste experimento analisamos o fenotipo das células imuno reativas para
Fos. Utilizamos CaMKIl como um marcador de neurdnios piramidais glutamatérgicos do
cortex e o GAD67 como um marcador de neurénios GABAérgicos. A analise fenotipica
foi feita apenas para a regido do cortex pré-frontal medial, pois essa foi a Unica regido
gue apresentou aumento na expressao de Fos 3 dias apds a interrup¢cado do tratamento

com nicotina. Os dados estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Fendtipo dos neurbnios que foram ativados no 3° ou 15° dia apds a interrupgao do tratamento
prolongado com salina ou nicotina no CPFm. Os valores representam a media = EPM da porcentagem (n

= 3 animais por grupo) de células duplamente marcadas para Fos e CamKIll ou GAD67.

Grupos GADG67 (%) CamKill (%)
Salina 3° dia 15.28+8.45 1.64+0.56
Nicotina 3° dia 28.5316.65 2.6+£0.51
Salina 15° dia 28.70+£14.9 5.66+1.05
Nicotina 15° dia 22.22+11.1 7.41+3.6

A figura 20, mostra cortes representativos da marcacao para CaMKIl ou GAD67,

Fos e da dupla marcacé&o para Fos e GAD67 ou CaMKII.
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Figura 20. Cortes representativos mostrando a marcacéo para GAD67 ou CaMKII, Fos e para a dupla
marcacao para Fos e GAD67 ou CaMKII (aumento de 400X).

Com base nos marcadores neuronais utlizados (GAD67 ou CaMKIl),
observamos que a maior parte dos neurdnios ativados no cortex pré-frontal medial 3
dias ap6s a retirada da nicotina foram neurdnios GABAérgicos, que representaram
28,53% de todos os neurdnios ativados no CPFm. Os neurbnios glutamatérgicos
representaram somente 2,6% dos neurbnios ativados nessa regido. O calculo da
porcentagem para a analise fenotipica foi feito através da seguinte férmula: [(nGmero

de dupla marcagdes Fos-GAD67 ou Fos-CaMKIl / numero total de Fos) * 100].
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6 DISCUSSAO
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A dependéncia €é conceituada pelo uso compulsivo da droga,
independentemente de suas consequéncias adversas. Além disso, ela caracteriza-se
pelo surgimento de estados emocionais negativos como disforia, ansiedade e
irritabilidade, quando o acesso a substancia € limitado (KOOB, 2009; O’'BRIEN, 2006,
2011).

Os fatores de riscos associados a perda do controle de uso das drogas ainda é
um desafio para clinicos e pesquisadores (BLUM, et al., 2012; GAWIN, 1991,
SANCHEZ-HERVAS; LLORENTE DEL POZO, 2012; SEHGAL; MANCHIKANTI;
SMITH, 2012). Dentre os inumeros fatores de risco associados ao desenvolvimento da
dependéncia encontram-se a exposicao as drogas no periodo da adolescéncia e 0 uso
prévio ou concomitante de diferentes substancias de abuso (MARTINEZ-ORTEGA, et
al., 2006; SCHMITZ; KRUSE; KUGLER, 2003; KOOB; LE MOAL, 2005).

O aparecimento de sintomas somaticos e emocionais negativos apos a retirada
da droga sdao fatores cruciais para a recaida e o uso compulsivo (KOOB, 1997, 2009;
WEST, et al., 1989), dificultando o tratamento dos dependentes (BRANDON; LAZEV;
JULIANO, 1998; KRALL; GARVEY; GARCIA, 2002; WETTER, et al., 2004). Apesar da
importancia da recaida ap6s longos periodos de abstinéncia, poucos sao o0s estudos
gue investigam as alteragcdes que ocorrem e/ou permanecem na retirada tardia da
nicotina.

No presente trabalho, avaliamos: as alteracbes nos comportamentos
relacionados a ansiedade e na autoadministracdo operante de etanol em ratos adultos
expostos a nicotina durante a adolescéncia; assim como, as alteracées na expressao

génica da pro-dinorfina no NAc na abstinéncia tardia a nicotina e posteriormente a
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autoadministracdo de etanol. Finalmente, investigamos quais as areas encefélicas
ativadas na abstinéncia, a curto e a longo prazo, da nicotina, apds sua exposi¢cao na
adolescéncia.

A ansiedade é um sintoma comum na sindrome de abstinéncia das drogas de
abuso, sendo considerada um estado emocional negativo relacionado a busca de
substancias psicoativas. Neste sentido, diversos estudos mostram uma correlacéo
entre 0 aumento dos comportamentos relacionados a ansiedade e o aumento do
consumo de etanol (CICCOCIOPPO, et al., 2006; FUNK, et al., 2006; LEE; GREELY;
OEl, 1999; MARINELLI, et al., 2007; PANDEY; ROY; ZHANG, 2003).

Com base nessas evidéncias, investigamos se a abstinéncia tardia de nicotina
poderia alterar os comportamentos relacionados a ansiedade, e dessa forma, modificar
a autoadministracdo de etanol. Nossos resultados mostraram que ratos adolescentes,
pré-tratados com salina ou nicotina, avaliados no labirinto em cruz elevado, néo
apresentaram diferencas nos comportamentos relacionados a ansiedade 15 dias apoés
o término do tratamento.

Ao avaliarmos a autoadministracdo de etanol em ratos adultos (DPN 75-79) que
foram expostos a nicotina na adolescéncia (DPN 28-37), observamos que o pré-
tratamento com nicotina ndo alterou o numero de refor¢cos e o ponto de ruptura para a
obtencdo de etanol no protocolo de razdo progressiva. Entretanto, ocorreu aumento
desses parametros para a autoadministracdo de sacarina, sugerindo que, a pré-
exposi¢do a nicotina na adolescéncia alterou a motivagdo dos animais para a busca de

sacarina, mas nao foi capaz de altera-la para a busca de etanol.
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Quando analisamos o padréo de consumo de sacarina e etanol durante o “binge”
(DPN 81-84) de 3 horas, em razao fixa 1, observamos que a exposicao prévia a
nicotina na adolescéncia ndo alterou o numero de respostas e 0 numero de reforgcos
nem para sacarina e nem para o etanol. Entretanto, observamos que o consumo de
sacarina foi maior do que o consumo de etanol.

Dados do nosso laboratério, obtidos por Leé&o et al. (2013), mostraram que ratos
adultos, expostos ao mesmo pré-tratamento com nicotina utilizado em nossos
experimentos, apresentaram aumento nos comportamentos relacionados a ansiedade
24 horas apo0s a retirada da nicotina. Os ratos pré-expostos a nicotina apresentaram,
também, aumento de todos os parametros (namero de respostas, reforcos e ponto de
ruptura) da razao progressiva; porém nao observaram aumento no numero de
respostas e reforcos no “binge”. Além disso, esses autores mostraram que a exposicao
prévia a nicotina ndo alterou o consumo de sacarina em nenhuma das variaveis
analisadas. Ledo et al. (2013), sugeriram que 0 aumento nos comportamentos
relacionados a ansiedade estava correlacionado ao aumento da motivacao e busca ao
etanol nas sessdes de autoadministracao.

E importante ressaltar que, diferentemente do nosso protocolo no qual a
exposi¢do a nicotina ocorreu na adolescéncia, no delineamento experimental de Ledo
et al. (2013) os animais foram expostos a nicotina durante a idade adulta e os testes no
LCE e o inicio do protocolo da autoadministracdo foram realizados 24 e 48 horas,
respectivamente, apos a suspensdo do tratamento; enquanto que em nOSSOS

experimentos eles foram realizados 15 dias ap0s o término do tratamento.
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Estudos indicam que roedores adolescentes sdo menos susceptiveis aos
sintomas da abstinéncia da nicotina do que os adultos (KOTA, et al., 2007; LE, et al.,
2006). Por exemplo, Kota et al. (2007) ao avaliarem camundongos adultos e
adolescentes no LCE, apés o término do tratamento crénico com nicotina, observaram
que apenas os camundongos adultos apresentaram aumento dos comportamentos
relacionados a ansiedade.

Os dados relativos aos efeitos da exposi¢céo a nicotina na autoadministracdo de
etanol ainda s&o controversos. Alguns estudos mostram aumento na autoadministracéo
de etanol, quando os animais sdo expostos a nicotina (LE, et al., 2000, 2003; CLARK,
et al., 2001; LOPEZ-MORENO, et al., 2004; LEAO et al., 2013), enquanto outros
indicam que a exposi¢do a nicotina diminui o consumo de etanol (NADAL, SAMSON,
1999; DYR, et al.,, 1999; SHARPE; SAMSON, 2002). As diferencas encontradas nos
trabalhos acima devem-se, principalmente, a diferentes protocolos utilizados. Assim,
discutiremos as diferencas e semelhancas entre os protocolos, para a melhor
compreensao dos nossos resultados.

Poucos dos trabalhos investigaram o consumo de etanol no modelo de
autoadministracdo operante apos um periodo de abstinéncia a nicotina e os que
fizeram, utilizaram animais adultos. Por exemplo, Nadal; Samson (1999) observaram
reducdo no numero de respostas na sessdo de autoadministracdo operante, seis dias
apos a retirada da nicotina. Enquanto, Lépez-Moreno et al. (2004), observaram
aumento na autoadministracdo de etanol 14 dias apos a suspenséo do tratamento com
nicotina. Vale ressaltar, que no trabalho de Lopez-Moreno et al. (2004), os animais

estavam privados de etanol durante o tratamento com nicotina, indicando que o
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aumento encontrado na autoadministracdo de etanol, ndo estava necessariamente
relacionado ao periodo de retirada da nicotina, mas provavelmente ao periodo de
privacao ao etanol.

Outro fato importante € que a diminuicdo da autoadministracdo de etanol
encontrada por Nadal e Samson (1999) sé ocorreu nos primeiros 15 minutos da
sessdo, apos esse periodo o numero de respostas do grupo pré-tratado com nicotina
permaneceu igual ao grupo salina.

O aumento no numero de respostas ao etanol observado por Le et al. (2000 e
2003) ocorreu quando a administracdo de nicotina era feita 15 minutos antes dos
animais iniciarem as sessOes de autoadministracdo. No entanto, quando Le et al.
(2000), analisaram o consumo de etanol, no teste de livre escolha em garrafas, quatro
dias ap6s a suspencdao das injecées de nicotina, observaram que, o consumo de etanol
era o0 mesmo do grupo salina, dado que condiz com nossos resultados.

Kemppainen; Hyytia; Kiianmaa (2009), compararam as diferengas no consumo
de etanol 10% no modelo de livre-escolha em garrafas em ratos adultos, que haviam
recebido salina ou nicotina na adolescéncia ou na idade adulta. Os animais foram
expostos ao etanol por um periodo de 28 dias e durante esse periodo, 0s
pesquisadores ndo observaram aumento no consumo de etanol nem nos animais que
haviam recebido nicotina na adolescéncia e nem naqueles expostos a esta substancia
na idade adulta. Ou seja, mostraram que a pré-exposicdo a nicotina, tanto na
adolescéncia como na idade adulta, n&o foi capaz de alterar o consumo de etanol; essa
evidéncia vai ao encontro dos resultados encontrados em nossos experimentos.

Entretanto, eles observaram que, ao injetar nicotina 30 minutos antes de
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disponibilizarem etanol aos animais, aqueles que haviam sido expostos a nicotina na
adolescéncia apresentaram aumento no consumo de etanol; sugerindo que a
reexposicao a nicotina pode ser fundamental para o aumento no consumo de etanol
nos animais previamente expostos a ela durante a adolescéncia.

Em relacdo aos resultados da autoadministracdo de sacarina, que foi utilizada
como grupo controle da autoadministracdao, observamos aumento do ponto de ruptura,
sugerindo aumento da motivacao para a busca desta substancia.

Estudos em humanos e roedores mostram que a retirada da nicotina aumenta o
consumo de alimentos com sabores doces (GRUNBERG, 1982, 1988; GRUNBERG et
al., 1985; HATSUKAMI, et al., 1984, 1993; HALL, et al., 1989), corroborando, assim,
nossos resultados. Lesage et al. (2006) demonstraram que ratos pré-expostos a
nicotina apresentaram aumento no numero de respostas e no ponto de ruptura na
autoadministracdo para obtencao de “pellets” de sacarose, no quarto e quinto dia apos
a retirada da nicotina.

Outros dados demonstram também que acUcares reduzem o desconforto da
retirada ao tabaco (WEST, 2001) e aliviam o desejo de fumar em fumantes em
abstinéncia a curto e longo prazo (WEST, et al., 1990; WEST, et al., 1999).

Quanto a associacdo entre o consumo de substancias doces e o consumo de
etanol, evidéncias na literatura sugerem que o efeito de recompensa do etanol e dos
alimentos doces sdo mediados pelo mesmo mecanismo no sistema nervoso central.
Eventos recompensadores como a alimentagcdo, o consumo de etanol, e de outras
drogas, sdo acompanhados da ativagcdo do sistema dopaminérgico mesolimbico

(HERNANDEZ; HOEBEL, 1988; LYNESS, et al. 1979; DI CHIARA, et al. 1998). Ou
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seja, tanto o etanol, como a sacarina compartiiham mecanismos dopaminérgicos
comuns que medeiam seus efeitos hedonicos.

Contudo, o etanol apresenta também efeitos aversivos. Assim, Doyon et al.
(2004) sugerem que a aversdo ao etanol, tanto orossensorial, como pos-absortiva,
influenciam na quantidade de etanol consumida.

Segundo varios pesquisadores a aversao relacionada ao sabor do etanol justifica
a adicdo de sacarina ou sacarose, na solugdo (CLARK, et al., 2001; LOPEZ-MORENO,
et al., 2004; NADAL; SAMSON, 1999; SHARPE; SAMSON, 2002), uma vez que a
sacarina/sacarose mascara 0 sabor do etanol, fazendo com que os ratos
(principalmente os sem preferéncia ao etanol) aumentem a quantidade de etanol
consumida. Muitas vezes, a sacarina/sacarose, € eliminada gradativamente da solugéo,
enquanto a concentracdo de etanol aumenta ao longo do tempo. Em nosso
experimento, a sacarina nao foi retirada da solucdo de etanol, concluimos, portanto,
gue ela interferiu na interpretacdo da recompensa ao etanol.

Sabendo-se que ratos sem preferéncia ao etanol, consomem menores
guantidades desta substancia, devido a suas propriedades aversivas (POHORECKY,
1977; FROEHLICH, et al. 1987), podemos inferir que o efeito reforcador da sacarina
nos nossos resultados de binge, torna-se mais evidente do que o efeito reforcador do
etanol, uma vez que, o consumo da sacarina esta relacionado apenas ao seu efeito
heddnico.

Em resumo, podemos ressaltar algumas diferencas metodologicas que podem
ter influenciado os resultados da nossa pesquisa na autoadministracdo, dentre elas:

pré-tratamento com nicotina no periodo da adolescéncia; longo periodo de abstinéncia;
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ratos sem experiéncia prévia ao etanol (propriedades de refor¢co do etanol ainda nao
estdo bem estabelecidas) e permanéncia da sacarina na solucéo.

O processo de dependéncia produz adaptagdes celulares em varios circuitos
neurais, entre eles o sistema mesocorticolimbico (KOOB; LE MOAL, 2001). A nicotina
ao se ligar aos nAChR, expressos nos neurbnios GABAérgicos, glutamatérgicos e
dopaminérgicos do mesencéfalo (KALIVAS, 1993; STEFFENSEN, et al., 1998;
WALAAS; FONNUM, 1980), ativa algumas vias intracelulares e promove
neuroadaptacdes (WONNACOTT; SIDHPURA; BALFOUR, 2005). A exposicao cronica
a nicotina, por exemplo, altera a sintese e a liberacdo dos peptidios opidides
endégenos (BERRENDERO, et al. 2010).

Consequentemente, alteragcbes no sistema opidide influenciam estados
motivacionais e afetivos (STEINER; GERFEN, 1998). Em particular, o peptideo opidide,
dinorfina, diminui a liberacdo de dopamina na VTA e no estriado e contribui com os
estados emocionais negativos expressos na retirada das drogas, sendo considerada
um dos principais neurotransmissores do sistema de estresse ou “antirrecompensa”
(DEVINE, et al. 1993; WEE; KOOB, 2010).

Neste sentido, o presente trabalho avaliou se a retirada da nicotina, ou o
tratamento com nicotina seguido da autoadministragcdo de etanol, modificaria a
expressdo génica da pro-dinorfina no NAc. Nossos resultados mostraram que a
expressédo génica da PDYN nao foi alterada 15 dias apés a interrupcéo do tratamento
crénico com nicotina. No mesmo sentido, ndo observamos alteracdo da expressao

génica da PDYN quando a analise foi realizada ao final da autoadministracao.
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Dados relacionados a expresséo génica de PDYN, ap0s o uso de nicotina, ainda
sdo escassos na literatura. Isola et al., (2008) mostraram aumento da quantidade de
RNAmM de PDYN no estriato dorsal e ventral (NAc) de camundongos, 4 dias apos a
retirada da nicotina, dado que difere do nosso resultado. No entanto, o intervalo de
tempo apoés a retirada da droga pode ser um fator importante quando se compara 0s
resultados encontrados. No presente trabalho avaliamos a expressao génica de PDYN
15 dias apos a retirada (abstinéncia tardia) e Isola et al (2008) avaliaram a abstinéncia
a curto prazo, 4 dias apos a interrupcédo do tratmento. Ou seja, € provavel que a
guantidade de RNAm tenham retornado aos seus valores basais ap6s um longo
periodo de abstinéncia.

O sistema dinorfina/receptor Kappa opidide também esta envolvido na
modulacdo da ingestdo de etanol. Przewlocka et al. (1997) mostraram que a
administracdo cronica de etanol aumenta o conteitdo de RNAmM de PDYN no NAc de
ratos, em 24 e 48 h apos retirada. No mesmo sentido, Lindholm et al. (2000) mostraram
gue ratos, cronicamente tratados com etanol por 13 dias, apresentam aumento na
concentracdo de dinorfina 30 minutos e 21 dias apds o término do tratamento. Nossos
resultados, diferentemente dos dados citados anteriormente, ndo mostraram diferencas
na expressao génica da PDYN 24 horas apés o binge, na autoadministracéo de etanol.
Porém, nosso trabalho foi o primeiro a analisar a expressédo génica de PDYN, em
animais expostos a nicotina e etanol.

Como nao observamos alteragdes na expressao génica de PDYN no NAc na
abstinéncia tardia (15 dias) da nicotina, decidimos ampliar a investigagdo dos

mecanismos moleculares associados a retirada. Assim, avaliamos, e comparamos, as
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areas encefélicas ativadas na retirada da nicotina a curto (3 dias) e a longo prazo (15
dias).

Para tanto, investigamos a expressao da proteina Fos no 3° e no 15° dia apés a
retirada da nicotina, em ratos cronicamente expostos a essa substancia na
adolescéncia. As andlises foram realizadas em trés diferentes &reas do sistema
nervoso central: CPFm, NAc e Hb. Nossos resultados mostraram aumento na
expressado de células positivas para Fos no CPFm no 3° dia apés a retirada da nicotina,
entretanto, nenhuma alterac&o foi observada 15 dias ap0s a retirada desta substancia.
Naregidao do NAc e da Hb ndo foram observadas diferencas na expressao de Fos entre
oS grupos salina e nicotina. A Unica diferenca observada para essas areas,
independentemente da pré-exposicado a nicotina, foi um decréscimo na ativagéo de
células Fos positivas nos grupos salina e nicotina no 15° dia, quando comparados aos
grupos salina e nicotina no 3° dia.

Os resultados obtidos para a dupla marcacdo de Fos/NeuN indicaram que o
aumento da ativacdo de Fos no CPFm para o grupo “Nicotina - 3°” dia correspondeu a
uma pequena porcentagem de neurdnios ativados (22,03%), que caracterizam,
grupamentos neurais. Observamos ainda, que a porcentagem desses neurbnios
ativados no CPFm era maior para neurdnios GABAérgicos (28,53%), quando
comparados aos neurdnios glutamatérgicos (2,6%).

Nossos resultados corroboram com aqueles que mostram aumento da ativacao
do CPFm durante a retirada aguda (24 horas) de etanol, morfina, cannabis e nicotina

(CHAHL, et al., 1996; HAYWARD et al, 1990; MATSUMOTO, et al., 1993; NISELL, et
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al., 1997; RODRIGUEZ DE FONSECA, et al., 1997). Esses autores relacionam a
ativacdo do CPFm a reacao de estresse provocada pela abstinéncia imediata.

Outro estudo mostrou que o aumento da ativacdo dos neurdnios, aferida pela
guantificacdo de neurbnios positivos para Fos, no CPFm apoés a retirada aguda (24h)
de etanol, estava relacionado ao consumo excessivo dessa substancia quando os
animais eram reexpostos a ela (GEORGE, et al., 2012). Estes autores mostraram,
ainda, o recrutamento de um subconjunto de neurénios GABAérgicos e CRFérgicos no
CPFm durante a retirada. Nossos estudos mostraram que no terceiro dia de
abstinéncia a nicotina a maior porcentagem dos neurénios ativados no CPFm eram
GABAérgicos, (28,53%) seguidos de uma pequena porcentagem de neurdnios
glutamatérgicos (2,6%). Nao avaliamos a porcentagem de ativacdo de neurbnios
CRFérgicos, mas sabendo que a regido do cértex possui grande quantidade de
neurdnios glutamatérgicos, GABAérgicos e CRFérgicos (STEKETEE, 2003), e também
gue o neurotransmissor CRF esta intimamente associado a ativacdo da via de estresse
na abstinéncia (KOOB, 2010), possivelmente, os neurbnios CRFérgicos poderiam
representar uma porcentagem consideravel dos demais neurdnios ativados no CPFm.

Alguns autores sugerem que as neuroadaptacdes, induzidas pelas drogas no
CPFm, facilitam a recaida (VAN DEN OEVER, et al., 2010; WEISSENBORN;
ROBBINS; EVERITT, 1997). Como o CPFm apresenta desenvolvimento tardio durante
a adolescéncia, fato que compromete o controle cognitivo do individuo, os
adolescentes tornam-se mais susceptiveis ao uso compulsivo e a recaida as drogas

(GOGTAY, et al., 2004; CASEY, et al., 2005).



91

Recentemente, pesquisadores demonstraram o envolvimento da habenula na
sindrome de abstinéncia aguda a nicotina (SALAS et al., 2004, 2007, 2009). Eles
observaram aumento dos sinais somaticos na retirada da nicotina, quando injetaram
mecamilamina (antagonista do receptor nicotinico) na Hb medial. Contudo, n&o
observamos altera¢fes na ativacdo de Fos na Hb no 3° ou no 15° dia apds o término
do tratamento com nicotina. Esses dados sugerem que a Hb esteja envolvida apenas
nas manifestacdes agudas da sindrome de abstinéncia.

Panagis et al. (2000) observaram que a indugcdo da sindrome de abstinéncia
aguda a nicotina, 24 horas apos a injecao de mecamilamina, ndo alterou a ativacdo de
Fos no NAc. No mesmo sentido, nossos resultados mostraram que a retirada da
nicotina a curto e a longo prazo também nao alteraram a ativagao de Fos nessa regido.
Os dados em conjunto, sugerem que o NAc ndo esta intimamente associado a
abstinéncia a nicotina, diferentemente do que € observado na retirada de outras drogas
de abuso, como a morfina e canabindides (CHAHL, et al.,, 1996; HAYWARD, et al,
1990; RODRIGUEZ DE FONSECA, et al., 1997).

Andlises eletrofisioldgicas feitas apo6s tratamento crénico com cocaina em ratos,
mostraram a participacdo da amidala na abstinéncia tardia. Fu et al. (2007) mostraram
aumento da potencializacdo a longo prazo entre a via da amidala basolateral (BLA) e
amidala central no 14° dia apds a retirada da cocaina. Fato ndo observado na retirada
a curto prazo (1 a 7 dias). O resultado indica que a amidala esteja associada a
processos neuroadaptativos envolvidos na abstinéncia a longo prazo. Além disso,
indica, também, que o aumento da atividade da amidala esta relacionado ao

condicionamento contextual associativo, uma vez que é observado aumento da
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atividade neuronal da BLA quando os animais s&o reexpostos ao ambiente onde
recebiam cocaina, varios dias ap0s a retirada (CICCOCIOPPO; SANNA; WEISS, 2001;
BROWN, et al., 1992; NEISEWANDER, et al., 2000; THOMAS, et al., 2003). Contudo, a
amidala mostra-se extremamente importante no processo da abstinéncia tardia e
recaida a cocaina, podendo ser uma regido importante em estudos futuros para o
melhor entendimento da retirada da nicotina a longo prazo.

Apesar da relevancia da recaida tardia na dependéncia da nicotina, 0s
mecanismos envolvidos ainda sdo pouco conhecidos, uma vez que, os resultados da
literatura encontram-se focados na sindrome de abstinéncia aguda. Nossos resultados
mostraram que a ativacdo de grupamentos neurais no CPFm, estdo relacionados a
retirada da nicotina a curto prazo. Porém, ndo observamos diferencas na ativagéo de
células positivas pra Fos no CPFm, NAc e Hb, ap6s a retirada da nicotina a longo
prazo. Assim, outros experimentos fazem-se necessarios para o melhor entendimento
das neuroadaptac¢fes na abstinéncia tardia a nicotina.

Em resumo, nossos resultados mostraram que a retirada da nicotina a longo
prazo ndo causou alteragdes na expressao do gene da PDYN e nos comportamentos
relacionados a ansiedade, em animais expostos a essa substancia na adolescéncia.
Fato que pode estar associado a auséncia de alteragcdo no comportamento de busca ao
etanol.

Por outro lado, observamos que o aumento da motivacdo para a ingestao de
sacarina, permanece na idade adulta dos ratos por mais de um més apos a exposi¢cao

prolongada a nicotina na adolescéncia. Mostrando que a pré-exposi¢cdo a nicotina na
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adolescéncia foi capaz de aumentar a busca para a sacarina, mas néao foi suficiente
para modificar a busca ao etanol.

Apesar de nossos resultados sugerirem que a exposi¢cdo a nicotina durante a
adolescéncia ndo causa alteragcdes duradouras nos comportamentos relacionados a
ansiedade e nao modifica a autoadministracdo de etanol nos adultos jovens, é
importante ressaltar que esta observacédo pré-clinica ndo é suficiente para contradizer
as evidéncias clinicas/epidemioldgicas que indicam que a exposi¢cao a nicotina durante
a adolescéncia aumenta o risco de abuso e dependéncia ao etanol em etapas
posteriores do desenvolvimento. Todavia, sugere que é necessario estudar melhor
essa relacdo. Nossos dados evidenciam ainda, as dificuldades de se modelar um

fenébmeno complexo como a dependéncia ao etanol em animais.
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7 CONCLUSAO
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Concluimos com 0s nossos resultados que:

a) a retirada tardia da nicotina apds da sua administracdo durante a adolescéncia,

b)

nado promoveu alteracdes em comportamentos relacionados a ansiedade e
também néo foi capaz de alterar a motivacdo e a busca pelo etanol, nas etapas

posteriores do desenvolvimento, contudo, aumentou a motivacdo para a busca

de sacarina.

a retirada tardia da nicotina ndo promoveu alteracdes na expressao génica de
PDYN no NAc; assim como ndo promoveu alteracdes na ativacdo neuronal da

proteina Fos nas regides do CPFm, NAc e Hb.

a ativacdo de grupamentos neurais, principalmente GABAérgicos, no CPFm,
estdo associados a retirada da nicotina a curto prazo, ap0s sua exposicao

durante a adolescéncia.
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