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RESUMO

DE SOUZA, Anna Caroline de Carvalho Graga. Vimpocetina, um inibidor da fosfodiesterase,
ameniza hiperatividade e déficits de memoria/aprendizado de camundongos expostos a
nicotina e etanol no periodo perinatal. 2017. 132 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clinica
e Experimental) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Estudos epidemiolédgicos indicam que ha uma forte relagdo entre o fumo e o consumo de
bebidas alcodlicas, de forma que o consumo combinado destas duas drogas ¢ muito frequente. Isso
sugere que o co-uso € o co-abuso de tabaco e etanol ocorrem com frequéncia também durante a
gestacdo. A exposi¢do a nicotina e etanol durante o desenvolvimento causa hiperatividade e
prejuizos de memoria/aprendizado e estudos recentes indicam que alteragdes na cascata de
sinaliza¢do de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) e de guanosina monofosfato ciclico (GMPc)
podem contribuir para essses fendtipos. Apesar disso, existem poucos estudos que investigam o0s
efeitos da exposi¢cdo combinada a nicotina e ao etanol durante o desenvolvimento. Aqui, nos usamos
como camundongos para investigar os efeitos da exposi¢ao a nicotina e/ou etanol durante o periodo
pré natal, na atividade locomotora, na memoria/aprendizado e nos niveis de AMPc, GMPc, CREB
total e pCREB no hipocampo e no cortex cerebral. Adicionalmente, investigamos os efeitos do
tratamento com vimpocetina (um inibidor da fosfodiesterase que ¢ capaz de aumentar os niveis
intracelulares de AMPc e GMPc) mestes comportamentos e marcadores bioquimicos.
Camundongos suicos machos e feméas foram expostos a nicotina free base (50pg/ml) dissolvida
em sacarina a 2% na agua de beber ou somente sacarina a 2% durante a gestagdo ate o 8° dia de
vida pos natal (PN8). Etanol (5g/kg, 1.p.) ou salina foram injetados nas ninhadas em dias alternados
do 2° ao 8° dia de vida pos natal. Assim, nesse estudo, 4 grupos foram analisados: CONT, NIC,
ETOH e NIC+ETOH. No 30° dia de vida pods natal, os animais receberam uma injecdo de
vimpocetina (20mg/Kg i.p.) ou veiculo antes das avaliagdes da memoria/aprendizado que foram
realizadas através do teste da esquiva passiva e do teste do reconhecimento de objetos,
Similarmente, vimpocetina (20mg/Kg i.p.) foi administrada nos animais antes da avaliacdo da
atividade locomotora pelo teste do campo aberto. Apos os testes comportamentais, os animais foram
decapitados e as regides cerebrais congeladas e armazenadas para posterior analise. No teste da
esquiva passiva, observamos prejuizos na memoria/aprendizado dos animais dos grupos, NIC,
ETOH e NIC+ETOH e o tratamento com vimpocetina mitigou os déficits provocados pela
exposicao ao etanol e a nicotina+etanol. No teste do reconhecimento de objetos, identificamos
prejuizos na memoria de curto prazo nos grupos NIC e ETOH. Esses efeitos também foram
mitigados pela administracdo da vimpocetina. Em rela¢do a atividade locomotora, observamos
hiperatividade somente no grupo que recebeu ambas as drogas juntas. Esse efeito, foi amenizado
através do tratamento com a vimpocetina. Quanto aos niveis dos nucleotideos ciclicos, constatamos
reducdes nos grupos expostos a NIC, ETOH e NIC+ETOH, sendo os efeitos mais consistentes no
grupo NIC+ETOH, no qual a vimpocetina foi efetiva em restaurar os niveis dos nucleotideos
ciclicos.Houve aumento dos niveis de pCREB em resposta a administragdo de vimpocetina, com
efeitos maiores no grupo NIC+ETOH. Os dados descritos suportam a idéia de que as cascatas de
sinalizacdo do AMPc e GMPc contribuem para a hiperatividade induzida pela nicotina+etanol como
também para prejuizos na memoria/aprendizado e fornecem evidéncias para o potencial uso
terapé€utico de vimpocetina em individuos co-expostos a essas drogas durante o desenvolvimento.

Palavras-chave: vimpocetina, gestacdo, etanol, nicotina, hiperatividade, memoria/aprendizado.



ABSTRACT

DE SOUZA, Anna Caroline de Carvalho Graga. Vinpocetine, a phosphodiesterase inhibitor
mitigates hyperactivity and memory and learning deficits in mice exposed to nicotine and/or
ethanol during the perinatal period. 2017. 132 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clinica e
Experimental) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Epidemiological studies indicate that there is a strong relationship between smoking and
alcohol drinking, so that co-consumption is very frequent. This suggests that the co-use and co-
abuse of tobacco and ethanol often occur during pregnancy as well. Developmental exposure to
nicotine or ethanol evokes hyperactivity and memory/learning deficits and recent reports indicate
that impairments in both cyclic adenosine monophosphate (cAMP) and cyclic guanosine
monophosphate (¢cGMP) signaling cascades contribute to these phenotypes. Despite that, there is a
lack of studies that investigate the effects of nicotine combined to ethanol during development.
Here, we used a mice model to investigate the effects of exposure to nicotine and/or ethanol in the
perinatal period on locomotor activity and memory/learning, AMPc, GMPc, total CREB and
pCREB levels in the hippocampus and cerebral cortex. Additionally, we investigated the effects of
the treatment with vinpocetine, (a phosphodiesterase inhibitor that increases intracellular cAMP
and cGMP levels) on these behaviors and biochemical measures. Swiss male and female mice were
exposed to nicotine free base (50ug/ml) dissolved in saccharin 2% or to saccharin 2% to drink
during gestation and until the 8" day of postnatal life (PN8). Ethanol (5g/kg, i.p.) or saline were
injected in the pups in alternate days from the 2" to the 8™ day of postnatal life. Accordingly, four
groups were analyzed: VEH, NIC, ETOH and NIC+ETOH. At the 30™ postnatal day the animals
either received vinpocetine (20mg/Kg i.p.) or vehicle before memory/learning was evaluated in the
step-down passive avoidance test and object recognition test and locomotor activity was evaluated
in the open field. After the behavioral tests, the animals were decapitated and the brain regions fast-
frozen and stored until analysis. In the step-down passive avoidance test, there were
memory/learning deficits in NIC, ETOH and NIC+ETOH mice and the treatment with vinpocetine
mitigated the ETOH and NIC+ETOH-induced deficits. In the object recognition test, short-term
memory deficits were identified in the NIC and ETOH groups. These effects were also mitigated
by vinpocetine administration. Locomotor hyperactivity was identified only in the NIC+ETOH
group. This effect was ameliorated with treatment with vinpocetine. While cyclic nucleotides levels
were reduced by NIC, ETOH and NIC+ETOH exposures, this effect was more consistent in the
NIC+ETOH group, in which vinpocetine effectively restored cyclic nucleotides levels. pPCREB
levels were increased in response to vinpocetine administration, with stronger effects in the
NIC+ETOH group. These data lend support to the idea that c(AMP and cGMP signaling cascades
contribute to NIC+ETOH-induced hyperactivity and memory/learning deficits and provide
evidence for the potential therapeutic use of vinpocetine in individuals co-exposed to these drugs
during development.

Keywords: vinpocetine, pregnancy, ethanol, nicotine, hyperactivity, memory/learning.
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INTRODUCAO

Gestacao, drogas e o sistema nervoso

O sistema nervoso em desenvolvimento ¢ mais vulneravel a danos que o sistema nervoso
do adulto. De fato, o periodo de formagao do cérebro ¢ mais longo que o de outros 6rgaos. Seu
desenvolvimento tem inicio no periodo pré-natal e continua de forma intensa durante o periodo
pos-natal, sendo que, ao longo deste tempo, ocorrem eventos como proliferacdo de neurdnios,
apoptose, formacao e rearranjo sinaptico em diversas regidoes (Altman e Bayer 1990, Bayer
1983, Bayer et al. 1982, Huttenlocher 1990, McWilliams e Lynch 1983, Spear 2000).

Dentre os diversos fatores que podem afetar o desenvolvimento do sistema nervoso, as
acoes de diversas substancias, em especial drogas de abuso, tem sido foco de atengdo uma vez
que o uso ¢ abuso pela gestante sdo considerados fator de risco para o feto, aumentando a
probabilidade de ocorréncia de uma série de disturbios que podem perdurar durante toda a vida
do individuo, dentre eles déficits de memoria e aprendizado, ganho de peso reduzido,
prematuridade, etc. Drogas de abuso legalizadas como bebidas alcodlicas e o tabaco ganham
destaque uma vez que, em parte devido ao facil acesso e por estarem inseridas em diversas
culturas, estdo entre as drogas mais consumidas no mundo como claramente demonstrado por
estudos epidemiologicos (Larsson e Engel, 2004).

Tem-se demonstrado que a exposicdo ao cigarro tem efeitos adversos sobre o
desenvolvimento do feto. O tabagismo materno pode levar a déficits que ficam evidentes no
inicio da vida poés-natal, que incluem: asma (Gilliland et al., 2001), infec¢des respiratorias
(Young et al., 2000), sindrome de abstinéncia da nicotina, peso reduzido ao nascer e sindrome
da morte subita na infancia (Jaddoe et al., 2008; Mitchell et al., 1993), déficits de atengdo que
podem estar relacionados com defeitos no processamento auditivo, dificuldade com leitura,
matematica e habilidades relacionadas (Batstra et al., 2003). Além disso, o tabagismo materno
continua a ser um fator de risco durante a infancia e a adolescéncia para problemas cognitivos
e neurocomportamentais, como o Transtorno de Déficit de Atengdo e Hiperatividade (TDAH),
transtorno de conduta, desordens de hiperatividade e abuso de substancias (Thapar et al., 2003;
Button et al., 2007, U.S. Department of Health and Human Services, 2014). De forma resumida,
fumar na gravidez ¢ a causa evitavel mais importante de uma ampla gama de resultados
adversos da gravidez. Fumar causa complicacdes obstétricas e fetais havendo evidéncias

crescentes de dano grave que se estende da infancia até a idade adulta (Tabela 1).



Tabela 1. Efeitos na sdude associados ao tabagismo durante a gestagao

EFEITOS NA SAUDE COMENTARIOS
Fertilidade Atraso na Concepgdo 2 mases em midia
Infertlidade - NMulher 60% da aumento do risco de
infertilidads (3C=1.8)
Infertiliudade - Homem Sl Soryninat o6
sémen, do numero de sptz e
asmento de formais anormais
Repodugio Assistida Redugdo de 44% de chanca de
i tm nasc. vivo por ciclo RC=0.4)
Obstétrico Aborto Espontineo RC=18
Nasc. prematuro (<37sem.) | Duas vezes maior
Placenta prévia RC=21
Descolamento de placenta RC=16
Natimorto RC=11-32
Gravidez Ectopica RC=25
Rupturas prematuras de RC=21
membranas
Pré-eclampsia RC=0.51
Fetal Restrigdo no crescimento 200g mais leve em média
Baixo peso a0 nascer (2500g) |RC=3.0
Pequeno para a idade RC=3.8>35 anos
gestacional (<35 anos = ns)
Defeitos de nascenga Defitos da radugio do membro, p2
—-—— torto, #ndas orais, defitos oculares &
e2itos gastrointestinais (SR=
1.25-1.5) Também muitos outros
elitos menores.
Criancas e SMSI RC=225
adultos Diabetes Tipo 2 RC=11
Obesidade RC=1,52
Hipertensdo Aumento de 1.5-5.4 mm Hg
HDL Dimuigio da 0.14 mmolL
Dependéncia a nicotina Dobro de risco
Respiratorio Asma, infecgdo respiratonia
baixa, diminuigio da fungdo
pulmonar
Coenica Performance académica e
- habilidade cognitiva prajudicada
Transtorno da conduta, DDAH,
Comportamento S aibaneiid
= Significativo aumento da
Desordens Psiquidtricas e TR
psiquidtricas no adulto jovem
RC = Raz3o de Chances; ns = nio ﬁ!unﬁcahvo
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Legenda: SMSI: Sindrome da Morte Subita Infantil. HDL: High Density Lipoproteins/ Lipoproteinas de Alta
Densidade. DDAH: Déficit de Atengao e Hiperatividade.
Fonte: Modificado de MENDELSOHN et al, 2014.
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Em paises desenvolvidos, a prevaléncia de fumo varia de 11 a 35% em mulheres
gravidas (MMWR 2004, Schneider e Schiitz, 2008), sendo que estes percentuais podem ser
ainda maiores devido ao fato de que gravidas frequentemente ndo admitem que estdo fumando
(England et al., 2007). Estudo realizado durante os anos de 2000-2010 em 40 locais incluidos
no PRAMS (Pregnancy Risk Assessment Monitoring System), Sistema de Monitoramento da
Avaliagdo do Risco da Gravidez, nos Estados Unidos, forneceu dados sobre tendéncias do
tabagismo antes, durante e apds a gravidez. Para a maioria dos locais, a prevaléncia de
tabagismo antes, durante ou ap0s a gravidez ndo se alterou ao longo do tempo. Durante os anos
de 2000-2010, um aumento na prevaléncia do tabagismo antes da gravidez (somente) ocorreu
em Oklahoma, e um aumento durante e ap6s a gravidez ocorreu em Maine. Para um subgrupo
de 10 locais para os quais os dados estavam disponiveis para todo o periodo de 11 anos do
estudo (Alaska, Arkansas, Colorado, Havai, Maine, Nebraska, Oklahoma, Utah, Washington e
West Virginia), a prevaléncia de fumar antes da gravidez permaneceu inalterada, com
aproximadamente uma em cada cinco mulheres relatando fumar antes da gravidez (23,6% em
2000 para 24,7% em 2010). A prevaléncia de tabagismo durante a gravidez diminuiu de 13,3%
em 2000 para 12,3% em 2010 e a prevaléncia de tabagismo pos-parto diminuiu de 18,6% em
2000 para 17,2 % em 2010. Infelizmente, a maioria dos fumantes que engravidam continuam a
fumar e a maioria que abandonam antes do parto, tem recaida ap6s o parto (Mendelsohn et al,
2014).

Estes dados sugerem uma tendéncia de declinio na propor¢ao de mulheres tabagistas em
paises desenvolvidos, porém, ndo é o que se observa em paises em desenvolvimento. No Brasil,
em média, 1.600 mulheres morrem anualmente devido a gravidez, parto e pos-parto e 50.000
criangas morrem com menos de um ano de idade. Entre as causas estdo as complicagdes
associadas ao uso de substancias durante a gravidez, incluindo o tabaco (Zhang et al, 2011).
Estudos do Sul do Brasil revelaram prevaléncia de tabagismo entre mulheres gravidas de 23%
a 27,5%, taxas elevadas quando comparadas a populagdo feminina adulta, 15,9%. As fumantes
gravidas também tém niveis educacionais mais baixos € vao menos a consultas pré-natais do
que as ndo-fumantes. Entre as fumantes estudadas, apenas 1,19% receberam algum tipo de
tratamento de atengdo/medicagdo para a cessacdo do tabagismo (Barros et al, 2006; Galdo et al,
2009).

Em relacdo ao 4lcool, essa ¢ uma substancia com propriedades psicotropicas presente
nos diversos tipos de bebidas alcodlicas e um potente agente teratogénico com a capacidade de

atravessar a placenta livremente fazendo com que a mae e o feto tenham concentracao



20

semelhante da substancia no sangue (Hannigan e Armant, 2000; Welch-Carre, 2005). Estas
caracteristicas tornam o consumo de alcool por gestantes um grave problema de satide publica.
Uma das consequéncias mais severas do consumo de etanol durante a gravidez ¢ a
Desordem espectral alcoolica fetal (Fetal Alcohol Spectrum Disorder — FASD) (Guerri et al.,
2009; Rasmussen, 2005; Spohr et al., 2007). Estima-se que a prevaléncia da FASD seja de 9,1
casos por 1000 nascimentos ( Rasmussen, 2005; Spohr et al., 2007; May et al., 2009), taxa esta
que ¢ duas vezes maior que a das duas alteracdes congénitas mais comuns (sindrome de Down
e espinha bifida) combinadas (May e Gossage, 2001; Rasmussen, 2005; Spohr et al., 2007).
Quando as analises se restringem a criangas e adolescentes em idade escolar, estes nlimeros sao
ainda maiores, variando entre 2 a 5% em paises em desenvolvimento (May et al., 2009; May et
al., 2011; Riley et al., 2011). Dentre as vdrias alteracdes associadas a FASD esta o retardo
mental. Outros distirbios comuns incluem o TDAH (Burd et al., 2003) ¢ os déficits de

aprendizado e memoria (Acheson et al., 2001; Harris et al., 1995).

Os efeitos da exposi¢do ao etanol durante o desenvolvimento variam em fung¢do do
periodo de exposicao, sendo o terceiro trimestre da gestagdo de humanos um periodo de grande
susceptibilidade (Dobbing e Sands 1979; Nunes et al., 2011). De acordo com a Organizagao
Mundial da Saude cerca de 47% das mulheres com idade acima de 15 anos faz uso de bebidas
alcodlicas (The World Health, 2014). Dentre estas, estima-se que 13 a 20% delas fazem uso de
bebidas alcodlicas durante a gravidez (Balachova et al., 2012, Centers for Disease and

Prevention, 2009, Senecky , 2011).

Estudos epidemiologicos apontam para uma forte relagdo entre o fumo e o consumo de
etanol, de forma que a co-ocorréncia de alcoolismo e tabagismo ¢ muito frequente (Larsson e
Engel, 2004, Bien e Burge 1990, Dani e Harris, 2005, Istvan e Matarazzo, 1984, Miller e Gold,
1998, SAMHSA 1999, Sobell et al., 1990), e esse abuso simultaneo de drogas € prevalente entre
mulheres jovens em idade fértil (Dierker et al., 2006, Nordberg et al., 1991, SAMHSA 1999,
Weitzman e Chen, 2005), o que sugere que o co- uso € co-abuso de tabaco e etanol ocorram
com frequéncia também durante a gravidez. Apesar disso, ha poucos estudos que focam na
investigagdo dos efeitos do co-consumo de tabaco e etanol. Na verdade, os estudos
epidemioldgicos se esforcam em isolar o efeito de uma das drogas. Essa abordagem, embora
seja importante para a correta identificacdo dos desfechos do consumo de uma dada droga
durante a gestagdo, falha ao ignorar que ha interagdo entre drogas, de forma que os efeitos de
uma droga potencialmente interferem na acao de outra.

Cabe mencionar ainda que grandes avancos no entendimento dos mecanismos de a¢ao
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de drogas de abuso tem sido obtidos com o uso de modelos animais de exposicao. De fato, o
desenvolvimento do sistema nervoso de roedores em varios aspectos se assemelha ao
desenvolvimento de humanos, contudo, ao nascer, o sistema nervoso de roedores €
consideravelmente menos maduro que o sistema nervoso humano, assim, os primeiros 10 dias
de vida pos-natal do roedor podem ser comparados ao terceiro trimestre da gestacdo humana
(Bayer et al., 1993; Quinn, 2005; Dwyer et al., 2008). Desta forma, em roedores, o periodo que
corresponde a gestacdo de humanos se estende do inicio da gestagdo até aproximadamente o
10° dia de vida pos-natal, fato que deve ser levado em consideracao no desenho e analise de

resultados obtidos com o uso de roedores.

Tabaco

O fumo ¢ um sério problema de saude publica (Centers for Disease Control and
Prevention, 2002; Zvolensky et al., 2005). O consumo de tabaco ¢ universalmente reconhecido
como estando associado a diversas desordens entre elas cincer, danos cardiovasculares,
pulmonares e alteracdes gastrointestinais (Chen et al., 2002; Gritz et al., 2005; Jindal et al.,
2004; Leone, 2005; Thomas et al., 2005). Sabe-se que o tabagismo estd relacionado a, no
minimo, 30% de todas as mortes por cincer. E fator de risco para o aparecimento dos
carcinomas de pulmao, boca, faringe, laringe, es6fago, estdmago, pancreas, cérvix uterina, rim
e bexiga. A morbidade por doengas cardiovasculares, cerebrovasculares, doenga pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC), doenga péptica e outras afeccdoes também ¢ mais elevada entre
tabagistas (Balbani et al., 2005). Adicionalmente, h4 consenso que o tabaco ¢ prejudicial a
saude de fetos e criangas, como dito acima (Witschi et al., 1997, Cornelius e Day, 2000). Dados
epidemioldgicos revelam que tem sido encontrada alta taxa de fumantes entre individuos com
desordens psiquiatricas, incluindo aqueles com desordens de ansiedade (Lasser et al., 2000).
Algumas evidéncias ddo suporte a idéia de que a ansiedade ¢ um sintoma que aumenta a
probabilidade de se iniciar o habito de fumar (Morissete et al., 2007).

Atualmente, o uso do tabaco ¢é a principal causa mundial de morte evitavel. Essa pratica
mata cerca de 6 milhdes de pessoas e causa prejuizos econdomicos de centenas de bilhdes de
dolares em todo o mundo, a cada ano. Ao longo do século 21, o uso de tabaco pode matar um
bilhdo de pessoas ou mais. Isto porque, apesar da adog¢do de rigorosas campanhas antifumo em
muitos paises, atualmente as pessoas fumam mais do que durante qualquer outra época da

histéria humana. (WHO, 2011a; Dinas et al., 2011).
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A folha do tabaco contém complexa mistura de componentes quimicos, como: acidos
graxos, isopropenos, ¢ésteres e minerais inorganicos. Desta forma, a fumaga resultante da
queima do tabaco ¢ bastante complexa e dinamica, sendo uma mistura heterogénea de gases,
vapores e particulas liquidas. Apresenta aproximadamente 4800 constituintes identificados
entretanto estima-se que o nimero de componentes ndo identificadas seja dez vezes maior que

o numero dos constituintes identificados (Adam et al., 2006; Araujo et al., 2004).

Nicotina

No tabaco, destaca-se a presenc¢a da nicotina. Considerada um de seus principais
componentes ativos, a nicotina tornou-se uma droga universal. Anualmente no mundo, ¢
consumida a fabulosa quantidade de 73 mil toneladas de nicotina contida em 7 trilhdes e 300
bilhdes de cigarros fumados por cerca de 1 bilhdo e 300 milhdes de tabagistas, dos quais 80%
vivem nos paises em desenvolvimento (OPS-BM, 2000; WHO, 2004).

A absor¢do da nicotina pelo corpo pode ser influenciada por sua concentragdo presente
no tabaco, pela frequéncia e pela profundidade das tragadas. Andlises em série das
concentragdes de nicotina no sangue de tabagistas revelam sua rapida elevacao apos a tragada,
atingindo o pico maximo ao cabo de 5 a 10 minutos. A répida taxa de absor¢do da nicotina e as
grandes quantidades de nicotina que chegam ao cérebro pelo tabagismo sdo dois fatores cruciais
na promoc¢ao ¢ manuten¢do da dependéncia. A absor¢ao da nicotina pelo organismo ¢ em média
1,0 mg por cigarro, variando de 0,34 mg a 1,56 mg (Benowitz, 1998).

A nicotina tem sido descrita como sendo um dos componentes ativos da fumaca do
cigarro responsavel por uma grande variedade de efeitos no sistema nervoso que resultam do
consumo de tabaco (Benowitz, 1992; Dani e Heinemann, 1996). Estudos indicam que agdes da
nicotina sao responsaveis pelas bases farmacologicas do vicio ao cigarro. (US Department of
Health and Human Services, 1988; Royal College of Physicians, 2000). A nicotina induz
tolerancia e dependéncia pela acdo nas vias dopaminérgicas centrais, levando as sensacdes de
prazer e recompensa mediadas pelo sistema limbico. E um estimulante do sistema nervoso
central (SNC), aumenta o estado de alerta e reduz o apetite. A diminui¢do de 50% no consumo
da nicotina pode desencadear sintomas de abstinéncia nos individuos dependentes: ansiedade,
irritabilidade, disturbios do sono, aumento do apetite, alteracdes cognitivas e fissura pelo

cigarro (Balbani e Montovani, 2005).
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Estudos em modelos animais de exposi¢do a nicotina também tém mostrado que esta
induz seus efeitos farmacoldgicos centrais atuando em receptores nicotinicos colinérgicos
(nAChRs), os quais estdo amplamente distribuidos no sistema nervoso central, principalmente
na membrana pré-sinaptica e atuam como receptores ionotropicos que promovem liberagao de
neurotransmissores (Wonnacott, 1997). Assim, a ativagio de nAChRs tem papel
neuromodulador no SNC e estd envolvido em um grande niimero de processos fisiologicos e
patoldgicos como a neurotransmissdo da dor, controle de movimentos, processos cognitivos,
respostas emocionais, e efeitos de drogas de abuso (Buisson e Bertrand, 2002; File et al., 2002;
Jain, 2004; Katner et al., 2004; Schochet et al., 2004). Ao lado disso, modelos animais de
exposicao pré natal sugeriram alteracdes duradouras no conteido de neurotransmissores, por
exemplo, acetilcolina, catecolaminas, orexina e fatores tréficos, no desenvolvimento de
ninhadas que sofreram exposicao pré natal a nicotina (Navarro et al, 1988; Tizabi et al, 1997;
Franke et al 2008; Wei et al, 2011; Harrod et al, 2011; Zhu et al, 2012; Morgan et al, 2013).
Estudo recente demonstrou que a exposi¢ao pré natal a nicotina altera os niveis na proteina
BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) em trés regides cerebrais: nucleo acumbente,
estriado dorsal e cortex pré-frontal, reforcando a hipotese de que o tabagismo materno durante
a gestacdo produz alteracdes na plasticidade neuronal. Os achados atuais demonstram que essas
mudangas sao persistentes até a idade adulta (Lacy et al, 2016).

E bem estabelecido na literatura que a nicotina é neuroteratogénica, afetando o cérebro
pela interferéncia com mecanismos de mitose e diferenciacdo, causando alteragdes na
axonogénese e sinaptogénese e consequentemente comprometendo a atividade sindptica e
comportamento (Slikker et al., 2005; Slotkin, 2002). Em relacdo ao hédbito de fumar durante a
gestacdo, sabe-se que a nicotina passa a barreira placentaria e hemato-encefalica do feto. A
nicotina também ¢ eliminada pelo leite materno, de forma que o recém-nato cuja mae ¢ fumante
continua a ser exposto a nicotina ndo somente pelo ambiente, mas também pelo leite. Quando
a mae fuma em torno de 7 cigarros em duas horas, os niveis de nicotina no leite chegam até 0,6
mg por litro (Ferguson et al., 1976; Hatcher e Grusby, 1927). Estudo recente demonstrou que a
exposicdo pos-natal precoce de filhotes de ratos a nicotina via leite materno, prejudica a
memoria dependente do hipocampo a longo prazo, mas ndo a curto prazo, durante a
adolescéncia (Nakauchi et al, 2015).

Mizrak e colaboradores, observaram que a exposi¢ao de longo prazo a nicotina durante
e apos a gestagdo de roedores pode ter um efeito adverso sobre os 6rgdos vitais da prole através
da alteragdo do equilibrio oxidante/antioxidante dos tecidos. Figado e rim parecem ser os 6rgaos

mais afetados possivelmente devido a seus principais papéis no metabolismo da nicotina.
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Trabalhos feitos em animais t€ém também encontrado que alteragdes resultantes da
exposicao pré-natal podem afetar a susceptibilidade ao uso do tabaco ou etanol mais tarde entre
os filhotes expostos. Animais expostos durante toda a gestagdo a nicotina juntamente com o
alcool, adquiriram o comportamento de auto-administracdo de nicotina quando adolescentes,
mais rapidamente ¢ em um percentual ¢ dosagens mais elevadas, que as proles controle ou que
receberam somente nicotina ou etanol (Barbier et al. 2009). Em outro estudo (Christensen et al,
2015), a exposicao a nicotina foi capaz de induzir alteragdes nas células colinérgicas do nticleo
tegumentar laterodorsal (LDT) que seriam esperados para alterar a excitabilidade celular. Essas
alteracdes podem contribuir para a suscetibilidade tardia a nicotina em individuos expostos
durante a gestacao. Estudos eletrofisiologicos realizados em células de animais que haviam sido
previamente expostos a nicotina durante o desenvolvimento demonstraram alteragdes tardias
no potencial de membrana em repouso de células colinérgicas do sistema de ativacdo reticular

(RAS), sugerindo que a exposicao pré-natal induz alteragdes nestas células (Good et al., 2006).

Alcool

Bebidas alcodlicas sao amplamente consumidas em todo o mundo. O alcool ¢ a
substancia psicoativa mais utilizada pela sociedade (Bau, 2002), consumido em grandes doses
podendo, além de gerar vicio, exercer efeitos prejudiciais em diversos 6rgdos e sistemas do
organismo, como por exemplo, no figado, sistema cardiovascular, rins e inclusive no sistema
nervoso (McGinnis e Foege, 1993). O consumo de alcool € o terceiro maior fator de risco do
mundo para doengas e incapacidade. O alcool € o fator causal de 60 tipos de doengas e lesdes e
uma causa componente em 200 outras. Em torno de 4% de todas as mortes no mundo sdo
atribuidas ao alcool, mais do que as mortes causadas por HIV/AIDS, violéncia ou tuberculose.
Também esta associado com diversas questdes sociais graves, como a violéncia, negligéncia
infantil e abuso e absentismo no local de trabalho. Estima-se que o consumo de alcool seja a
causa de 20% a 50% dos casos de cirrose hepatica, epilepsia, intoxicacdes, acidentes
rodoviérios, violéncia e diversos tipos de céncer. E o terceiro maior risco para a doenga e
incapacidade, ap6s baixo peso na infancia e sexo inseguro. Apesar de campanhas alertarem
sobre os riscos do consumo de bebidas alcoolicas durante a gestacdo, o numero de casos
envolvendo individuos com sequelas decorrentes deste consumo durante a gestacdo tem se

mantido relativamente estavel ao longo dos ultimos anos (Cudd, 2005; Spohr et al. 2007).
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A maior parte do etanol ¢ metabolizada pelo figado em acetaldeido através da enzima
alcool desidrogenase, sendo de 2 a 10% apenas eliminado de modo inalterado pela urina,
respiragdo e suor. Em média, na populacdo geral, a dlcool desidrogenase diminui a concentracao
do etanol no sangue em torno de 5 mmol/L de etanol por hora, o que corresponde a um drinque
por hora (Schuckit, 2006). O acetaldeido ¢ um composto reativo e toxico, que promove
hepatotoxidade e também pode contribuir para os efeitos do consumo de etanol sobre o sistema
nervoso (Hunt, 1996; Quertemont et al., 2005; Deng e Deitrich, 2008). Quase todo acetaldeido
¢ convertido em acetato no figado pela enzima aldeido desidrogenase. Os polimorfismos dessas
enzimas tém sido estudados como possiveis preditores genéticos para a susceptibilidade do
individuo apresentar vicio pelo etanol (Dickson et al., 2006; Duranceaux et al., 2006). Tao
importante quanto, o etanol apresenta como sitios de agdo uma grande variedade de alvos nas
membranas celulares, como também, cascatas de sinalizagao intracelulares.

A exposi¢do ao alcool durante a gestacdo pode acarretar diversos transtornos que podem
persistir por um longo periodo da vida do individuo (Hannigan ¢ Armant, 2000; Spohr et al.,
2007; Welch-Carre, 2005). Como mencionado acima, atualmente, a sigla FASD ¢ utilizada
internacionalmente para descrever o complexo quadro clinico de manifestagcdes diversas,
decorrentes da exposi¢do ao etanol durante o periodo da gravidez. Tais manifestagdes
caracterizam-se por um grupo de sinais e sintomas relacionados ao comprometimento do
sistema nervoso central e de outros 6rgdos (Lima, 2008). Estes sintomas podem ser fisicos,
mentais (Figura 1) (Riley e McGee, 2005). A FASD pode incluir alteracdes comportamentais
como a hiperatividade (Burd et al., 2003), o déficit de ateng¢do (Burden et al., 2005), danos no
processamento visual (Uecker e Nadel, 1996), comportamento autista (Harris et al., 1995) e

déficits de aprendizado e memoria (Rasmussen, 2005) entre outras.
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Figura 1. Alteragdes faciais observadas na FASD.

Caracteristicas da Sindrome

Alcoolica Fetal

Cruza do nartz maly raxo Prega da pdlpebra cobre o alhe

Cabaga mali paquena

Ausgncia da depresado entre
o rariz e o libo superior

: ; | F Peguena abartura doi olhod
f " Fage plany & rariz cure
———

Libie superior fing

Nota: Complexo quadro clinico de manifestagdes diversas, decorrentes da exposicdo ao etanol durante o periodo
da gravidez.
Fonte: https://www.tuasaude.com/sindrome-do-alcoolismo-fetal/

Masillar pivcss deservalvids

A FASD compreende um amplo espectro de alteragdes que podem se manifestar em
diferentes fases da vida do individuo (tabela 2). A severidade das altera¢des varia de individuo
para individuo e algumas podem alterar seu padrdo de manifestacdo em fun¢do da idade do

individuo (Banakar et al., 2009).
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Tabela 2. Caracteristicas da FASD relacionadas a idade

Inicioda infancia/

Recém-nascidos . Meioda infiancia Adolescénciaeidade adulta
pré-escola
Dif 1cu|dade§ para dormir Falante e amigavel Pequeno para idade Caracteristicas faciais podem
e se alimentar desaparecer
Fraqueza, enjoo, Acessos de fria Impulsividade e déficit Baixo desempenho escolar
irritabilidad e e tremores de atengdo
Choro excessivo Hiperatividade Pouca interagdo social Julgamento prejudicado,

problemas comportamentais

Hipersensibibilidade a luz e som Pequeno para idade Dificuldade de aprendizado Dificuldade de relacionamento

Convulsoes Atrasona fala Déficits de linguagem Maior propenséo a0 uso de

substancias de abuso e depressao

Atraso no desenvolvimento Anormalidades em Falta deorganizagao

. " Dificuldade com
movimentos finos

atividades do dia-a-dia

Retard o mental Pensamento abstrato Retardo mental

deficiente

Retardo mental

Fonte: Modificado de BANAKAR et al., 2009.

Varios estudos com criangas com FASD mostram que estas apresentam déficits motores
no equilibrio postural (Roebuck et al., 1998a), na coordenacdo dos olhos ¢ maos (Adnams et
al. , 2001) e tarefas complexas onde se usam as duas maos (Roebuck-Spencer et al. , 2004).
Estudos nao clinicos de desempenho motor em bebés e criancas que foram expostas ao alcool
no periodo pré-natal, demonstraram um déficit médio da performance locomotora, comegando
nos primeiros dias de vida ¢ se prolongando até os dois anos (Connor et al., 2006, Kaplan-Estrin
et al. , 1999) como também, um prejuizo na coordenagao motora fina ¢ grossa na infancia
(Lucas et al., 2014).

A magnitude dos efeitos teratogénicos do alcool vai depender e variar em fungdo de
fatores como idade dos individuos expostos, da intensidade, da freqiiéncia e da duracdo das
exposi¢oes, além de fatores genéticos (Chiodo et al., 2010, Burden et al., 2005, Maier ¢ West,
2001; Hannigan ¢ Berman 2000; Klintsova et al. 2000; Riley e McGee, 2005). Fatores
ambientais como a condi¢do socio-econdmica, fatores nutricionais e aumento do estresse
também podem interferir com os efeitos teratogénicos do alcool (Welch-Carre, 2005; Riley e
McGee, 2005; Hannigan et al., 2007). Além disso, o periodo de exposi¢do ira determinar quais
estruturas em desenvolvimento serdo afetadas e qudo severamente elas serdo afetadas.

Consequentemente, nem todos os individuos expostos a quantidades similares de etanol durante
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a gestacao terdo as mesmas sequelas. Alguns individuos poderao ter diversos sistemas afetados
severamente enquanto outros ndo apresentardo efeitos aparentes (Riley e McGee, 2005).

A exposi¢do pré-natal ao alcool durante o primeiro trimestre de gestacao interfere com
amigragdo, a proliferacdo e a organizacao celular cerebral tanto em humanos como em roedores
(Cook et al., 1990; Miller; 1996). Os efeitos deletérios do etanol durante este periodo do
desenvolvimento parecem ser a causa mais provavel das alteracdes craniofaciais encontradas
em individuos expostos ao etanol durante o desenvolvimento (Goodlet e Horn, 2001). As
dismorfias faciais aparecem apenas quando altas concentragdes sanguineas de etanol ocorrem
durante o periodo de gastrulacdo (Sulik, 2005). De fato, camundongos expostos durante o
periodo equivalente ao primeiro trimestre em humanos podem apresentar severas malformagdes
faciais e cerebrais (Kotch e Sulik, 1992). Camundongos expostos ao alcool no sétimo (E7) ou
oitavo (E8) dia embriondario (Sulik, 2005) e macacos do velho mundo expostos ao alcool no
décimo nono (E19) ou vigésimo (E20) dia embrionario (Astley et al., 1999) exibem dismorfias
faciais semelhantes as identificadas em humanos. A intensidade destas malformagdes podera
incluir a presenca de labio leporino uni ou bilateral, nariz e regido maxilar pequenos, fenda
facial medial e auséncia de narinas (Riley e McGee, 2005).

Apesar das caracteristicas faciais serem os sintomas mais evidentes em individuos que
foram expostos ao alcool durante a gestagao, as conseqiiéncias mais devastadoras sdo aquelas
relacionadas as alteragdes cerebrais e alteragdes comportamentais (Riley e McGee, 2005).
Durante o terceiro trimestre de gestagdo em humanos, estruturas como o cerebelo, o hipocampo
e o cortex pré-frontal sdo particularmente sensiveis aos efeitos do etanol (Coles et al., 1991;
West e Pierce, 1986). De fato, roedores expostos ao etanol no periodo do desenvolvimento
correspondente ao terceiro trimestre de gestacdo em humanos reproduzem as alteragdes
encontradas em humanos como microcefalia (Chen et al., 2003) e perda neuronal no hipocampo
e no cerebelo (West et al., 1986, Bauer-Moffett e Altman, 1977; Goodlett et al., 1990; Ryabinin
et al., 1995). A excessiva morte neuronal altera o desenvolvimento normal de redes neurais e
pode levar a disfungdes cognitivas e comportamentais tanto em humanos como em animais
(Chen et al., 2003).

Estudos demonstram que roedores expostos ao etanol durante o desenvolvimento
reproduzem alteracdes comportamentais encontradas em humanos expostos ao etanol durante
o desenvolvimento. Dentre estas, podemos citar a hiperatividade, os déficits de atencdo, os
déficits de aprendizado e memoria (Driscroll et al., 1990), além de alteracdes nos niveis de

ansiedade (Ohta et al., 2010).
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Uma das consequéncias marcantes da administragao de etanol em ratos e camundongos
durante os 10 primeiros dias de vida pos-natal ¢ um grande aumento na morte neuronal por
apoptose em diversas regides cerebrais (Ikonomidou et al., 2000; Ikonomidou, 2009; Olney,
2004). Atualmente, ¢ bem aceita a idéia de que a apoptose induzida pelo etanol ¢ mediada pela
ativacdo da caspase-3 e é causada pela combinagdo do bloqueio dos receptores NMDA e da
hiperativagao dos receptores GABAA (Nowoslawski et al., 2005; Olney et al., 2002; Olney,
2004). Consistente com esta idéia, a administragdo de bloqueadores especificos dos receptores
NMDA como a dizocilpina (MK801) (Ikonomidou et al., 2000) e agonistas do receptor
GABAA como o muscimol (Nunez e McCarthy, 2004) produzem aumento da apoptose durante
o periodo de surto de crescimento cerebral. Com base no fato de que a perda de neurdnios
durante o periodo de intensa sinaptogénese pode prejudicar a formagdo das futuras redes
neurais, alguns autores tém sugerido que a neuroapoptose induzida pela exposi¢ao gestacional
ao etanol seja um dos mecanismos envolvidos nos distarbios neurocomportamentais
observados na FASD como o TDAH e os déficits de memoria e aprendizado (Han et al., 2005;
Ieraci e Herrera, 2006; Medina, 2011a; Wozniak et al., 2004). Contudo, ha também fortes
evidéncias que distirbios na plasticidade neural podem ser responsaveis por algumas alteragdes
causadas pelo etanol (Medina et al. 2003; Medina e Ramoa, 2005; Goodlett et al. 2005; Medina
et al. 2006; Hannigan et al. 2007).

O co-abuso

Estudos epidemiologicos apontam para uma forte relagao entre o fumo e o consumo de
etanol, de forma que a co-ocorréncia de alcoolismo e tabagismo ¢ muito frequente (Miller et
al., 1998; Larsson e Engel, 2004; Schlaepfer et al. 2008), o que sugere que o co- uso e co-abuso
de tabaco e etanol ocorram com frequéncia também durante a gravidez.

Aproximadamente metade da populagdo alcoolista fuma (Sobell et al., 1990; Grant et
al., 2004). A cessagdo espontanea do tabagismo ¢ infreqiiente entre individuos alcoolistas (Falk
et al., 2006, Hintz e Mann, 2007) e até 75% dos fumantes alcoolistas requerem tratamento para
ambas as dependéncias (Grant et al., 2004). Ao lado disso, o consumo de etanol entre fumantes
¢ duas vezes maior do que entre os nao fumantes (Carmody et al., 1985) e estima-se que o
alcoolismo seja de 10 a 14 vezes mais comum entre fumantes quando comparados com nao
fumantes (Di Franza e Guerrera, 1990), além do consumo didrio de cigarros por alcoolistas ser

maior do que o consumo por fumantes ndo alcoolistas (Rezvani e Levin, 2002).
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O fato do consumo de etanol e o tabagismo serem legalmente permitidos pode contribuir
para o co-abuso. Entretanto, tem crescido o ntimero de estudos que indicam que fatores
bioldgicos podem contribuir para explicar a freqiliente associacdo do uso entre as duas drogas.
O uso de drogas de abuso ¢ motivado por diversos fatores, incluindo experimentagdo, pressao
de companheiros, auto-medicagdo para problemas psicoldgicos (por exemplo, ansiedade e
depressao) e dependéncia. Consequentemente, a forte associagdo entre o consumo de alcool e
de cigarros estd provavelmente atribuida a multiplos fatores, incluindo a¢des farmacoldgicas
comuns a ambos (Little, 2000). Muitos mecanismos tém sido sugeridos, como por exemplo:
uma droga pode promover um aumento da motivagdo para o consumo de outra droga por atuar
em um mesmo alvo cerebral responsavel pelo efeito de reforgo positivo de ambas as drogas; a
geracdo de tolerancia cruzada poderia reduzir os efeitos aversivos da droga e motivar as pessoas
a usarem outras drogas que gerem o mesmo efeito de recompensa. Além disso, estudos sugerem
que componentes genéticos podem predispor o uso combinado do etanol e do tabaco (Funk et
al., 2000).

Devido a grande complexidade que pode envolver estudos que analisam a interacao
entre tabaco e etanol, a existéncia de modelos animais ¢ de extrema importancia para estudar
as interacdes fisioldgicas. Em animais experimentais, hd muita informagao sobre efeitos da
exposi¢ao pré-natal a nicotina (um dos principais componentes da fumacga de cigarro), mas so
recentemente os efeitos da combinacao entre a nicotina e o etanol comecgaram a ser descritos
(Abreu-Villaga et al., 2007, 2008; Basta et al., 2000; Matta e Elberger, 2007; McMurray et al.,
2008; Oliveira-da-Silva et al., 2009, 2010; Ribeiro-Carvalho et al., 2008, 2009).

A exposi¢dao combinada a nicotina e ao etanol afeta memoria e aprendizado, niveis de
ansiedade e o sistema colinérgico central de forma diferenciada dos efeitos da exposicao isolada
a nicotina ou ao etanol, o que indica que estas drogas interagem, afetando o funcionamento do
sistema nervoso central durante o seu desenvolvimento. Em estudo realizado por nosso grupo
de pesquisa onde era utilizado um modelo de exposi¢do concomitante a etanol e a nicotina na
adolescéncia de camundongos, encontramos que o etanol promove diminuicao da ansiedade na
adolescéncia desses animais e que a nicotina pode reverter este efeito. Além disso, este estudo
indicou que o etanol e a nicotina podem interagir ap6s longo tempo de retirada na idade adulta,
promovendo aumento da ansiedade (Abreu-Villaga et al., 2008). Também observamos
interagdo entre as drogas na memoria/aprendizado através do teste da esquiva passiva, teste
amplamente utilizado para se avaliar este comportamento. Demonstramos que a nicotina e o
etanol quando expostos concomitantemente promovem danos na memoria significativamente

maiores do que quando cada droga ¢ administrada isoladamente também em camundongos



31

adolescentes (Abreu-Villaca et al., 2007). Neste mesmo estudo, também se verificou que apos
pequeno tempo de retirada, a nicotina promoveu melhora na memoria/aprendizado, mas que
este efeito foi bloqueado pelo uso concomitante do etanol. Além disso, enquanto o etanol
impede a atencdo sustentada e a memoria recente durante sua exposi¢do e retirada em ratos
(Celik et al., 2005; Givens, 1997; Givens ¢ McMahon, 1997), bem como a capacidade de
atencdo em humanos (Koelega, 1995; Parsons e Nixon, 1998), a co-administracao de nicotina
mostra uma acao preventiva aos efeitos do etanol em animais experimentais (Tracy et al., 1999).
Em relagdo a neurotoxocidade, foi observado que o etanol promove aumento da morte celular
em todas as areas do hipocampo de camundongos adolescentes, sendo ambas as populagdes de
neurdnios e glia afetados, enquanto que a nicotina causa aumento seletivo da morte celular,
sendo as camadas molecular e CA1 afetadas. Neste estudo também houve interacao de efeitos
quando as duas drogas foram expostas simultaneamente, s6 que neste caso, a exposi¢ao
combinada promoveu efeitos menos severos na morte celular (Oliveira-da-Silva et al., 2009).

Em relagdo ao comportamento tipo depressivo, estudo recente analisou o tempo de
imobilidade de camundongos no teste do nado for¢ado e a condi¢do de anedonia, um dos
componentes do comportamento tipo depressivo. Observaram que fémeas expostas ao etanol
isoladamente apresentavam redu¢ao no tempo de imobilidade ao final da exposi¢do enquanto,
durante longo tempo de retirada da droga o tempo de imobilidade aumentou. Durante curto
periodo de retirada das drogas, o aumento do tempo de imobilidade somente foi demonstrado
em camundongos fémeas expostos a nicotina isoladamente. Em relag¢ao a condi¢ao de anedonia,
machos de ambos os grupos, que receberam nicotina e que receberam nicotina e etanol
juntamente mostraram aumento do consumo de sacarose, sugerindo um efeito de recompensa
durante o curto periodo de retirada. O mesmo foi observado no longo periodo de retirada, porém
somente em machos expostos a nicotina isoladamente (Ribeiro-Carvalho et al., 2011).

Em estudo realizado em 2009 avaliaram-se os efeitos da exposi¢ao a nicotina e/ou ao
etanol no sistema colinérgico durante a adolescéncia, foi demonstrado que nicotina e o etanol
interagem resultando em alteracdes durante a exposi¢do e durante a retirada das drogas. Ao
final da exposi¢do, os animais expostos as duas drogas comcomitantemente apresentaram
suprarregulagdo de nAChRs, refletindo simples somagao dos efeitos destas drogas no cortex
cerebral e sinergismo no mesencéfalo. A suprarregulacdo devido a exposi¢do combinada foi
mantida mesmo apods alguns dias de retirada das drogas. Quanto a atividade da colina
acetiltransferase, enzima que sintetiza a ACh, durante a exposi¢do, machos que receberam
somente nicotina apresentaram aumento da atividade no cortex cerebral, mas o etanol foi capaz

de reverter este efeito. Ao contrario, fémeas que receberam também so6 nicotina apresentaram
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diminui¢do da atividade. No mesencéfalo, somente etanol promoveu aumento da atividade. Ja
alguns dias do término da exposi¢ao, animais que receberam somente nicotina apresentaram
aumento na atividade que foi revertido na retirada combinada das drogas. Um més apds o
término da exposi¢do, animais expostos a nicotina e etanol apresentaram reducao da atividade.
Animais que receberam etanol e animais que receberam as duas drogas juntas apresentaram
redu¢do da marcacao alguns dias ap0s a retirada das drogas, a qual persistiu até um més apds o
término da exposicao (Ribeiro-Carvalho et al., 2009).

A maior parte dos estudos descritos acima expuseram os animais as drogas de abuso na
idade adulta ou na adolescéncia. Ha grande caréncia de estudos que descrevam os efeitos da
combinagdo entre nicotina e etanol durante periodos precoces do desenvolvimento.

Durante a gravidez na adolescéncia, 58% dos fumantes também bebem élcool
(Cornelius et al., 2007). Evidéncias epidemiologicas mostram uma correlagdo positiva entre o
consumo de tabaco materno e o consumo de alcool no comportamento subsequente de consumo
dessas drogas na prole. Roedores expostos durante a gravidez e vida pos-natal recente a nicotina
e ao etanol adquiriram auto-administracdo de nicotina mais rapidamente na idade adulta, em
uma porcentagem maior € em um nivel mais alto quando comparado aos outros grupos,
resultando em uma maior auto-administracdo de nicotina nos filhotes quando adultos jovens
(Matta et al., 2007). De acordo com os dados anteriores, estudo em modelo animal demonstrou
que a exposi¢ao gestacional a nicotina e/ou etanol aumentou a auto-administracao de nicotina
em comparagdo com o controle, corroborando a hipdtese de que a exposicdo gestacional a
nicotina mais etanol perturba o controle dos circuitos dopaminérgicos por receptores NMDA
da érea tegmental ventral, aumentando a autoadministragio de nicotina e a liberagdo
domaninérgica no nicleo accumbens dos adolescentes. Estes resultados demonstram que ratos
adolescentes expostos a nicotina e etanol durante a gestacao apresentam acentuadamente maior
vulnerabilidade para se tornarem dependentes da nicotina, o que reflete a fungcdo aumentada da
subpopulagdo de receptores NMDA da érea tegumental do tegumento ventral que conferem
maior liberacdo de dopamina induzida por nicotina no nucleo accumbens accumbente (Roguski

et al, 2014).
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Plasticidade neural

Plasticidade sinaptica ¢ a capacidade que o cérebro tem de modificar sua estrutura e
funcdo em resposta a experi€éncias ou estimulos ambientais (Rapoport e Gogtay, 2008;
Hannigan et al., 2007). Esta habilidade é essencial durante o desenvolvimento, quando os
circuitos neurais sdo refinados (Lamprecht e Ledoux, 2004). O ambiente desempenha
importante papel no desenvolvimento de circuitos neurais e existem inimeras evidéncias da
influéncia de atividades dependentes de experiéncia na formagao dos padrdes sindpticos (Hebb,
1949; Changeux ¢ Danchin, 1976; Kandel et al., 2000). Uma ativacdo repetitiva (em resposta a
estimulos externos) de sinapses excitatorias aumenta a eficiéncia destas sinapses em diversas
regides cerebrais, fendmeno conhecido como LTP (long term potentiation) ou potenciagdo de
longa duracdo. A LTP, um dos exemplos de plasticidade sinédptica, apresenta diversas
caracteristicas que a tornam uma forte candidata para o mecanismo do armazenamento de
memoria de longo prazo: ambos o LTP e a memoria de longo prazo sio acionados rapidamente,
dependem da sintese de proteinas e sdo mantidos por longos periodos (Malenka e Nicoll, 1999).

Alguns autores sugerem que o aumento da ativagao dos receptores NMDA pode levar a
um aumento da plasticidade (Crair e Malenka, 1995; Crair, 1999). Os receptores NMDA
possuem permeabilidade ao célcio. Quando a membrana do neurdnio se encontra em repouso,
os receptores NMDA permanecem bloqueados por ions de magnésio. Quando esta ¢
suficientemente despolarizada, o magnésio ¢ deslocado e quantidades grandes de calcio entram
na célula (Flores-Soto et al., 2012, Low e Wee, 2010). Esse aumento de calcio é responsavel
pela ativacdo de uma série de enzimas dependentes de calcio, como a calmodulina dependente
de cinase II (CaMKII), que regula a expressdo de uma série de fatores de transcri¢do que por
sua vez, regulam a expressao génica de genes relacionados com mecanismos de plasticidade e
processos importantes para o desenvolvimento (Wang et al. , 2011). No desenvolvimento
cerebral, o aumento intracelular de calcio decorrente da ativacdo dos receptores NMDA
estimula o crescimento axonal (Wang et al., 2011), dendritico (Henle et al. , 2012) e participa
da formagao e estabilizagcdo de sinapses (Gambrill e Barria, 2011). A ativagdo também provoca
a liberacdo de neurotrofinas, como por exemplo o fator neurotréfico derivado do encéfalo
(brain-derived neurotrophic factor, BDNF) que estdo envolvidas no controle da formagao e
maturagao das sinapses (Barneda-Zahonero et al. , 2012).

A atividade excitatoria de neurdnios glutamatérgicos ¢ modulada também por

interneurdnios que tém como principal neurotransmissor o GABA e promovem uma importante
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sinalizagdo inibitdria para o desenvolvimento de redes neurais (Zhang, 2006). Adicionalmente,
estudos sugerem que a neurotrofina BDNF influencia na liberagao da GABA promovendo uma
mobilizagcdo dos canais de calcio pré-sinapticos proximo aos sitios de liberagdo das vesiculas
(Woo e Lu, 2006). Desta forma, uma supra ou infraregulacdo dos canais de calcio em neurdnios
glutamatérgicos ou gabaérgicos parece ser um mecanismo central para neuroplasticidade
(Rapoport e Gogtay, 2008).

Os mecanismos moleculares envolvidos com a plasticidade adaptativa/compensatoria,
que ¢ a capacidade do cérebro se recuperar ou readaptar a danos (Rapoport e Gogtay, 2008),
ainda ndo sdo totalmente conhecidos. A maioria das estruturas cerebrais durante o
desenvolvimento requer modificagdes na expressao génica e producao de proteinas (Lamprecht
e Ledoux, 2004). Alguns estudos tem demonstrado que a cascata de sinalizagcdo envolvendo o
segundo mensageiro AMPc, a proteina quinase A (PKA) e a proteina de ligagdo ao elemento
de resposta dependente de AMPc/Ca™ (CREB) ¢é importante para diversos processos
relacionados a plasticidade neuronal como a dominancia ocular (Mower et al., 2002; Beaver et
al., 2001; Pham et al., 1999), o LTP, o aprendizado ¢ a memoria (Frank e Greenberg, 1994,
Finkbeiner et al., 1997; Lamprecht, 1999). Adicionalmente, estudos t€ém demonstrado
evidéncias que a via de sinaliza¢do envolvendo GMPc pode promover plasticidade sinaptica e
consolidagao da memoria, em parte pela ativagdo da cascata de sinalizagio MEK/ERK/CREB,
uma cascata de sinalizagdo envolvida em processos de consolidacdo de memoria (Atkins et al.,

1998; Schafe et al., 2000; Josselyn et al., 2001).

Fosfodiesterases e seus inibidores

As fosfodiesterases (PDEs) sdo enzimas que regulam os niveis celulares de segundos
mensageiros, AMPc e GMPc, controlando suas taxas de degradagdo. Existem 11 familias de
PDEs, cada uma com diversas isoformas (Bender e Beavo, 2006; P.R.A. Heckman et al, 2015)
sendo agrupadas em familias de acordo com a especificidade de seus substratos, que podem ser
o AMPc, o GMPc ou ambos (Kakkar et al., 1999) (Tabela 3). Estes nucleotideos ciclicos
desempenham um importante papel na sinalizagdo intracelular (Son et al.,1998; Chien et al.,
2003) ¢ em processos de neuroplasticidade (Blokland et al., 2006). As PDEs se diferenciam por
suas estruturas tridimensionais, propriedades cinéticas, formas de regulacdo, localizagdes
intracelulares, expressdes celulares e diferentes sensibilidades a inibidores. Sdo enzimas
fosfohidrolases que catalizam seletivamente a hidrolise da ligacdo do fosfato ciclico da

adenosina, no caso do AMPc e guanosina em relacao ao GMPc (Bender e Beavo, 2006).



Tabela 3. Tipos de fosfodiesterases presentes no sistema nervoso.

Type Genes Property Substrate
PDE1 A B C Ca**-CaM-stimulated cAMP [cGMP
PDEZ A cGMP-stimulated CAMP [cCGMP
PDE3 A B cGMP-inhibited cAMP [cGMP
PDE4 ABCD cAMP-specific cAMP

PDE5 A cGMP-specific cGMP

PDEG AB C Photoreceptor cGMP

PDE7 A B cAMP high affinity cAMP

PDES AB cAMP high affinity cAMP

PDE9 A cGMP high affinity cGMP
PDE10 A cAMP-inhibited cAMP [cGMP
PDE11 A Dual substrate cAMP [cGMP
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Legenda: PDE: Fosfodiesterase. cAMP: Adenosina Monofosfato Ciclico. cGMP: Guanosina Monofosfato
Ciclico. Ca*: Calcio. CaM: Calmodulina.

Fonte: Bender & Beavo, 2006.

Em relacao a localizagao das diferentes PDEs no cérebro de roedores € humanos, a tabela

4 fornece uma breve visdo geral com base na expressao de RNA mensageiro e histoquimica in

situ (Pérez-Torres et al., 2000 Lakics, Karran, & Boess, 2010; P.R.A. Heckman et al, 2015).
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Tabela 4. Localizacao das diferentes fosfodiesterases (PDEs) no cérebro de roedores e

humanos na idade adulta.

PDE Localization in the brain

PDE1A-C Hippocampus, cortex, olfactory bulb, striatum (highest expression levels), thalamus, amygdala, cerebellum; expression levels are in general
highest for 1A and lowest for 1C

PDE2A Hippocampus, cortex, striatum, hypothalamus, amygdala, midbrain

PDE3 Throughout the brain low expression levels

PDE4A-D Hippocampus, cortex, olfactory bulb, striatum, thalamus, hypothalamus, amygdala, midbrain, cerebellum; expression levels are in general highest
for 4A-4D (differs per brain structure) and lowest for 4C

PDESA Hippocampus, cortex, cerebellum

PDEG Pineal gland

PDE7A-B Hippocampus, cortex, olfactory bulb, striatum, thalamus, hypothalamus, midbrain; expression levels are in general highest for 7B

PDEBA-B Hippocampus, cortex, olfactory bulb, striatum, thalamus, hypothalamus, midbrain; expression levels are in general highest for 8B

PDE9A Hippocampus, cortex, olfactory bulb, striatum, thalamus, hypothalamus, amygdala, midbrain, cerebellum

PDE10A Hippocampus, cortex, striatum (highest expression levels), midbrain, cerebellum

PDE11A Throughout the brain low expression levels

Legenda: PDE: Fosfodiesterase.
Fonte: Adaptado de Prickaerts, 2010, baseado em Lakics et al., 2010; Pérez-Torres Et al., 2000.

Estudos tém demonstrado que os inibidores da PDE melhoram processos relacionados

a neuroplasticidade como a memoria e o aprendizado em diversas espécies como camundongos

(Bourtchouladze et al., 2003), ratos (Goodlett ¢ Peterson, 1995) ¢ humanos (Blokland et al.,

2006). Os efeitos destes inibidores tém sido atribuidos a um aumento nos niveis de AMPc ou

GMPc, os quais, por sua vez, podem ativar os fatores de transcrigdo como SRF (Serum

Response Factor) e CREB levando a expressao de genes relacionados a plasticidade (Barad et
al., 1998; Blokland et al., 2006; Medina, 2010) (Figura 2).
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Figura 2. A inibicao da fosfodiesterase de tipo 1 (PDEI) leva ao aumento de cAMP e

cGMP e, finalmente, a expressdo de genes relacionados com a plasticidade.

Expression
 of plasticity
related genes

Legenda: PDE: Fosfodiesterase. CREB: Proteina de ligagdo ao elemento de resposta dependente de
AMPc/Ca++. SRF: Serum Response Factor. Ca™: Calcio. ERK: Quinases Reguladoras de
sinais Extracelulares. MEK: Proteina quinase quinase ativada mitoticamente. PKG: Proteina
Quinase G. cGMP: Guanosina Monofosfato. cAMP: Adenosina Monofosfato Ciclico.
CamCalmodulina. NMDA: N-metil-D-aspartato. AC: Adenil Ciclase. Gc: Guanilato Ciclase.

Fonte: MEDINA, 2011.

A cascata mostrada acima, na figura 2, esta relacionada com a plasticidade neuronal,

uma propriedade essencial do cérebro que estd comprometida em diferentes condigdes
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neurologicas (Medina, 2011). Os inibidores da fosfodiesterase do tipo 1 (PDEI) podem
aumentar os niveis dos segundos mensageiros CAMP / cGMP levando a expressdao de genes
relacionados com a plasticidade neuronal, fatores neurotréficos e moléculas neuroprotetoras..
A transmissdo glutamatérgica conduz a um aumento dos niveis de Ca ™" intracelular e cAMP /
cGMP desencadeando cascatas que irdo conduzir, em tltima instancia, a fosforilacao e ativagao
CREB e SRF. A ativacao de CREB e/ou SRF pode levar a expressao de genes relacionados a
plasticidade, os quais, por sua vez, promovem as alteracdes funcionais e morfoldgicas
necessarias para que ocorra a plasticidade neuronal (Frank e Greenberg, 1994; Atkins et al.,
1998; Silva et al., 1998; Josselyn e Nguyen, 2005; Etkin et al., 2006; Pintchovski et al., 2009),
como a alteragdo dos complexos protéicos do citoesqueleto (Lavaur et al., 2008) e a
remodelacdo das espinhas dendriticas (Suzuki et al., 2007). CREB ¢ uma das moléculas mais
importantes nos processos de plasticidade neuronal e € crucial para varios paradigmas, como a
LTP (Barco et al., 2002; Bourtchouladze et al., 2003), aprendizagem ¢ memoria (Frank e
Greenberg, 1994; Silva et al., 1998; Lamprecht, 2005) e plasticidade do cortex barril
(Glazewski et al., 1999). Estudos recentes demonstraram que o SRF também esta implicado na
plasticidade neuronal e est4 relacionada com a formagdo de memoria espacial (Tyan et al.,
2008), LTP (Ramanan et al., 2005) e LTD (Etkin et al., 2006) . Outra forma que a inibi¢ao de
PDE pode melhorar a plasticidade neuronal ¢ através da potenciacdo da transmissdao
glutamatérgica (Figura 3). O aumento dos niveis de cAMP / cGMP causados pela inibi¢do da
PDEI pode levar a fosforilagdo dos receptores AMPA promovendo a sua incorporacdo na
sinapse (Serulle et al., 2007) e levando a facilitagdo da transmissdo glutamatérgica. Os
receptores AMPA podem mover-se para dentro e para fora da membrana sinaptica afetando a
transmissdo glutamatérgica tornando os receptores NMDA funcionais (Malinow e Malenka,
2002). No potencial de membrana em repouso, o receptor de NMDA ¢ bloqueado por Mg ++
(Mayer et al., 1984; Nowak et al., 1984). No entanto, a ativacdo dos receptores AMPA pode
despolarizar a membrana pos-sinaptica, libertando o bloqueio Mg ++ e tornando o receptor
NMDA funcional. Deste modo, a ativacdo do receptor de NMDA pode ser facilitada ou
reduzida respectivamente pela inser¢do ou remocao de receptores AMPA na ou da membrana

pos-sinaptica (Malinow e Malenka, 2002; Malenka e Bear, 2004).
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Figura 3. A inibi¢do da fosfodiesterase de tipo 1 pode levar a fosforilagdo dos
receptores AMP e sua incorporacdo a sinapse.

AMP) cA_'t-‘!B\« @ s | o
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Legenda: PKA: Proteina Quinase A. AC: Adenil Ciclase. GC: Guanilato-Ciclase. AMPA: Alfa-amino
3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico.
Fonte: MEDINA, 2011.

A ativagdo de CREB pode levar a expressdo de muitas moléculas neuroprotetoras e
antiapoptoticas. E bem conhecido que a inibigdo de fatores neurotréficos pode induzir apoptose
e inversamente, que a expressdo destas moléculas pode impedir o efeito de fatores pro-
apoptoticos (Raff et al., 1993). A este respeito, a fosforilagdo de CREB pode conduzir a
expressdao de muitos fatores neurotroficos protetores tais como BDNF, FGF e TGF (Lonze e
Ginty, 2002).

Dentre os inibidores das PDEs destaca-se a vimpocetina um alcaldide extraido da mirta,
inibidor ndo especifico da PDE1 (Medina, 2010). Os alcaldides da mirta sao utilizados no
tratamento da deméncia (Nicholson, 1990) e a vimpocetina em particular possui propriedades
farmacolédgicas como aumentar o fluxo sanguineo cerebral (Caravaggi et al., 1977; Lacroix et
al., 1979), estimular o metabolismo cerebral (Lacroix etal., 1979; Shibota et al., 1982), modular
a liberacdo de neurotransmissores (Rosdy et al., 1976) e ainda possui propriedades anti-
inflamatorias (Teixeira et al., 1994; Medina, 2010).

As PDEls sdo calcio e célcio-calmodulina dependentes (Cheung, 1970). Receberam
esta nomenclatura por terem sido uma das primeiras familias de PDE a ter o mecanismo de

regulacao identificado e também pelo fato de numa cromatografia de separacdo de membranas
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de tecidos em colunas aparecerem como o primeiro pico de atividade das PDEs (Bender e
Beavo, 2006). Suas 3 isoformas PDEIA, PDE1B e PDEI1C sao expressas em diferentes tipos
celulares em diferentes tecidos e regides do organismo, inclusive no cérebro (Bender e Beavo,
2006). Dentre as PDEs presentes no cérebro, a PDE1A e a PDEIB correspondem a mais de
90% da atividade destas enzimas (Kakkar et.al; 1999). As PDEs apresentam tanto AMPc como
GMPc como substrato (Blokland et al., 2006) e a principal caracteristica que distingue esta
familia das outras ¢ sua regulagéo pela Ca“/calmodulina (CaM).

Alguns estudos tem demonstrado a eficacia dos inibidores da fosfodiesterase como
potencializadores da plasticidade neuronal. Utilizando uma combinagao de técnicas de imagem
eletrofisiologica e optica, ficou demostrado que a vimpocetina restaura a plasticidade da
dominancia ocular em furdes que sofreram exposi¢ao fetal ao dlcool (Medina et al, 2006). O
cortex visual primario de furdes expostos ao alcool durante o terceiro trimestre equivalente da
gestacdo humana, tiveram diminui¢do da fosforilagdo do CREB e reducao da seletividade de
orientagdo. O tratamento desses animais expostos ao alcool com vimpocetina, dias apds o
periodo de exposi¢do, aumentou a fosforilagdo do CREB e restaurou a fungdo de seletividade
para orienta¢do do estimulo visual (Krahe et al, 2009).

A exposigdo precoce ao alcool afeta memoria visuo-espacial e causa hiperatividade na
adolescéncia e idade adulta e estudos recentes demonstram que o tratamento agudo com
vimpocetina restabelece a memoria/aprendizado, a atividade locomotora e os niveis de AMPc
dos animais expostos precocemente ao etanol (Filgueiras et al., 2010; Nunes et al., 2011). Estes
dados fornecem evidéncias para o potencial uso terapéutico da vimpocetina no FASD.

Apesar de a nicotina interferir com mecanismos de memoria, afetando assim a
plasticidade neuronal (Abreu-Villaca et al. 2007, Gaddnas et al. 2001, Adriani et al. 2002), ndo
ha estudos que investiguem o potencial de inibidores da PDE em mitigar os efeitos desta droga
de abuso. Da mesma forma, apesar do uso e abuso combinado de nicotina e etanol durante o
desenvolvimento, pouco se sabe sobre o efeito da combinagao entre estas drogas e como reduzir

os dados decorrentes da exposi¢ao durante o desenvolvimento do sistema nervoso.
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1. OBJETIVOS

» Investigar em camundongos os efeitos na atividade locomotora e memoria/aprendizado
resultantes da exposi¢do a nicotina e/ou ao etanol no periodo correspondente a gestagao
em humanos. Verificar alteragdes nos niveis de AMPc, GMPc, CREB total ¢ CREB

fosforilado no hipocampo e cortex cerebral nestes animais.

» Investigar os efeitos do tratamento com vimpocetina, um inibidor da fosfodiesterase,
nas alteragdes na atividade, memoria/aprendizado e niveis de AMPc, GMPc, CREB e

CREB fosforilado de camundongos expostos a nicotina e/ou etanol.
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2. MATERIAIS E METODOS

Esta tese ¢ de natureza experimental sendo integralmente desenvolvida no Laboratdrio
de Neurofisiologia do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas (DCF) do Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes (IBRAG) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ).
Todos os experimentos descritos aqui foram previamente aprovados pelo Comité de Etica para
o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do IBRAG/UERJ (CEUA/026/2012) e estdo de
acordo com a declaragdo de Helsinki ¢ com o Guia de Cuidados ¢ Uso de Animais de
Laboratério adotado e promulgado pelo Instituto Nacional de Saude (National Institutes of
Health - NIH) dos Estados Unidos da América.

2.1. Animais

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizados 405 animais da cepa Suico (221 machos
e 184 fémeas) oriundos de 46 ninhadas. Estes animais foram criados € mantidos no biotério de
camundongos do Laboratério de Neurofisiologia da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
num ciclo didrio de 12 horas claro/escuro (escuro a partir das 14 horas), temperatura controlada

e mantida em torno de 21° C, com livre acesso a dgua e comida.

2.2. Exposi¢ao as drogas

Machos e fémeas da cepa Sui¢o foram postos para acasalar na propor¢do 2:1. A partir
deste momento, os animais eram expostos a nicotina free base (50ug/ml) dissolvida em sacarina
a 2% ou somente sacarina a 2% foram administradas na garrafa de dgua (figura 4).

A exposi¢ado a nicotina (50pg/ml) ocorreu desde o inicio da gestagdo e, apds o nascimento
dos filhotes, até o 8° dia de vida pds-natal. Desta forma, durante a gestagdo, a exposi¢do dos
filhotes ocorreu via placenta enquanto que apds o nascimento, a exposi¢do ocorreu via leite
materno. Ap6s o nascimento, etanol (5g/kg) ou salina foram injetados (i.p) diretamente nos

filhotes, de cada ninhada, em dias alternados do 2° ao 8° dia de vida- pds-natal (PN2-PNS)
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(Figura 4) . Do ponto de vista da maturagao do sistema nervoso, ¢ bem aceito que, para
camundongos, os primeiros dez dias do desenvolvimento pds-natal correspondem ao ultimo
trimestre da gestagdo humana (Bandeira e col., 2009; Dobbing e Sands, 1979), um periodo onde
ocorrem eventos como proliferacdo de neurdnios, apoptose, formagao e rearranjo sinaptico em
diversas regioes (Altman e Bayer 1990, Bayer 1983, Bayer et al. 1982, Huttenlocher 1990,
McWilliams e Lynch 1983, Spear 2000) além de ser critico para a manifestacdo da
hiperatividade locomotora decorrente da exposicao precoce ao etanol (Nunes e col., 2011).

Fumantes regulares fumam durante o dia e interrompem o consumo durante o sono.
Devido a isso, os animais tiveram livre acesso a nicotina, resultando em consumo durante seu
periodo de atividade. Em relagdo ao etanol, escolhemos uma dose moderada a ser administrada
nos filhotes em dias alternados, visando nos aproximarmos de um padrdo intermitente de
exposi¢ao da mae.

No primeiro dia poés-natal (PN1), certificamo-nos de que em cada ninhada havia um
numero de filhotes entre oito e doze. Caso houvesse um niimero superior a doze ou menor que
oito filhotes, estas ninhadas ndo eram utilizadas. Os animais foram pesados em dias alternados
durante o periodo de exposicdo neonatal as drogas e no dia dos testes. Em relacdo a ingesta de
liquido das maes, esta foi quantificada diariamente do 1° dia de vida ao 8° dia de vida p6s natal
dos filhotes.

Ao completarem 21 dias de vida pos-natal (PN21), os animais eram desmamados e
agrupados por sexo em um maximo de cinco animais por gaiola e a progenitora era sacrificada.
Como detalhado abaixo, em PN30, machos e fémeas de cada ninhada recebiam uma inje¢ao
(i.p.) de vimpocetina 20mg/kg diluida em DMSO (dimetilsulféxido) ou somente DMSO e, em
seguida, cada animal era submetido a um teste comportamental (Figura 4).

A dose de etanol foi escolhida baseada em estudo anterior (Nunes et al., 2011; Filgueiras et
al., 2009) que utilizou a mesma dose e gerou niveis de etanol em soro semelhantes aqueles
encontrados em fetos humanos apds a ingestdo materna de doses moderadas a altas de etanol.
(Eckardt et al., 1998). De forma semelhante, a dose de nicotina foi usada em diversos trabalhos
realizados por nosso grupo, os quais demonstraram que a dose ¢ bem tolerada (Ribeiro-
Carvalho A et al, 2011; Oliveira-da-Silva A et al, 2009; Ribeiro-Carvalho A et al, 2008; Abreu-
Villaga Y et al, 2008; Abreu-Villaga Y et al, 2007). O tratamento em dias alternados foi
realizado a fim de reproduzir o consumo intermitente de etanol em humanos (Maier e West,
2001). As doses de vimpocetina foram baseados em estudo prévio (Nunes et al., 2011;

Filgueiras et al., 2010).



44

Figura 4. Linha Temporal.
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Legenda: DMSO: Dimetilsulfoxido.
Fonte: A autora, 2017.

2.3. Formacgao dos grupos experimentais

Para o estudo completo do impacto da exposi¢ao a nicotina e/ou ao etanol bem como
para o estudo completo do impacto do tratamento com vimpocetina na reversao de alteragdes
na atividade de camundongos expostos a estas drogas, foram necessarios a formagao e analise

de oito grupos experimentais:

1. NIC+ETOHyvp2 (nicotina oral + etanol i.p + vimpocetina i.p). Maes expostas a
nicotina com livre acesso em dgua de beber na concentracdo de 50mg/ml diluida em
sacarina a 2%, e cujos filhotes receberam uma injecdo de alcool absoluto na
concentragdo de Sg/kg em dias alternados. No dia do teste comportamental em PN30,
os animais receberam inje¢do de Vimpocetina, 20mg/Kg, diluida em DMSO.

2. NIC+ETOHbpwmso (nicotina oral + etanol i.p + dmso i.p). Maes expostas a nicotina
cyjos filhotes receberam etanol i.p. No dia do teste comportamental em PN30, os animais
receberam inje¢ao de DMSO.

3. NICvp2 (nicotina oral + salina i.p + vimpocetina i.p). Maes expostas a nicotina com
livre acesso em agua de beber na concentragdo de 50mg/ml diluida em sacarina a
2%, e cujos filhotes receberam salina ao invés de inje¢do de alcool absoluto. No dia
do teste comportamental, os animais receberam inje¢ao de DMSO.

4. NICpwmso (nicotina oral + salina i.p+ dmso 1.p). Maes expostas a nicotina cujos filhotes
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receberam salina 1.p. No dia do teste comportamental, os animais receberam inje¢ao de
Vimpocetina, 20mg/Kg, diluida em DMSO.

5. ETOHyvp2o (sacarina a 2% oral + etanol i.p + vimpocetina i.p). Maes que receberam
sacarina a 2% ao invés de nicotina em agua de beber e cujos filhotes receberam uma
injecdo de alcool absoluto na concentracdo de 5g/kg em dias alternados. No dia do
teste comportamental, os animais receberam injecao de Vimpocetina, 20mg/Kg, diluida

em DMSO.

6. ETOHpwmso (sacarina a 2% oral + etanol i.p + dmso i.p). Maes que receberam
sacarina na agua de beber e cujos filhotes receberam etanol i.p. No dia do teste

comportamental, os animais receberam injecao de DMSO.

7. CONTvp2o (sacarina a 2% oral + salina i.p + vimpocetina i.p). Maes que receberam
sacarina na agua de beber e cujos filhotes receberam salina i.p. No dia do teste
comportamental, os animais receberam inje¢ao de Vimpocetina, 20mg/Kg, diluida em

DMSO.

8. CONTbpwmso (sacarina a 2% oral + salina i.p + dmso i.p). Maes que receberam
sacarina na agua de beber e cujos filhotes receberam salina i.p. No dia do teste

comportamental, os animais receberam inje¢ao de DMSO.

2.4.  Testes comportamentais

Os animais foram submetidos a analise comportamental de PN30 a PN32 a depender do
teste utilizado. A fim de diminuir situagdes de estresse que pudessem interferir no resultado do
experimento, o horario para a realizacdo do teste comportamental, bem como o local de
realizacdo destes foram constantes e os animais eram ambientados na sala de testes por dez

minutos antes de iniciada a andlise comportamental.
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2.4.1. Esquiva Passiva

Para identificar possiveis efeitos da nicotina, etanol e da dupla exposi¢ao na memoria e
aprendizado, os animais foram submetidos ao Teste de Esquiva Passiva (Figura 5). O mesmo
foi realizado no 30° e 31° dias de vida pos-natal (PN30 e PN31, respectivamente), em uma caixa
(25cm x 25cm) com uma plataforma circular com didmetro de 6,5cm e altura de 1,7cm,
posicionada centralmente sobre uma grade metalica com espagamento igual entre as barras. Os
animais foram submetidos a trés sessdes experimentais: 0 horas (T0), 6 horas depois da primeira
sessdo (T6) e 24 horas depois da primeira sessdo (T24). Visando verificar o efeito da
vimpocetina, uma hora antes da primeira sessao de teste, T0, os animais receberam uma injecao
de vimpocetina (20mg/kg, i.p.) ou DMSO.

No primeiro dia de teste, durante TO, os animais foram individualmente colocados sobre
a plataforma e esperou-se até trés minutos para que descessem. Ao descer, imediatamente apos
colocarem as quatro patas na grade metalica, recebiam um choque de 0,3 mA durante 3
segundos. Seis horas (T6) e vinte quatro horas (T24) ap6s a primeira sessdo, os animais foram
testados novamente, porém, sem administragao de choque. Os testes TO e T24 foram realizados
entre 8:00h e 8:30h, enquanto que T6 foi realizado entre 14:00h e 14:30h. O tempo que os
animais levavam para descer da plataforma (laténcia) foi anotado durante as trés sessdes
experimentais (L0, L6 e L24). Apo6s o término de cada teste, a caixa era limpa com o intuito
de eliminar excretas e minimizar odores que pudessem interferir no comportamento dos demais

animais a serem testados.
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Figura 5. Teste da Esquiva Passiva.

Barrai Melalicas ﬁ
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Legenda: O animal ¢ colocado sobre a plataforma e espera-se até trés minutos para que ele desga. Ao
descer ¢ administrado um choque através das barras metalicas.
Fonte: Imagem retirada do acervo de fotos dos equipamentos do Laboratorio de Neurofsiologia da Universidade
do Estado do Rio de Janeiro (UERJ)..

2.4.2. Campo Aberto

Para identificar possiveis efeitos da exposicdo as drogas de abuso na atividade
locomotora, os animais foram submetidos ao Teste do Campo Aberto (Figura 6). O teste foi
realizado no 30° dia de vida pos-natal (PN30) em uma caixa retangular de polipropileno (37,6
x 30,4 x 17 cm) que se apresenta dividida em 16 retdngulos (9,4 cm x 7,6 cm), sendo 12
periféricos e 4 centrais. Visando verificar o efeito da vimpocetina, quatro horas antes do teste,

os animais receberam uma inje¢ao de vimpocetina (20mg/kg, i.p.) ou DMSO.

Ao inicia-lo os animais eram colocados no centro da caixa e observada a atividade
locomotora dos animais por 10 minutos. Apds o término de cada teste, a caixa era limpa com o
intuito de eliminar excretas e minimizar odores que pudessem interferir no comportamento dos
demais animais a serem testados. Os testes foram realizados entre 14:00h e 15:30h gravados
para analise posterior.

A partir das imagens gravadas, a ambulacao foi quantificada com base no nimero de
retangulos cruzados pelo animal ao longo do teste bem como o tempo que permaneceram nos
retangulos. Um retangulo foi considerado como cruzado toda vez que o animal colocava as

quatro patas no retangulo. Utilizamos o programa ACC OpF HB Avaliagdo Computadorizada
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de Comportamento (desenvolvido no Laboratorio de Neurofisiologia/DCF/IBRAG/UERJ) para
avaliacdo comportamental do teste de campo aberto. Foram quantificadas e avaliadas o tempo
de ambulagdo no centro e ambulagao total (C+P) que representa as entradas em cada retdngulo

do centro (C) e da periferia (P).

Figura 6. Teste do Campo Aberto.

Legenda: O animal ¢ colocado no centro da arena e grava-se durante 10 minutos a sua ambulagdo. Sdo
analisadas as entradas nos quadrados da periferia e centro, assim como o tempo em que o
animal permanece no centro e na periferia.

Fonte: Imagem retirada do acervo de fotos dos equipamentos do Laboratdrio de Neurofsiologia da Universidade
do Estado do Rio de Janeiro (UERJ)..

2.4.3. Reconhecimento de Objetos

Para identificar possiveis efeitos da nicotina, etanol e da dupla exposi¢do na memoria e
aprendizado, os animais foram submetidos ao Teste do Reconhecimento de Objetos (Figura 7).
O teste foi realizado no 30°, 31° e 32° dias de vida pds-natal (PN30, PN31 e PN32) entre 10h e
12h. Para a realizacdo das etapas descritas abaixo, os animais eram colocados no centro de uma
arena retangular de polipropileno (37,6 x 30,4 x 17 cm) pintada de preto. O teste foi realizado

em 4 etapas:
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1. Habituagdo:
Realizada no 30° dia de vida pos-natal (PN30). Nesta primeira etapa, foi permitido

a cada animal explorar o ambiente por 5 minutos sem a preseng¢a de nenhum objeto.
2. Treino:

Na sessao de treino foram utilizados 2 objetos idénticos: Al e A2. Em PN31, 24
horas apds a habituagdo, a sessdo treino foi iniciada permitindo que o animal
explorasse a arena por 5 minutos na presenca destes 2 objetos, Al e A2.

3. Sessdo 1:

Duas horas antes dessa primeira sessao, visando verificar o efeito da vimpocetina,
os animais receberam uma inje¢do de vimpocetina (20mg/kg, i.p.) ou DMSO. O
teste para avaliagdo da memoria de curto prazo foi realizado 1:30h depois da sessao
treino por 5 minutos. Neste teste foi mantido o objeto Al, mas o objeto A2 foi
substituido por outro, com caracteristicas distintas, denominado B.

4. Sessao 2:

5. O teste para avaliagdo da memoria de longa duragao foi realizado 24 horas ap6s
a sessdo treino, em PN32, onde o animal foi testado novamente 5 minutos. Neste
teste foi mantido o objeto Al, mas o objeto B foi substituido por outro, com

caracteristicas distintas dos objetos Al, A2 e B, denominado objeto C.

Nas sessdes 1 e 2, o tempo total gasto pelos animais interagindo com o objeto novo (B
ou C) em relacdo ao objeto conhecido (Al) foi utilizado como medida de memoria e
aprendizado. Adicionalmente, o tempo total de interacdo com os objetos (objetol+objeto2) foi
quantificado no treino e nas sessdes 1 e 2 com o objetivo de verificar se a exposi¢do a nicotina
e/ou etanol e se o tratamento com vimpocetina interferem na atividade exploratdria. A intera¢ao
com o objeto foi considerada nos momentos em que o animal cheirava ou tocava o objeto com

o focinho ou as patas dianteiras.
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Figura 7. Teste do Reconhecimento de Objetos.

Legenda: O animal ¢ colocado no centro da arena e sua movimentagdo gravada para posterior analise. A. Treino
com dois objetos iguais Al e A2. B. Sessdo 1 realizada com a troca de um dos jetos, sendo B o objeto
novo. C. Sessdo 2 realizada novamente com a troca um dos objetos, no caso, C foi o objeto novo.

Fonte: Imagem retirada do acervo de fotos dos equipamentos do Laboratdrio de Neurofsiologia da Universidade
do Estado do Rio de Janeiro (UERJ)..
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2.5 Administracdo da Vimpocetina

Em relagdo a escolha do intervalo entre a administracdo da vimpocetina e a realizacao
dos testes comportamentais: uma hora antes do TO da Esquiva Passiva; 4 horas antes da sessao
1 do teste do Reconhecimento de Objetos e 4 horas antes do teste do Campo Aberto; usamos
como referéncia dados ndo publicados - Dr. Alexandre Medina, University of Maryland, USA
(Figura 8). Esses dados apresentados abaixo demonstram a concentracdo de AMPc e GMPc no
cortex de furdes apds a administragdo de vimpocetina. Com eles podemos observar que a
administracao de vimpocetina provoca aumento na concentragdo de AMPc e GMPc a partir de
uma hora ap6s a sua administragdo, sendo seu pico em torno de 3 horas apds essa administragao.
Adicionalmente, estudo realizado por nosso grupo, demonstrou que o tratamento agudo de
vimpocetina (20mg/kg) quatro horas antes do teste do campo aberto foi capaz de restaurar a

atividade locomotora afetada pela exposi¢ao precoce ao etanol (Nunes F et al, 2011).
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Figura 8. Dados nao publicados - Dr. Alexandre Medina, University of Maryland,

USA.
A cAMP
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Legenda: A. Concentragdo de AMPc apds administragdo de vimpocetina, horas apds essa administragao.
B. Concentracdo de GMPc apds administragdo de vimpocetina, horas apos essa administraggo.
Fonte: Dados ndo publicados - Dr. Alexandre Medina, University of Maryland, USA.

2.6 Sacrificio e dissecciao das regioes encefalicas

ApoOs os testes, os animais eram sacrificados através de deslocamento cervical e as
regides encefalicas dissecadas seguindo os mesmos procedimentos descritos em outros estudos
(Trauth et al., 2000). A técnica para o deslocamento se resume em segurar a cauda do animal
com uma das mdos e com a outra apoiar uma pinga de disseccdo, ou objeto similar,
transversalmente sobre sua regido cervical (pescogo). A seguir, pressiona-se firmemente a pinga
para baixo e para frente, empurrando a cabeca do animal, enquanto, simultaneamente, traciona-
se a cauda em sentido oposto para tras. Um espacamento de 2 mm a 4 mm entre o condilo

occipital e a primeira vértebra cervical torna-se palpavel apos o descolamento. Ainda podemos
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observar alguma atividade muscular, por alguns segundos, mas trata-se apenas de movimentos
reflexos, pois a perda total de sensacdo dolorosa e a morte sao imediatas.

Em relagdo a disseccdo, inicialmente incisdes foram feitas através dos pedinculos
cerebelares para isolar o cerebelo. O cortex cerebral (prosencéfalo com remocgao do hipocampo,
mas mantendo o corpo estriado) foi separado do tronco cerebral por um corte feito rostral ao
talamo. Apods a disseccao do tecido, o cortex cerebral esquerdo e direito e o hipocampo foram
congelados instantaneamente em nitrogénio liquido e armazenados a -80 ° C para posterior
quantificagdo do AMPc e do GMPc e andlise da expressdo de proteinas CREB e pCREB
descritas abaixo. A escolhas das regides, cortex e hipocampo, foi devido ao fato das mesmas
estarem intimamente envolvidas com os processos de memoria/aprendizado e atividade

locomotora.

2.7 Quantificacio do AMPc

A quantificagdo do AMPc, foi realizada através de um ensaio imuno enzimatico da GE
Healthcare, Biotrak, combinando o uso de um conjugado de AMPc marcado com peroxidase,
um antisoro que pode ser imobilizado sobre microplacas pré-revestidas, e uma solug¢do de
substrato estabilizado.

O ensaio ¢ baseado na competi¢do entre AMPc ndo marcado e uma quantidade fixa de
AMPc marcado com peroxidase por um niimero limitado de sitios de ligagcdo aos anticorpos

especificos anti-AMPC (figura 9).
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Figura 9. Ensaio Imuno enzimatico da GE Healthcare, Biotrak para quantificacao de AMPc.

Solid phase Assay reagent Standard or unknown Substrate

Donkey | | Rabbit
?thlt_)it E’Rﬁ'{p A//V cAMP-peroxidase
o]
T | e + | T™B
Stop reaction
el measure OD
Incubation Incubation 60 minutes

Fonte: Manual do Ensaio Imuno enzimatico da GE Healthcare, Biotrak para quantificacao de AMPc.

Este Kit possui dois protocolos .Neste trabalho, utilizamos o Protocolo de Nao

Acetilagdo.

2.7.1 Preparacdo do tecido

As andlises foram realizadas com o tecido cerebral dos animais submetidos ao teste do
campo aberto, os quais foram sacrificados imediatamente apds a realizacdo da sessdo do teste.
Os cérebros foram dissecados sendo os hipocampos e o cortex direito separados e congelados
rapidamente por imersdo em nitrogénio liquido, para evitar alteracdes no AMPc das amostras,
e, entdo, guardados a -80°C para a posterior analise.

No dia das andlises, os tecidos foram descongelados e foi acrescentado a cada amostra
500ul de tampao Tris HC1 0,1M a 4°C + InM de EDTA + ImM de inibidor PDE iBMx. Ap&s,
as amostras foram homogeneizadas no “Precellys” (BERTIN TECHNOLOGIES, Franga)
(Figura 10) a 5500 rpm. Ao homogeneizado desse preparado foram adicionados 955ul de etanol
a 4°C a suspensdo dando um volume final de 65% de etanol. Apos, as amostras foram
centrifugadas em 4°C por 2 minutos a 1000xg. O sobrenadante retirado foi colocado em banho

seco a 80°C. As aliquotas de tecido deste preparado foram ressuspendidas em 500ul de tampao
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de ensaio do kit, quando as amostras eram de hipocampo e ressuspendidas em 1000ul do tampao

quando as amostras eram de cortex a guardadas para posterior quantificacao.

Figura 10. Equipamento “Precellys (BERTIN TECHNOLOGIES, Franga).

¥

L]
r

Nota: E colocado nitrogénio liquido no recipiente adequado sendo o mesmo transferido para o local onde as
amostras estdo inseridas. Isto permite que a temperatura se encontre no valor desejado, preservando as
carateristicas da amostra.

Fonte: Imagem retirada do acervo de fotos dos equipamentos do Laboratério de Neurofsiologia da Universidade
do Estado do Rio de Janeiro (UERJ)

Antes da preparacdo da curva de calibracgdo, as amostras foram diluidas na propor¢do de
1:5 quando o tecido era o hipocampo e 1:2,5 quando era cortex. Apos, foi feita a curva de
calibracao que consiste em nove pontos (6400, 3200, 1600, 800, 400, 200, 100, 50 e 25 fmol)
preparados a partir da solu¢do padrao de ensaio de ndo acetilagao presente no kit, a qual consiste
em uma solucdo padrdo de cAMP liofilizada, contendo 64 pmol AMPc/ml. A solucdo padrao

foi diluida com tampao de ensaio também presente no kit.

2.7.2 Preparacdo da placa

Finalizada a preparacdo da curva, inicidvamos a preparacdo da placa colocando 200ul

de tampao de ensaio (0.05M de Tampao de acetato do sddio, pH 6.0 que contém 0.002%(w/v)
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de Albumina de Soro de Bovino e 0,01%(m/v) de conservantes) no pogo NSB (Non-Specific
Binding=liga¢do nao especifica) e 100ul no poco zero. Seguindo, colocavamos 100ul de cada
ponto da curva e 100ul das amostras nos pocos, em duplicata. Adicionavamos em todos os
pogos, menos no NSB, a solucdo de anticorpo anti-AMPc e incubavamos por 2 horas em gelo.
Ap6s, eram acrescentados 50ul de AMPc conjugado e incubavamos novamente por 1 hora em
gelo. Ao final, as solugdes presentes em todos os pocos eram descartadas e feitas sucessivas
lavagens com tampao de lavagem e acrescentados 150ul de TMB em todos os pogos agitando
por 1 hora em temperatura ambiente. Cor azul ird surgir devendo ser lido em leitor de elisa
(Biochrom Asys modelo UVM340, Estados Unidos) (Figura 11) a 630nm. Apos essa primeira
leitura, para interromper a reacao, adicionavamos 100ul de acido sulfurico a IM em cada pogo

e faziamos a leitura novamente a 450 nm 25 minutos apo0s.

Figura 11. Equipamento Leitor de Elisa (Biochrom Asys modelo UVM340, Estados Unidos).

A

Fonte: Imagem retirada do acervo de fotos dos equipamentos do Laboratério de Neurofsiologia da Universidade
do Estado do Rio de Janeiro (UERJ)

2.8 Quantificacao do GMPc

Os ensaios foram realizados por um ensaio imuno enzimatico da GE Healthcare,

Biotrak, explicado acima (Figura 12).
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Figura 12. Ensaio Imuno enziméatico da GE Healthcare, Biotrak de GMPc.

Solid phase  Assay reagent Standard or unknown Substrate

Donkey Rabbit

anti- anti-

rabbit cGM P[ “//' cGMP

‘:’“\& cCAMP-peroxidase + T™B
Stop reaction
Well measure 0D
-t - -
Incubation 3 hours Incubation 3 minutes

Fonte: Fonte: Manual do Ensaio Imuno enzimatico da GE Healthcare, Biotrak para quantificacado de GMPc.

Assim como no ensaio do AMPc, este Kit também possui dois protocolos para

realizacdo da quantificacdo sendo que, neste trabalho, utilizamos o Protocolo de Acetilagao.

2.8.1 Preparacdo do tecido

Os tecidos utilizados foram os mesmos usados para quantificagio de AMPc, sendo

assim, a preparagao foi a mesma para ambos 0s ensaios.
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2.8.2 Preparacdo da placa

Apoés a ressuspensdo com tampao de ensaio as amostras foram descongeladas para
serem usadas. Antes da preparagdo da curva de calibragdo, as amostras foram diluidas na
concentragdo de 1:2,5 (diluidas duas vezes e meia) quando o tecido usado era cortex e ndo
foram diluidas quando usamos o hipocampo. Apds, foi feita a cruva que consiste em em nove
pontos (512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2 fmol) preparados a partir da solucio padrao de ensaio
de nao acetilagdo presente no kit, a qual consiste em uma solucao padrao de cAMP liofilizada,
contendo 64 pmol AMPc/ml. A solucao padrdo foi diluida com tampao de ensaio também
presente no Kkit.

Finalizada a preparagdo da curva, iniciavamos a preparacdo do reagente de acetilagao,
sendo acrescentado 15ul do mesmo em cada tubo que continha 150ul de amostra. Para
preparagao da placa, foram pipetados 150ul de tampao de ensaio (0.05M de Tampao de acetato
do sédio, pH 6.0 que contém 0.002%(w/v) de Albumina de Soro de Bovino e 0,01%(m/v) de
conservantes) mais 15ul de reagente de acetilagdo no ponto zero. Apds todas as amostras e
pontos das curvas estarem devidamente prontos contendo o reagente de acetilagdo, adicionamos
em todos os pogos, menos no NSB, a solucao de anticorpo. Em seguida, eram pipetados 50ul
dos pontos da curva e das amostras, em duplicata. Apos, eram acrescentados 150ul de tampao
de ensaio no pogo NSB. Cobriamos a placa e a incubavamos por 2 horas no gelo. 100ul de
GMPc conjugado eram adicionados aos pogos e incubados por 1 hora no gelo. Ao final, as
solucdes presentes em todos os pogos eram descartadas e feitas sucessivas lavagens com tampao
de lavagem e acrescentados 200ul de TMB em todos os pogos agitando por 30 minutos em
temperatura ambiente. Cor azul ird surgir devendo ser lido em leitor de elisa (Figura 5) a 630nm.
Ap0s essa primeira leitura, para interromper a reagdo, adiciondvamos 100ul de acido sulftrico

a IM em cada pocgo e faziamos a leitura novamente a 450 nm de 5 em 5 minutos.

2.9 Analise da expressdo de proteinas — CREB e pCREB — por Western Blotting

Avaliamos a expressio de CREB (proteina de ligagdo ao elemento de resposta
dependente de AMPc/Ca++) e pCREB (proteina de ligagao ao elemento de resposta dependente

de AMPc/Ca++ fosforilada) no cortex esquerdo. Os tecidos foram homogeneizados em 1300ul
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de tampao de lise (50 mM HEPES, 1 mM MgCl2, 10 mM EDTA, e 1% Triton X-100, pH 6.4).
Foi adicionado ao tampao, coquetel de inibidores de protease (aprotinina 1mg/mL, leupeptina
Img/mL e SBTI Img/mL) e ortovonadato. Em seguida, o homogenato foi centrifugado (13.000
rpm/25 min) a 4° C.

Apbs centrifugacdo, as proteinas do sobrenadante foram quantificadas utilizando o Kit
Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific, Rockford, USA), por ensaio colorimétrico em
Leitor de Elisa (540nm). As amostras foram desnaturadas (95°C, 5 min) em presenca de -
mercaptoetanol. As proteinas foram separadas em gel de acrilamida e bisacrilamida
(concentracdo de 12% para CREB, pCREB e actina) (SDS-PAGE). Utilizamos 10 pg de
proteinas totais por slot do gel. Em seguida, as proteinas foram transferidas por eletroforese
para membranas de nitrocelulose (Hybond-P ECL membrane; Amersham Pharmacia Biotech,
NJ, USA). Para inibir ligagdes inespecificas do anticorpo, as membranas foram incubadas em
T-TBS acrescido leite desnatado (5%, 25°C — CREB e pCREB) e em BSA (albumina de soro
bovino - actina) (5%, 25°C) sob agitagdo constante. Posteriormente, as membranas foram
lavadas com T-TBS e incubadas com o anticorpo primario especifico para cada proteina (tabela
5) (overnight, 5°C). Apos este periodo, as membranas foram lavadas e incubadas com 2°
anticorpo conjugado a biotina por 1 h (25°C) sob agita¢ao constante. Apds mais uma sequéncia
de lavagens, as membranas foram incubadas com estreptavidina conjugada a peroxidase, na
mesma concentracdo do anticorpo secundario utilizado (1 h, 25°C). As membranas foram
lavadas novamente com T-TBS e tratadas por quimioluminescéncia (ECL, Amersham
Biosciences). As imagens das bandas foram analisadas e quantificadas com auxilio do programa

Image J (media cybernetics).
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Tabela 5: Anticorpos especificos

Anticorpo primario Anticorpo secundario
CREB anti-CREB, mouse (Sigma, | anti-mouse (Santa Cruz
1:1.000) Biotechnology, 1:10.000)
pCREB anti-pCREB, rabbit (Sigma, | anti-rabbit (Santa Cruz
1:1.000) Biotechnology, 1:10.000)
ACTINA anti-actina, mouse (Santa | anti-goat (Santa  Cruz
Cruz Biotechnology, 1:500) | Biotechnology, 1:5.000)

Legenda: CREB: Proteina de ligagdo ao elemento de resposta dependente de AMP¢/Ca*™". pCREB: Proteina de
ligagdo ao elemento de resposta dependente de AMPc/Ca*" fosforilada.
Fonte: Lotufo, B M, 2016.

2.10 Analise estatistica

Os dados foram compilados como médias e erros padrdes. O valor de significancia

assumido foi de p < 0,05.

2.10.1 Analise da massa corporal e ingestido de liquido

Foram realizadas e Analises de Varidncia com medidas repetidas (ANOVAr) para as
variaveis: massa corporal dos animais neonatos e ingestdo de liquido pelas maes lactantes. O
DIA da medigao foi considerado fator de repeti¢ao. NIC (veh e nicotina) e ETOH (veh e etanol)
foram considerados fatores. Diferencas entre grupos foram submetidas a analise post-hoc
através do teste Fisher’s Protected Least Significant Difference (FPLSD).

A analise da massa corporal nos dias de teste comportamental (PN30 ou PN31) foi
realizada por ANOVAs com os fatores NIC, ETOH, TRATAMENTO e SEXO. Diferencas
entre grupos foram submetidas a analise post-hoc pelo teste FPLSD.

Com o objetivo de minimizar a influéncia dos efeitos de ninhada, para as analises de
massa corporal, consideramos a média dos valores dos machos e das fémeas de uma mesma

ninhada e ndo valores individuais.
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2.10.2 Analise dos testes comportamentais

Foram realizadas ANOV As com os fatores NIC (veh e nicotina), ETOH (veh e etanol),
TRATAMENTO (DMSO e vimpocetina) e SEXO. Para o teste da esquiva passiva, as variaveis
utilizadas para avaliar memoria e aprendizado foram L0, L6 e L24. Para o teste do campo
aberto, as variaveis avaliadas foram o escore de ambulacdo total (entradas no C+Pe) como
indicador de atividade e o tempo no centro como indicador de ansiedade. Quanto ao teste do
reconhecimento de objetos, para investigar se a exposi¢do a nicotina e/ou etanol interferem na
atividade exploratoria, a varidvel estudada foi o tempo total de interagdo com os objetos na
sessdo treino e nas sessdes 1 e 2 (A1+A2 para o treino, A1+B para a 1% sessdo e Al+ C para a
2% sessao). Adicionalmente, nas sessdes 1 € 2, o tempo total gasto pelos animais interagindo
com o objeto novo (B ou C) em relagdo ao objeto conhecido (A1) foi utilizado como medida

de memoria e aprendizado (Sessdo 1: B/(A1+B)*100; sessdo 2: C/(A1+C)*100).

2.10.3_Analise da avaliacdo neuroquimica

Foram realizadas ANOV As com os fatores NIC (veh e nicotina), ETOH (veh e etanol),
TRATAMENTO (DMSO e vimpocetina) e SEXO. Para a avaliagdo neuroquimica, as variaveis
avaliadas foram as concentracdes de AMPc, GMPc, CREB e pCREB.

Para todos os testes comportamentais e para a analise neuroquimica, quando efeitos
significativos de NIC, ETOH, TRATAMENTO ou interagdes entre estes fatores eram
encontrados, eram realizadas comparagdes entre grupos pelas andlises comparativas post-hoc

FPLSD.
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3 RESULTADOS

3.1 Ingestdo liquida das maes durante a lactaciao

Houve um aumento na ingestdo de liquido (DIA: Fe270 = 11,38; p<0,001), ao longo do
periodo da lactagdo pelas maes de todos os grupos experimentais (figura 13), porém ndo houve

efeito da exposi¢do as drogas.

Figura 13. Evolu¢ao do consumo de liquido das maes que receberam aguat+sacarina (CONT =
14 e ETOH = 14) ou nicotina+sacarina (NIC = 11 e NIC+ETOH = 10) como fonte

de liquido durante a gestagdo e durante o periodo de lactagao.
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Legenda: A quantificacdo da ingestdo de liquido ocorreu entre o segundo e o oitavo dia de vida pos natal (PN2 a
PNS). Valores representam média +EPM.
Fonte: A autora, 2017.
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3.2 Massa corporal dos neonatos

Houve um aumento na massa corporal (DIA: F3,138 = 1565,6; p<0,001), ao longo do periodo

de vida pds natal (PN2 a PNS) de todos os grupos experimentais (figura 14), porém nao houve

efeito da exposi¢do as drogas.

Figura 14. Evolucao da massa corporal dos neonatos que receberam inje¢ao intraperitoneal de
etanol na dose de 5g/kg, em dias alternados, durante a primeira semana de vida pos
natal (PN2, PN4,PN6 e PN8) (ETOH = 15, NIC+ETOH = 10) ou que receberam

salina (CONT = 15, NIC = 11), também através de injegdes intraperitoneais.
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Legenda: Valores representam média zEPM. g, gramas.
Fonte: A autora, 2017.
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3.3 Massa corporal dos animais adolescentes

A medida da massa corporal dos animais testados no campo aberto e na esquiva passiva
foi realizada em PN30, contudo, os animais submetidos ao teste do reconhecimento de objetos
foram pesados em PN31. Assim, foi realizada uma anélise de massa corporal para a média dos
animais de cada ninhada destinados ao campo aberto e esquiva passiva, ¢ uma andlise em
separado para a média de massa corporal dos animais de cada ninhada submetidos ao teste do
reconhecimento de objetos.

Quanto a massa corporal dos animais testados no campo aberto e esquiva passiva,
identificamos um efeito do etanol quando administrado sozinho e uma interagao entre nicotina
e etanol (ETOH: Fi,124 = 4,19; p=0,043; NIC*ETOH: Fi,124 = 4,22; p=0,042). Porém, nao
encontramos efeitos ou interacdes com o tratamento, o que demonstra que os animais que
receberam vimpocetina tinham massa corporal semelhante aqueles que receberam DMSO.
Devido a ndo termos encontrados efeito do tratamento, fizemos uma nova andlise agora, sem
usar o tratamento como fator. Nessa, encontramos os mesmo efeitos acima, do etanol e
interacdo nicotina ¢ etanol, além da interagdo da nicotina com o sexo (ETOH: F1,132 = 4,54;
p=0,035; NIC*ETOH: F1,132 = 4,73; p=0,031 e NIC*SEXO: F1,132 = 4,40; p=0,038). Estes
resultados sdo explicados pelo fato dos animais que receberam etanol durante o periodo
equivalente ao 3° trimestre da gestacdo em humanos, apresentarem uma diminui¢do da massa
corporal no periodo da adolescéncia, quando comparados aos animais dos demais grupos, sendo
esse efeito mostrado, de forma significativa, apenas nos machos (Machos: ETOH < CONT:

p=0,005; ETOH < NIC: p=0,015; ETOH < NIC+ETOH: p=0,019) (Figuras 15 e 16).
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Figura 15. Massa corporal de fémeas expostas a nicotina e/ou etanol durante o desenvolvimento
pré e poés-natal recente e submetidas ao teste da Esquiva Passiva (EP) e Campo
Aberto (CA), no 300 dia de via po6s natal (PN30) quando foram separados por
tratamento: vimpocetina na dose de 20mg/kg ou DMSO administrados através de

uma unica injecao intraperitoneal (i.p.).
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Legenda: (CONTDMS(): 6; CONTvpzo= 14; ETOHDMso= 9, ETOvaz(): 8; NICDMSO = 10; NICvpzoz 9;
NIC+ETOHpwmso= 7; NIC+ETOHypy = 7). Valores representam média +EPM. g, gramas.
Fonte: A autora, 2017.
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Figura 16. Massa corporal de machos expostos a nicotina e/ou etanol durante o
desenvolvimento pré e pos-natal recente e submetidos ao teste da Esquiva Passiva
(EP) e Campo Aberto (CA), no 30° dia de via pds natal (PN30) quando foram
separados por tratamento: vimpocetina na dose de 20mgkg ou DMSO

administrados através de uma unica injecao intraperitoneal (i.p.).
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Legenda: (CONTDMsc): 9; CONTvpzo= 12; ETOHDMso= 8, ETOHVPZ(): 8; NICDMSOZ 10; NICvpzoz 11;
NIC+ETOHpmso= 6; NIC+ETOHyp20 = 6). Valores representam média £EPM. g, gramas. ** parap >
0,01.

Fonte: A autora, 2017.

Como descrito acima, a massa corporal dos animais submetidos ao teste do reconhecimento
de objetos foi analisada em separado uma vez que foi obtida um dia apds os demais animais.
Isto ocorreu porque, embora a 1?* sessdo do teste ocorra em PN30 (sessdo de habituagdo), a
pesagem dos animais ocorre no dia seguinte, quando ha a separa¢do dos animais entre aqueles
que irdo ser tratados com vimpocetina ou DMSO.

A ANOVA inicial utilizando todos os fatores identificou um efeito do etanol, que variou
em funcdo do sexo dos animais (ETOH: Fi93 = 4,01; p=0,048; ETOH*Sexo: Fi,93 = 3,99;
p=0,049). Nao encontramos efeitos ou interagdes com o tratamento, o que demonstra que os
animais que receberam vimpocetina tinham massa corporal semelhante aqueles que receberam
DMSO. Devido a nao termos encontrados efeito do tratamento, fizemos uma nova analise
agora, sem usar o tratamento como fator. Nessa, confirmamos os efeitos descritos acima
(ETOH: F1,101 = 3,99; p=0,049 e ETOH*SEXO: F1,101 = 4,12; p=0,045). Camundongos machos

adolescentes expostos precocemente ao etanol e expostos a combinagdo entre nicotina e etanol
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apresentaram menor massa corporal aqueles nao expostos a esta droga (ETOH < CONT:

p=0,01; CONT < NIC+ETOH: p=0,04) (Figuras 17 ¢ 18).

Figura 17. Massa corporal de fémeas expostas a nicotina e/ou etanol durante o desenvolvimento pré e
pos-natal recente e submetidas ao teste do Reconhecimento de Objetos (RO), no 31° dia de
via p6s natal (PN31) quando foram separados por tratamento: vimpocetina na dose de

20mg/kg ou DMSO administrados através de uma Unica injecao intraperitoneal (i.p.)
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Legenda: (CONTDMso= 6; CONTvp20= 6; ETOHDMso: 6, ETOvaz(): 5; NICDMso: 8; NICvmo: 8
NIC+ETOHpwmso= 5; NIC+ETOHypyo = 4). Valores representam média +EPM. g, gramas.
Fonte: A autora, 2017.
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Figura 18. Massa corporal de machos expostos a nicotina e/ou etanol durante o
desenvolvimento pré e pos-natal recente e submetidos ao teste do Reconhecimento
de Objetos (RO), no 31° dia de via pds natal (PN31) quando foram separados por
tratamento: vimpocetina na dose de 20mg/kg ou DMSO administrados através de

uma unica injec¢ao intraperitoneal (i.p.).
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Legenda: (CONTDMso= 7; CONTvp20= 8; ETOHDMso: 9, ETOvaz(): 8; NICDMso: 8; Nlepz(): 9;
NIC+ETOHpmso= 6; NIC+ETOHypyo = 6). Valores representam média £tEPM. g, gramas. * para p > 0,05
e ** parap>0,01.

Fonte: A autora, 2017.

3.4 Testes Comportamentais

3.4.1 Campo Aberto

3.4.1.1 Ambulagao Total

A andlise estatistica mostrou que os animais que receberam nicotina (NIC: Fi,119 = 5,48;
p=0,02) e etanol (ETOH: Fi119 = 5,16; p=0,02) durante o desenvolvimento, tiveram a sua
atividade locomotora aumentada quando avaliados na adolescéncia. Adicionalmente, o

tratamento agudo com vimpocetina foi capaz de reduzir o efeito de hiperatividade locomotora
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desencadeado pela exposi¢do as drogas (Tratamento: Fii119 = 8,33; p=0,005). A andlise
comparativa entre os grupos experimentais indicou que o aumento da atividade foi significativo
somente no grupo NIC+ETOH (CONTbmso < NIC+ETOHbpwmso: p=0,004). Adicionalmente,
neste grupo, o tratamento com vimpocetina foi capaz de reduzir a atividade (NIC+ETOHbwmso
> NIC+ETOHvp20 p=0,04) até os niveis do controle (NIC+ETOHvp20 = CONTpwmso, p= 0,44).
O aumento da atividade nao alcangou significancia nos grupos expostos somente a nicotina ou
etanol, contudo a vimpocetina reduziu a atividade nos animais ETOH (ETOHpwmso > ETOHvp20

: p=0,04 e) (Figura 19).

Figura 19. Média da ambulacgao total em 10 minutos no teste do campo aberto dos animais que
foram expostos a nicotina e/ou etanol durante o desenvolvimento e que, 4 horas

antes do teste, receberam injecdo de vimpocetina na dose de 20mg/Kg ou

dimetilsulfoxido (DMSO)
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Legenda: (CONTDMso: 16; CONTvpzo: 17; ETOHDMso: 19, ETOvaz(): 21; NICDMso: 16; NICVPZOZ 16;
NIC+ETOHpwmso= 16; NIC+ETOHypyo = 14). Valores representam média +EPM. * p > 0,05. ** p >
0,01.

Fonte: A autora, 2017.
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3.4.1.2 Comportamento associado a ansiedade

Em relagcdo ao tempo no centro da arena, observamos uma intera¢do entre as duas
drogas, nicotina e etanol (NIC*ETOH: Fi,118 = 4,24; p=0,04). A analise poshoc demonstrou
efeito ansiogénico do etanol (CONTbmso > ETOHbpwmso: p=0,011). Porém, esse efeito
ansiogénico ndo ¢ observado quando hd a exposi¢cdo somente a nicotina (CONTbmso =
NICbwmso: p=0,46) ou exposicdo concomitante as duas drogas, nicotina e etanol (CONTpmso =

NIC+ETOHbwmso: p=0,96; ETOHbwmso < NIC+ETOHbwmso: p=0,013) (figura 20).

Figura 20. Média do tempo total no centro da arena em 10 minutos no teste do campo aberto
dos animais que foram expostos nicotina e/ou etanol durante o desenvolvimento
e que, imediatamente antes do teste, receberam inje¢ao de vimpocetina na dose de

20mg/Kg ou dimetilsulféxido (DMSO).
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Legenda: (CONTDMso: 16; CONTvpzo: 17; ETOHDMso: 19, ETOHVPZ(): 21; NICDMso: 16; NICVPZ(): 16;
NIC+ETOHpwmso= 16; NIC+ETOHyp20= 14). Valores representam média £EPM. * p > 0,05.
Fonte: A autora, 2017.
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3.4.2 Esquiva Passiva

Levando em consideragdo que o teste foi realizado em trés sessdes: TO, T6 e T24,
inicialmente realizamos uma rANOVA que avaliou a laténcia para descida da plataforma
utilizando, além dos fatores descritos nos Materiais ¢ Métodos, SESSAO como fator de
repeticdo. Essa andlise indicou que a laténcia para descer da plataforma variou em funcao da
sessdo experimental (SESSAO: F2246 = 52,66; p<0,0001), o que reflete o fato de que houve
aumento nas laténcias em T6 ¢ T24 quando comparadas a T0. Este resultado indica que o teste
foi eficiente, ou seja, os animais aprenderam que descer da plataforma em TO resulta em um
estimulo negativo e, subsequentemente (em T6 e T24), aumentam o tempo de permanéncia na
plataforma. Apesar disso, essa resposta de aumento da laténcia ndo foi uniforme entre os grupos
experimentais (NIC*SESSAO: Fa24s6 = 3,95; p=0,02; ETOH*SESSAO: F2246 = 8,18;
p=0,0004), o que sugere que os animais previamente expostos a nicotina e etanol apresentaram
comportamento distinto daquele apresentado pelos animais controle ao longo das sessdes
realizadas na adolescéncia. Finalmente, essa rANOVA inicial indicou que o tratamento agudo
com vimpocetina afetou de forma significativa os resultados (TRAT: F1,123 = 15,16; p<0,0002).
Com base nesses efeitos e interagdes, analisamos o comportamento dos grupos experimentais
separadamente em cada sessao.

Em TO, ndo observamos efeitos significativos entre os grupos. Em T6, os animais
previamente expostos ao etanol e/ou a nicotina apresentaram déficits de memodria quando
comparamos aos animais controle. (CONTbwmso, > ETOHbwmso: P=0,027; CONTbwmso, >
NICpwmso: P=0,012; CONTbwmso, > NIC+ETOHpwmso: P=0,038). O tratamento com a
vimpocetina foi capaz de reduzir os déficits provocados pela exposi¢do as drogas (ETOHbwmso
< ETOHysy: P=0,045; NIC+ETOHpwMmso < NIC+ETOHvr20: P=0,040; NICpmso > NICvp20: P=

0,083 — proximo a significancia) (Figura 21).



Figura 21. Laténcia para descer da plataforma, em até¢ 180 segundos, no teste da esquiva
passiva, na sessao T6 dos animais que foram expostos a nicotina e/ou etanol durante
o desenvolvimento e que uma hora antes da primeira sessao (T0), receberam inje¢ao

de vimpocetina na dose de 20mg/Kg ou dimetilsulfoxido (DMSO)
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Legenda: (CONTDMSOZ 17; CONT\/pzo: 18; ETOHDMSOZ 21, ETOvazo: 21; NICDMso: 17; NICVP20:
16; NIC+ETOHpwmso= 14; NIC+ETOHyp20= 15). Valores representam média =EPM. * para
p> 0,05 nas comparagdes entre grupos DMSO. # para p > 0,05 nas comparagdes entre os
grupos DMSO e VP20. Ps, proximo == =aificancia (0,05>p<0,1). Onde:
sessdo de treino =14 ¢

Fonte: A autora, 2017.

Em T24, os animais previamente expostos ao etanol apresentaram déficits de memoria
quando comparamos ao animais controle (CONTbmso > ETOHbwmso: P=0,017). O tratamento

com vimpocetina foi capaz de reduzir os déficits provocados pela exposi¢do ao etanol

Erro da sessdo de treino = 1,5.

(ETOHpwMmso < ETOHve20: P=0,044) (Figura 22).

Média da
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Figura 22. Laténcia para descer da plataforma, em até¢ 180 segundos, no teste da esquiva
passiva, na sessao T24 dos animais que foram expostos a nicotina e/ou etanol
intraperitoneal durante o desenvolvimento e que uma hora antes da primeira sessao
(T0), receberam injecdo de vimpocetina na dose de 20mg/Kg ou dimetilsulféxido

(DMSO).
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Legenda: (CONTDMso: 17; CONTVPZ(): 18; ETOHDMSOI 21, ETOHVPZ(): 21; NICDMSOI 17; NICVP20=
16; NIC+ETOHpwmso= 14; NIC+ETOHyp20= 15). Valores representam média =EPM. * para
p > 0,05 nas comparagdes entre grupos DMSO . # para p > 0,05 nas comparagdes entre o0s
grupos DMSO e VP20. Ps, proximo a significancia (0,05>p<0,1).

Onde: == = Média da sess@o de treino =14 ¢ Erro da sessdo de treino = 1,5.

Fonte: A autora, 2017.

3.4.3 Reconhecimento de Objetos

3.4.3.1 Atividade exploratoéria total direcionada aos objetos (obj 1 + obj 2)

Ao analisar a interagdo entre os objetos Al e A2 na sessao de treino, nao observamos efeitos
ou interagdes com o fator Tratamento. Contudo, a exposi¢ao prévia as drogas de abuso afetaram
significativamente atividade dos animais (ETOH: F1,106 = 6,256; p=0,014; NIC*ETOH:
F1,106 = 4,05; p=0,0467). De fato, verificamos que os animais expostos ao etanol

precocemente, independente do tratamento, apresentaram um maior tempo de interagdo com 0s
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dois objetos quando comparados com os animais controle (CONT < ETOH: P=0,005) (Figura
23).

Figura 23. Interag@o entre os objetos Al e A2 durante a sessdo de treino de animais que foram
expostos a nicotina e/ou etanol durante o desenvolvimento e que duas horas antes da
sessdo de treino, receberam injecdo de vimpocetina na dose de 20mg/Kg ou

dimetilsulfoxido (DMSO).
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Legenda: (CONTDMso: 15; CONTVPQ(): 14; ETOHDMso: 16, ETOvaz(): 15; NICDMSOZ 16; NICVPZOZ 15;
NIC+ETOHpmso= 15; NIC+ETOHyp2= 16). Valores representam média +EPM. ** para p > 0,01 nas
comparagdes entre grupos DMSO .

Fonte: A autora, 2017.

Na sessdo 1, ndo encontramos diferencas significativas entre os grupos e tratamentos

(Figura 24).
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Figura 24. Interacao entre os objetos Al e B durante a sessao 1 de animais que foram expostos
a nicotina e/ou etanol durante o desenvolvimento e que, duas horas antes da sessdo de
treino, receberam injecdo de vimpocetina na dose de 20mg/Kg ou dimetilsulfoxido

(DMSO).
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Legenda: (CONTDMso: 15; CONTvpzo: 14; ETOHDMso: 16, ETOvaz(): 15; NICDMSOZ 16; NICVPZOZ 15;
NIC+ETOHpwmso= 15; NIC+ETOHyp,0= 16). Valores representam média +EPM.
Fonte: A autora, 2017.

Na ultima sessdo (sessdo 2), novamente fica evidente que a exposi¢ao prévia ao etanol afeta
a atividade exploratéria do camundongo adolescente (ETOH: Fi,106 = 7,016; p=0,009). Os
animais que foram expostos ao etanol, independente do tratamento, quando comparados aos

animais controle, apresentaram maior tempo de interagdo com os objetos (CONT < ETOH:

P=0,03). (Figura 25).
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Figura 25. Interacao entre os objetos Al e C durante a sessao 2 de animais que foram expostos
anicotina e/ou etanol intraperitoneal durante o desenvolvimento e que duas horas antes
da sessdo de treino, receberam injecdo de vimpocetina na dose de 20mg/Kg ou

dimetilsulfoxido (DMSO)

SESSAO 2 - A1+ C
80 * kk

70
60

50
40
30
20
10

ODMSO
EVP20

Tempo (s)

CONT ETOH NIC NIC+ETOH

Exposicao

Legenda: (CONTDMS(): 15; CONTvpzo: 14; ETOHDMS(): 16, ETOHVPQO: 15; NICDMSOZ 16; NICVPZOZ 15;
NIC+ETOHpwmso= 15; NIC+ETOHyp2= 16). Valores representam média £EPM. . * para p > 0,05 e **
parap>0,01.

Fonte: A autora, 2017.

3.4.3.2 Memoria/aprendizado (indice: obj 2/(obj 1+2) *100)

O indice obj 2/(obj 14+2) *100 foi usado como medida de memoria/aprendizado. Na sessdo
1, as analises mostraram interacdo entre as duas drogas (NIC*ETOH: Fi,106 = 7,66; p=0,006).
Observamos um déficit de memoria/aprendizado nos grupos que receberam nicotina e etanol
separadamente (CONTbmso > ETOHpwmso: P=0,003 e CONTpmso< NICpwmso: P=0,001). Ou
seja, esses animais obtiveram um menor percentual de exploragdo no objeto novo (B) quando
comparado ao objeto antigo (Al), ja& conhecido durante a sessdo de treino. Porém, ndo
observamos essa alteragdo de memoria nos animais que receberam as drogas de forma conjunta
(CONTbmso = NIC+ETOHbwmso: P=0,132). Adicionalmente, encontramos efeito do tratamento
(TRAT: F1.106 = 5,24; p=0,024). A vimpocetina foi capaz de restaurar a memoria/aprendizado
dos animais que receberam as drogas isoladamente (ETOHpmso < ETOHvp20: P=0,027;

NICpbwmso < NICvp20: P=0,021). Ou seja, o tratamento fez com que os animais expostos a
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nicotina ¢ ao etanol aumentassem o percentual de exploracdo no objeto novo, quando
comprados aos animais expostos a nicotina ou etanol mas nao tratados com vimpocetina

(Figura 26).

Figura 26. Indice obj 2/(obj 1+2) *100 durante a primeira sessao de animais que foram expostos
a nicotina e/ou etanol durante o desenvolvimento e que duas horas antes da sessdao

de treino, receberam inje¢ao de vimpocetina na dose de 20mg/Kg ou dimetilsulféxido
(DMSO).
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Legenda: (CONTDMS(): 15, CONTVPQ(): 14; ETOHDMS(): 16, ETOvazoz 15; NICDMso= 16; NICVPQ(): 15;
NIC+ETOHpmso= 15; NIC+ETOHyp,0= 16). Valores representam média £EPM. ** parap > 0,01 e ***
para p>0,001 nas comparacdes entre grupos DMSO. . # para p > 0,05 nas comparagdes entre 0s grupos
DMSO e VP20.

Fonte: A autora, 2017.

Na sessdo 2 e ultima sessao, também encontramos efeito do tratamento (TRAT: Fi,106 =
12,44; p=0,0006). Os animais que foram expostos precocemente a nicotina ou etanol e tratados
com vimpocetina, tiveram um aumento na exploracdo no objeto novo, quando comprados aos
animais do mesmo grupo que foram tratados com o DMSO. (ETOHpwmso < ETOHvp20: P=0,007
NICpmso < NICvp20: P=0,008), sugerindo que a VP20 foi capaz de reverter danos de

memoria/aprendizado provocados pela exposi¢do as drogas de abuso (Figura 27).
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Figura 27. Indice obj 2/(obj 1+2) *100 durante a segunda sessdo de animais que foram expostos a
nicotina e/ou etanol intraperitoneal durante o desenvolvimento e que duas horas antes da
sessao de treino, receberam injecdo de vimpocetina na dose de 20mg/Kg ou dimetilsulfoxido
(DMSO).
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Legenda: (CONTDMS(): 15, CONTVPQ(): 14; ETOHDMS(): 16, ETOvazoz 15; NICDMso= 16; NICVPQ(): 15;
NIC+ETOHpmso= 15; NIC+ETOHyp20= 16). Valores representam média +EPM. # # para p > 0,01 nas
comparagdes entre os grupos DMSO e VP20.

Fonte: A autora, 2017

Nesta ultima sessdo, os déficits de memoria/aprendizado ndo alcangaram significancia
estatistica. E possivel que o maior intervalo entre a sessdo Treino e a tltima sessdo (Sessdo 2),
24 horas, quando comparado com o intervalo de 6 horas entre o Treino e a Sessdo 1, tenha feito
com que os animais tratados com vimpocetina esquecessem do objeto Al, ndo o reconhecendo
como objeto antigo.

Além do efeito do Tratamento na Sessdo 2 encontramos uma intera¢ao entre tratamento e
sexo (TRAT*SEXO: Fi.106 = 6,467; p=0,012), o que sugere que o efeito do tratamento foi
diferenciado entre os sexos. Para fémeas, observamos que o tratamento com vimpocetina
causou um aumento na interagdo com o objeto novo (C) quando comparado as fémeas tratadas
com DMSO (ETOHpmso < ETOHve2: P=0,003; NICpmso < NIC ve: P=0,003;
NIC+ETOHbwmso < NIC+ETOH ve20: P=0,037) (Figura 28). Nao houve efeitos significativos
para machos (Figura 29).
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Figura 28. Indice obj 2/(obj 1+2) *100 pra fémeas durante a segunda sessao de animais que
foram expostos a nicotina e/ou etanol durante o desenvolvimento e que duas horas

antes da sessdo de treino, receberam inje¢do de vimpocetina na dose de 20mg/Kg

ou dimetilsulféoxido (DMSO).
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Legenda: (CONTDMso: 7, CONTvpz(): 7; ETOHDMso: 9, ETOvaz(): 10; NICDM50: 8; NICsz(): 7;
NIC+ETOHpwmso= 8; NIC+ETOHyp20= 8). Valores representam média +EPM. # # para p > 0,01 nas
comparagoes entre os grupos DMSO e VP20.

Fonte: A autora, 2017
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Figura 29. Indice obj 2/(obj 1+2) *100 pra machos durante a segunda sessdo de animais que

foram expostos a nicotina e/ou etanol durante o desenvolvimento e que duas horas

antes da sessdo de treino, receberam injecdo de vimpocetina na dose de 20mg/Kg ou

dimetilsulfoxido (DMSO).
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Legenda: (CONTDMso: 8, CONTvpz(): 7; ETOHDMso: 7, ETOvaz(): 5; NICDM30: 8; NICVPZO: 8;
NIC+ETOHpwmso= 7; NIC+ETOHyp0= 8). Valores representam média £EPM.

Fonte: A autora, 2017

3.5.Quantificacio de AMPc

3.5.1.No hipocampo

Ao realizar a analise estatistica ndo encontramos efeitos ou interagdes entre as as drogas de

abuso e o tratamento com vimpocetina (Figura 30).
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Figura 30. Quantificagdo de AMPc realizado por um ensaio imuno enzimatico da GE
Healthcare, Biotrak, no hipocampo de camundongos sacrificados imediatamente
apos o Teste do Campo Aberto.
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Legenda: (CONTDMso: 13; CONTvpzo: 13; ETOHDMso: 8, ETOHVPZ(): 14; NICDMso: 12; NICszo: 13;
NIC+ETOHpwmso= 14; NIC+ETOHypy0= 12). Valores representam média +EPM.
Fonte: A autora, 2017

3.5.2 No cortex

Diferente do descrito para o hipocampo, no cortex, a analise estatistica mostrou efeito da
exposi¢ao as drogas (NIC*ETOH: Fi64 = 4,47; p=0,038) e do tratamento com vimpocetina
(TRAT: Fi64 = 7,02; p=0,01). A exposi¢@o precoce ao etanol e etanol+nicotina, foi capaz de
reduzir a quantidade de AMPc no cortex de forma significativa (CONTpmso > ETOHbwmso:
P=0,041; CONTbmso > NIC+ETOHpwmso: P=0,035. Contudo, o efeito da vimpocetina ficou
evidente somente no grupo exposto as duas drogas precocemente. Animais deste grupo, que
foram tratados com vimpocetina, apresentaram aumento nos niveis de AMPc quando
comparados aos animais deste mesmo grupo, tratado com DMSO (NIC+ETOHbpwmso <

NIC+ETOHvr20: P=0,006) (Figura 31).

Figura 31. Quantificacdo de AMPc realizado por um ensaio imuno enzimatico da GE
Healthcare, Biotrak, no cortex de camundongos sacrificados imediatamente apos
o Teste do Campo Aberto.
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QUANTIFICACAO AMPC - CORTEX
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Legenda: (CONTDMso= ll; CONTvp20= 10; ETOHDMS()= 9, ETOvaz()Z 8; NICDMS(): 10; Nlepz(): 13.
NIC+ETOHpmso= 9; NIC+ETOHyp20= 10). Valores representam média £EPM. * para p > 0,05 nas
comparagoes entre grupos DMSO . # #para p > 0,01 nas comparagdes entre os grupos DMSO e
VP20.

Fonte: A autora, 2017

3.6 Quantificacdo de GMPc

3.6.1 No hipocampo

Em relagdo a quantificagdo de GMPc no hipocampo, a analise estatistica mostrou um
efeito da nicotina. (NIC: F1.45 = 10,239; p=0,002). Este efeito reflete uma redu¢do nos niveis de
GMPc nos animais adolescentes previamente expostos a nicotina (CONTpmso > NICpmso: P=
0,066 — proximo da significancia), efeito esse intensificado pela exposicdo combinada a
nicotinat+etanol (CONTbwmso > NIC+eETOHbwmso: P= 0,001). Adicionalmente, encontramos
uma interacdo entre a nicotina e o tratamento (NIC*TRAT: Fi4s = 4,20; p=0,046) como
também, entre entre o etanol e o tratamento (ETOH*TRAT: Fi45 = 4,56; p=0,038). Animais
que foram expostos a nicotina e ao etanol combinados, e tratados com a vimpocetina, tiveram
aumento de GMPc¢ no hipocampo quando comparados aos animais tratados com DMSO do

mesmo grupo (NIC+ETOHpwmso < NIC+ETOHve20: P=0,002) (Figura 32).
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Figura 32. Quantificagdo de GMPc realizado por um ensaio imuno enzimatico da GE
Healthcare, Biotrak, no hipocampo de camundongos sacrificados imediatamente

apos o Teste do Campo Aberto.
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Legenda: (CONTmAso: 7; CONTvpz(): 9; ETOHDlv[so: 6, ETOvazo: 8; NICDMsO: 8; NICVPQO: 8;
NIC+ETOHpwmso= 8; NIC+ETOHyp20= 7). Valores representam média +EPM. *** para p > 0,001
nas comparacgdes entre grupos DMSO . # #para p > 0,01 nas comparagdes entre os grupos DMSO e
VP20. Ps, proximo a significancia (0,05>p<0,1).

Fonte: A autora, 2017.

3.6.2 No cortex

Em relacdo a quantificagdo de GMPc no cortex, a analise estatistica mostrou um efeito da
nicotina (NIC: Fi1,67 = 11,04; p=0,001), assim como um efeito do tratamento (TRAT: Fi67 =
13,67; p=0,0004) e uma interacdo entre o etanol e o tratamento (ETOH*TRAT: Fi67 = 5,97;
p=0,017).

A exposigdo precoce a nicotina e nicotinatetanol reduziram os niveis de GMPc no cortex
de camundongos adolescentes (CONTbmso > NICpwmso: P= 0,006; CONTpmso > ETOHbwmso:
P= 0,027). A vimpocetina reverteu e redugdo dos niveis de GMPc no grupo exposto a
nicotina+etanol (NIC+ETOHbpwmso < NIC+ETOHvp20: P= 0,02). Quanto aos animais expostos

ao etanol, apesar de a redugdo dos niveis de GMPc nao ter sido significativa, o tratamento com
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vimpocetina causou aumento de GMPc quando comparados aos animais tratados com DMSO

do mesmo grupo (ETOHpwmso < ETOHve20: P=0,0005) (Figura 33).

Figura 33. Quantificacgdo de GMPc realizado por um ensaio imuno enzimatico da GE
Healthcare, Biotrak, no cortex de camundongos sacrificados imediatamente apos

o Teste do Campo Aberto.
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Legenda: (CONTDMso: 12; CONTvpz(): 10; ETOHDMso: 9, ETOHVP20: 9; NICDMso: 9; NICsz(): 13;
NIC+ETOHpwmso= 10; NIC+ETOHyp20= 11). Valores representam média £EPM. * para p > 0,05, **
para p>0,01 e *** para p>0,001 nas compara¢des entre grupos DMSO . # para p > 0,05 nas
comparagdes entre os grupos DMSO e VP20.

Fonte: A autora, 2017

3.7 Quantificacio CREB e pCREB

3.7.1 CREB

Ao analisar o CREB total no cortex, observamos um efeito do tratamento (TRAT: Fi,75=
4,287; p=0,04), indicando aumento na expressdo do CREB em resposta ao tratamento com
vimpocetina em camundongos adolescentes. A exposi¢do precoce as drogas de abuso nao
interferiram nos niveis de CREB total. Adicionalmente, ndo houve interagao entre os fatores

NIC, ETOH, Tratamento e Sexo. Esse efeito do tratamento, apesar de significativo, desaparece
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quando avaliamos os grupos experimentais em separado. Nesse caso, as diferencas entre os

grupos DMSO e VP20 nao atingem significancia (Figura 34).

Figura 34. Expressdo de CREB (proteina de ligagdo ao elemento de resposta dependente de

AMPc/Cat++) por Western Blotting no cortex esquerdo de camundongos

sacrificados imediatamente ap6s o Teste do Campo Aberto.
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Legenda: (CONTDMSO= 12; CONTVP20= 12; ETOHpmso=
NIC+ETOHpmso= 11; NIC+ETOHyp20= 10). Valores representam média +EPM.

Fonte: A autora,

2017
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3.7.2 pCREB

Ao realizar a analise estatistica relacionada a expressdo do pCREB no cértex, novamente
observamos efeito do tratamento com vimpocetina (TRAT: F1,75= 11,938; p=0,0009), o que
indica aumento na expressdo do pCREB em resposta ao tratamento com vimpocetina em
camundongos adolescentes. A exposigdo precoce as drogas de abuso nao interferiram nos niveis
de CREBp. Adicionalmente, ndo houve interagdo entre os fatores NIC, ETOH, Tratamento e
Sexo. Interessantemente, quando analisamos os grupos experimentais em separado, o efeito do
tratamento somente alcanca significAncia estatistica nos animais previamente expostos a

combinagdo entre as drogas (NIC+ETOHpwmso < NIC+ETOHvr20: P= 0,02) (Figura 35).
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Figura 35. Expressao de pCREB (proteina de ligagao ao elemento de resposta dependente de
AMPc/Ca++ fosforilada) por Western Blotting no cortex esquerdo de camundongos

sacrificados imediatamente ap6s o Teste do Campo Aberto.
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Legenda: (CONTDMSO= 12; CONTVP20= 12; ETOHDMSO= 12, ETOHVP20= 11; NICDMSO= 12;
NICVP20= 12; NIC+ETOHDMSO= 10; NIC+ETOHVP20= 10). Valores representam média +EPM. #

para p > 0,05 nas comparagdes entre os grupos DMSO e VP20.
Fonte: A autora, 2017
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4 DISCUSSAO

4.1 Resumo dos resultados:

» Massa corporal:

Camundongos machos adolescentes que receberam etanol precocemente e
foram submetidos ao Teste da Esquiva Passiva e Campo Aberto, apresentaram
uma diminui¢do da massa corporal.

Camundongos machos adolescentes submetidos ao Teste do Reconhecimento de
Objetos e que foram expostos a nicotina e ao etanol de forma combinada,
tiveram reducao da massa corporal bem como aqueles expostos somente ao

etanol.

Em relacdo a analise relativa aos testes comportamentais observamos que:

» Teste do Campo Aberto:

Houve um aumento da atividade locomotora somente no grupo NIC+ETOH.
Adicionalmente, neste grupo, o tratamento com vimpocetina foi capaz de reduzir
a atividade até os niveis do grupo controle.

Aumento da atividade ndo alcangou significancia nos grupos expostos somente
a nicotina ou etanol, contudo a vimpocetina reduziu a atividade nos animais
ETOH.

Efeito ansiogénico do etanol.

» Teste da Esquiva Passiva (TO, T6 e T24):

T6: animais expostos ao etanol e/ou a nicotina apresentaram déficits de memoria

quando comparamos aos animais controle.
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e T6: o tratamento com a vimpocetina foi capaz de reduzir os déficits provocados
pela exposicdo as drogas isoladas ou conjuntamente.

e T24: somente os animais previamente expostos ao etanol apresentaram déficits
de memoria.

e T24: o tratamento com vimpocetina foi capaz de reduzir os déficits provocados

pela exposicao ao etanol.

» Teste do Reconhecimento de Objetos (Sesséo de Treino, Sessdo 1 e Sesséo 2):

e Sessdo de treino: exposi¢do ao etanol independente do tratamento, procovou um
maior tempo de interagdo com os dois objetos quando comparados com os
animais controle.

e Sessdao 1: observamos um déficit de memoria/aprendizado nos grupos que
receberam nicotina e etanol separadamente, ou seja, esses animais obtiveram um
menor percentual de exploragdo no objeto novo (B) quando comparado ao objeto
antigo (A1), ja conhecido durante a sessao de treino.

e Sessdo 1: vimpocetina foi capaz de restaurar a memoria/aprendizado dos animais
que receberam as drogas isoladamente, ou seja, o tratamento fez com ela que os
animais aumentassem o percentual de exploracdo no objeto novo.

e Sessdo 2: resultado semelhante ao de cima, etanol foi capaz de provocar maior
tempo de interagdo com os objetos.

e Sessdo 2: animais expostos a nicotina ou etanol e tratados com vimpocetina,
tiveram um aumento na exploragdo no objeto novo, sugerindo que a VP20 foi
capaz de reverter danos de memoria/aprendizado provocados pelas drogas.

e Sessdo 2: o tratamento com vimpocetina nas fémeas dos grupos NIC, ETOH e

NIC+ETOH, causou um aumento na interacdo com o objeto novo (C).

Ja em relagdo a quantificagdo do AMPc (Cortex e hipocampo):

> No cortéx:

e A exposic¢do ao etanol e etanol+nicotina reduziu os niveis de AMPc.
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e Tratamento com vimpocetina provocou aumento nos niveis de AMPc nos

animais expostos a nicotina+etanol.

Em relagdo ao GMPc (Cortex e hipocampo):

» No hipocampo:

e A exposi¢do a nicotina reduziu nos niveis de GMPc.
e A reducio foi intensificada pela exposi¢do combinada a nicotina+etanol.
e Animais tratados com vimpocetina e expostos a nicotinat+etanol tiveram

aumento de GMPc.

> No cortex:

e Exposicdo a nicotina e nicotina+etanol reduziram os niveis de GMPc.

e Vimpocetina foi capaz de reverter e redugdo dos niveis de GMPc no grupo
exposto a nicotina+etanol .

¢ (Quanto aos animais expostos ao etanol, apesar de a reducdo dos niveis de GMPc

ndo ter sido significativa, o tratamento com vimpocetina causou aumento de

GMPec.

Em relagao a quantificagdo do CREB e CREBp no cortex:

» CREB:

e Aumento na expressao do CREB em resposta ao tratamento com vimpocetina..

> CREBp

e Aumento na expressdao do pCREB em resposta ao tratamento com vimpocetina.

e A vimpocetina provocou um aumento nos niveis de CREBp de forma siginificativa

somente nos animais expostos a nicotina+etanol.
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Uma visao geral dos resultados indica que somente o grupo exposto a nicotina
combinada com etanol durante o desenvolvimento perinatal apresentou hiperatividade no
campo aberto. Este resultado foi distindo daquele identificado na andlise da memoria e
aprendizado: O teste da esquiva passiva indicou que todos os grupos expostos as drogas
apresentaram déficit. Ja o teste de reconhecimento de objetos indicou déficits de memoria nos
animais expostos a nicotina ou etanol em separado.

O tratamento agudo com vimpocetina foi eficiente em mitigar os efeitos das drogas de
abuso. No teste do campo aberto, o tratamento agudo reduziu a hiperatividade identificada no
grupo exposto a nicotina combinada com etanol. No teste da esquiva passiva, a vimpocetina
reduziu os déficits nos grupos previamente expostos a etanol e a nicotina+etanol. Ja no teste de
reconhecimento de objetos, a vimpocetina mitigou os déficits de memoria causados pela
nicotina e pelo etanol.

Em paralelo, a exposi¢do precoce ao etanol e etanol+nicotina foi capaz de reduzir os
niveis de AMPc cortical no periodo da adolescéncia. Quanto ao GMPc, a reducao foi evidente
no cortex cerebral e hipocampo dos animais expostos a nicotina e nicotina+etanol.
Interessantemente, apesar dos efeitos do etanol e da nicotina em separado, o tratamento agudo
dos animais adolescentes com vimpocetina reverteu a reducdo nos niveis de AMPc e GMPc
somente nos animais previamente expostos a combinagao entre as duas drogas de abuso. Estes
resultados se refletiram nos niveis de CREB. Apesar de as drogas de abuso ndo terem causado
efeitos significativos, o tratamento com vimpocetina causou aumento nos niveis de CREB e
CREBp, Particulamente, o aumento dos niveis de CREBp foi mais intenso nos animais do grupo

nicotina+etanol.

4.2 Vias de administracao

Diversas técnicas de administracao de etanol em roedores neonatos vém sendo utilizadas
tais como: a criagdo artificial (pup in the cup model), a administrag@o por via oral (gavagem) e
as camaras de inalagdo de vapor de etanol (Diaz e Samson, 1980; Kelly e Lawrence, 2008; Pal
e Alkana, 1997). Apesar da reprodutibilidade dos dados obtidos com estas técnicas, cada uma
delas apresenta desvantagens e limitagdes. No presente estudo, utilizamos injegdes
intraperitoneais para administrar o etanol. Apesar do estresse causado pela manipulagdo dos
animais durante o periodo de exposi¢ao e do risco de lesdo de 6rgios abdominais, esta técnica

tem como aspectos positivos a simplicidade, a rapidez com que o etanol atinge o sistema
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nervoso central assim como a possibilidade de corrigir a dose de alcool pelo peso dos animais.
Nossos dados mostraram que nao houve diferenga de massa corporal entre os animais dos
grupos etanol e o controle durante o periodo das injecdes, € que a maioria dos animais
sobreviveu as inje¢des, dado que estd em acordo com os estudos anteriores realizados em
camundongos (Filgueiras et al., 2009) e em ratos (Filgueiras et al., 2010) ¢ que reforgam a
seguranca e exequibilidade desta via de administracdo. Esta via passou a ser bastante utilizada
nos estudos realizados por nosso grupo para administrar o etanol e outras drogas em
camundongos neonatos (Nunes-Freitas et al. , 2011, Oliveira-Pinto et al. , 2015).

O tratamento com a vimpocetina ou DMSO também foi realizado através de injegdes
intraperitoneais pelos mesmos motivos descritos acima, além do que, diversos estudos utilizam
esse tipo de administragdo (Swart et al, 2016; Nunes et al, 2011; Filgueiras et al, 2010).

Em relacdo a administragdo da nicotina, em modelos animais, diversas vias e formas de
administracdo sdo utilizadas para realizar exposi¢do a nicotina: via oral através da agua de
beber, via intraperitoneal ou subcutanea através de injegdes tinicas ou repetidas ou implantagao
de minibombas osméticas e via inalatéria através de maquinas de queima de cigarros para
pesquisa, cada uma apresentando vantagens e desvantagens (Matta e colaboradores, 2007;
Dickson e colaboradores, 2012). Neste trabalho, utilizamos a administragdo via agua de beber
com livre demanda. Devido ao gosto amargo da nicotina, diluiamos na agua sacarina visando
aumentar a palatabilidade da solugdo e evitar a reducdo da ingestdo de liquido. De fato, tem
sido demonstrado que a nicotina administrada via oral causa alteragdes comportamentais
(Ribeiro-Carvalho et al., 2011; Abreu-Villaga et al., 2008; Abreu-Villaca et al., 2007; Adriani
et al., 2004, 2002; Gaddnas et al., 2001) e bioquimicas incluindo a suprarregulacao de
receptores nicotinicos (Nuutinen et al., 2005; Sparks & Pauly, 1999; Ribeiro-Carvalho et al.,
2008, 2009), alteragdo dos niveis e metabolismo de monoaminas (Gaddnas et al., 2000;
Tammimaki et al., 2006; Vihavainen et al., 2006), bem como a alteragdo da expressao de genes

relacionados a plasticidade sinaptica induzida por drogas de abuso (Marttila et al., 2006).
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4.3 Massa Corporal

Diversos estudos tem demonstrado que a administragdo de etanol através de injecdes
intraperitoneais ndo afeta o ganho de peso dos animais durante o tratamento neonatal, fato
também observado neste estudo (Nunes et al., 2011; Filgueiras et al., 2009; Karacay et al.,
2008; O'Leary-Moore et al., 2006; Pal ¢ Alkana, 1997). Porém, de forma interessante, aqui
encontramos em PN30 e PN31 uma dimunui¢do da massa corporal dos camundongos machos,
provocada pela exposicdo precoce ao etanol e a nicotinatetanol. Recentemente, estudos tem
demonstrado o mesmo. O peso corporal da prole aos 21 dias de idade foi diminuido pela
exposi¢ao materna ao etanol durante a gravidez e lactagdo (Cesconetto et al., 2016). Resultados
semelhantes foram demonstrados anteriormente por Patten e colaboradores (2013). Ratos Long-
Evans expostos ao etanol (5.25 g/kg/dia) via intubago gastrica do 4° ao 9° dia de vida pos natal
também apresentaram diminui¢do da massa corporal (Thomas et al., 2012). Ao lado disso,
demonstrou-se maior prevaléncia de restricdo de crescimento, anomalias faciais e
anormalidades do Sistema Nervoso Central em criangas com exposic¢ao prenatal grave ao alcool
do que em criangas nao expostas (Kuehn et al., 2012).

A restricdo do crescimento ¢ um dos desfechos adversos freqiientemente associado com a
exposicao pré-natal ao etanol (Haghighi Poodeh et al., 2014; Patten et al., 2013; Karnen-Ahola
et al., 2010) e caracteristicos da FASD. Em relag@o ao efeito da exposi¢do precoce a nicotina,
estudos ndo observam alteragdes de peso da prole. Em estudo recente, nicotina foi administrada
a ratas gestantes através de mini-bombas osmoticas implantadas a 6mg/kg/dia durante a
gravidez inteira e ndo foram observadas diferencas nos pesos corporais da prole tardiamente
(Li etal, 2015). Em fémeas gravidas, o consumo oral de nicotina ndo parece alterar o ganho de
peso ou a ingestao de comida e nem alterar o ganho de peso dos filhotes pré ou pos-natalmente
(Pauly et al., 2004; Sparks e Pauly 1999). Examinados juntamente, nossos achados sustentam
a suposi¢do de que a diminui¢do da massa corporal em camundongos machos adolescentes
observada no presente estudo e provocada pela exposi¢do combinada as duas dorgas, nicotina
e etanol, tenham ocorrido pelo efeito do etanol, visto que ndo observamos diferencas

significativas no peso dos animais expostos precocemente somente a nicotina.
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4.4 Efeitos da exposicdo precoce a nicotina e/ou etanol e tratamento com

vimpocetina/DMSO na atividade locomotora no Teste do Campo Aberto

Estudos clinicos examinaram a intera¢ao potencial entre tabagismo materno e consumo
de alcool e observaram alteragdes maiores quando as drogas eram administradas conjuntamente
(Shu et al., 1995; Haste et al., 1991). Em relacdo as consequéncias comportamentais a longo
prazo causadas pela exposi¢do a nicotina e ao etanol, um grupo de pesquisa sugeriu um efeito
sinérgico sobre o aprendizado infantil (Martin et al., 1977, Streissguth et al., 1981) e estudos
clinicos tem avaliado o possivel papel do tabagismo materno em combina¢do com o consumo
de alcool durante a gravidez em varios psicopatologias da infancia, particularmente transtorno
de hiperatividade com déficit de atengao (ADHD) (Hill et al., 2000; Mick et al., 2002).

Em modelos animais a exposi¢cdo pré-natal a nicotina tem sido associada a
hiperatividade (Ajarem e Ahmad, 1998; Fung e Lau, 1988). Ao lado disso, a hiperatividade
apods a exposi¢cdo pré-natal ou neonatal ao etanol ¢ um dos achados mais comumente relatados
na literatura sobre os efeitos do etanol no desenvolvimento. Foi demonstrado que a exposicao
pré-natal ao etanol produz hiperatividade numa variedade de espécies incluindo macacos rhesus
(Schneider et al., 2001), cobaias (Gibson et al., 2000, Catlin et al., 1993), ratos (Bond, 1988;
Vorhees e Fernandez, 1986, Means et al., 1986, Ulug e Riley, 1983, Abel, 1982) e camundongos
(Nunes et al.,2011; Mothes et al., 1996), bem como seres humanos que proporcionam suporte
adicional a validade de modelos animais para estudo.

Neste estudo, embora a nicotina administrada durante o periodo que equivale a toda a
gestacao de humanos e o etanol durante o periodo equivalente ao terceiro trimestre da gesta¢ao
em humanos ndo tenham causado aumento significativo da atividade locomotora durante a
adolescéncia, a exposi¢do combinada a nicotina e ao etanol provocou hiperatividade
locomotora. Gilbertson e Barron (2005) encontraram efeito semelhante quando administraram
nicotina e etanol de PN1 a PNS8. Este achado sugere que o periodo equivalente ao terceiro
trimestre da gestacdo de humanos ¢ mais sensivel a nicotina e etanol quando consideramos a
hiperatividade como desfecho, contudo devemos levar em conta que no estudo de Gilbertson
e Barron (2005), a dose de nicotina e a dose acumulada de etanol foram substancialmente
maiores que aquelas utilizadas no nosso estudo. Além disso, aqui, identificamos a
hiperatividade mesmo cerca de trés semanas apods o término da exposi¢ao através da avaliagdo

da atividade, apesar de efeitos da exposicdo tenderem a se extinguir quando hd grandes
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intervalos entre a exposicao e a avaliagdo do comportamento (Abel e Berman, 1994; Bond e Di

Giusto, 1977; Driscoll et al., 1990; Dursun et al., 2006; Spohr et al., 2007; Tran et al., 2000).

4.5 Efeitos da exposicao precoce a nicotina e/ou etanol no comportamento associado a

ansiedade no Teste do Campo Aberto

A aversao dos animais ao centro do campo aberto tem sido interpretada dentro de uma
perspectiva evolucionista (Palanza, 2001; Choleris et al., 2001). Em geral, assume-se que os
animais foram filogeneticamente moldados por selecdo natural para exibir respostas de medo
ou ansiedade a situagdes de risco potencial, como por exemplo, espacos abertos (Palanza, 2001;
Choleris et al., 2001). Comportamentos exploratorios no Teste do Campo Aberto,
especialmente entradas no centro, estdo associados a reducao da ansiedade e essas medidas tém
mostrado correlagdo negativa com medidas comportamentais e fisiolégicas do medo em
roedores (Archer, 1973). Normalmente, a medida que o roedor se habitua a arena do campo
aberto, a ambulac¢do no centro aumenta, indicando uma redugdo no medo e na emocionalidade,
bem como a habituacdo ao novo ambiente (Walsh e Cummins, 1976). Este comportamento tem
servido de base a diversos modelos animais de ansiedade (Palanza, 2001; Choleris et al., 2001).
Virios trabalhos tém demonstrado que a administracdo de diversas drogas ansioliticas ou
tratamentos com acao ansiolitica aumentam o tempo de permanéncia no centro da arena (Ohta
et al., 2010; Kumar et al., 2000). Neste estudo, em relagdo ao tempo no centro, encontramos
uma diminui¢do quando comparamos os animais do grupo etanol com os do grupo controle,
demonstrando um efeito ansiogénico do etanol. Isto sugere que a exposi¢do ao etanol no periodo
equivalente ao terceiro trimestre afeta o comportamento associado a ansiedade dos animais na
adolescéncia. A exposi¢do ao alcool durante o periodo fetal foi relatado por alguns autores para
resultar em elevada ansiedade (Ogilvie e Rivier, 1997, Osborn et al., 1998, Weinberg et ai.,
1996). A doenga mental e, em particular, os transtornos de depressao e ansiedade estdo entre os
problemas mais comumente relatados em criancas e adultos com FASD (Famy et al., 1998;
Kodituwakku, 2007; O'Connor e Kasari, 2000, O'Connor et al., 2002, 2000, O'Connor e Paley,
2006, Roebuck et al., 1999, Streissguth et al., 2004). Adicionalmente, estudos apontam um
aumento na ocorréncia de disturbios de ansiedade em humanos provocados pelo uso de alcool

(Barr et al., 2006), resultados semelhantes em relagdo aos niveis de ansiedade tém sido



96

observados em roedores (Schambra et al., 2016). Estudo recente também demonstrou efeito
ansiogénico do etanol em ratos testados no campo aberto (Motaghinejad et al, 2017).

Cabe notar ainda que embora a nicotina ndo tenha causado efeitos a longo prazo no
comportamento associado a ansiedade, a exposi¢do a nicotina inibe a expressdo do efeito
ansiogénico do etanol na adolescéncia dos camundongos, o que sugere um efeito protetor da
nicotina. Os mecanismos exatos que explicam as interagdes nicotina e etanol ainda precisam
ser elucidados, entretanto, as acdes da nicotina que parecem ter um papel mediador de seus
efeitos neuroprotetores contra outras neurotoxinas, parecem estar relacionados com a ativagao
do fator de crescimento dos fibroblastos (Belluardo et al., 2000), a inativagdo dos canais de
calcio do tipo L (Stevens et al., 2003) e a diminui¢ao da ativagdo da caspase 3 (Liu e Zhao,
2004). Ao lado disso, a nicotina pode prevenir a morte celular provocada por uma série de
insultos neurotoxicos incluindo a excitotoxicidade, possivelmente pela modulagio da
sinalizacdo de célcio, o que pode alterar as respostas subseqiientes a esse ion (Picciotto e Zoli,
2008). De fato, foi demonstrado que a nicotina inibe a neurotoxicidade induzida pelo etanol em
células corticais e cerebelares cultivadas (Tizabi et al., 2003, 2004). Variagdes na expressao de
subtipos particulares de nAChR podem explicar diferentes acdes da nicotina em diferentes
regides cerebrais e em determinados tecidos. Dependendo do subtipo de receptor expressado, a
nicotina pode exercer um efeito neuroprotetor ou ocasionar agdes neurotdxicas (Broide et al.,

1996, Laudenbach et al., 2002; Zoli et al., 1995).

4.6 Efeitos da exposicdo a nicotina e/ou etanol e do tratamento com vimpocetina/DMSO

nas sessoes T6 e T24, no Teste da Esquiva Passiva

Observamos que a exposi¢ao precoce ao etanol e/ou a nicotina foi capaz de provocar
déficits de memoria na sessdo T6 no Teste da Esquiva Passiva, o que estd de acordo com
estudos anteriores que mostram danos de memoria/aprendizado provocados por essas drogas.

A exposi¢do a nicotina pré e pds-natal € conhecida por resultar em déficits de
aprendizagem e memoria. Por exemplo, em roedores, alguns estudos encontraram uma forte
relacdo negativa entre a exposi¢cdo a nicotina pré e pos-natal e o desempenho da memoria
espacial (Yanai et al, 1992; Sorenson et al, 1991; Martin et al, 1971). Da mesma forma, diversos

relatos sobre criangas de maes fumantes tem demonstrado déficits na fungdo executiva

(Cornelius et al, 2001), habilidades linguisticas mais baixas (Fried et al, 1992) e QI mais baixos
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(Milberger et al, 1998). Em estudo recente, observou-se uma associagdo entre nicotina pré e
pos-natal e déficits cognitivos nas tarefas de memoria no Teste da Esquiva Passiva (Balsevich
et al, 2014). Os danos também sdo observados quando a exposi¢ao ocorre em outros momentos
durante o desenvolvimento, como na adolescéncia. Abreu-Villaga e colaboradores encontraram
efeitos negativos da exposi¢@o a nicotina durante a adolescéncia sobre a memoria de curto prazo
(Abreu-Villaga et al, 2007).

Em relacdo ao ctanol observamos relatos semelhantes. Déficits de memoria e
aprendizado estdo entre os principais distirbios observados em humanos expostos ao etanol
durante a gestacdo (Malisza et al. , 2005, Manji et al. , 2009, Rasmussen, 2005). Evidéncias
indicam que criangas expostas ao etanol no periodo pré-natal apresentam defici€éncias em
diferentes tipos de testes de memoria, incluindo os que avaliam a memoria de trabalho, de curto
prazo ¢ habituagdo (Kodituwakku et al. , 1995, Malisza et al., 2005, Streissguth et al. , 1989,
Uecker e Nadel, 1996). Apresentam também déficits em modalidades que envolvam memoria
verbal e visual (Manji et al., 2009). Prejuizos na codificac¢do ¢ recuperagdo de informagdes na
fungdo executiva podem ser fatores que contribuem para esses déficits (Kully-Martens et al. ,
2012). Criangas expostas ao alcool no periodo fetal apresentam prejuizos no aprendizado que
podem ser avaliados através do desempenho académico, tarefas matematicas e de testes de QI
relacionados ao nivel ou ao tipo de exposi¢ao fetal ao alcool (Coles et al. , 1991). Diversos
grupos de pesquisa vém demonstrando que, em ratos e camundongos, aproximadamente as duas
primeiras semanas de vida pods-natal sdo um periodo critico para a manifestagdo déficits
neurocomportamentais causados pelo etanol como déficits de aprendizado e memoria
(Filgueiras et al., 2010).

O comprometimento das memorias observado nesses estudos sugere um significativo
impacto da nicotina e do etanol no desenvolvimento do hipocampo. Essa especulagdo ¢
suportada pela literatura sobre a dependéncia do desempenho declarativo, explicito e espacial
da memoria no hipocampo (Berman e Hannigan, 2000). Aqui, os efeitos da exposi¢cdo
combinada as drogas, nicotina + etanol, foram de magnitude semelhante aos déficits causados
pela exposi¢do a nicotina ou ao etanol. Esse resultado ¢ semelhante aos achados prévios que
indicam que a co-administragdo de nicotina e etanol durante a adolescéncia resulta em pior
desempenho de memoria/aprendizagem (Abreu-Villaca et al., 2007). O mesmo também foi
observado em resposta a administracdo combinada de fumaga de cigarro e etanol durante a
adolescéncia (Abreu-Villaga et al., 2013).

Porém, os déficits observados ndo se mantém. Na sessdo T24, os danos provocados

pela exposicdo precoce a nicotina ndo foram mantidos, somente a exposi¢do ao etanol
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isoladamente. Levando em consideragdo que a sessdao T6 avalia a memoria de curto prazo e a
sessdo T24 avalia a memoria de longo prazo, nossos resultados sugerem que a exposi¢ao
precoce a nicotina foi capaz de afetar a memoria de curto prazo, mas, somente a exposi¢ao ao
etanol foi capaz de afetar a memoria de longo prazo. Nesse sentido, Izquierdo e colaboradores
demonstraram que ha mecanismos separados que medeiam a memoria de curto e longo prazo
(Izquierdo et al, 1998). Estudos eletrofisiologicos in vitro demonstraram que a exposi¢do
precoce ao etanol pode prejudicar a potenciacdo de longa duragdo (Richardson et al. , 2002,
Sutherland et al. , 1997).

O tratamento com a vimpocetina foi capaz de reduzir todos os déficits observados nesse
estudo e em ambas as sessoes. Tem se demonstrado que a vimpocetina facilita a potenciali¢ao
de longa duracdo aumenta a plasticidade, aumenta a complexidade das espinhas dendriticas
(Lantz et al., 2012). Filgueiras e coloboradores demonstraram que o tratamento com
vimpocetina, 0 mesmo inibidor da fosfodiesterase do tipo 1 usado em nosso estudo, reverteu
déficits de aprendizado e memoria em ratos expostos ao etanol no periodo equivalente ao
terceiro trimestre da gestacdo humana (Filgueiras et al., 2010). Interessantemente, aqui
observamos que nicotina e etanol, as quais tem acdes primarias em alvos biologicos distintos,
causam danos semelhantes na memoria/aprendizado e que, a vimpocetina, reverte esses danos
tanto quando as drogas sdo administradas em separado quanto combinadas. Isso sugere que ,
mesmo atuando por vias distintas, ambas as drogas acabam secundariamente afetando a cascata
de sinalizacdo do AMPc, e que essa cascata ¢ mediadora dos danos de memoria/aprendizado
identificados. Adicionalmente, esses dados apontam para o potencial terapéutico da
vimpocetina no tratamento de déficits cognitivos causados por exposi¢ao precoce a estas

drogas.

4.7 Efeitos da exposicido a nicotina e/ou etanol e do tratamento com vimpocetina/DMSO

no Teste do Reconhecimento de Objetos

O teste de reconhecimento de objetos foi escolhido por ser um teste simples, rapido e
que permite avaliar diferentes aspectos do processo de aprendizado e memoria, como por
exemplo, os mecanismos de curto ¢ longo prazo (Dere et al., 2007). Este teste se baseia na

capacidade que os animais t€ém de reconhecer um objeto novo no ambiente. Ratos e
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camundongos tém uma preferéncia inata por explorar objetos novos (Leger et al. , 2013). Desta
forma, os animais que sao capazes de reconhecer um objeto ao qual ja foram previamente
apresentados passardo mais tempo explorando o objeto novo (Leger et al., 2013). Utilizamos a
sessdo 1, realizada uma hora e trinta minutos apds o treino, para avaliar a memoria de curto
prazo ¢ a sessdo 2, realizada vinte e quatro horas ap6s a sessdo 1, para avaliar a memoria de
longo prazo. Observamos que a exposi¢ao precoce a nicotina e etanol separamente provocaram
prejuizos na memoria de curto prazo, visto que na sessdo 1 os animais expostos as drogas
apresentaram um menor percentual de exploragdo no objeto novo (B) quando comparado ao
objeto antigo (A1), ja conhecido durante a sessdo de treino. Porém, quando as drogas foram
administradas juntas, ndo encontramos efeito significativo. Isto demonstra uma interagao entres
as drogas, onde quando juntas provocam um efeito protetor inibindo as alteracdes demonstradas
quando administradas isoladamente. Em relagdo a memoria de longo prazo ndo encontramos
prejuizos significativos. A exposicdo a nicotina pré e pos-natal ¢ conhecida por resultar em
déficits de aprendizagem e memoria. Estudo recente observou uma associagao entre a exposi¢ao
nicotina pré e pos-natal e déficits cognitivos nas tarefas de memoria em camundongos do teste
do Reconhecimento de Objetos e na Esquiva Passiva (Balsevichet al, 2014). Uma série de
estudos demonstram que a administragdo de duas inje¢des subcutaneas de 2,5 g/kg de etanol
(intervalo entre as inje¢des de 2h) em PN8 promove um aumento marcante na morte neuronal
por apoptose no neocortex, hipocampo, corpos mamilares, nicleos anteriores do tdlamo e
nucleos da base (Ikonomidou et al. , 2000, Olney, 2002, Wozniak et al. , 2004). Este aumento
na morte celular ¢ usualmente associado com os prejuizos de memoria e aprendizado
apresentado por camundongos C57BL/6 adolescentes no teste do labirinto aquatico de Morris
(Wagner et al. , 2014, Wozniak et al., 2004) ¢ no teste de memoria espacial (Sadrian et al. ,
2014). A exposigao ao etanol ¢ capaz de promover danos no hipocampo como a reduciao no
numero de células (Gil-Mohapel et al. , 2010) e a reducdo da plasticidade (Zucca e Valenzuela,
2010). Estudos em humanos e outros primatas indicam que um dano limitado ao hipocampo ¢
suficiente para promover um claro e consistente prejuizo no teste de reconhecimento de objetos
(Squire et al., 2007).

Observamos que o tratamento agudo com a vimpocetina foi capaz de restaurar a
memoria/aprendizado dos animais que receberam as drogas isoladamente, ou seja, o tratamento
fez com ela que os animais aumentassem o percentual de exploragao no objeto novo, em ambas
as sessoes, 1 e 2. Na sessdo 2, observamos que a vimpocetina nas fémeas dos grupos NIC,
ETOH e NIC+ETOH, causou um aumento na interagdo com o objeto novo. O potencial da

vimpocetina para melhorar a plasticidade neuronal, tem sido demonstrado usando multiplos
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paradigmas. A vimpocetina demonstrou facilitar a LTP (Molnar e Gaal, 1992, Molnar et al.,
1994), melhorar a dindmica estrutural das espinhas dendriticas (Lendvai et al., 2003), melhorar
a recuperacdo da memoria (DeNoble, 1987) e melhorar o desempenho em testes cognitivos em

seres humanos (Hindmarch et al., 1991).

Efeitos da exposicio a nicotina e etanol conjuntamente e do tratamento com

vimpocetina/DMSO na quantificagio do AMPc no cortex

O fato do tratamento com vimpocetina ser capaz de restaurar os niveis de AMPc no
cortex dos animais expostos ao etanol esta em acordo com estudos que sugerem que a via de
sinalizacdo regulada pelo AMPc desempenha um papel importante nos mecanismos de
plasticidade neural. Na via de sinalizag¢do regulada pelo AMPc, a ativagdo da adenilato ciclase
causada pela ligacdo da dopamina com os receptores D1 ou do glutamato com os receptores
NMDA promove o aumento dos niveis de AMPc. O aumento dos niveis de AMPc leva a
ativacao de proteinas quinases, tais como a proteina quinase dependente de AMPc (PKA), que
fosforilam o fator de transcricio CREB. A ativacdo do CREB leva a transcricdo de uma série
de genes relacionados a plasticidade (Frank e Greenberg, 1994; Medina e Krahe, 2008). Neste
estudo, observamos que a exposi¢ao precoce ao etanol foi capaz de reduzir os niveis de AMPc
no cortex, sendo que essa mesma dimuigao foi identificada nos animais que foram expostos as
duas drogas concomitantemente. O fato da exposicdo somente a nicotina ndo ter afetado a
quantidade de AMPc demonstra que a dimnui¢ao observada no grupo que recebeu as duas
drogas foi ocasionada pela exposi¢do ao etanol. De particular interesse para esse estudo, vale
mencionar que a exposi¢do ao etanol durante o desenvolvimento ¢ capaz de afetar varios
elementos nesta via de sinalizacdo. Particularmente, a exposi¢ao gestacional ao etanol reduz a
densidade de receptores NMDA e diminui a capacidade de geracao de LTPs no hipocampo de
ratos com 45 dias de vida (Savage et al., 1992). A exposicdo gestacional ao alcool também
promove uma redu¢do no nimero de receptores D1 no sistema dopaminérgico mesolimbico de
ratos adultos (Druse et al., 1990). De modo interessante, os disturbios observados na linhagem
de ratos SHR (spontaneous hypertensive rats), uma linhagem amplamente utilizada como
modelo de TDAH, tem sido associados a defeitos na formagao de AMPc (Russell, 2003). Além
disso, a inibicdo da PKA no cortex pré-frontal de ratos produz déficits de atengdo e

hiperatividade locomotora (Paine et al., 2009).
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49  Efeitos da exposicio a nicotina e nicotina/etanol e do tratamento com

vimpocetina/DMSO na quantificacio do GMPc no hipocampo e no cortex

O GMPc ¢ produzido pela enzima guanilato ciclase que ¢ estimulada pelo 6xido nitrico
(NO). As vias de sinalizagao do NO estao amplamente envolvidas em processos de plasticidade
sinaptica e formagdo de memoria (Schuman e Madison, 1991; Bredt e Snyder, 1992; Zhuo et
al., 1994; Arancio et al., 1996; Son et al., 1998; Lu et al., 1999). A formag¢ao de GMPc pode
levar a ativagdo da proteina quinase dependente de GMPc (PKG). A PKG esta envolvida em
processos como a localizacdo de alvos sindpticos € a mobilizagao de vesiculas sinapticas em
células pré-sinapticas, levando a um aumento da liberacdo de neurotransmissores (Hawkins et
al., 1993; 1998) e ativa¢do de cascatas de sinalizacdo de proteinas kinases em células pos-
sinapticas, causa, por sua vez, a ativacao de transcri¢do e traducdo, processos criticos para a
plasticidade sinaptica ¢ a formagdo de memoria (Lu et al., 1999; Chien et al., 2003). A PKG
pode ativar o CREB diretamente, através de fosforilagdo que ocorre no mesmo sitio de
fosforilagdo da PKA (Lu et al., 1999), ou indiretamente pela via de MAP kinases. Neste caso,
a PKG ativa a MEK que fosforila a ERK que, por sua vez, fosforila 0 CREB (Ota et al., 2008).
As MAP kinases sdo proteinas importantes para sinalizagdo intracelular de traducdo e
desempenham um papel critico na plasticidade neural e resposta inflamatoéria (Ji et al., 2009).
Estudos vém demonstrando que as vias AMPc/PKA e GMPc/PKG podem participar de
processos relacionados a plasticidade em diferentes etapas (Blokland et al., 2006). E sabido que
a exposicao a drogas de abuso afeta a plasticidade neural causando déficits cognitivos. Neste
estudo, observamos que a exposi¢do a nicotina e nicotina+etanol reduziram os niveis de GMPc
no cortex cerebral. No hipocampo, de forma semelhante, a nicotina isolada reduziu os niveis de
GMPc, sendo que nesta regido, essa reducao foi intensificada quando da exposi¢do combinada
as duas drogas (nicotinat+etanol). A intensificacao da reducao dos nivéis de GMPc demonstra
que o etanol em combinac¢do com a nicotina foi capaz de acentuar os danos provocados pela
mesmo, o que ndo foi observado quando o etanol foi administrado isoladamente. Fedele e
colaboradores (Fedele ET al, 1998), demonstraram que a nicotina via ativagdo de nAChRs
aumenta ¢ diminui a producdo de cGMP no hipocampo de rato possivelmente através da
estimulacdo de guanilil ciclase e antagonismo do receptor NMDA, respectivamente.

Em relacdo ao tratamento com a vimpocetina, a mesma foi capaz de aumentar os niveis de
GMPc no cortex e hipocampo dos animais do grupo nicotina+etanol, mas nao foi capaz de

mitigar os efeitos identificados no grupo nicotina. Os efeitos deste inibidor t€m sido atribuidos
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a um aumento nos niveis de AMPc ou GMPc, os quais, por sua vez, podem ativar o fatores de
transcrigao como SRF ¢ CREB levando a expressao de genes relacionados a plasticidade (Barad

et al., 1998; Blokland et al., 2006; Medina, 2010).

4.10 Efeitos do tratamento com a vimpocetina/DMSO na quantificacdo do CREB e do
PCREB no cortex

A proteina de ligagdo ao elemento de resposta dependente de AMPc/Ca™ (CREB) é
regulada pela fosforilagdo em resposta a padrdes de atividade neuronal (Deisseroth et al, 2002)
e o seu papel na plasticidade neuronal tem sido estabelecido ha bastante tempo. Por exemplo, a
funcdo CREB ¢ necessaria para a consolidagdo da plasticidade duradoura, formagdo de
memoria e desenvolvimento de circuitos em varios sistemas neuronais (Finkbeiner et al, 1997;
Bito et al, 1996; Deisseroth et al, 1996; Frank et al, 1994). Assim, a importancia do CREB na
regulacdo da fun¢do génica e na integracdo de sinais fisioldgicos torna-o um alvo molecular
interessante para superar possiveis problemas causados pela exposi¢ao precoce ao alcool, bem
como a outras drogas de abuso como a nicotina. H4 evidéncias que mostram que a nicotina
medeia diretamente a atividade de CREB. Em apoio, Hu e colaboradores, descobriram que a
estimulacdo das células hipocampais pela nicotina aumenta a ativagdo de CREB. (Hu et al,
2002). Curiosamente, Chang e Berg mostraram que enquanto a sinalizagdo nicotinica ativa o
CREB em neuronios de ganglios ciliares, isso acontece somente quando os canais dependentes
de voltagem sdo bloqueados (Chang e Berg,et al, 2001). Sugere-se que isso ocorra porque a
nicotina sustenta a atividade de CREB através do influxo de célcio. Estes resultados sugerem
que a nicotina tem um impacto direto na cascata responsavel pela mediagdo da atividade de
CREB. Estudos sugerem que os inibidores da PDE podem ser bons candidatos para aumentar
a ativacao de CREB (Medina et al, 2006; Barad et al, 1998; Monti et al, 2006). Esses inibidores
impedem a decomposi¢cdo de AMPc a 5'-AMP, prolongando a ativagdo de proteinas quinases
que promovem a fosforilacdo de CREB (Bender et al, 2006), que por sua vez pode melhorar a
aprendizagem e a memoria em individuos normais (Blokland et al, 2006) e restabelecer a
plasticidade da dominancia ocular em um modelo animal de FASD (Medina et al, 2006).
Krahe e colaboradores, mostraram que a exposicao precoce ao alcool leva a uma deficiéncia
persistente na fosforilacdo de CREB e que o tratamento com um inibidor de fosfodiesterase do

tipo 1, varios dias apos o periodo de exposicao ao alcool, restaura a fosforilagdo normal de
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CREB (Medina et al, 2005; Medina et al, 2008). Consistente com os dados acima, em nosso
trabalho, houve um aumento na expressio do CREB em resposta ao tratamento com
vimpocetina. De forma similar, , a vimpocetina provocou um aumento nos niveis de pPCREB

em todos os grupos, porém, o efeito foi mais intenso nos animais expostos a nicotina+etanol.

4.11 Associagoes entre as alteracoes neuroquimicas (AMPc, GMPc, CREB e pCREB) e

os achados comportamentais

Em relagdo as alteragdes neuroquimicas, observamos que a exposicao precoce ao etanol
bem como ao etanol+nicotina foi capaz de reduzir os niveis de AMPc no coértex. Em relacdo ao
GMPc, a nicotina e nicotina+etanol reduziram seus niveis no cortex e também no hipocampo,
sendo que no hipocampo, a reducao foi mais intensa no grupo nicotina+etanol. Esses achados
sugerem que a exposicdo ao etanol ¢ responsavel pelos baixos niveis de AMPc, visto que a
nicotina isoladamente ndo foi capaz de provocar redu¢ao somente em combinagdo com o etanol.
Ja com o GMPc foi diferente, a nicotina ¢ a protagonista da redugao, pois o etanol sozinho nao
reduziu os niveis de GMPc, somente na exposi¢do combinada as duas drogas. Nossos achados
estdo de acordo com estudos em roedores, os quais sugerem que as deficiéncias na via de
sinalizagdo do AMPc contribuem para o fendtipo de hiperatividade em animais experimentais
(Paine et al., 2009; Pascoli et al., 2005; Russell, 2003). Na cascata regulada por esse segundo
mensageiro (Medina, 2011b), a ativagdo da adenilato ciclase pela ativagao de receptores de
dopamina, noradrenalina ou NMDA leva a geracdo de AMPc intracelular que, por sua vez, ativa
cinases protéicas tais como a PKA. A PKA fosforila fatores de transcrigdo tais como CREB e
SRF, conduzindo a expressao de genes que modulam a excitabilidade neuronal e a plasticidade
em regides cerebrais tais como o cortex frontal e o hipocampo (Goto e Grace, 2007, Gurden et
al., 1999, 2000). A dele¢ao de SRF em neurdnios dopaminérgicos de camundongos provoca
hiperatividade locomotora (Parkitna et al., 2010). Uma linhagem de ratos amplamente utilizada
como modelo de TDAH, os animais SHR, tem sido associada a defeitos na formag¢ao de AMPc
(Russell, 2003). Fedele e colaboradores demonstraram que a nicotina via ativagdo de nAChRs
altera a produ¢do de cGMP no hipocampo de rato. Essas reducdes dos niveis dessas moléculas,
AMPc/GMPc, parecem afetar os comportamentos avaliados nesse trabalho. Trabalhos vem
sugerindo que distirbios na plasticidade neural podem ser responsaveis por alteragdes

comportamentais como a hiperatividade (Rapoport e Gogtay, 2008; Jensen et al., 2009; Heath
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e Picciotto, 2009). A inibi¢ao da PKA no cortex pré-frontal de ratos produz déficits de atengao
e hiperatividade locomotora que pode ser ttil como modelo animal para o TDAH (Paine et al.,
2009). De fato, alguns estudos tem demonstrado que a cascata de sinalizagdo envolvendo o
segundo mensageiro AMPc, a AMPc/Ca*™" e o CREB sdo importantes para diversos processos
relacionados a plasticidade neuronal como a dominancia ocular (Mower et al., 2002; Beaver et
al., 2001; Pham et al., 1999), o LTP ¢ o aprendizado ¢ a memoria (Frank e Greenberg, 1994;
Finkbeiner et al., 1997; Lamprecht, 1999). Adicionalmente, estudos tém demonstrado que a via
de sinalizagdo envolvendo GMPc pode promover plasticidade sinaptica e consolidagdo da
memoria, em parte pela ativagdo da cascata de sinalizagio MEK/ERK/CREB (Atkins et al.,
1998; Schafe et al., 2000; Josselyn et al., 2001). Aqui, embora a nicotina administrada durante
o periodo que equivale a toda a gestacdo de humanos e o etanol durante o periodo equivalente
ao terceiro trimestre da gestacdo em humanos ndo tenham causado aumento significativo da
atividade locomotora durante a adolescéncia, a exposi¢cdo combinada a nicotina e ao etanol
provocou hiperatividade locomotora no periodo da adolescéncia. Em relagdao aos testes que
avaliaram a memoria, na Esquiva Passiva observamos que a exposi¢ao precoce a nicotina, ao
etanol e a combinacdo entre estas duas drogas foi capaz de afetar a memoria de curto prazo,
mas, somente a exposi¢ao ao etanol foi capaz de afetar a memoria de longo prazo. No teste do
Reconhecimento de Objetos, observamos que a exposicdo precoce a nicotina € etanol
separamente provocaram prejuizos na memoria de curto prazo. Estes resultados sugerem que
as alteragdes nos niveis de AMPc e GMPc estdo associadas as alteragdes comportamentais
identificadas.

As PDE sao enzimas que regulam os niveis celulares de segundos mensageiros AMPc
e GMPc, controlando suas taxas de degradacdo. Estudos tém demonstrado que os inibidores da
PDE, dentre eles destaca-se a vimpocetina, um inibidor ndo especifico da PDE1 (Medina,
2010), melhoram processos relacionados a neuroplasticidade como a memoria e o aprendizado
em diversas espécies (Blokland et al., 2006; Bourtchouladze et al., 2003; Goodlett e Peterson,
1995). Aqui observamos que a vimpocetina foi capaz de restaurar os niveis de AMP no cortex.
Vimpocetina foi capaz também de aumentar as quantidades de GMPc no cortex e hipocampo.
Demonstramos que o tratamento agudo com a vimpocetina foi capaz de restaurar a
memoria/aprendizado no Teste de Reconhecimento de Objetos, dos animais que receberam as
drogas isoladamente. Em relacdo ao Teste da Esquiva Passiva que também avalia a memoria, a
vimpocetina foi capaz de reduzir os déficits provocados pela exposicao as drogas isoladas ou
conjuntamente, na sessdo que analisa a memoria de curto prazo. Em relagdo a outra sessiao que

avalia a memoria de longo prazo, a vimpocetina foi capaz de reduzir os déficits provocados
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pela exposicao somente ao etanol. Adicionalmente, em relacao ao teste que avaliou a atividade
locomotora, o tratamento com vimpocetina também foi capaz de gerar beneficios. O grupo que
recebou vimpocetina teve reducdo da hiperatividade causada pelo etanol em combina¢do com
a nicotina até os niveis do grupo controle. Estes achados sugerem que a vimpocetina atua
ativando ambas as cascatas de AMPc e GMPc as quais, por sua vez atuam recuperando os
prejuizos induzidos pelas drogas nos testes corportamentais.

O aumento nos niveis de AMPc e GMPc por sua vez, podem ativar o fatores de
transcrigdo como o CREB. O CREB ¢ uma das moléculas mais importantes nos processos de
plasticidade neuronal e ¢ crucial para varios paradigmas, como a LTP (Barco et al., 2002;
Bourtchouladze et al., 2003), aprendizagem e memoria (Frank e Greenberg, 1994; Silva et al.,
1998; Lamprecht, 2005). Em nosso trabalho, houve um aumento na expressio do CREB e
pCREB em resposta ao tratamento com vimpocetina. Estudos sugerem que os inibidores da
PDE podem ser bons candidatos para aumentar a ativacdo de CREB (Medina et al, 2006; Barad
et al, 1998; Monti et al, 2006). Como descrito anteriormente, esses inibidores impedem a
decomposicdo de AMPc a 5'-AMP, prolongando a ativagdo de proteinas quinases que
promovem a fosforilagdo de CREB (Bender et al, 2006). Apesar de nio termos encontrado uma
reducdo signifcativa de CREB e pCREB provocada pela exposi¢do as drogas, acreditamos que
o aumento dos seus niveis foram devido ao tratamento agudo com a vimpocetina e que este
aumento possa ser responsavel pelas melhoras observadas nos testes comportamentais. Com o
uso agudo da vimpocetina observamos aumento nos niveis de AMPc e GMPc, os quais, por sua
vez, podem ativar o fatores de transcricdio como CREB levando a expressdo de genes
relacionados a plasticidade. Embora a ativagao de CREB parega ser necessaria para a formagao
normal da memoria a longo prazo, hd também evidéncias que sugerem que a fosforilacao de
CREB ¢ necessaria para os efeitos da nicotina na aprendizagem dependente do hipocampo.
Kenney e colaboradores mostraram que a nicotina ¢ o aprendizado interagem para aumentar a
ligacdo de CREB fosforilada no hipocampo, mas a administra¢cdo de nicotina sozinha ou a
aprendizagem sozinha ndo tem efeito (Kenney, et al, 2012). Além disso, a ativagdo do CREB
em resposta a vimpocetina ¢ capaz de restaurar a plasticidade neuronal no cortex visual de
furdes, a qual foi comprometida pela exposi¢do precoce ao etanol (Krahe et al., 2009). Tomados
em conjunto, estes resultados sugerem que a activacdo de CREB desempenha um papel crucial
nos efeitos da nicotina e do etanol na atividade dos animais e na aprendizagem dependente do

hipocampo.
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CONCLUSOES

Neste estudo, observamos que a exposi¢ado precoce € concomitante a nicotina e ao etanol
foi responsavel por causar hiperatividade locomotora nos animais adolescentes. Em relacao a
memoria/aprendizado, a exposi¢ao a nicotina e/ou etanol provocaram déficits principalmente
na memodria de curto prazo. Quanto as alteragdes neuroquimicas, a exposi¢cdo ao etanol e
etanol+nicotina durante o periodo perinatal foi capaz de reduzir os niveis de AMPc cortical no
periodo da adolescéncia. Quanto ao GMPc, a reducdo foi evidente no cortex cerebral e
hipocampo dos animais expostos a nicotina e nicotina+etanol.

O tratamento agudo com vimpocetina foi eficiente em mitigar os efeitos das drogas de
abuso. A vimpocetina reduziu a hiperatividade identificada no grupo exposto a nicotina
combinada com etanol. A vimpocetina também foi eficaz em reduzir os déficits de
memoria/aprendizado nos grupos previamente expostos as drogas de abuso durante o
desenvolvimento. Interessantemente, apesar dos efeitos do etanol e da nicotina em separado, o
tratamento agudo dos animais adolescentes com vimpocetina reverteu a reducao nos niveis de
AMPc e GMPc somente nos animais previamente expostos a combinagdo entre as duas drogas
de abuso. De forma semelhante o aumento dos niveis dce pCREB foram mais intensos no grupo
previamente exposto a nicotina+etanol.

Pelos nossos achados, sugerimos que o potencial dos inibidores de PDE, particularmente
importante para este trabalho, a vimpocetina, restaura danos comportamentais provocados pela
exposicao a nicotina, durante todo o periodo gestacional, e etanol, durante o periodo equivalente
ao terceiro trimestre da gestacdo em humanos, em parte através do aumento dos niveis de
AMPc/GMPc no sistema nervoso central e como consequéncia desse aumento, do aumento das
quantidade de CREB e pCREB. Desta forma, o tratamento com vimpocetina aparece como uma
nova perspectiva para novas abordagens de pesquisa e tratamento de alteragdes

comportamentais decorrentes do consumo de nicotina e etanol durante o periodo gestacional.
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