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RESUMO 

 

 

MEDEIROS, Ana Heloisa de. Efeitos da exposição à nicotina e/ou ao etanol durante a 

adolescência: alterações glutamatérgicas e na memória visuoespacial de camundongos. 2012. 

135 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clínica e Experimental) – Faculdade de Ciências 

Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012. 

 

Adolescentes humanos frequentemente associam o fumo do tabaco ao consumo de 

bebidas alcoólicas. A despeito desta associação, pouco se sabe sobre a neurobiologia básica 

da coexposição no cérebro adolescente. No presente estudo, avaliamos os efeitos da 

exposição, que ocorreu do 30º ao 45º dia de vida pós natal (PN30 a PN45), à nicotina e/ou ao 

etanol durante a adolescência (PN38-45) e da retirada (PN50-57) na memória visuoespacial 

através do Labirinto Aquático de Morris (LAM: 6 sessões + 1 prova, 3 tentativas/sessão, 

latência = 2 min), em 4 grupos de camundongos Suíços machos e fêmeas: (1) exposição 

concomitante à NIC [solução de nicotina free base (50 μg/ml) em sacarina a 2% para beber] e 

ETOH [solução de etanol (25%, 2 g/kg) injetada i.p. em dias alternados]; (2) exposição à 

NIC; (3) exposição ao ETOH; (4) veículo (VEH). Uma vez que os resultados 

comportamentais podem sofrer a interferência de alterações motoras, avaliamos (a) a 

atividade locomotora no Teste de Campo Aberto (sessão única, 5 min) e (b) a coordenação e o 

equilíbrio no Teste de Locomoção Forçada sobre Cilindro Giratório (5 tentativas, latência = 2 

min). Para os efeitos da exposição à NIC e/ou ao ETOH na eficiência do transporte de 

aminoácidos excitatórios, avaliamos a captação de [3H] D-aspartato no hipocampo. A 

expressão do transportador glial GLAST/EAAT1 foi avaliada por Western-blot. Durante a 

exposição, animais ETOH e NIC+ETOH apresentaram déficits de memória nas sessões de 

teste e de prova no LAM enquanto, na retirada, os grupos NIC e NIC+ETOH apresentaram 

prejuízos na retenção. Não houve diferenças significativas entre os grupos de tratamento em 

nenhum dos parâmetros testados em ambos os testes motores, tanto na exposição quanto na 

abstinência. Os grupos NIC, ETOH e NIC+ETOH tiveram uma diminuição significativa na 

captação de [3H] D-aspartato ao final do período de exposição, com uma normalização da 

atividade dos EAATs na retirada das drogas. O tratamento com NIC e ETOH reduziu ainda a 

expressão de GLAST/EAAT1 no hipocampo em ambas as idades testadas. O uso de etanol na 

adolescência causa prejuízos à memória de camundongos, com um efeito negativo mais 

acentuado quando associado à nicotina. Contudo, a retirada da nicotina apresentou um efeito 

mandatório nos danos encontrados. Ambas as drogas, isoladamente ou na coexposição, 

alteram os níveis de atividade e expressão dos EAATs, sugerindo que os resultados 

bioquímicos estejam implicados nas alterações comportamentais encontradas. 

 

Palavras-chave: Adolescência. Etanol. Nicotina. Memória. Labirinto Aquático de Morris. 

Transportadores de Aminoácidos Excitatórios. 



ABSTRACT 

 

 

Human adolescents frequently associate tobacco smoke and alcoholic drinks. Despite 

this association, little is known about the basic neurobiology of co-exposure in the adolescent 

brain. In the present study, we assessed the effects of nicotine and/or ethanol exposure 

(postnatal days 30 to 45: PN30-45) during adolescence (PN38-45) and withdrawal (PN50-57) 

on visuospacial memory through the Morris Water Maze (MWM: 6 sessions + 1 probe, 3 

trials/session, latency = 2 min), in four groups of male and female Swiss mice: (1) 

Concomitant NIC [nicotine free base solution (50µg/ml) in 2% saccharin to drink] and ETOH 

[ethanol solution (25%, 2g/kg) i.p. injected every other day] exposure; (2) NIC exposure; (3) 

ETOH exposure; (4) Vehicle (VEH). Once behavioral results can be affected by motor 

disorders, we assessed (a) locomotor activity through the Open field Test (one session, 5 min) 

and (b) coordination and balance through the ROTAROD Test (5 trials, latency = 2 min). To 

investigate the effects of NIC and/or ETOH exposure on the efficiency on excitatory amino 

acid transport, we assessed the [3H] D-aspartate uptake in mice hippocampus. The 

GLAST/EAAT1, a glial transporter, was assessed by Western-blot technique. During 

exposure, ETOH and NIC+ETOH animals showed deficits on memory through the session 

and probe trial in WMW while, during withdrawal, NIC and NIC+ETOH groups showed 

impairments on retention. There were no significant differences between the experimental 

groups in any parameters assessed in both motor tests, either during exposure and withdrawal. 

There was a significant decrease in the [3H] D-aspartate for NIC, ETOH and NIC+ETOH 

groups in the end of exposure, turning to the normal levels of EAATs activity during 

withdrawal. The NIC and ETOH treatment decreased the GLAST/EAAT1 expression on 

hippocampus in all ages tested.  Ethanol use leads to memory impairments in adolescent mice, 

with more preeminent effects when associated to nicotine. However, the nicotine withdrawal 

showed a mandatory effect on memory impairments. Both drugs, singly or in co-exposure, 

alter activity and expression of EAATs, which suggests that biochemical results may be 

associated to the behavioral alterations. 

 

Keywords: Adolescence. Ethanol. Nicotine. Memory. Morris Water Maze. Amino Acid 

Excitatory Transporters. 
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INTRODUÇÃO 

 

Neurotransmissão glutamatérgica  

 

O glutamato é um aminoácido que medeia a maioria das sinapses excitatórias no 

sistema nervoso central (SNC) de mamíferos (Fonnum, 1984; Mayer, 1987): seus níveis 

podem ser até 10.000 vezes mais elevados do que os observados para outros 

neurotransmissores, como a dopamina ou a serotonina (Schousboe, 1981). Os receptores de 

glutamato estão localizados em todos os elementos celulares neuronais, como dendritos, 

terminais axônicos, corpos celulares e terminal pós-sináptico (Lujan et al., 1997), bem como 

nas células gliais (Petralia & Wenthold, 1992). Os neurônios glutamatérgicos são encontrados 

no córtex e em estruturas subcorticais, como hipocampo, núcleo caudato, núcleos talâmicos e 

cerebelo (Paul & Skolnick, 2003). 

O sistema neurotransmissor glutamatérgico está envolvido na formação, 

remodelamento e eliminação de sinapses (McKinney, 2010), migração neuronal (Manent & 

Represa, 2007), proliferação e diferenciação (Schlett, 2006) e morte celular (Vecino et al., 

2004) e assim, na modulação de informações sensoriais, coordenação motora, emoções e 

cognição, incluindo a formação e aquisição de memória, além de dependência e tolerância a 

drogas (Braitenberg & Schüz, 1998; Carobrez, 2003; Nestler et al., 2002; Nascimento et al., 

2006; Paul & Skolnick, 2003). 

A formação do glutamato é um passo do metabolismo da glicose e de aminoácidos, 

sendo sintetizado de duas formas: a partir do α-cetoglutarato do ciclo de Krebs, pela enzima 

desidrogenase do ácido glutâmico ou a partir da glutamina, pela enzima glutaminase ativada 

por fosfato (McKenna, 2007). Como a captação de aminoácidos no cérebro é bem menor que 

de glicose, o grupamento amina do glutamato precisa ser reciclado. Uma importante reserva 

de grupamento amina para a síntese de glutamato é o aspartato, um aminoácido 

estruturalmente semelhante ao glutamato que também atua como neurotransmissor excitatório 

e tem afinidade seletiva pelo receptor glutamatérgico do tipo NMDA (descrito a seguir) 

(Kubrusly et al., 1998). 

Além disso, o glutamato é constituinte de peptídeos e proteínas, como a glutationa, 

que protege as células contra estresse oxidativo (Fonnun, 1984), bem como precursor do ácido 

gama-aminobutírico (GABA), principal neurotransmissor inibitório, em neurônios 

GABAérgicos e da glutamina em células gliais (Fonnun, 1984). No interior das células gliais, 

o glutamato retirado do espaço extracelular reage com amônia para formar glutamina, uma 
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reação importante para a retirada da amônia livre de dentro da célula (Laake et al., 1995). A 

glutamina, que não possui propriedades de neurotransmissor é, então, exportada para o meio 

extracelular e captada por neurônios, onde é reconvertida em glutamato. Esses mecanismos de 

movimentação do glutamato e da glutamina através de neurônios e células gliais são 

chamados de ciclo da glutamina (Van den Berg & Garfinkel, 1971).  

 

Figura 1. Vias de formação e destino do glutamato. Esquema da via glicolítica, ciclo de Krebs e formação de 

glutamato e aspartato, dois aminoácidos excitatórios, formados por vias diferentes. Posteriormente, o destino do 

glutamato é esquematizado nas diversas setas. Modificado de Hassel & Dingledine, 2006. 

 

O glutamato é estocado em vesículas sinápticas. Proteínas especializadas na 

membrana vesicular, chamadas transportadores vesiculares de glutamato (VGLUTs), 

promovem o transporte do tipo antiporte próton/glutamato: a ATPase vesicular dependente de 

H
+
 estabelece um gradiente elétrico de prótons através da membrana vesicular, com gasto de 

ATP, causando acúmulo de prótons no interior da vesícula e gerando o gradiente que 

promoverá a entrada e o acúmulo do glutamato (Moriyama et al., 1990; Tabb et al., 1992; 

Takamori, 2006). O glutamato vesicular é liberado na fenda sináptica através de um 

mecanismo de exocitose dependente de Ca
2+

. As células neuronais, após estimulação, se 

despolarizam gerando um potencial de ação que se propaga por todo axônio até chegar ao 

terminal pré-sináptico, onde existem canais de Ca
2+

 voltagem-dependentes, que se abrem 

devido ao estímulo despolarizante. Esse influxo de Ca
2+

 resultante permite, então, a ligação e 



18 

 

fusão das vesículas contendo o neurotransmissor à membrana plasmática, liberando o 

glutamato para agir em seus receptores (Platt, 2007; Ueda, 1986). 

 

 

Receptores glutamatérgicos  

 

Genericamente, os receptores glutamatérgicos podem ser classificados como 

metabotrópicos, ligados a mecanismos intracelulares de transdução de sinal via segundo 

mensageiro e ionotrópicos, cuja estrutura forma um canal iônico. Os receptores 

metabotrópicos são complexos proteicos que ligam funcionalmente os meios extra e 

intracelulares e, quando ativados, modificam o metabolismo celular através de enzimas, 

incluindo moléculas de sinalização como as proteínas G (Bourne, 1997). Os receptores 

glutamatérgicos metabotrópicos são divididos em grupo I (mGluR1 e mGluR5), grupo II 

(mGluR2 e mGluR3) e grupo III (mGluR4, mGluR6-8) (Swanson et al., 2005) e têm sido 

relacionados ao controle de respostas emotivas, como ansiedade e depressão, assim como à 

atividade locomotora (para revisão: Machado-Vieira et al., 2009). 

Os receptores ionotrópicos são canais catiônicos, formados por múltiplas subunidades 

funcionais, cuja abertura é causada pela ligação de um agonista. Estes receptores possuem três 

classes nomeadas de acordo com seu agonista farmacológico seletivo. São elas do tipo 

NMDA (N-metil-D-aspartato), AMPA (ácido a-amino-3-hidroximetil-4-isoxazolepropionico) e 

KA (cainato). A afinidade pelo glutamato é diferente entre esses receptores, sendo geralmente 

maior nos receptores do tipo NMDA, formados pelas subunidades NR1, NR2A-D e NR3A-B. 

Os receptores AMPA são formados pelas subunidades GluR1-4, enquanto que os receptores 

cainato são formados pelas subunidades GluR5-7, KA1 e KA2 (Hollmann & Heinemann, 

1994; Ozawa et al., 1998; Swanson et al., 2005). A permeabilidade aos íons Ca
2+

, Na
+
 e K

+
 

pode ser modulada pela presença ou não de aminoácidos específicos, que variam de acordo 

com as subunidades, no interior de seus poros (Wollmuth et al., 1996). A abertura do poro e 

subsequente influxo de íons levam a mudanças na polarização da membrana bem como à 

ativação direta de vias de sinalização intracelular (Du et al., 2007). 

A neurotransmissão excitatória rápida é atribuída aos receptores AMPA e KA e os 

canais formados por estes receptores são permeáveis primariamente a íons Na
+
 e K

+
. Os 

receptores NMDA são altamente permeáveis aos íons Ca
2+

 e respondem mais lentamente ao 

glutamato, contribuindo com o componente lento das correntes pós-sinápticas excitatórias. 

Isto porque os receptores NMDA estão normalmente bloqueados por íons Mg
2+

 e não 
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funcionais quando não ligados à glicina, dependendo da excitação repetida das células através 

dos receptores AMPA para se tornarem ativados (Bliss & Collingridge, 1993; Colino & 

Malenka, 1993). A ativação do receptor NMDA leva um aumento rápido da concentração 

pós-sináptica de Ca
2+

 (Bliss & Collingridge, 1993; Izquierdo, 1993, 1994), que estimula o 

canal de liberação de Ca
2+ 

no retículo endoplasmático e amplifica a sinalização (Alford et al., 

1993; Harvey & Collingridge, 1992). 

O influxo de Ca
2+ 

através dos receptores NMDA estimula a atividade de proteínas 

cinase, enzimas reguladoras da fosforilação (Yamauchi, 2005) implicadas na potenciação de 

longa duração (LTP = long-term potentiation), descrita a seguir (Strack et al., 1997; Gardoni 

et al., 2001). As proteínas cinase CaMK (cálcio/calmodulina dependentes) e PKC (Ca
2+ 

dependente) favorecem a fosforilação de diversos tipos de receptores de glutamato ativando-

os (González & Robinson, 2004). A proteína cinase dependente de GMPc (PKG) é necessária 

nos primeiros minutos após a indução de LTP: induz o neurônio pré-sináptico a liberar mais 

glutamato e tem um importante papel funcional no reconhecimento de objetos (Furini, 2009; 

Zin, 2009), enquanto a PKA, dependente de AMPc e ERKs, é crucial na fosforilação de 

fatores de transcrição de DNA presentes no núcleo da célula cerca de 3 a 4h após o indução 

da LTP (Huang et al., 1994). 

No entanto, a superestimulação dos receptores glutamatérgicos, particularmente dos 

receptores NMDA, através de níveis elevados de glutamato no meio extracelular pode levar a 

um quadro de excitoxicidade com consequente morte neuronal. A lesão excitotóxica resulta 

da entrada excessiva de Ca
2+

 e Na
+
 na célula através dos canais iônicos e pela ação 

suplementar da liberação de Ca
2+

 dos reservatórios intracelulares, aumentando sua 

concentração no meio intracelular (Choi, 1987; Wada, 1997). Estes íons Ca
2+

 ativarão 

diversas rotas enzimáticas envolvidas com a morte neuronal, tais como as de lipases, 

proteases, fosfatases, nucleases, óxido nítrico, sintases ou endonucleases (Meldrum, 2000). 

Assim, o glutamato precisa ter sua ação sinalizadora encerrada. 

 

 

Transporte de glutamato  

 

Uma vez que o glutamato não possui uma ezima que a degrade no espaço extracelular, 

a manutenção da concentração do aminoácido na fenda sináptica é feita por transportadores de 

glutamato por meio de captação (Takahashi et al., 1997). A difusão passiva é capaz de 

contribuir para esse processo, mas, principalmente, em sinapses pequenas. Tanto neurônios 

http://en.wikipedia.org/wiki/Long-term_potentiation
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como células gliais expressam transportadores de glutamato e sua inibição leva a um aumento 

da concentração extracelular de glutamato, que pode desencadear excitoxicidade e morte 

neuronal (Choi, 1992; Jabaudon et al., 1999; Danbolt, 2001). Algumas dessas proteínas 

capazes de transportar glutamato, presentes tanto em glia quanto em neurônios, estão 

presentes na membrana citoplasmática e intracelularmente (Danbolt, 2001; Hassel & 

Dingledine, 2006). 

O transporte de baixa afinidade é sensível a D-Glutamato e a L-homocisteína e é 

independente de Na
+
 (Benjamin & Quastel, 1976; Cox et al., 1977). Aparentemente, esse 

processo ocorre para suprir as necessidades metabólicas das células, mas ainda é pouco 

caracterizado. O principal sistema independente de Na
+
 conhecido é o trocador glutamato-

cistina, a forma oxidada de cisteína (Bannai & Kitamura, 1980, 1981; Cho & Bannai, 1990). 

Esse transporte utiliza o gradiente de glutamato através da membrana como força motriz para 

importação de cistina, que é utilizada na formação de glutationa reduzida (Cooper & Kristal, 

1997;  Dringen, 2000). A elevação da concentração extracelular de glutamato inibe a captação 

de cistina e pode ser um dos fatores que contribuem para o estresse oxidativo em situações 

que levam a um aumento de glutamato exógeno (Cho & Bannai, 1990; Murphy et al., 1989 e 

1990). 

Os transportadores de alta afinidade são chamados de transportadores de aminoácidos 

excitatórios (EAATs), promovem tanto o transporte de L- e D-glutamato quanto de L- e D-

aspartato (Kubrusly et al., 1998), são dependentes de Na
+ 

e sensíveis à temperatura (para 

revisão, ver Danbolt, 2001). A captação é acoplada ao transporte de Na
+
 e K

+
: o transporte de 

uma molécula de glutamato para dentro da célula é vinculado à entrada de três íons Na
+
 e um 

H
+
 e à saída de um íon K+ (Nedergaard et al., 2002). O processo de transporte é reversível em 

qualquer etapa e pode acontecer em todas as direções (Kanner & Marva, 1982). 

As cinco isoformas conhecidas até o momento: GLAST (glutamate-aspartate 

transporter), encontrado em roedores e análogo ao EAAT1 de humanos (Storck et al., 1992) e 

GLT-1 (glutamate transporter), em camundongos, análogo ao EAAT2 de humanos (Pines et 

al., 1992), ambos encontrados em astrócitos associados a contatos excitatórios. O 

transportador mais amplamente distribuído no cérebro é o EAAC1 (excitatory amino acid 

carrier) (ratos) / EAAT3 (humanos). Encontrado em regiões não-sinápticas, inicialmente, 

assumia-se que era restrito a neurônios (Kanai & Hediger, 1992), no entanto, estudos 

posteriores demonstraram a presença deste transportador em astrócitos corticais e subcorticais 

(Conti et al., 1998) bem como em oligodendrócitos em diferentes regiões subcorticais 

(Domercq & Matute, 1999; Domercq et al., 1999; Kugler & Schmitt, 1999). Além destes, há 
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ainda o EAAT4, expresso seletivamente nas células GABAérgicas, como nas células de 

Purkinje (Fairman et al., 1995) e o transportador EAAT5, dependente de Cl
-
 (Danbolt, 2001), 

localizado nos neurônios da retina (Anderson et al., 2001; Arriza et al., 1997). 

Os transportadores de aminoácidos excitatórios influenciam a ativação dos receptores 

glutamatérgicos NMDA e também podem estar implicados na modulação da plasticidade 

sináptica (Brasnjo & Otis, 2001; Huang & Bergles, 2004). Estudos feitos com camundongos 

knockout para os genes de EAATs demonstraram um aumento de morte por epilepsia 

espontânea, maior susceptibilidade à lesão cortical aguda e falha na realização de tarefas 

simples (Amara & Fontana, 2002). Além disso, alterações na expressão dos transportadores 

EAAT3/EAAC1 (Levenson et al., 2001) e GLT-1/EAAT2 (Katagiri et al., 2001) afetam 

mecanismos celulares de formação de memória. 

 

 

Hipocampo e Memória 

 

Memória é o processo pelo qual o conhecimento é codificado, armazenado e 

posteriormente recuperado (Kandel, 2000). A memória também é definida como sendo uma 

fase da aprendizagem, que, por sua vez, é dividida em três etapas: (1) aquisição; (2) retenção 

por um dado período de tempo e (3) recordação (Sargent & Stafford, 1965). Ou ainda, 

memória significa aquisição (aprendizagem), formação, conservação e evocação 

(recuperação, recordação) de informações (Izquierdo, 2011). 

A memória pode ser classificada levando em consideração o seu conteúdo: sendo ela 

explícita/declarativa, quando relacionada a fatos e eventos autobiográficos (memória 

episódica) ou a conhecimentos gerais (memória semântica) ou implícita/não-declarativa 

quando relacionada a habilidades sensoriomotoras (memória de procedimentos ou procedual). 

Outra classificação leva em consideração o tempo em que as informações ficam disponíveis: 

pode durar de poucos segundos a breves minutos (memória de trabalho), horas (memória de 

curta duração), pode durar dias, meses, anos (memória de longa duração) ou mesmo décadas 

(memória remota) (Izquierdo, 2011; Kandel, 2000). 

O mapeamento anatômico e funcional da memória foi proposto para os diferentes tipos 

de memória, como para a memória declarativa (Squire, 1992; Eichenbaum & Cohen, 2001), a 

memória episódica (Tulving, 1983; Mishkin et al., 1997; Morris & Frey, 1997; Vargha-

Khadem et al., 1997; Aggleton & Brown, 1999) e a função espacial e cognitiva (O’Keefe & 

Nadel, 1978; Gaffan, 2001). Fundamentalmente, os processos mnemônicos dependem da 
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integração de estruturas neurais (córtices cerebrais, estruturas hipocampais, amígdala, 

hipotálamo, estruturas mesencefálicas, entre outras), cada qual especializada em um ou mais 

tipos de memória. Pertencente ao sistema límbico, dentre outras funções, como a resposta ao 

estresse (Lathe, 2001), o hipocampo desempenha importante papel na consolidação da 

memória de curto e longo-prazo e na orientação espacial (Altman, 1962; Bliss & Collingridge, 

1993; Morris et al., 1986; O'Keefe & Dostrovsky, 1971; Riedel & Micheau, 2001) de forma 

que a plasticidade sináptica nesta região tem sido amplamente estudada. 

A formação hipocampal é uma estrutura cerebral bilateral e simétrica, composta de 

substância cinzenta, localizada em toda extensão do assoalho do corno do ventrículo lateral no 

lobo temporal medial, como pode ser visto na Figura 2 a seguir (Machado, 2006) e 

compreende quatro regiões corticais: o giro denteado, o hipocampo propriamente dito, o 

complexo subicular e o córtex entorrinal. O giro dentado é dividido nas camadas molecular 

(contínua ao hipocampo propriamente dito), granulosa (formada por neurônios ovais / 

esféricos densamente compactados, chamados de células granulosas) e polimórfica, por onde 

passam os axônios das células granulosas terminando nos dendritos das células piramidais no 

hipocampo, enquanto o hipocampo propriamente dito é dividido nos subcampos CA1, CA2 e 

CA3 (Amaral & Lavenex, 2007). 

Os circuitos anatômicos da formação hipocampal incluem: aferências do córtex 

entorrinal para o giro dentado (via perfurante); das células granulares do giro denteado 

projetando, através das fibras musgosas, para a região hilar e subcampo CA3; projeções de 

CA3 para a região CA1; de CA1 de volta ao córtex entorrinal. Das células piramidais de CA1 

emergem colaterais axônicos que terminam em neurônios de CA3 vias conexões de 

associação e também proporcionam a maior aferência para os neurônios piramidais de CA1 

(via colateral de Schaffer) (Leite & Cavalheiro, 1998; Best, 1990), como esquematizado na 

Figura 2 abaixo. 
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Figura 2A. O hipocampo anatomicamente posicionado em relação ao cérebro (Disponível em: 

http://profmjvasconcelos.blogspot.com/2010/05/sesta-ajuda-memoria-recuperar.html). Figura 2B. O hipocampo 

representado esquematicamente em corte coronal. Regiões CA1 e CA3 do hipocampo, DG = giro denteado, sc = 

via colateral de Schaffer, EC = córtex entorrinal, mf = fibras musgosas, pp = via perfurante. Os triângulos 

representam os neurônios piramidais e os círculos, os neurônios ovais ou esféricos. (Disponível em: 

http://www.dei.brain.riken.jp/brainbox/uploads/images/hipp0-regions.jpg). 

 

 

Tem sido proposto que a neurogênese hipocampal, que ocorre majoritariamente no 

início do desenvolvimento e estende-se até o envelhecimento, se dá na zona subgranular do 

giro dentado (Altman, 1962; Eriksson et al., 1998; Gross, 2000). As células recém-formadas 

migram para a camada granulosa e diferenciam-se em células gliais ou neurônios, estes 

últimos enviam seus axônios para fora dessa camada em direção às fibras musgosas seguindo 

para a região CA3 e os dendritos seguem para a camada molecular (Hastings & Gould, 1999; 

Markakis & Gage, 1999; Stanfield & Trice, 1988; Van Praag, 2002). A neurogênese 

hipocampal é uma forma de se adaptar a novas e mais complexas situações (Kempermann, 

2002), desempenhando um papel importante na formação de memória mediada pelo 

hipocampo (Shors et al., 2001, Van Praag et al., 1999). 

Por sua vez, a neuroplasticidade é uma resposta fisiológica do sistema nervoso a 

estímulos endócrinos, ambientais, lesões ou drogas, que se dá através de alterações funcionais 

e/ou morfológicas nos neurônios (Ferrari et al., 2001; Maren & Baudry, 1995). Dentre os 

modelos de plasticidade neural – regeneração, plasticidade axônica, dendrítica, somática e 

sináptica (Oda et al., 2002), destacamos a potenciação e a depressão de longa duração (LTP = 

long-term potentiation e LTD = long-term depression, respectivamente). Os mecanismos 

celulares de LTP e LTD implicam, respectivamente, no aumento e na diminuição da eficácia 

de transmissão sináptica (Malenka & Nicoll, 1999) como forma de as redes neurais se 

adaptarem às suas atividades (Bliss & Lomo, 1973). 

Funcionalmente, a LTP é um modelo celular de formação de memória (Morris et al., 

1986; Bliss & Collingridge, 1993) que se dá, como descrito anteriormente, através da ativação 
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de receptores NMDA (Hirsch & Crepel, 1992; Law-Tho et al., 1995; Otani et al., 1998). De 

fato, a LTP apresenta propriedades relacionadas à memória, como a indução rápida 

(aquisição), uma grande labilidade no período pós-indução precoce (consolidação), mantém-

se por longos períodos mesmo na ausência de estimulação e responde rapidamente quando há 

reexposição ao estímulo original (Baudry & Massicotte, 1992; Bliss & Coolingridge, 1993; 

Izquierdo, 1994; Reyymann, 1993). 

Apontada como um substrato celular de memória no hipocampo (Adriani et al., 2004; 

Bortolotto et al., 1999, Hebb, 1949), a LTP já foi descrita no giro denteado (Bliss & 

Collingridge, 1993) e na subregião CA1 do hipocampo (Andersen et al., 1977; Reymann & 

Frey, 2007) – regiões largamente estudadas na tentativa de se compreender os mecanismos de 

formação de memória no hipocampo (Adriani et al., 2004; Bortolotto et al., 1999; Gruart et 

al., 2007; Hebb, 1949; Izquierdo et al., 2006; Izquierdo & Medina, 1997; Morris, 2003; 

Morris et al., 1986; Reymann et al., 1988), particularmente, da memória visuoespacial (Morris 

et al., 1986; 2003; Martin et al., 2000; Morris, 2003). De fato, a LTP apresenta elementos 

moleculares e mecanismos importantes à formação da memória visuoespacial (Lynch, 2004). 

Em humanos, a habilidade visuoespacial diz respeito à capacidade de produzir, 

registrar, recordar e transformar imagens e/ou sensações visuais (Primi, 2003; Schelini, 2006). 

Tal habilidade pode ser aferida tanto por tarefas que envolvam a percepção e a transformação 

de formas e figuras (por exemplo, manipular mentalmente as características físicas dos 

estímulos, tais como a forma, a cor e o movimento) como por também pela manutenção da 

orientação espacial relativa a objetos, que envolve visualização, estabelecimento de relações 

espaciais e memória visual (McGrew, 2009). Inúmeros estudos em roedores têm avaliado a 

memória visuoespacial através de diferentes testes de labirinto. O labirinto aquático de Morris 

(Morris et al., 1984) vem sendo largamente utilizado ao longo das últimas três décadas 

(Filgueiras et al., 2010; Grant et al., 1992; Scerri et al., 2006; Whishaw et al., 1987) como 

uma importante ferramenta para melhor compreensão dos mecanismos bioquímicos e 

estruturais (Burwell et al., 2004; Cain et al., 2006; Dash et al., 2004; Harker & Whishaw, 

2004) envolvidos neste comportamento. No entanto, ainda são muitas as questões não 

respondidas relativas às alterações neurobiológicas no hipocampo ao longo do 

desenvolvimento. 

 

 

 

 



25 

 

Adolescência – aspectos neurobiológicos e comportamentais 

 

A adolescência, descrita como a transição entre a infância e a idade adulta (Spear, 

2000), é um período crítico do desenvolvimento comum a humanos e mamíferos de outras 

espécies, como roedores (Adriani, 2002, 2004). Além do ganho de massa e altura puberais e a 

maturação sexual (para revisão: Terasawa & Fernandez, 2010), na adolescência ocorrem 

alterações comportamentais (Andersen, 2003; Arnett, 1999; Doremus et al., 2003, Volkow & 

Li, 2005), endócrinas (Grumbach, 1975; Spear, 2002) e neurobiológicas (Plant & Barker-

Gibb, 2004) marcantes que são determinantes para a vida adulta. 

Cronologicamente, não se pode definir com precisão o começo e o término da 

adolescência. Esta janela do desenvolvimento varia consideravelmente (Dubas, 1991), de 

modo que tal critério, isoladamente, é impreciso e insuficiente. Em humanos, de acordo com a 

Organização Mundial da Saúde, este processo pode compreender quase toda a segunda década 

de vida (OMS, 1975), mais particularmente, o período entre os 12 e os 18 anos de idade 

(Estatuto da Criança e do Adolescente – ECA, 1990; Spear, 2000). O período de idade em 

torno da adolescência é denominado periadolescência (Spear & Brake, 1983). Há ainda a 

descrição de uma adolescência tardia, que se estende aos 25 anos de idade (Baumrind, 1987). 

Em macacos, a adolescência ocorre entre o 24° e o 48° meses de vida (Lewis, 1997; Rowell, 

1977). Em camundongos, a adolescência também pode ser dividida em fases: precoce [dia 

pós-natal (PN) 24 a 35], média (PN 37 a 48) e tardia (PN 50 a 61) (Adriani et al., 2002), 

contudo, alguns autores consideram que a adolescência ocorre propriamente entre PN28 e 

PN42 (Spear, 2000) e que, em PN56, o animal se encontra na fase adulta jovem (Andersen, 

2003; Spear, 2000). Outros grupos de pesquisa consideram o período de PN30 a PN45 

(Abreu-Villaca et al., 2006, 2007; Oliveira-da-Silva et al., 2010; Ribeiro-Carvalho et al., 

2009; Slotkin & Seidler, 2009). 

O desenvolvimento do SNC, que se inicia no período pré-natal, estende-se até a 

adolescência e somente estabiliza na idade adulta (Spear, 2000). Na adolescência, ocorre um 

intenso rearranjo sináptico, que se dá por meio de proliferação neuronal e apoptose, em 

diversas regiões cerebrais (Altman & Bayer, 1990; Bayer, 1983; Bayer et al., 1982; Hodges et 

al., 1991; Hogg, 1996; Huttenlocher, 1990; McWilliams & Lynch, 1983; Spear, 2000). De 

fato, o processo de maturação neuronal em adolescentes humanos é não-linear e heterogêneo. 

O volume da substância cinzenta, em crescimento até a periadolescência, diminui entre a 

puberdade e a fase adulta jovem (Giedd et al., 1996; Pfefferbaum et al., 1994; Sowell et al., 

1999) e sua maturação se inicia nas áreas sensório-motoras primárias para, então, estender-se 
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aos córtices frontal, parietal e occipital e por último, ao córtex temporal (Gogtay et al., 2004). 

Contudo, as diferenças mais marcantes entre o desenvolvimento cortical de adolescentes e 

adultos são encontradas no lobo frontal, onde há um declínio considerável no volume do 

córtex pré-frontal (CPF) tanto em humanos (Huttenlocher, 1979; Sowell et al., 1999, 2001b) 

quanto em primatas não-humanos (Bourgeois et al., 1994; Anderson et al., 1995) ou em 

roedores (Van Eden et al., 1985; Markham et al., 2007). 

Dentre as reorganizações sinápticas ocorridas no CPF, as projeções dopaminérgicas, 

que se desenvolvem até a idade adulta jovem, com níveis mais altos de dopamina nesta região 

durante a adolescência também em primatas não-humanos (Rosenberg & Lewis, 1994) e ratos 

(Kalsbeek et al., 1988) têm particular relevância, uma vez que as sensações de prazer 

decorrentes do consumo de drogas, que podem implicar em dependência, são, 

fundamentalmente, promovidas pela via dopaminérgica mesocorticolímbica (Berke & 

Hyman, 2000; Di Chiara et al., 2004; Everitt & Wolf, 2002; Hyman & Malenka, 2001; Koob 

& Le Moal, 2001). Além disso, outras estruturas do sistema límbico, como a amígdala, o 

núcleo acumbens, o hipotálamo e o hipocampo, envolvidas nas respostas emocionais, 

cognitivas e diretamente implicadas nos mecanismos de abuso e dependência de drogas 

(Koob, 1992), encontram-se em intensa reorganização durante a adolescência (Crews et al., 

2007), quando há um incremento dos níveis de receptores dopaminérgicos no corpo estriado 

(Teicher et al., 1995), bem como um aumento drástico dos níveis de dopamina no núcleo 

acumbens durante a adolescência (Blum et al., 1990). 

Em oposição ao aumento dos impulsos dopaminérgicos, serotoninérgicos (Kalsbeek et 

al., 1988 tem no texto 1998; Rosenberg & Lewis, 1994), gabaérgicos (Blum et al., 2000) e de 

neurônios colinérgicos em ratos (Gould et al., 1991) e em humanos (Kostovic, 1990), há uma 

diminuição significativa de conexões glutamatérgicas no CPF tanto em humanos quanto em 

primatas não-humanos (Huttenlocher, 1984; Zecevic et al., 1989). De fato, a maturação do 

principal sistema neuroexcitatório do SNC, com um importante papel na resposta a 

psicoestimulantes e fundamental para os processos de aprendizagem e memória (Trujillo & 

Akil, 1995), também é consolidada durante a periadolescência (McDonald et al., 1990). Em 

roedores, os receptores ionotrópicos glutamatérgicos do tipo NMDA atingem seu pico no 

início da adolescência seguido de um declínio significativo de ⅓ destas conexões até a idade 

adulta (Insel et al., 1990; Guilarte, 1998). No núcleo acumbens, há uma perda dos inputs 

excitatórios glutamatérgicos (Frantz & Van Hartesveldt, 1999a) com redução dos receptores 

NMDA nesta região durante a adolescência (Frantz and Van Hartesveldt, 1999b). 
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Outras regiões cerebrais, como hipotálamo e hipocampo de roedores (Dumas & 

Foster, 1998; Wolfer & Lipp, 1995) e humanos (Benes, 1989), também evidenciam o 

processo de maturação glutamatérgica. No hipotálamo de ratos, a atividade da glutamina é 

maior após a puberdade que no período pré-púbere, refletindo um aumento da sinalização 

glutamatérgica em neurônios que regulam o hormônio liberador de gonadotrofina, 

imprescindível à maturação dos caracteres sexuais secundários (Bourguignon et al., 2000). No 

hipocampo, ocorre ainda exuberante neurogênese e um aumento da densidade dendrítica no 

período pré-púbere que em adulto (He & Crews, 2007; Swann et al., 1999; Yildirim et al., 

2008), com um aumento sexo-dependente do volume hipocampal durante o processo de 

maturação (Durston et al., 2001; Koshibu et al., 2004; Yildirim et al., 2008). 

De fato, mudanças estruturais em regiões implicadas em habilidades cognitivas podem 

estar correlacionadas ao desempenho deste tipo de tarefa (Casey et al., 2000; Gogtay et al., 

2004; Luna et al., 2001; Sowell et al., 2001a). Humanos e macacos pré-púberes não alcançam 

o mesmo nível de desempenho de indivíduos adultos em tarefas CPF-dependentes, como a 

resposta a tarefas que exijam atenção seletiva (Levin et al., 1991; Casey et al., 2000). O 

mesmo se aplica a ratos (Altemus & Almli, 1997), cujas diferenças sexo-dependentes nas 

habilidades cognitivas emergem na puberdade (Kanit et al., 2000). Igualmente, para tarefas de 

aprendizado e memória hipocampo-dependentes, o desempenho de adolescentes e adultos é 

diferenciado: embora ratos pré-púberes pareçam desempenhar tais tarefas como um adulto 

jovem (Vorhees et al., 2005), despendem um tempo maior para executá-las (Brown et al., 

2005), bem como as diferenças sexo-relacionadas em tarefas visuo-espaciais também são 

evidenciadas na puberdade (Kanit et al., 2000). De fato, o adolescente difere 

neurobiologicamente de um adulto de tal forma que seu cérebro realiza tarefas com mais 

dificuldades que o cérebro adulto (Luna et al., 2001). Assim, pode-se supor que o cérebro do 

adolescente seja ainda mais vulnerável a efeitos deletérios de agentes externos como as drogas 

de abuso, quando comparado a outros períodos do desenvolvimento. 

Na adolescência, humanos e animais de várias espécies exibem um comportamento 

característico que os difere de indivíduos em outras fases do desenvolvimento (Spear, 2000). 

Roedores adolescentes exibem um aumento da busca por novidades (Adriani et al., 1998; 

Spear et al., 1980; Spear, 2000) e por situações de risco (Macri et al., 2002), bem como uma 

redução da resposta ao stress (Adriani & Laviola, 2000). Em roedores e primatas não-

humanos, as mudanças comportamentais da adolescência incluem ainda um aumento da 

interação social com outros animais (Primus & Kellogg, 1989; Spear, 2000). 
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Na espécie humana, o adolescente depara com questões cruciais em sua vida 

relacionadas à formação da individualidade e da identidade adulta, como a autonomia 

ideológica e emocional da família (Spear, 2002) e a emancipação financeira (Organização 

Panamericana da Saúde, 2000). Também é nesta fase que o jovem passa por mudanças 

psicológicas profundas (Ernst et al., 2006) e inicia o processo de formação de grupos de pares, 

com os quais mantêm forte ligação (Spear, 2000), o exercício da sexualidade (Spinardi et al., 

2008) e apresenta por comportamento característico a impulsividade, a labilidade emocional 

(Andersen, 2003; Teicher et al., 2003; Volkow & Li, 2005; Wallace et al., 2003), a intensa 

busca por novidades e comportamentos de risco (Spear et al., 1980; Spear, 2000). Diante 

deste contexto, em busca de novas formas de prazer e de aceitação pelo grupo (Bortoluzzi et 

al., 2008), o adolescente traz consigo uma maior suscetibilidade à experimentação (Abreu-

Villaça et al., 2006; Bardo & Dwoskin, 2004) e ao uso abusivo de drogas (Andersen, 2003; 

Volkow & Li, 2005). 

 

 

O consumo de drogas na adolescência 

 

O uso de drogas de abuso frequentemente se inicia na adolescência (Elders et al., 

1994; Johnston et al., 2001; Pierce & Gilpin, 1996). Jovens que observam amigos e parceiros 

durante o ato de fumar associam o cigarro à sensação de prazer, relaxamento e bem-estar, o 

que reforça seu desejo de experimentar a droga e contribui para aderirem ao hábito mais 

precocemente (Unger & Chen, 1999). O mesmo acontece em relação à bebida alcoólica 

(Mallett et al., 2006). Além disso, a desinibição promovida pelo álcool facilita a interação 

social entre jovens e é um grande encorajador para o consumo (Hunt et al., 2001; Varlinskaya 

et al., 2001; Varlinskaya & Spear, 2002). Há ainda uma pressão por parte dos grupos de pares 

que consomem bebida alcoólica e tabaco para que o adolescente experimente as drogas, 

contribuindo significativamente para que se torne usuário (Bobo & Husten, 2000; Little, 

2000; Mallett et al., 2006). 

Estudos mostram que o uso de substâncias psicoativas antes dos 15 anos de idade está 

fortemente associado ao desenvolvimento do abuso de tabaco, álcool e outras drogas na idade 

adulta (CDC, 2007; Grant, 1998a, b; Jaffe, 1995). Não obstante, o adolescente apresenta um 

perfil peculiar de consumo, sendo um poliusuário de drogas (Lucas, 2006; Pillon et al., 2005). 

Particularmente, o cigarro de tabaco e a bebida alcoólica são as substâncias psicoativas mais 
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utilizadas entre jovens (Galduróz et al., 2004; Johnston et al., 2001), com uma forte 

associação entre estas drogas na adolescência (CDC, 2007; Schmid et al., 2007). 

O uso precoce de bebidas alcoólicas aumenta o consumo abusivo e prediz a 

dependência ao longo da vida (Grant, 1998a, b) de tal forma que seu consumo é contra-

indicado até os 17-18 anos de idade (Hawkins et al., 1997). Entretanto, a média de idade para 

início do uso regular de bebidas é cada vez mais precoce (Laranjeira et al., 2007). Um estudo 

com jovens australianos mostra que a idade média para início do consumo é de 13,6 anos e 

que, em famílias cujos pais introduzem os filhos ao uso de álcool, a média cai para 12,8 anos 

(Copeland et al., 2005). Nos EUA, os jovens iniciam o uso de bebidas aos 13,1 anos de idade 

(United States Department of Health and Human Services – USDHHS, 1998) e cerca de 10,8 

milhões de jovens norte-americanos com idade entre 12 e 20 anos relatam consumo de 

bebidas alcoólicas (USDHHS, 2004). Na Europa, o número de jovens com 13 anos de idade 

que já consumiu álcool pode chegar a 38% (Jernigan, 2001). No Brasil, a exposição a esta 

droga tem ocorrido ainda mais cedo: jovens entre 10 e 12 anos de idade já experimentam 

álcool e em média, aos 14,6 anos, um grande número de jovens já faz uso regular de bebida 

alcoólica (Laranjeira et al., 2007). 

Situação igualmente alarmante se dá em relação ao consumo de tabaco por 

adolescentes: um estudo realizado em 2007 nos EUA mostra que o uso de cigarros de tabaco 

tem sido cada vez mais precoce, com seu início anterior ao ingresso no ensino médio: 50% 

dos estudantes deste segmento escolar já tinham experimentado cigarros. Em 2007, mais de 

25% dos jovens com idade igual ou superior a 12 anos eram fumantes regulares, 

representando cerca de 71 milhões de jovens norte-americanos. Dentre todos os jovens que 

participaram deste estudo, 61% tentaram parar de fumar, mas apenas 12% obtiveram sucesso 

(CDC, 2007). No Brasil, o cigarro é a segunda droga mais consumida por adolescentes (Pinto 

& Ribeiro, 2007). Um estudo realizado pelo Instituto Nacional do Câncer (INCA, 2004) com 

estudantes entre 13 e 15 anos de idade revela que ⅓ experimentam cigarros de tabaco antes 

dos 12 anos e 75% dos adolescentes entrevistados têm livre acesso à droga. 

Mais de 90% dos fumantes iniciam o hábito durante a adolescência (Chen & Millar, 

1998; Pierce & Gilpin, 1996) sendo que ¾ destes adolescentes serão fumantes diários quando 

atingirem a idade adulta (National Institute on Drug Abuse, 1998; Nelson et al., 1995), além 

de sofrerem outros efeitos psicossociais deletérios. Infelizmente, apenas 3% dos adolescentes 

que fazem uso de cigarros acreditam que serão fumantes regulares em pouco tempo, quando, 

na realidade, a maior parte dos jovens que fuma regularmente já é vítima da adição à nicotina 

e apresenta sintomas de abstinência tal como os relatados por adultos (CDC, 2007). 
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Nicotina 

 

O cigarro surgiu apenas no final do século XIX (Rosemberg, 2004) e rapidamente 

superou as demais formas de consumo de tabaco (Philip Morris, 2009). No entanto, a 

polêmica acerca do consumo é antiga: a primeira campanha governamental antitabaco ocorreu 

no início do século XVII e embora a questão do vício também já fosse abordada, apenas a 

partir da 2ª metade do século XX surgiram os primeiros relatórios médicos que reconheciam 

os prejuízos à saúde do fumante ativo e do fumante passivo e a dependência à nicotina 

causada pelo cigarro (Philip Morris, 2009; Souza Cruz, 2009). 

Atualmente, há mais de 1 bilhão de fumantes no mundo, com 80% da população 

tabagista vivendo em países em desenvolvimento – cerca de 25 milhões destes fumantes estão 

no Brasil. Quanto aos fumantes passivos, este número duplica. Estima-se que 20 bilhões de 

cigarros sejam fumados diariamente no mundo, com um consumo de 200 toneladas de 

nicotina por dia (Rosemberg, 2004). A dependência é estabelecida quando o indivíduo 

mantém-se fumando a despeito dos malefícios provocados pelo hábito de fumar (American 

Psychiatric Association, 1994). Além da dependência, incluída na Classificação Internacional 

de Doenças da OMS (1993), o cigarro pode causar muitos outros graves prejuízos à saúde, 

como neoplasias e doenças respiratórias crônicas, e ainda ser um dos grandes fatores de risco 

das doenças coronarianas e acidentes vasculares cerebrais. Há ainda outras patologias 

relacionadas ao tabagismo, como a osteoporose e a impotência sexual masculina, com uma 

maior prevalência em fumantes (Ministério da Saúde – INCA, 2003). Anualmente, morrem 

cerca de 3 milhões de pessoas vítimas do tabaco. Se tal tendência se mantiver, a OMS estima 

que o número de morte/ano devido à exposição ao tabaco chegue aos 10 milhões nos 

próximos 30 anos. No Brasil, o cigarro mata precocemente cerca de 8 brasileiros/hora 

(Rosemberg, 2004). 

Há cerca de 4.500 substâncias presentes no cigarro, várias delas tóxicas e/ou aditivas 

(Rosemberg, 2004). Assim, mesmo um baixo consumo de cigarros (até 4 por dia) pode levar a 

graves problemas de saúde e aumentar as chances de morte precoce (CDC, 2007). Dentre 

estas sustâncias, a nicotina é considerada a principal substância neuroativa e apontada como 

responsável pela adição ao tabaco em todas as suas formas (Royal College of Physicians, 

2000). Com isso, em poucos dias de fumo ocasional, o adolescente já pode apresentar 

sintomas de dependência (DiFranza et al., 2000; O'Loughlin et al., 2002) de tal forma que o 

tabagismo é considerado doença pediátrica provocada pela nicotina (Taioli e Wynder, 1991). 
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A nicotina, uma amina terciária volátil, é liberada na queima do cigarro e absorvida 

pelos pulmões. Com uma rápida difusão pela barreira hematoencefálica (Buisson & Bertrand, 

2001), a nicotina atinge o cérebro em segundos (Benowitz, 1988) e seus efeitos no SNC e 

demais sistemas dependem da dose e da frequência utilizadas (Henningfield & Keenan, 

1993). O pico plasmático desta substância é atingido em 5 minutos e declina rapidamente, em 

apenas 12 minutos (Benowitz, 1988). Com uma meia-vida de aproximadamente 2 horas em 

seres humanos, apenas 5% da nicotina são excretados em sua forma original pelos rins: sua 

metabolização ocorre majoritariamente no fígado (USDHHS, 1988). A cotinina, seu 

metabólito principal na maioria dos mamíferos, incluindo humanos e roedores (Hukkanen et 

al., 2005), vem sendo largamente utilizada como um marcador da exposição ativa ou passiva à 

nicotina (Blackford et al., 2006; Zevin et al., 2000) por ter uma maior meia-vida (20 horas) e 

por ser suficientemente sensível para detecção em fluídos corporais – usualmente, sangue, 

urina e saliva (Binnie et al., 2004; Vine et al., 1993; Poppe et al., 1995). A enzima CYP2A6 

do citocromo P450 tem sido demonstrada como a enzima primariamente responsável pelo 

metabolismo da nicotina em humanos (Hukkanen et al., 2005). 

 

 

Aspectos neurobiológicos da nicotina 

 

A nicotina é um estimulante leve do SNC. Inicialmente, promove alterações de humor, 

tontura e náusea, com uma diminuição progressiva da percepção destes sintomas com a 

persistência do consumo, o que constitui o quadro de tolerância à droga e permite o aumento 

na frequência do uso do cigarro (Rosemberg, 2004). A nicotina promove ainda um discreto 

aumento do estado de alerta e diminuição do apetite (Heishman et al., 1993; Haxby, 1995) e a 

manutenção das concentrações plasmáticas de nicotina faz-se necessária para que o fumante 

não sofra os sintomas de abstinência da droga, dentre eles diminuição da concentração 

(Jacobsen et al., 2005), irritabilidade, ansiedade, cefaléia, alterações de humor e aumento do 

apetite (CDC, 2007). Desta forma, 50% dos jovens fumantes desejam parar de fumar sem 

sucesso (OMS, 2002c). 

Estudos em animais têm mostrado que a nicotina atua centralmente através de 

receptores nicotínicos colinérgicos (nAChRs), amplamente distribuídos no SNC (Buisson & 

Bertrand, 2001; Domino, 1998; Wang & Sun, 2005), dada sua semelhança estrutural à 

acetilcolina (Balfour, 1982). Desta forma, os receptores nicotínicos atuam como mediadores 

primários dos efeitos desta droga no cérebro (Abreu-Villaça et al., 2003a, 2004; Falk et al., 
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2006; Wonnacott, 1997). A nicotina ativa os nAChRs, localizados no córtex cerebral, 

cerebelo, em algumas estruturas mesencefálicas, hipocampo e outras regiões (Domino, 1998; 

Wang & Sun, 2005). 

A nicotina atua como um modulador de outros sistemas neurotransmissores (Aramakis 

& Metherate, 1998; Chiodini et al., 1999; Levin & Simon, 1998; Miledi, 1980; Wonnacott, 

1997; Yin & French, 2000). A ativação dos nAChRs medeia uma liberação adicional de 

dopamina em regiões mesencefálicas (Dani & De Biasi, 2001; Lajtha, 2008; Wonnacott et al., 

2000; Zhou et al., 2001), bem como no córtex pré-frontal (Tsukada et al., 2005), áreas 

diretamente envolvidas com mecanismos de recompensa e reforço (Lebargy, 2003) e 

fundamentais na promoção do mecanismo de adição tanto pela nicotina como por outras 

drogas de abuso (Balfour et al., 2000; Janhunen & Ahtee, et al., 2007). Tal estimulação pré-

sináptica de nAChRs aumenta ainda a liberação de outros neurotransmissores no hipocampo 

de ratos, como a própria acetilcolina (Araujo et al., 1988; Toide & Arima, 1989; Wilkie et al., 

1996), noradrenalina  (Clarke  &  Reuben,  1996;  Sacaan  et  al., 1996; Sershen et al., 1997), 

GABA (Alkondon et al., 1997, 1999) e serotonina  (Rao  et  al.,  2003;  Kenny  et  al., 2000). 

O uso de nicotina na adolescência leva a um desenvolvimento subsequente de depressão e 

transtornos do sono (Fergusson et al., 1998; Trauth et al., 2000) causado por alterações da 

função serotoninérgica (Maes et al., 1995), dentre elas, uma redução de transportadores de 

serotonina, o que pode refletir uma perda de terminais nervosos ou alternativamente, uma 

supressão da expressão de um transportador específico em períodos críticos do 

desenvolvimento no sistema serotoninérgico (Xu et al., 2001). 

Além disso, a nicotina afeta os mecanismos de atenção, aprendizagem e memória 

hipocampais através da modulação sináptica excitatória nesta região – a nicotina promove um 

aumento da transmissão glutamatérgica (McGehee et al., 1995; Gray et al., 1996) estimulando 

a liberação do glutamato (Fedele et al., 1998). Estudos sugerem que a estimulação 

glutamatérgica pela nicotina se dê através dos subtipos de nAChR 7 e 42: uma vez que 

ambos são localizados no hipocampo e expressos nos terminais pré e pós-sinápticos, tais 

receptores modulariam a permeabilidade celular ao Ca
2+ 

interferindo, assim, nos processos de 

plasticidade sináptica necessários à formação de memória (Barrantes et al., 1994, 1995; 

Broide & Leslie, 1999; Papke et al., 2001; Perry et al., 2002; Sorenson et al., 1998; 

Wonnacott, 1997). 
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Álcool / Etanol 

 

A bebida alcoólica acompanha a história da humanidade com grande relevância 

cultural, econômica e religiosa (Vaillant, 1999) e está incorporada aos hábitos de vida diária 

da nossa sociedade (Bloomfield et al., 2003), sendo vinculada, na atualidade, a imagem de 

independência, maturidade, êxito profissional e social e erotismo, que atuam como um 

estimulante ao consumo (Pinsky & Pavarino Filho, 2007). No entanto, o consumo excessivo é 

altamente nocivo e tem repercussões multissistêmicas, tais como o aumento do risco para 

diabetes e doenças cardiovasculares, além de desencadear hepatites tóxicas, cirrose, amnésia 

alcoólica, polineuropatia alcoólica, entre outros (Bau, 2002), que atingiram níveis socialmente 

alarmantes e desencadearam esforços no sentido de se compreender melhor os efeitos 

deletérios à saúde (Jerome, 1993). 

O consumo de álcool é a 3ª causa de mortalidade em países desenvolvidos: mata 2 

milhões de pessoas ao ano (OMS, 2005). Além disso, tem sido apontado como uma grande 

causa de perdas econômicas à sociedade devido à queda da produtividade e da atividade no 

trabalho e aos custos com serviços de saúde, serviços sociais e justiça penal (Bau, 2002; 

OMS, 2002a). No Brasil, o consumo de álcool é a 3ª causa de absenteísmo no trabalho 

(Nascimento, 2004) e responsável por 40% dos acidentes nas empresas (Quaglia, 2004), bem 

como por 50% dos acidentes automobilísticos fatais (IML-SP, 1999). 

O alcoolismo passou a ser tratado como doença somente em 1952, ao ser incluído na 

primeira edição do DSM-I (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) (Jerome, 

1993). Em 1967, a OMS incorporou um conceito mais complexo da doença relacionada ao 

alcoolismo à Classificação Internacional das Doenças (CID-8) (OMS, 1994). Os problemas do 

alcoolismo foram categorizados em: dependência, episódios de beber excessivo (abuso) e 

beber excessivo habitual. A dependência foi caracteriza pelo uso compulsivo de bebidas 

alcoólicas e pela manifestação de sintomas de abstinência quando na cessação do uso de 

álcool (National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism – NIAAA, 1995). 

Atualmente, estima-se que mais de ⅔ da população ocidental bebam mais do que 

ocasionalmente (Bau, 2002), sendo que cerca de 10% das pessoas que consomem bebida 

alcoólica desenvolve quadro de dependência (Araújo & Gomes, 1998; Jernigan et al., 2001; 

Pechansky et al., 2004). De fato, cerca de 15% da população norte-americana preenche 

critérios diagnósticos para o abuso do álcool e 3-5% das mulheres e 10% dos homens 

preenchem critérios para dependência ao longo da vida (Kaplan et al., 1994). No Brasil, o 

consumo desta droga cresceu mais de 150% nas últimas décadas (OMS, 2004): 75% da 
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população entre 12 e 65 anos já tiveram algum tipo de contato com bebida alcóolica pelo 

menos uma vez na vida (Carlini et al., 2002) e 16 milhões de pessoas são dependentes do 

álcool no país (Secretaria Nacional Antidrogas, 2004). 

 

 

Aspectos neurobiológicos do etanol 

 

O álcool utilizado na fabricação de bebidas é o etanol ou álcool etílico, uma substância 

hidrossolúvel com rápida difusão pela barreira hematoencefálica (Goodman & Gilman, 2006; 

Scivoletto & Malbergier, 2003). Os efeitos agudos do uso do etanol podem variar, de acordo 

com a dose ingerida, de um estado de euforia e desinibição à agressividade ou à sonolência, 

confusão mental e desorientação (estágios iniciais de depressão do SNC), acompanhados ou 

não de episódios de amnésia alcoólica. Em estágios mais graves de intoxicação, o indivíduo 

pode chegar ao coma ou à morte (Goodman & Gilman, 2006). A metabolização primária do 

etanol ocorre no estômago, seguidamente, no intestino delgado e no fígado (Lieber, 2000). As 

variações na taxa de absorção do etanol dependem do tempo de esvaziamento gástrico e do 

início da absorção intestinal (Lieber, 2000; Scivoletto & Malbergier, 2003). Além disso, o 

pico plasmático da droga também é influenciado pelo sexo, massa e idade do indivíduo 

(SENAD, 2005). 

O etanol altera seletiva e especificamente a função de várias proteínas ligadas à 

membrana e induz seus efeitos farmacológicos centrais através de diferentes sistemas 

neurotransmissores (Koob et al., 1998; Harris et al., 2008), atuando como um modulador de 

receptores ionotrópicos (El-Fakahany et al., 1983; Messing et al., 1986). O sistema 

gabaérgico, principal sistema neurotransmissor inibitório do SNC (Yogeeswari et al., 2006), é 

um dos principais sítios de ação do etanol. A interação do álcool com receptores do tipo 

GABAA é responsável pela mediação dos efeitos de sedação do etanol (Goodman & Gilman, 

2006; Mihic & Harris, 1997), além de modular a liberação de dopamina mesocorticolímbica 

(Eiler & June, 2007). 

Embora a liberação de dopamina no núcleo acumbens seja apontada como um dos 

principais mecanismos neuroquímicos de adição do etanol (Di Chiara et al., 2004; Diana et 

al., 1992; Kianmaa & Tabakoff, 1983), há estudos que enfatizam a atuação de outros sistemas 

neurotransmissores como mediadores dos efeitos de reforço (Edenberg & Kranzler, 2005; 

Larsson & Engel, 2004; Oroszi & Goldman, 2004) e reguladores da sensibilização ao álcool 

(Moore et al., 1998), tais como subunidades de receptores GABA e nAChRs (Edenberg & 
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Kranzler, 2005), receptores serotoninérgicos (Higley et al., 1996), opióides (Oroszi & 

Goldman, 2004) e glutamatérgicos (Gerdeman et al., 2003). 

Os efeitos agudos do álcool modificam a transmissão glutamatérgica, através da 

inibição da resposta mediada pelo receptor NMDA (Hoffman, 1994). Particularmente, o 

álcool age como um inibidor deste receptor (Hollmann & Heinemann 1994; Lovinger et al. 

1989) com consequente diminuição significativa da concentração de Ca
2+

 intracelular 

desencadeada pelo uso agudo do etanol (Vengeliene et al., 2008). Alguns estudos sugerem 

que a exposição crônica ao etanol leva a mudanças funcionais nestes receptores. Estudos 

demonstram que antagonistas NMDA, como o MK-801 e a quetamina, são capazes de inibir o 

desenvolvimento da tolerância ao etanol (Khanna et al., 1991, 1992a, 1992b, 1993) de modo 

que a suprarregulação dos receptores NMDA, além de promover hipersensibilidade ao etanol, 

pode estar implicada nos mecanismos de dependência desta droga (Nagy et al., 2005; Trujillo 

& Akil, 1995). Além disso, a retirada da droga após o uso crônico leva a uma ativação 

compensatória destes receptores (Gibson et al., 2003) e pode desencadear um quadro de 

excitotoxicidade. Funcionalmente, esta inibição excitatória glutamatérgica repercute em 

alterações de memória (Tsai & Coyle, 1998) – particularmente, a formação de memória no 

hipocampo via LTP é sensivelmente afetada pelo etanol em adolescentes (Adriani et al., 2004; 

Bortolotto et al., 1999; Swartzwelder et al., 1995a). 

 

 

Nicotina e etanol: coabuso e interações funcionais 

 

O alcoolismo é dez vezes mais frequente entre fumantes (Dawson, 2000; DiFranza & 

Guerrera, 1990), particularmente, entre os fumantes pesados (Bien & Burge, 1990; Batel et 

al., 1995). Fumantes bebem duas vezes mais do que os não fumantes (Carmody et al., 1985) e 

consomem mais cigarros por dia em comparação aos não-alcoólicos fumantes (Dawson, 

2000). Além disso, indivíduos com transtornos decorrentes do abuso de álcool quando 

hospitalizados para desintoxicação mostram mudanças sistemáticas no seu comportamento 

tabagista: enquanto tabagistas pesados fumam menos, os moderados aumentam 

substancialmente o consumo de tabaco (Batra, 2000). 

A coocorrência do consumo de bebida alcoólica e cigarros se estabelece ainda na 

adolescência (Carmody et al., 1985; Dawson, 2000; Di Franza & Guerrera, 1990; Grant, 

1998; Larsson & Engel, 2004; Miller & Gold, 1998) e o consumo precoce destas drogas de 

abuso prediz a dependência ao longo da vida (CDC, 2007; Grant, 1998a). Talvez mais 
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importante, tanto a nicotina quanto o etanol podem afetar o desenvolvimento cerebral durante 

a adolescência (Slotkin, 2002; Spear, 2000). 

Assim, o Laboratório de Neurofisiologia da UERJ vem desenvolvendo, desde 2005, 

uma série de estudos visando identificar os efeitos comportamentais, bioquímicos e 

morfológicos da exposição combinada a nicotina e etanol durante o período da adolescência 

em camundongos. Utilizando o mesmo modelo de exposição à nicotina e ao etanol do 

presente estudo, nosso grupo de pesquisa avaliou os efeitos destas drogas sobre a ansiedade 

(Abreu-Villaça et al., 2008), memória (Abreu-Villaça et al., 2007), neurotoxicidade (Oliveira-

da-Silva et al., 2009, 2010) e sistema colinérgico (Ribeiro-Carvalho et al., 2008, 2009). 

Através do teste no labirinto em cruz elevado, modelo largamente utilizado na avaliação 

dos níveis de ansiedade, foi demonstrado que o etanol promove um efeito ansiolítico em 

camundongos adolescentes e que a nicotina pode revertê-lo. Inversamente, o efeito 

ansiogênico da interação entre as drogas foi observado mesmo após um longo período de 

retirada, com os animais já na idade adulta (Abreu-Villaça et al., 2008), o que, por sua vez, 

pode contribuir para recaídas ao uso de drogas. Uma interação entre as drogas também pode 

ser demonstrada na regulação da aprendizagem/memória. Usando o modelo de esquiva 

passiva, foi observado que, na adolescência, a associação de nicotina e etanol promove danos 

na memória significativamente maiores do que cada droga individualmente (Abreu-Villaça et 

al., 2007). Neste mesmo estudo, também se verificou que, após um curto período de retirada, 

a nicotina promoveu um aumento da capacidade cognitiva dos animais, contudo, este efeito 

foi bloqueado pelo uso concomitante do etanol.  

Em relação à neurotoxicidade, recentemente, foi observado que o etanol promove 

aumento da morte celular em todas as áreas do hipocampo de camundongos adolescentes, 

sendo ambas as populações de neurônios e glia afetados, enquanto a nicotina também causa 

aumento da morte celular, porém, em menor intensidade e de forma região-dependente. Neste 

estudo, também houve interação de efeitos quando as duas drogas foram ofertadas 

simultaneamente, contudo, neste caso, a dupla exposição promoveu efeitos menos severos na 

morte celular (Oliveira-da-Silva et al., 2009). Adicionalmente, com a retirada das drogas, 

houve uma redução compensatória da morte celular por apoptose o que causou redução dos 

efeitos na densidade neuronal e glial (Oliveira-da-Silva et al., 2010). 

Ansiedade e aprendizagem/memória são comportamentos associados à função do 

sistema colinérgico. Adicionalmente, considerando que a nicotina é um agonista dos nAChRs 

e que o etanol interage com receptores ionotrópicos, incluindo os colinérgicos, o sistema 

colinérgico foi estudado visando o entendimento das bases neuroquímicas envolvidas nos 
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processos de co-uso e co-abuso. Desta forma, foi observado que a exposição combinada 

promoveu uma robusta suprarregulação de α4β2 nAChRs no córtex cerebral e no 

mesencéfalo, destacando-se o efeito sinérgico das drogas sobre o mesencéfalo (Ribeiro-

Carvalho et al., 2008). Considerando a importância dos circuitos mesencefálicos nos 

mecanismos de geração de recompensa e vício (Mansvelder & McGehee, 2002; Nestler, 

2001) e o fato de que também se sugere que a suprarregulação dos nAChRs esteja envolvida 

no estabelecimento desses mecanismos (Buisson & Bertrand, 2002; Dani & De Biasi, 2001; 

Picciotto et al., 2008), sugerimos que, se o mesmo ocorresse em adolescentes humanos, o 

efeito sinérgico poderia facilitar a geração do abuso de ambas as drogas. 

Também foi quantificada a atividade da colina acetiltransferase (ChAT), responsável 

pela biossíntese de acetilcolina. ChAT é um marcador constitutivo para os terminais 

colinérgicos, sendo utilizado para avaliar o padrão de inervação colinérgica (Aubert et al., 

1996; Happe & Murrin, 1992; Navarro et al., 1989; Zahalka et al., 1993) e  

[3H]hemicholinium-3 (HC-3), um ligante de alta afinidade do transportador pré-sináptico de 

colina, reflete a atividade sináptica colinérgica (Klemm & Kuhar, 1979; Simon et al., 1976).  

Surpreendentemente, não foram encontradas alterações na atividade da ChAT durante a 

exposição combinada.  Durante o curto período de retirada das drogas, foi observado que a 

exposição combinada promoveu aumento na atividade da ChAT, enquanto que após longo 

período de retirada (30 dias), a dupla exposição gerou diminuição da atividade da ChAT. 

Considerando que o aumento do número de terminais tem sido sugerido como uma resposta 

compensatória ao dano celular, é possível que haja dano celular durante a retirada de curto 

prazo e que este dano seja compensado. Contudo, após longo período de retirada, a 

diminuição da ChAT está associada à perda de inervação colinérgica, sugerindo que efeitos 

compensatórios são ineficientes. Assim, o referido estudo fornece evidência experimental de 

que a exposição combinada à nicotina e ao etanol promove perda da inervação colinérgica a 

longo prazo (Ribeiro-Carvalho et al., 2008, 2009). Não houve diferenças na marcação do 

transportador pré-sinaptico de colina pelo hemicolinium durante a exposição às drogas, 

contudo, verificamos uma pequena redução na magnitude da marcação após o final da 

exposição. Do mesmo modo, foi observada esta redução quando somente o etanol foi 

administrado. Desta forma, este resultado sugere que a coexposição gera redução da atividade 

colinérgica, muito provavelmente, devido à ação da retirada do etanol. 

Os resultados descritos acima indicam que a nicotina e o etanol interagem durante a 

adolescência, causando grande variedade de alterações durante a exposição e após seu 

término. De fato, é bem documentado que adolescentes apresentam uma resposta peculiar à 
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nicotina (Abreu-Villaça et al., 2003a, 2004, 2007; Slotkin, 2002) e ao etanol (Barron et al., 

2005; Sircar & Sircar, 2005) quando comparados aos adultos. Contudo, nicotina e etanol 

atuam em sítios comuns de ligação e interagem funcionalmente no SNC (Collins et al., 1996; 

Lê et al., 2003) mediando seus efeitos por outros sistemas neurotransmissores. Sobretudo, a 

compreensão dos mecanismos de interação nicotina-etanol através do sistema glutamatérgio, 

o maior sistema neurotransmissor excitatório do SNC (Al-Rejaie & Dar, 2006a), que 

representa cerca de 40% das sinapses em mamíferos e 80% da transmissão em regiões 

cerebrais envolvidas em processos cognitivos (Danbolt, 2001), é crítica no entendimento da 

vulnerabilidade do cérebro adolescente a estas substâncias. 

A exposição aguda ao etanol prejudica a aprendizagem e a formação de memória 

(Givens et al., 2000; Markwiese et al., 1998; Rezayof et al., 2007): a neurogênese hipocampal 

no cérebro adolescente é altamente sensível às inibições induzidas pelo álcool (Crews et al., 

2007), com prejuízos na LTP e função dos NMDARs nesta região (Swartzwelder et al., 

1995a,b). Particularmente, os neurônios NMDA hipocampais apresentam uma sensibilidade 

ao etanol maior em adolescentes do que em neonatos (Marinelli et al., 2005) ou em adultos 

(Swartzwelder et al., 1995a,b; Li et al., 2002). Mudanças estruturais e funcionais durante a 

exposição crônica e a retirada do tratamento com etanol (Floyd et al., 2003) reforçam o 

envolvimento dos receptores NMDA como mediadores dos efeitos cognitivos deletérios do 

etanol. Por outro lado, enquanto a administração de nicotina na fase adulta melhora o 

desempenho cognitivo de humanos e roedores (Ernst et al., 2001; Hefco et al., 2004; Levin & 

Rezvani, 2000; Rezvani & Levin, 2003b), adolescentes fumantes têm um pobre desempenho 

em tarefas cognitivas (Jacobsen et al., 2005). A exposição aguda e crônica à nicotina reduz os 

efeitos citotóxicos do excesso de Ca
2+

 intracelular pela hiperativação do receptor NMDA 

(Akaike et al., 1994; Kaneko et al., 1997; Marin et al., 1994; Minãna et al., 1998; Shimohama 

et al., 1996). Este dado é particularmente relevante ao considerarmos a hiperexcitação dos 

receptores NMDA e dos canais de cálcio com efeitos tóxicos devido à exposição crônica (Bao 

et al., 2001; Chandler et al., 1999; Follesa & Ticku, 1995, 1996; Kalluri et al., 1998) e à 

retirada do etanol em humanos, (Freund & Anderson, 1996; Geretsegger & Fartacek, 1998; 

Tsai et al., 1998) e em roedores (Becker et al., 1998; Sanna et al., 1993). 

Apesar das numerosas demonstrações, os efeitos cognitivos da nicotina e do etanol 

podem não ser atribuídos unicamente a alterações dos receptores NMDA. Uma vez que 

alterações na manutenção dos níveis extracelulares de glutamato, realizada por 

transportadores de aminoácidos excitatórios (Danbolt, 2001), também estão envolvidas em 

processos neuropatológicos (Maragakis & Rothstein, 2004), variações na captação de 



39 

 

glutamato e ação nos receptores sinápticos, podem contribuir significativamente para a 

indução dos efeitos cognitivos de nicotina e etanol. Talvez mais importante, apesar da 

interação nicotina-etanol na função cognitiva demandar maiores esclarecimentos, 

particularmente, no período crítico da adolescência, não há estudos em modelos animais que 

avaliem este tipo de resposta glutamátergica à nicotina e ao etanol, isoladamente e na co-

exposição. Desta forma, este estudo tem por objetivo investigar os efeitos de nicotina e/ou 

etanol na adolescência em uma tarefa hipocampo-dependente e sua relação funcional com a 

atividade dos transportadores de aminoácidos excitatórios. 
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1 OBJETIVOS 

 

O presente trabalho tem por objetivo principal responder às seguintes questões: Há 

alterações de aprendizagem/memória associadas à exposição à nicotina ou ao etanol durante a 

adolescência? Estas alterações estão acompanhadas de alterações neuroquímicas? Há efeitos 

neurais específicos (sinérgicos ou antagônicos) na dupla exposição à nicotina e ao etanol? 

Estas questões foram abordadas através dos objetivos específicos: 

 Objetivo específico 1. Investigar se há diferenças marcantes na memória visuoespacial 

associadas à exposição individual à nicotina ou ao etanol, bem como à exposição 

concomitante a estas drogas, durante a adolescência. 

 Objetivo específico 2. Verificar se as alterações comportamentais persistem no 

período de retirada das drogas. 

 Objetivo específico 3. Uma vez que o sistema glutamatérgico está diretamente 

implicado nos processos de formação de memória e que este sistema é um sítio de 

ação comum da nicotina e do etanol, verificamos o impacto da exposição a cada uma 

destas drogas, assim como da exposição combinada durante a adolescência visando 

responder as seguintes questões: Há alterações na captação de aminoácidos 

excitatórios? Até que ponto os efeitos da dupla exposição refletem a combinação dos 

efeitos individuais da nicotina e do etanol? As possíves alterações nos níveis de 

captação de aminoácidos excitatórios estão associadas  a alterações na atividade ou na 

expressão de EAATs? 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Todos os procedimentos adotados neste trabalho atendem às deliberações da Comissão 

de Ética para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais da Universidade do Estado do Rio 

de Janeiro (número de protocolo CEA/30/2009), vinculada à Comissão Nacional de Ética em 

Pesquisa (Conselho Nacional de Saúde do Ministério da Saúde) e foram desenvolvidos no 

Laboratório de Neurofisiologia do Departamento de Ciências Fisiológicas do Instituto de 

Biologia da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (DCF/IBRAG/UERJ) com a 

colaboração do Laboratório de Neurofarmacologia, Departamento de Fisiologia e 

Farmacologia, Instituto Biomédico, Universidade Federal Fluminense. 

 

 

2.1 Animais experimentais 

 

Neste estudo, foram utilizados camundongos Suíços adolescentes de ambos os sexos. 

Todos os animais foram gerados, criados e mantidos no biotério do Laboratório de 

Neurofisiologia do DCF/IBRAG/UERJ – temperatura controlada em torno de 21° C, ciclo de 

luminosidade de 12 horas (início do período escuro às 13h00min) – com livre acesso à comida 

e água.  

O dia do nascimento foi considerado o 1º dia de vida pós-natal (PN1). As ninhadas 

foram reduzidas, após o nascimento, a um máximo de oito filhotes a fim de permitir suporte 

nutricional adequado a todos os animais. Caso houvesse um número superior a oito filhotes, 

os demais eram sacrificados. Em PN21, os animais foram desmamados e separados por sexo. 

Em PN29, os animais foram individualizados e designados para um dos grupos experimentais. 

A exposição à(s) droga(s) ocorreu do 30º ao 45º dia de vida pós-natal (PN30-PN45). 
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2.2 Distribuição dos animais por grupo experimental 

 

2.2.1 Grupo exposto à nicotina e ao etanol (NIC+ETOH) 

 

Durante seu período de atividade, fumantes regulares tendem a fumar 

intermitentemente de forma a manter os níveis séricos de nicotina acima da concentração 

mínima efetiva (Palombini, 2001). Desta forma, escolhemos dar aos animais livre acesso à 

solução de nicotina, o que lhes permitiu o consumo da droga durante seu período ativo. 

Nicotina (free base – 50µg/ml) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) dissolvida em sacarina 

a 2% foi ofertada como única forma de ingestão de fluido. Ao invés das tradicionais garrafas 

de água utilizadas para roedores, pipetas plásticas graduadas com capacidade para comportar 

25 ml foram preenchidas com 20 ml de solução. A utilização das pipetas permitiu maior 

precisão na quantificação diária da ingestão de fluido. A solução da droga foi trocada 

diariamente ao longo dos 15 dias de tratamento. 

Para melhor simular o consumo intermitente do álcool feito por adolescentes (Pascual 

et al., 2007; Tokunaga et al., 2006; White et al., 2000), uma solução de etanol a 25%, diluída 

em salina (v/v) (2g de etanol/Kg de massa corporal do animal) foi administrada através de 

injeções via intraperitoneal (i.p.). A primeira injeção foi aplicada no primeiro dia de 

tratamento (PN30) e, a partir de então, em dias alternados até o final do período de exposição 

à droga. Desta forma, a última injeção foi administrada em PN44. Este desenho experimental 

implicou em, durante o período de exposição na adolescência, a cada 48 horas, os 

camundongos terem apresentado um período de intoxicação pelo etanol seguido de um 

período de retirada (Parnell et al., 2006). 

 

 

2.2.2 Grupo exposto à nicotina (NIC) 

 

Nicotina (free base – 50µg/ml) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) dissolvida em sacarina 

a 2% foi ofertada na pipeta plástica graduada como descrito acima. Para submeter todos os 

grupos às mesmas condições de estresse, os animais deste grupo experimental também 

receberam injeções de salina (i.p.) em dias alternados de acordo com a massa do animal, 

tendo sido a primeira em PN30 e a última em PN44. 
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2.2.3 Grupo exposto ao etanol (ETOH) 

 

Neste grupo, a solução etanol a 25% (v/v) (2g/kg) em salina foi administrada em dias 

alternados (i.p.) e, nas pipetas de água, os animais receberam solução de sacarina a 2% de 

modo a diferir do exposto à nicotina somente pela ausência desta droga no líquido ofertado. 

 

 

2.2.4 Grupo controle (VEH) 

 

Submetidos às mesmas condições de manipulação e estresse, além da solução de 

sacarina a 2% em uma pipeta contendo 20 ml de líquido, o grupo controle também recebeu 

injeções de solução salina i.p. em dias alternados. 

O estudo completo do impacto da exposição à nicotina e ao etanol durante a 

adolescência constou de um total de 375 camundongos provenientes de 48 ninhadas: 189 

animais destinados aos testes comportamentais e 186 outros às análises bioquímicas. A 

distribuição dos animais é detalhada após a descrição de cada experimento. 

 

 

2.3 Tratamento 

 

2.3.1 Administração de nicotina e etanol e medidas de massa corporal e ingesta de líquido 

 

Os animais foram individualizados um dia antes do início do tratamento, (PN29), 

quando tiveram sua garrafa de água substituída por uma pipeta contendo 20 ml de água de 

modo que a ingestão da droga não fosse afetada pela adaptação do animal à conformação da 

pipeta. 

No primeiro dia de tratamento (PN30), entre as 11h00min e 13h00min, cada animal 

foi levado em sua gaiola para a sala de Análise Comportamental do Laboratório de 

Neurofisiologia, localizada ao lado do biotério, onde foi pesado em uma balança. Em seguida, 

cada animal recebeu uma injeção (i.p.) de etanol ou salina de acordo com sua massa. Após a 

injeção, o animal foi recolocado em sua gaiola e levado de volta ao biotério, onde recebeu a 

pipeta contendo 20 ml de solução de nicotina ou de sacarina, de acordo com o grupo 

experimental a que pertencesse. 
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Diariamente, a quantidade de líquido ingerida pelos animais foi quantificada e as 

soluções remanescentes descartadas. Para desconsiderar um eventual vazamento da solução 

nas pipetas e não atribuir um valor de ingestão equivocado, uma pipeta com 20 ml de solução 

de sacarina foi colocada em uma caixa vazia (“branco”) de modo que o valor de líquido 

vazado no “branco” foi subtraído da medida de ingestão relativa àquele dia. 

Após a quantificação da ingestão de líquido, todo o procedimento do primeiro dia de 

tratamento foi reproduzido, à exceção da injeção, que se dava em dias alternados a partir de 

PN30. Em seguida, os animais foram transportados de volta ao biotério onde uma pipeta 

contendo uma nova solução (nicotina ou sacarina) foi disponibilizada em cada gaiola. 

Devido ao aumento significativo da massa corporal (massa) que ocorre durante a 

adolescência, os dados relativos ao consumo diário de fluido (ingestão) foram obtidos 

dividindo os valores absolutos da ingestão líquida de cada animal por sua própria massa 

corporal (ingestão/massa). 

Uma vez que os grupos ETOH e VEH não receberam nicotina em seu tratamento, o 

consumo diário desta droga foi quantificado apenas nos grupos NIC+ETOH e NIC. Este 

cálculo foi feito da seguinte forma: multiplicamos o valor da dose de nicotina recebida 

(50µg/ml) pelo valor da ingestão de líquido do dia i e dividimos pela massa do animal 

correspondente ao dia da ingestão. 

 

 

Sendo: 

 

NICOTINADIAi = DOSE × INGESTADIAi  / MASSADIAi 

 

 

NICOTINADIAi: consumo de nicotina (em μg/g ou em mg/Kg) no dia i; 

DOSE: 50 μg de nicotina / ml de sacarina a 2%; 

INGESTADIAi: volume (em ml) de solução ingerido no dia i; 

MASSADIAi: massa do animal (em g) no dia i. 
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2.4 Testes comportamentais 

 

Para investigar a ocorrência de diferenças marcantes na memória visuo-espacial em 

camundongos associadas à exposição individual à nicotina ou ao etanol, bem como à 

exposição concomitante a estas drogas durante a adolescência, utilizamos o teste 

comportamental do Labirinto Aquático de Morris, descrito abaixo. Adicionalmente, uma vez 

que o comportamento natatório poderia ser influenciado por alterações motoras e não por 

alterações no aprendizado/ memória destes animais, a função motora foi avaliada utilizando 

os testes do campo aberto e de locomoção forçada sobre cilindro giratório, descritos em 

seguida. Os testes comportamentais foram realizados dentro do horário estipulado para 

manipulação dos animais (entre 11h00min e 13h00min). 

 

 

2.4.1 Labirinto Aquático de Morris 

 

O Labirinto Aquático de Morris (LAM) é uma importante ferramenta em estudos que 

avaliam aprendizagem e memória em modelos experimentais (Morris et al., 1984) e vem 

sendo largamente usada na tentativa de se compreender os efeitos neurobiológicos da nicotina 

(Scerri et al., 2006; Socci et al., 1995) e do etanol (Cain et al., 2002; Markwiese et al., 1998) 

nos processos de formação de memória. Sendo o ambiente aquático aversivo a roedores 

(Filgueiras & Manhães, 2004), a premissa do teste é que, uma vez imersos, os animais 

procurarão sair da água o mais rápido possível. 

O aparelho consistia em uma piscina circular (h=40 cm, r=116 cm), virtualmente 

dividida em quatro quadrantes, preenchida com água opaca de forma a tornar invisível uma 

plataforma de escape submersa 1 cm (h=28 cm, r=16 cm). A piscina estava localizada em 

uma sala com pistas visuais dispostas no ambiente de forma que o animal se orientasse 

espacialmente na busca pela plataforma, como mostra a Figura 3. 
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Figura 3. Ilustração esquemática da sala do teste Labirinto Aquático de Morris. (1) Porta de acesso à sala; (2) 

placas dispostas em torno da piscina como pistas visuais; (3) janelas cobertas por uma cortina de cor idêntica à 

parede; TV e armários posicionados no alto, também atuam como pistas espaciais; o testador era posicionado em 

uma cadeira de forma a ficar abaixo do campo visual dos animais em teste. PLAT = plataforma (que se encontra 

submersa e é representada por um círculo tracejado) posicionada no quadrante sudoeste; NO = quadrante 

noroeste; NE = quadrante nordeste; SE = quadrante sudeste. 

 

Os testes ocorreram ao longo de sete dias consecutivos (PN38-44 ou PN50-56) e 

foram gravados por uma câmera posicionada 1 metro acima do centro da piscina para análise 

posterior. 

Nos seis primeiros dias, foi realizada uma sessão de treinamento por dia de teste, cada 

sessão com três tentativas a intervalos de 30 minutos. Cada tentativa consistia em colocar o 

animal na água com o focinho voltado para a parede da piscina para que nadasse, dentro de 

um período de latência de 2 minutos, até que encontrasse a plataforma submersa e nela 

permanecesse por 10 segundos. Caso não a encontrasse, o animal era conduzido à plataforma. 

A plataforma permaneceu sempre em um mesmo quadrante ao longo das sessões de teste e os 

animais foram colocados em quadrantes alternados sucessivamente ao longo das tentativas. A 

latência para encontrar a plataforma foi utilizada como medida de aprendizado. 

No último dia de teste, o animal foi provado em uma única tentativa, sem a plataforma 

na piscina, na qual nadou livremente ao longo de 2 minutos. O número de investidas no local 

da plataforma em comparação ao local correspondente nos três outros quadrantes foi 

considerado medida de aprendizado. 
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2.4.2 Teste de campo aberto 

 

Através da avaliação da atividade locomotora, o teste de campo aberto fornece 

indicadores de alterações neurológicas devidas à exposição a substâncias neurotóxicas. A 

medida de atividade locomotora vem sendo utilizada em combinação com testes de memória 

(Carey et al., 1998), como um indicador comportamental de atividade exploratória (Crusio, 

2001) e de ansiedade (Prut & Belzung, 2003). 

O aparelho consistia em uma caixa retangular de polipropileno (37,6 x 30,4 x 17 cm), 

dividida em 16 retângulos (9,4 cm x 7,6 cm), quatro centrais e doze periféricos, como pode 

ser visto na Figura 4 abaixo. 

 

 

 

Figura 4. Imagem esquemática do dispositivo de teste de campo aberto com divisórias retangulares ao fundo, sendo 4 

dispostas ao centro e 12 periféricas. 

 

O teste foi realizado no dia consecutivo ao último dia de teste no Labirinto Aquático 

de Morris (PN45 ou PN57) em uma única sessão, com duração de 5 minutos, na qual os 

animais eram colocados no centro da caixa, sempre virados para o mesmo lado da caixa. Os 

testes foram gravados para posterior análise do comportamento do animal. 

Como medida de atividade, utilizamos o número de retângulos em que o animal coloca 

as quatro patas. A ambulação nos retângulos do centro (C), nos retângulos da periferia (P) e a 

ambulação total (C+P) foram utilizadas como medidas de atividade. Uma vez que as 

comparações entre as atividades no centro e na periferia podiam ser influenciadas pelo maior 

número de retângulos na periferia da arena, também quantificamos o percentual de ambulação 

no centro em relação à ambulação total (%C) e a relação C/P. 
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2.4.3 Teste de locomoção forçada em cilindro giratório - ROTAROD 

 

A locomoção forçada sobre cilindro giratório (ROTAROD) é um teste que avalia, 

especificamente, déficits de coordenação motora e equilíbrio em roedores (Dunham & Miya, 

1957) largamente utilizado em modelos experimentais (Brooks & Dunnett, 2009; Lalonde & 

Strazielle, 2007). 

Trinta minutos após o teste de campo aberto, os animais foram colocados 

individualmente sobre o cilindro (r=3,2 cm; h=20 cm) que gira, inicialmente, a uma 

velocidade de 4 RPM (Figura 5). Quando o animal se adaptava à plataforma, a velocidade de 

rotação era aumentada de 4 a 40 RPM num intervalo de 120 segundos. Foram registradas a 

latência para a queda (LAT) e a velocidade de rotação do cilindro no momento da queda 

(VEL) ao longo de 5 tentativas a intervalos de 10 segundos. 

 

Figura 5. Fotografia do aparelho de teste de locomoção forçada em cilindro giratório. 

 

A análise comportamental envolveu 2 idades, 4 tratamentos e 2 sexos. Os animais 

foram distribuídos da seguinte forma: PN38-45: NIC+ETOH fêmeas=11, machos=12; NIC 

fêmeas=12, machos=11; ETOH fêmeas=12; machos=9; VEH fêmeas=11, machos=11. PN50-

57: NIC+ETOH fêmeas=11, machos=15; NIC fêmeas=11, machos=13; ETOH fêmeas=12; 

machos=14; VEH fêmeas=12, machos=12. 
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2.5 Análise Bioquímica 

 

2.5.1 Medidas dos níveis séricos de cotinina e etanol 

 

Para que o estudo fosse conduzido adequadamente, foi necessário produzir níveis 

séricos de cotinina (principal metabólito da nicotina) e etanol compatíveis com aqueles 

encontrados em adolescentes humanos. 

Em um mesmo modelo de exposição à nicotina e ao etanol, com uma linhagem de 

camundongos isogênicos (inbred) (C57Bl/6), Ribeiro-Carvalho e colaboradores (2009) 

encontraram níveis séricos de cotinina e etanol comparáveis aos encontrados em adolescentes 

usuários destas drogas. Uma vez que no presente estudo utilizamos uma linhagem 

heterogênica (outbred) de camundongos, quantificamos estas substâncias no soro destes 

animais visando verificar se os níveis encontrados são similares aos encontrados em 

adolescentes humanos e, adicionalmente, pela comparação entre os grupos expostos à nicotina 

(NIC vs. NIC+ETOH) e ao etanol (ETOH vs. NIC+ETOH), verificamos possíveis 

interferências farmacocinéticas na interpretação de nossos resultados. 

Para analisar as concentrações séricas de etanol e cotinina, dois grupos de animais 

foram tratados especificamente para esta etapa do experimento, não sendo submetidos aos 

testes comportamentais. 

O primeiro grupo de animais foi destinado à análise dos níveis séricos de etanol. Os 

animais, tratados com nicotina e/ou etanol, foram sacrificados 30 minutos após a última 

injeção de etanol (PN44) – os camundongos foram decapitados e o sangue coletado dos 

seguintes grupos experimentais: VEH (n=5), ETOH (n=6) e NIC+ETOH (n=6). O sangue foi 

centrifugado a 3.000 RPM (MiniSpin, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) por 20 minutos e o 

sobrenadante, armazenado a 4°C até o procedimento bioquímico. O material foi avaliado 

através de um kit enzimático (Alcohol Reagent Set, Pointe Scientific Inc., Canton, MI, EUA), 

de acordo com as recomendações do fabricante, por espectrofotometria (General Purpose 

UV/Vis Spectrophotometer, Beckman Coulter DU720, CA, EUA) a 340nm. 

O outro grupo de animais, igualmente tratado com nicotina e/ou etanol, foi sacrificado 

no final do tratamento (PN45) 1 hora após o início da fase escura. Animais dos grupos VEH 

(n=4), NIC (n=6), ETOH (n=4) e NIC+ETOH (n=6) foram decapitados e o sangue foi 

coletado e centrifugado (MiniSpin, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) a 3.000 RPM por 20 

minutos a 4°C, sendo o soro armazenado a -20°C. Foi utilizado o kit de Elisa imunoensaio 
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para cotinina sérica (OraSure Technologies, Inc., Bethlehem, PA, EUA), conforme 

especificações do fabricante, analisado no leitor de placas de Elisa (Oasys UVM340, Asys 

Hitech, Áustria) a 450 e 630nm. 

 

 

2.5.2 Avaliação do perfil de captação de [3H] D-aspartato em hipocampo 

 

Estudos anteriores têm demonstrado que o uso da nicotina, bem como do etanol 

interferem nos processos de formação de memória e que estes efeitos têm sido associados à 

atividade do sistema glutamatérgico (Ahmadi et al., 2007; Rezvani & Levin et al., 2003; 

Mameli et al., 2005; Sircar & Sircar, 2006). Contudo, embora a manutenção extracelular de 

aminoácidos excitatórios, particularmente, o glutamato, seja relevante para as funções 

cognitivas (González & Robinson, 2004), não há estudos que demonstrem a interação entre 

estas drogas e os mecanismos de transporte de aminoácidos excitatórios na adolescência. 

Para avaliar as mudanças na atividade deste sistema devidas à exposição ao etanol e/ou 

à nicotina, os níveis de captação de aminoácidos excitatórios foram quantificados utilizando 

[3H] D-aspartato como um marcador do compartimento glutamatérgico. Estas ações podem 

ter associação direta ou indireta nas funções de aprendizado e memória. 

Antes de analisarmos os efeitos de nicotina e/ou etanol no transporte de aminoácidos 

excitatórios, foi traçado o perfil de captação de [3H] D-aspartato de animais normais. Os 

animais foram sacrificados por deslocamento cervical, decapitados e o hipocampo foi 

rapidamente dissecado, cortado em pedaços e incubado com 0,5 µCi [3H] D-aspartato (Perkin 

Elmer, Waltham, MA, EUA) em diferentes condições experimentais como descrito a seguir: 

(1) Para identificar o mecanismo de dependência iônica no transporte de AAE e caracterizar 

se o transportador envolvido nesta atividade era de alta afinidade (transporte dependente de 

íons sódio) ou baixa afinidade (independente de sódio) o tecido hipocampal foi incubado em 

solução Hanks-4-Tris (Tris: 128mM; KCl: 4mM; MgCl2: 1mM; CaCl2: 3mM; pH=7,4); onde 

a osmolaridade, originalmente mantida pelo sódio, foi mantida pela substituição do sódio por 

128mM de Tris-HCl (n=4 animais por condição iônica). 

(2) Para avaliar a influência do metabolismo celular no transporte de AAE, a captação de [3H] 

D-aspartato foi feita em Hanks-4 normal (NaCl: 128mM; KCl: 4mM; MgCl2: 1mM; CaCl2: 

3mM; Hepes: 20mM; Glicose: 4mM; pH=7,4) a 4°C ou a 37°C (n=4 animais para cada 

temperatura analisada). 
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(3) Para avaliar a cinética temporal dos EAATs, o tecido foi incubado por 10, 30, 60, 90 e 120 

minutos a 37°C em solução em Hanks-4 normal (n=4 animais para cada tempo de incubação). 

(4) Para avaliar se existem diferenças na atividade de transporte de D-aspartato ao longo do 

desenvolvimento do hipocampo, foram utilizados tecidos de animais de diferentes idades 

(PN30, PN45, PN70, PN90) (n=4 animais por idade). 

Ao final da incubação, a reação foi interrompida pela adição de Hanks-4 gelado e o 

tecido, lavado 3 vezes com a mesma solução de Hanks-4 gelado. Após a lise celular com 

adição de 1mL de água, o conteúdo de [3H] D-aspartato captado foi mensurado pelo método 

de cintilação líquida (Liquid Scintilation Analyzer, Tri-carb 2810 TR, Perkin Elmer, 

Waltham, MA, EUA). Os valores foram expressos em pmol/mg/h. A normalização da 

quantidade de radioativo captado foi feita através da dosagem de proteína pelo método de 

Lowry (Lowry et al., 1951). 

 

 

2.5.3 Influência de NIC e/ou ETOH na captação de [3H] D-aspartato 

 

Como descrito em detalhes na sessão de resultados foi escolhida o tempo de incubação 

de 60 minutos, momento em que o equilíbrio da captação foi atingido,  para o estudo da 

influência da nicotina e/ou etanol da captação de aminoácidos excitatórios. Assim, para este 

estudo, o hipocampo dos camundongos foi submetido à análise bioquímica ao final do 

período de exposição (PN45) e em dois diferentes períodos de retirada (PN50 e PN57). 

Frações do hipocampo foram preparadas e incubadas a 37°C com 0,5µCi de [3H] D-

aspartato (Perkin Elmer, Waltham, MA, EUA) por 60 minutos com solução salina acrescida 

de 4mM de glicose Hanks-4. Ao final da incubação, a reação foi interrompida pela adição de 

Hanks-4 gelado. O conteúdo de [3H] D-aspartato captado foi mensurado pelo método de 

cintilação líquida, após a lise celular com adição de 1mL de água. A normalização da 

quantidade de radioativo captado, em cada grupo experimental, foi feita através da dosagem 

de proteína pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951). Os valores foram expressos em 

pmol/mg/h (PN45: fêmeas=14, machos=23; PN50: fêmeas=21, machos=21; PN57: 

fêmeas=22; machos=21). 

 

 

2.5.4 Avaliação dos EAATs 
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Para determinar quais os subtipos de transportadores estariam diretamente implicados 

na manutenção dos níveis extracelulares de AAE no hipocampo, foi utilizado o mesmo 

procedimento e parâmetros para captação de [3H] D-aspartato, durante a incubação dos 

tecidos, onde utilizamos os seguintes bloqueadores: para o transportador neuronal EAAT3 e 

para o transportador glial EAAT1, 30µM e 100µM de DL-TBOA (TOCRIS bioscience, 

Ellisville, MI, USA) respectivamente, segundo especificações do fabricante; para o subtipo 

glial EAAT2, utilizamos 100µM de DHK (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA). Os 

inibidores dihidrocainato (DHK) e cainato, além de agonistas de receptores KA, são 

bloqueadores específicos de EAAT2 (Arriza et al., 1994) e o composto DL-Threo-β-

benzoxiaspartato (TBOA), primeiramente caracterizado como o inibidor não competitivo 

mais potente para o EAAT2 (Lebrum et al., 1997; Shimamoto et al., 1998), atua em todos os 

subtipos de EAATs (Shimamoto et al., 2000). 

Baseado no estudo acima e justificado na sessão de resultado,  foi avaliada a expressão 

do GLAST/EAAT1 no hipocampo através da técnica de Western-blot. Neste experimento, 

foram utilizadas duplicatas de 1 animal X 2 idades x 4 grupos experimentais (n=8). 

Amostras do hipocampo de animais expostos à NIC e/ou ao ETOH foram 

homogeneizadas com tampão de homogeneização com um coquetel inibidor de proteases. A 

concentração de proteínas foi estimada utilizando o método de Bradford (Bradford, 1976). As 

amostras foram diluídas em tampão (10% glicerol (v/v); 1% β-mecarptoetanol; 3% SDS; base 

Tris 62,5mM) e aquecidas a 100°C em banho-maria por 5 minutos. 

Aproximadamente, 30µg de proteína de cada amostra sofreram eletroforese em gel de 

poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio (10% SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) e foram 

transferidas para membranas de nitrocelulose (ECL-Hybond, GE Healthcare, South San 

Francisco, CA, EUA). As condições de corrida eletroforética e de transferência para a 

membrana seguiram as indicações do fabricante (mini-PROTEAN Tetra System e Transblot 

SD Semi-dry Transfer Cell, BIORAD, Hercules, CA, EUA). 

Para o anticorpo primário anti-EAAT1 (Santa Cruz Biotechnology, INC), foi utilizada 

a diluição (1:1000), as membranas foram lavadas com TTBS (Tris-Tween Buffered Saline) e 

bloqueadas por 2h com BSA (albumina sérica bovina) diluído em leite desnatado a 5%. As 

amostras foram incubadas com os anticorpos primários overnight a 4°C, lavadas com TTBS e 

incubadas com os anticorpos secundários anti-coelho (1:5000) conjugados horseradish 

peroxidase (HRP) por 2 horas à temperatura ambiente. Após três lavagens de TTBS (10 

minutos cada), a marcação foi feita com kit de ECL (quimioluminescência) (1:40, GE 

Healthcare, South San Francisco, CA, EUA). 
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As membranas foram reincubadas com anticorpo anti-tubulina (1:5000) em TTBS, 

(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) por 1h, lavadas com TTBS e incubadas com anticorpo 

secundário anti-mouse (1:5000) conjugado a horseradish peroxidase (HRP) por 45 minutos. 

Após 3 lavagens com TTBS (15 minutos cada), a marcação foi detectada com kit ECL. Todos 

os procedimentos foram realizados a temperatura ambiente. 

Foram utilizadas as seguintes soluções para eletroforese, transferência e 

imunodetecção: 

(a) Tampão de homogeneização (Tris: 20mM;  MgCl2: 10mM; CaCl2: 0,6mM; EGTA 

(ethylene glycol tetraacetic acid): 0,5mM; DTT (dithiothreitol): 100mM; PMSF 

(phenylmethanesulfonyl fluoride): 100mM; aprotinina: 10mg/ml; leupeptina: 2mg/ml; triton-

X100 10%; pH=7,4). 

(b) Tampão de amostra (SDS 2%; glicerol 10%; ß-mercaptoetanol 5%; Tris 0,5M). 

(c) Tampão de corrida (glicina: 0,192M; Tris: 0,025M; SDS 0,1%; azul de bromofenol).  

(d) Tampão de transferência (Tris: 24,7mM; glicina: 0,198M; SDS 10%; metanol 20%). 

(e) Tampão de lavagem (TTBS) (Tris: 50mM; NaCl: 150mM; MgCl2: 1mM; Tween20 0,1%). 

(f) Gel de corrida (Tris: 1,5M; pH=8,8; acrilamida 30%; bisacrilamida 0,9%; TEMED; 

persulfato de amônia (APS) 10%). 

(g) Gel de carregamento (Tris: 0,5M; pH=6,8; acrilamida 30%; bisacrilamida 0,9%; TEMED; 

APS 10%). 

 

 

2.6 Análise estatística 

 

Os dados comportamentais e bioquímicos foram compilados como médias e erros 

padrão da média. A significância foi assumida a valores de P < 0,05. Para interações P < 0,10 

(bicaudal), também foi examinado se efeitos principais de menor order eram detectáveis após 

as subdivisões dos fatores interativos (Snedecor & Cochran, 1967). 

 

 

2.6.1 Análise da relação ingesta de líquido / massa corporal, consumo de nicotina e massa 

corporal 

 

Inicialmente, foram realizadas análises de variância de repetição (ANOVAr) para as 

variáveis: massa corporal; consumo de líquido/massa corporal e consumo de nicotina. 
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TRATAMENTO (VEH, NIC, ETOH e NIC+ETOH) e SEXO foram usados como fatores. O 

DIA foi considerado o fator de repetição. Sempre que interações significativas entre 

TRATAMENTO e os demais fatores foram detectadas, ANOVAs apropriadas de menor 

ordem foram utilizadas, seguidas pelas análises comparativas post-hoc FPLSD (Fisher’s 

Protected Least Significant Difference). 

 

 

2.6.2 Labirinto Aquático de Morris 

 

Para avaliar as sessões de treinamento, os resultados foram analisados inicialmente por 

uma ANOVAr para cada um dos períodos de teste (PN38-45 e PN50-57), onde SESSÃO foi 

considerada como fator de repetição e TRATAMENTO e SEXO como fatores. A média dos 

três testes por dia de treinamento foi usada como valor de SESSÃO. Interações entre 

TRATAMENTO e SEXO e SESSÃO foram avaliadas por ANOVAs de menor ordem 

seguidas de análises comparativas post-hoc FPLSD (Fisher’s Protected Least Significant 

Difference). Para a análise da sessão de prova, foram feitas ANOVAs univariadas para cada 

grupo experimental, onde QUADRANTE foi considerado como fator, seguidas pelas análises 

comparativas post-hoc FPLSD (Fisher’s Protected Least Significant Difference). 

 

 

2.6.3 Teste de campo aberto 

 

Foram realizadas ANOVAs univariadas em cada idade analisada (PN45 e PN57) com 

os fatores TRATAMENTO e SEXO. As variáveis avaliadas foram: a ambulação nos 

retângulos do centro (C), nos retângulos da periferia (P), a ambulação total (C+P) e o 

percentual de ambulação no centro em relação à ambulação total (%C) e a relação C/P. Se 

efeitos significativos fossem encontrados, comparações entre grupos de tratamento eram 

realizadas pelas análises comparativas post-hoc FPLSD. 

 

 

2.6.4 Teste de locomoção forçada sobre cilindro giratório - ROTAROD 

 

Os resultados do Teste de locomoção em cilindro giratório foram avaliados 

inicialmente por uma rANOVA em cada idade analisada (PN45 e PN57) com TENTATIVA 
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como fator de repetição e TRATAMENTO e SEXO como fatores. TESTE foi considerado o 

fator de repetição. Interações entre TRATAMENTO e os demais fatores foram seguidas por 

ANOVAs de menor ordem. Se efeitos significativos fossem encontrados, comparações entre 

grupos de tratamento eram realizadas pelas análises comparativas post-hoc FPLSD. 

 

 

2.6.5 Transporte de aminoácidos excitatórios 

 

ANOVAs univariadas foram utilizadas para avaliar: (1) Mecanismos de dependência 

iônica, considerando CONDIÇÃO IÔNICA como fator; (2) Temperatura para a eficiência de 

transporte de D-aspartato, considerando TEMPERATURA como fator; (3) Tempo de 

incubação necessário para saturação do transporte de D-aspartato, considerado TEMPO como 

fator; (4) Perfil de captação ao longo do desenvolvimento do SNC considerando IDADE 

como fator. 

Para avaliação do efeito da nicotina e/ou etanol na captação de [3H] D-aspartato e da 

imunodetecção de proteínas, foram realizadas ANOVAs univariadas para cada idade (PN45, 

50 e 57) sendo considerados TRATAMENTO e SEXO como fatores seguidas pelas análises 

comparativas post-hoc FPLSD. 

Para avaliar o bloqueio de transportadores, foi realizada uma ANOVA univariada 

sendo considerado BLOQUEADOR como fator, seguida pelas análises comparativas post-hoc 

FPLSD. 

 

 

2.7 Análise das interações entre nicotina e etanol 

 

O desenho estatístico unidimensional descrito abaixo, em que TRATAMENTO (VEH, 

NIC, ETOH e NIC + ETOH) foi considerado como fator, foi usado para verificar se existiam 

diferenças significativas entre os quatro grupos de tratamento. Entretanto, o uso combinado de 

nicotina e etanol pode ter um efeito mais que aditivo (sinergista), menos que aditivo ou 

aditivo que não são detectados pelo desenho unidimensional. Desta forma, foi usada uma 

análise bidimensional (Abreu-Villaça et al., 2007, 2008; Ribeiro-Carvalho et al., 2008, 2009; 

Rhodes et al., 2003). Neste desenho, NICOTINA (tratados: NIC e NIC+ETOH; não-tratados: 

VEH e ETOH) e ETANOL (tratados: ETOH e NIC+ETOH; não-tratados: VEH e NIC) foram 

considerados fatores. Nesta formulação, efeitos mais que aditivos (sinergistas) e menos que 
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aditivo aparecem como interações significativas entre as duas dimensões, enquanto efeitos 

aditivos não mostram interações significativas. 

3 RESULTADOS 

 

3.1 Efeitos na massa corporal, ingesta/massa e consumo de nicotina 

 

Nossos resultados indicam que o ganho de massa dos animais foi diferenciado entre 

machos e fêmeas (SEXO: F(1, 194)=26,4; P<0,0001) e foi afetado pela exposição às drogas 

(TRATAMENTO: F(3,194)=2,9; P=0,03), contudo, este efeito não foi homogêneo ao longo dos 

dias de tratamento (TRATAMENTO×DIA: F(42,2716)=1,7; P=0,003) e não apresentou uma 

interação significativa entre o tratamento e o sexo. Basicamente, o grupo tratado com 

NIC+ETOH ganhou menos massa que os grupos VEH e NIC a partir do 7º dia de exposição 

mantendo-se a diferença entre os grupos até o final do tratamento. Quando consideramos 

NICOTINA e ETANOL como fatores em separado na análise, a ANOVA não mostrou 

interação entre eles, o que indica que a redução do ganho de massa do grupo NIC+ETOH 

refletiu a soma dos efeitos da NIC e do ETOH (NIC×ETOH: F(1, 194)=1,85; P=0,43; 

DIA×NIC×ETOH: F(14, 2716)=0,9; P=0,85). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. O grupo NIC+ETOH apresentou redução significativa do ganho de massa em relação aos grupos VEH 

e NIC a partir do 7º dia de tratamento. Não houve efeito significativo do sexo. Valores apresentados nos gráficos 

correspondem à Média ± Erro Padrão da Média. As diferenças entre grupos foram consideradas significativas 

quando P<0,05. VEH = grupo veículo; NIC = grupo exposto à nicotina; ETOH = grupo exposto ao etanol; 

NIC+ETOH = grupo exposto à nicotina e etanol concomitantemente. *NIC+ETOH≠VEH; * P<0,05; ** P<0,01; 

*** P<0,001. #NIC+ETOH≠NIC; #P<0,05; ## P<0,01; ### P<0,001. 
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Como indicado pela ANOVAr, a relação ingesta líquida/massa corporal também foi 

diferenciada entre machos e fêmeas, com uma maior ingesta/massa por parte dos machos 

(SEXO: F(1,194)=7,4; P=0,007), no entanto, não houve interação significativa do fator sexo 

com os demais. A relação ingesta/massa diminuiu ao longo do experimento (DIA: 

F(14,2716)=31,7; P<0,0001) tendo sido diferentemente afetada pelo tratamento com as drogas 

(TRATAMENTO: F(3,194)=13,1; P<0,0001; DIA× TRATAMENTO: F(42,2716)=2,1; P<0,0001). 

Ao longo do período de exposição às drogas, a ingesta/massa foi reduzida no grupo 

NIC+ETOH (NIC+ETOH<VEH) e para o grupo NIC (NIC<VEH). Considerando 

separadamente NICOTINA e ETANOL como fatores em nossa análise, a ANOVA não 

mostrou interação entre eles, o que indica que a redução da ingesta/massa refletiu a soma dos 

efeitos da NIC e do ETOH (NIC×ETOH: F(1,194)=1,6; P=0,21; DIA×NIC×ETOH: 

F(14,2716)=0,9; P=0,50). Não houve interação entre TRATAMENTO e SEXO. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. A relação ingesta/massa diferiu entre os grupos experimentais ao longo dos dias de tratamento. Os 

valores apresentados nos gráficos correspondem à Média ± Erro Padrão da Média. As diferenças entre grupos 

foram consideradas significativas quando P<0,05. VEH = grupo veículo; NIC = grupo exposto à nicotina; ETOH 

= grupo exposto ao etanol; NIC+ETOH = grupo exposto à nicotina e etanol concomitantemente. 

*NIC+ETOH≠VEH; * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001. #NIC≠VEH; # P<0,05; ## P<0,01; ### P<0,001. 

 

O consumo de nicotina foi reduzido ao longo dos dias de exposição às drogas (DIA: 

F(14,1400)=14,5; P<0,0001). Embora o consumo tenha sido afetado pelo tratamento 

(TRATAMENTO×DIA: F(14,1400)=1,5; P=0,08), isto refletiu resultados inconsistentes uma vez 

que uma redução no consumo para o grupo NIC+ETOH quando comparado ao grupo NIC foi 

restrita ao quinto (F=(1, 100)=6,4; P=0,01) e ao sétimo dias (F(1, 100)=9,5; P=0,003) (Figura 8). 
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Os dados de massa, ingesta/massa e consumo de nicotina indicam um efeito principal da 

NICOTINA nestes resultados. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. O consumo de nicotina diminuiu significativamente ao longo do experimento, contudo, não foi 

consistentemente afetado pelo tratamento. Houve uma redução do consumo do grupo NIC+ETOH no 5º e 7º dias 

em relação ao grupo NIC. Valores representados nos gráficos correspondem à Média ± Erro Padrão da Média. 

As diferenças entre grupos foram consideradas significativas quando P<0,05. NIC = grupo exposto à nicotina; 

NIC+ETOH = grupo exposto à nicotina e etanol concomitantemente. **P < 0,01. 

 

 

3.2 Medidas séricas de cotinina e etanol 

 

Os níveis de cotinina sérica não diferiram entre os grupos de animais expostos à NIC 

(74,87±51,72 ng/ml) e NIC+ETOH (74,98±43,42 ng/ml). Para os grupos VEH e ETOH, os 

camundongos apresentaram níveis de cotinina abaixo dos limites de detecção da técnica (<8 

ng/ml). 

Os níveis de concentração sérica de etanol 30 minutos após a última injeção da droga 

(PN44) não diferiram entre os grupos ETOH e NIC+ETOH (ETOH: 223,77±9,32 mg/dl; 

NIC+ETOH: 216,12±31,59 mg/dl; VEH: 0,60±5,03 mg/dl). 
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3.3 Labirinto Aquático de Morris 

 

Em PN38-45, houve uma queda da latência para encontrar a plataforma ao longo dos 

dias de treinamento como indicado pela ANOVAr (efeito de SESSÃO: F(5,325)=56,6; 

P<0,0001), tendo, as fêmeas, uma latência maior que a dos machos para a execução da tarefa 

(efeito de SEXO: F(1,65)=20,7; P<0,0001). O desempenho no Labirinto Aquático de Morris foi 

afetado pela exposição às drogas (TRATAMENTO: F(3,65)=4,0; P=0,011): houve um aumento 

da latência para encontrar a plataforma ao longo das sessões de teste nos grupos ETOH 

(P=0,047; FPLSD) e NIC+ETOH (P=0,002; FPLSD) em relação ao VEH, bem como no 

grupo NIC+ETOH em relação ao NIC (P=0,036; FPLSD). Considerando separadamente 

NICOTINA e ETANOL como fatores em nossa análise, a ANOVA não mostrou interação 

entre eles, o que indica que o desempenho no labirinto aquático refletiu a soma dos efeitos da 

NIC e do ETOH (NIC×ETOH: F(1,72)=0,001; P=0,97; SESSÃO×NIC×ETOH: F(14,2716)=0,9; 

P=0,50). Na sessão de prova, apenas os animais dos grupos VEH (efeito do QUADRANTE: 

F(3,60)=6,6; P=0,001; FPLSD: NO: P=0,045; NE: P=0,003; SE: P=0,006) e NIC (efeito do 

QUADRANTE: F(2,46)=5,7; P=0,005; FPLSD: NO: P=0,015; NE: P=0,002; SE: P=0,027) 

foram capazes de distinguir a localização da plataforma em relação ao posicionamento 

homólogo nos três outros quadrantes, denotando, assim, a consolidação do mapa 

visuoespacial, enquanto os grupos ETOH (efeito do QUADRANTE: F(2,39)=5,6; P=0,007; 

FPLSD: NO: P=0,109; NE: P=0,014; SE: P=0,004) e NIC+ETOH (efeito do QUADRANTE: 

F(3,63)=8,1; P<0,0001; FPLSD: NO: P=0,300; NE: P<0,0001; SE: P=0,003) não distinguiram 

com precisão a localição a plataforma na sessão de PROVA. Estes resultados sugerem que a 

administração do etanol ao longo da adolescência isoladamente e concomitante à nicotina, 

leva a prejuízos da formação da memória visuoespacial, tendo o grupo NIC+ETOH a pior 

performance. 
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Figura 9. Desempenho dos animais ao longo das sessões de treinamento, sendo (A) machos e (B) fêmeas. (C) A 

figura mostra que a exposição ao ETOH leva a déficits de aprendizado, com efeitos mais proeminentes 

resultantes da co-administração, durante o período de aquisição. (D) Os déficits nos grupos ETOH e NIC+ETOH 

são corroborados pela formação incompleta do mapa visuoespacial na sessão de prova. Os valores apresentados 

nos gráficos correspondem à Média ± Erro Padrão da Média. As diferenças entre grupos foram consideradas 

significativas quando P<0,05. LAM = Labirinto Aquático de Morris; VEH = grupo veículo; NIC = grupo 

exposto à nicotina; ETOH = grupo exposto ao etanol; NIC+ETOH = grupo exposto à nicotina e etanol 

concomitantemente; PLAT = plataforma; NO = noroeste; NE = nordeste; SE = sudeste; * P<0,05; ** P<0,01; NS 

= não significativo. 

 

Em PN50-57, todos os grupos apresentaram uma queda da latência para localização da 

plataforma ao longo do treinamento (efeito de SESSÃO: F(5,380)=77,1; P<0,0001), no entanto, 

não houve uma interação com o tratamento, bem como um efeito isolado do tratamento ou 

efeito de sexo. Na sessão de PROVA, apenas os grupos VEH (efeito do QUADRANTE: 

F(2,40)=9,9; P<0,0001; FPLSD: NO: P = 0,008; NE: P<0,0001; SE: P=0,022) e ETOH (efeito 

do QUADRANTE: F(3,72)=17,4 ; P<0,0001; FPLSD: NO: P=0,002; NE: P<0,0001; SE: 
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P<0,0001) foram capazes de diferenciar o local da plataforma do local análogo nos três outros 

quadrantes, enquanto os grupos NIC (efeito do QUADRANTE: F(3,66)=5,5; P=0,002; FPLSD: 

NO: P=0,485; NE: P=0,008; SE: P=0,005) e NIC+ETOH (efeito do QUADRANTE: 

F(2,55)=8,8; P<0,0001; FPLSD: NO: P=0,118; NE: P=0,001; SE: P<0,0001) não foram capazes 

de formar um mapa visuoespacial. Desta forma, os resultados sugerem que a retirada da 

nicotina parece afetar a consolidação deste tipo de tarefa de memória, uma vez que tanto o 

grupo NIC quanto NIC+ETOH apresentaram um pior desempenho na PROVA. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. (A) Curvas de aprendizado ao longo das sessões de treinamento. (B) Apesar de durante o período de 

abstinência das drogas não ter havido diferenças no desempenho dos grupos ao longo das sessões de 

treinamento, (C) a retirada da nicotina dificultou a formação do mapa visuoespacial, como evidenciado na sessão 

de prova dos grupos NIC e NIC+ETOH. Os valores apresentados nos gráficos correspondem à Média ± Erro 

Padrão da Média. As diferenças entre grupos foram consideradas significativas quando P<0,05. LAM = 

Labirinto Aquático de Morris; VEH = grupo veículo; NIC = grupo exposto à nicotina; ETOH = grupo exposto ao 

etanol; NIC+ETOH = grupo exposto à nicotina e etanol concomitantemente; PLAT = plataforma; NO = 

noroeste; NE = nordeste; SE = sudeste; NS = não significativo; * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001. 
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3.4 Teste de campo aberto 

 

Não houve diferença significativa na atividade locomotora entre os grupos 

experimentais em nenhum dos parâmetros avaliados tanto para os grupos testados ao final do 

período de exposição quanto para os testados na retirada das drogas. Estes resultados sugerem 

que o uso de nicotina e/ou etanol nas doses administradas não afetam a atividade locomotora dos 

animais tanto na vigência das drogas durante a adolescência quanto após o tratamento. 
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(Conclusão) 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

Figura 11. Não houve diferença entre os grupos de tratamento no Teste de Campo Aberto para todos os 

parâmetros analisados nas idades PN45 (figuras 11A a 11E) e PN57 (figuras 11F a 11J). Valores representam 

Média ± Erro Padrão das medidas de ambulação. C = Centro; P = Periferia; VEH = grupo controle; NIC = grupo 

exposto à nicotina; ETOH = grupo exposto ao etanol; NIC+ETOH = grupo exposto à nicotina e ao etanol. NS = 

não significativo. 
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3.5 Teste de locomoção forçada em cilindro giratório – ROTAROD 

 

As Figuras 12A e 12B abaixo mostram um aumento da latência para queda da 

plataforma de teste ao longo das tentativas, o que representa uma melhora no desempenho dos 

animais no cilindro giratório – ROTAROD. Contudo, não houve diferença entre os grupos de 

tratamento de ambas as idades (efeito da TENTATIVA: PN45: F(3,252)=19,8; P<0,0001; PN57: 

F(3,292)=31,6; P<0,0001). Este resultado sugere que as doses de nicotina e/ou etanol administradas 

não afetam a coordenação e o equilíbrio dos animais durante e após a exposição durante a 

adolescência. 

 

Figura 12. Todos os grupos experimentais apresentaram melhora significativa no Teste de Locomoção Forçada 

em Cilindro Giratório (ROTAROD) ao longo das tentativas (P<0,0001), porém, não houve efeito do tratamento 

em PN45 (Figura 12A) ou PN57 (Figura 12B). Valores representam Média ± Erro Padrão da latência para queda 

do cilindro giratório; VEH = grupo controle; NIC = grupo exposto à nicotina; ETOH = grupo exposto ao etanol; 

NIC+ETOH = grupo exposto à nicotina e ao etanol. 

 

 

3.6 Análise bioquímica do sistema glutamatérgico 

 

3.6.1 Condições de temperatura, dependência iônica e cinética temporal; captação de [3H] D-

aspartato ao longo do desenvolvimento  

 

As condições de temperatura e dependência iônica interferiram na captação de D-

aspartato (F(2,12)=36,2; P<0,001), que diminuiu significativamente a baixas temperaturas 

(P<0,001), assim como na ausência de sódio (P<0,001) (Figura 13A). A captação de D-

aspartato aumentou com o tempo de incubação (TEMPO: F(4,18)=35,0; P<0,001), chegando ao 
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equilíbrio com 60 minutos de incubação. Não houve alteração na captação de D-aspartato no 

hipocampo ao longo do desenvolvimento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. (A) A figura indica as condições de temperatura e condição iônica para captação de D-aspartato. (B) 

Demonstra o equilibrio na captação dos transportadores de AAE, que ocorre aos 60 minutos de incubação. 

Valores representam Média ± Erro Padrão da Média. (C) O gráfico acima indica não haver diferenças 

significativas na captação de AAE no hipocampo ao longo do desenvolvimento do animal. Valores representam 

Média ± Erro Padrão da Média. NS = não significativo; *** P<0,001. 
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3.6.2 Efeitos na atividade dos transportadores de aminoácidos excitatórios 

 

A captação de D-aspartato foi afetada pela exposição às drogas ao final da 

adolescência (TRATAMENTO: F(3,21)=4,7; P=0,01): em PN45, os grupos NIC (P=0,001), 

ETOH (P=0,04) e NIC+ETOH (P=0,02) apresentaram uma redução dos níveis de captação 

quando comparados ao VEH, com um efeito menos que aditivo da NICOTINA e do 

ETANOL (NICOTINA×ETANOL: F(1,22)=4,0; P=0,05). Tanto em PN50, cinco dias após o 

término da exposição à nicotina e/ou ao etanol, como em PN57, quando os animais já se 

encontravam na idade adulta jovem, a captação de D-aspartato nos grupos tratados não diferiu 

do controle, como mostrado nas Figuras 14 A, B e C. 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Os grupos expostos à nicotina, ao etanol, bem como o grupo que sofreu a dupla exposição 

apresentaram uma diminuição significativa na captação de D-aspartato ao final do período de exposição às 

drogas (P< 0,001). Valores representam Média ± Erro Padrão. VEH = grupo controle; NIC = grupo exposto à 

nicotina; ETOH = grupo exposto ao etanol; NIC+ETOH = grupo exposto à nicotina e ao etanol. NS = não 

significativo; * P<0,05; *** P<0,001. 
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3.6.3 Bloqueio de transportadores de aminoácido excitatório 

 

Os resultados sugerem que o transportador de aminoácido excitatório glial 

GLAST/EAAT1 seja responsável por 50% da captação de AAE no hipocampo de 

camundongos Suíços em comparação ao transportador neuronal EAAC-1/EAAT3 e ao outro 

subtipo glial GLT-1/EAAT2, mais significativamente presente no prosencéfalo (efeito do 

BLOQUEADOR: F(3,23)=3,4; P<0,05; FPLSD: VEH: P<0,001; EAAT3: P<0,05; EAAT2: 

P<0,05). 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Os grupos expostos à nicotina, ao etanol, bem como o grupo que sofreu a dupla exposição 

apresentaram diminuição significativa na captação de D-aspartato ao final do período de exposição às drogas em 

função da presença de bloqueadores seletivos para EAAT1, EAAT2 e EAAT3 (P< 0,001). Valores representam 

Média ± Erro Padrão. * P<0,05; *** P<0,001. 
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GLAST/EAAT1 no hipocampo para os grupos NIC e ETOH e em torno de 20% para o grupo 

NIC+ETOH. Na abstinência, foi observada uma recuperação parcial destes efeitos, sendo maior para 

os grupos que receberam as drogas isoladamente: a redução na expressão do transportador glial 

foi de, aproximadamente, 20% para os grupos NIC e ETOH e 15% para NIC+ETOH. Entretanto, estes 

dados são bastante preliminares sendo necessário aumentar o número de experimentos para 

confirmar esta tendência. 
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Figura 16. (A) (B) Os grupos expostos à nicotina, ao etanol, bem como o grupo que sofreu a dupla exposição 

apresentaram uma redução na expressão ao final do período de exposição às drogas. VEH = grupo controle; NIC 

= grupo exposto à nicotina; ETOH = grupo exposto ao etanol; NIC+ETOH = grupo exposto à nicotina e ao 

etanol.  
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4 DISCUSSÃO 

 

O tabagismo e o consumo de bebidas alcóolicas estão frequentemente associados 

(Chen & Kandel, 1995; Schorling et al., 1994; Torabi et al., 1993). Além disso, estudos 

mostram que o início do hábito de fumar e beber ocorre frequentemente durante a 

adolescência, período do desenvolvimento no qual ocorrem neuroadaptações e alterações 

comportamentais (Lopez et al., 2001). Apesar dos dados epidemiológicos, há poucos estudos 

sobre as bases neurobiológicas que regem esta associação, principalmente no período crítico 

no uso de drogas que é a adolescência. Adicionalmente a achados recentes de que a nicotina e 

o etanol interagem durante a adolescência provocando alterações comportamentais (Abreu-

Villaça et al., 2007, 2008), neuroquímicas (Ribeiro-Carvalho et al., 2008, 2009) e estruturais 

(Oliveira-da-Silva et al., 2009, 2010), nossos resultados fornecem evidências de que os efeitos 

na memória visuoespacial podem estar associados a alterações no sistema de transporte de 

aminoácidos excitatórios, como um denominador comum na interação da nicotina e do etanol 

na adolescência, demonstrando mecanismos de associação tanto durante a exposição das 

drogas como também no período de abstinência. 

 

 

4.1 Considerações metodológicas 

 

Considerando que algumas linhagens de ratos e camundongos demonstram aversão ao 

sabor da nicotina, em estudos anteriores de nosso laboratório, a linhagem de camundongos 

C57BL/6 foi utilizada pelo fato de animais adultos e periadolescentes desta cepa consumirem 

nicotina na concentração utilizada (Abreu-Villaça et al., 2007, 2008; Manhães et al., 2008; 

Oliveira-da-Silva et al., 2009, 2010; Ribeiro-Carvalho et al., 2008, 2009), além de ser uma das 

cepas mais usadas para estudos de efeitos comportamentais relacionados à nicotina (Siu & 

Tyndale, 2007). Adicionalmente, esta linhagem de camundongos endogâmicos apresenta 

outra particularidade, que é o alto consumo voluntário de etanol (Crawley et al., 1997). 

Apesar de as bases biológicas destas características não serem de todo conhecidas (Crabbe et 

al., 1999), tais fatores devem ser levados em consideração em estudos envolvendo a 

administração destas substâncias, visto que o mesmo pode não ocorrer em cepas 

heterogâmicas, como em Suíço. 

Embora a exposição via oral à nicotina já tenha demonstrado gerar respostas 

comportamentais (Abreu-Villaça et al., 2007, 2008; Adriani et al., 2002, 2004; Gaddnas et al., 



70 

 

2001; Manhães et al., 2008), alterações neuroquímicas colinérgicas (Ribeiro-Carvalho et al., 

2008; Sparks & Pauly, 1999) e monoaminérgicas (Gaddnas et al., 2000; Tammimaki et al., 

2006; Vihavainen et al., 2006), bem como alterações na expressão de genes envolvidos na 

plasticidade sináptica induzidas por drogas de abuso (Marttila et al., 2006) em camundongos 

C57Bl/6 e em outras linhagens, não foram encontrados estudos utilizando um modelo de 

exposição semelhante com camundongos Suíços, de forma que os mecanismos determinantes 

do padrão de consumo e metabolização da nicotina nesta cepa ainda não são bem conhecidos. 

Por outro lado, inúmeros estudos empregam, com sucesso, esta linhagem de camundongos na 

avaliação dos efeitos da exposição ao etanol (Didone et al., 2009; Quoilin et al., 2011). 

Apesar destas peculiaridades, foram observadas diferenças significativas entre os grupos deste 

estudo. Estes resultados indicam que existem aspectos fundamentais da neurobiologia destes 

animais que são afetados pelo tratamento, os quais devem ser mais bem avaliados em futuras 

investigações. Assim, futuros estudos sobre as bases neurobiológicas da interação nicotina-

etanol são necessários, bem como o uso de outras cepas e espécies pode fornecer dados 

valiosos. 

 

 

4.2 Efeitos na massa corporal, ingesta/massa e consumo de nicotina 

 

Como esperado, um efeito do sexo sobre o ganho de massa dos animais tratados foi 

observado, devido ao fato de machos pesarem mais que fêmeas. Além disso, apesar da massa 

corporal dos animais ter aumentado ao longo do período de exposição, identificamos uma 

proeminente diferença entre os grupos experimentais a partir do 7º dia até o final do 

tratamento. Assim, o ganho de massa ocorreu de forma dependente do tratamento, mas não 

houve interação entre tratamento e sexo. Particularmente, o grupo que sofreu a dupla 

exposição ganhou menos massa que o grupo veículo. 

É sabido que nicotina e etanol, através de diferentes mecanismos, levam a uma menor 

aquisição de massa corporal. A ação do tabagismo sobre a massa corporal parece ser mediada 

pela nicotina (Hajek et al., 1988). Estudos prévios em humanos e animais têm demonstrado 

que a administração de nicotina leva a uma menor ingestão calórica com consequente 

diminuição da massa corporal (Wager-srdar et al., 1984; Grunberg, 1986; Hajek et al., 1988; 

Bellinger et al., 2003; Bishop et al., 2004; Klein et al., 2004). O mesmo se dá em animais 

Suíços adolescentes expostos à fumaça de cigarro (Abreu-Villaça et al., 2010). Estes efeitos 

anorexigênicos parecem ser mediados por sítios de ligação da nicotina presentes em regiões 
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do hipotálamo reguladoras do apetite (Jo et al., 2002), bem como pela elevação aguda na 

concentração de alguns neurotransmissores no cérebro, como a dopamina e serotonina (Klein 

et al., 2004). Por sua vez, o etanol é uma fonte eficaz de calorias, causando saciedade e 

consequente má alimentação quando consumido (Feldman, 1961). Além de seu valor calórico, 

o etanol altera o metabolismo intermediário dos carboidratos e lipídios (Lieber, 1966), bem 

como das vitaminas, por modificação da sua absorção e armazenamento, aumentando sua 

excreção (Burgos et al., 2002). Neste estudo, as doses utilizadas e o período de administração 

não resultaram em efeitos anorexigênicos significativos associados à exposição isolada ao 

etanol ou à nicotina. Contudo, quando as duas drogas foram administradas simultaneamente, a 

redução de massa corporal ficou evidente. Assim, sugerimos que, com a administração 

concomitante das drogas, houve somação dos mecanismos associados à redução de massa 

corporal mediados pela nicotina e pelo etanol. 

Para a relação ingesta líquida/massa corporal, houve uma diminuição desta proporção 

de forma tratamento-dependente. Esta diminuição foi encontrada nos grupos NIC e 

NIC+ETOH em comparação ao grupo VEH. Uma vez que as diferenças na relação ingesta 

líquida/massa corporal foram encontradas somente nos grupos que receberam nicotina, é 

provável que tal redução possa ser explicada por uma aversão ao sabor da solução de nicotina. 

Outra possível explicação para esta redução da ingesta líquida nestes grupos de tratamento 

pode ser devido à nicotina ter uma ação antidiurética, provavelmente, pela estimulação 

hipotalâmica, que resulta na liberação do hormônio antidiurético vasopressina pela glândula 

pituitária posterior (Burn et al., 1945; Feldberg et al., 1975, Finch et al., 2004, Pomerleau, 

1992). Uma vez que as injeções de etanol não influenciaram a determinação do consumo de 

líquido neste modelo de exposição e a análise bidimensional demonstrou que a redução da 

ingesta/massa refletiu a soma dos efeitos da nicotina e do etanol, sugerimos que o efeito 

anorexigênico da nicotina foi mandatório quando na dupla exposição. 

 

 

4.3 Medidas séricas de cotinina e etanol 

 

No presente estudo, diariamente, uma solução de 50μg/ml de nicotina em 2% de 

sacarina foi oferecida ad libitum como única fonte de líquido, enquanto injeções i.p. de uma 

solução (v/v) de 2 g/Kg de etanol foram administradas em dias alternados. Este desenho 

experimental teve como objetivo mimetizar o padrão de consumo dessas drogas por 

adolescentes humanos. Neste sentido, a avaliação do nível de exposição à nicotina e ao etanol 
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tem fundamental importância para a interpretação dos nossos resultados, bem como para a 

possibilidade de sua generalização para a população humana. 

Os níveis de cotinina não diferiram entre os grupos NIC e NIC+ETOH, da mesma 

forma, a concentração de etanol no sangue não foi afetada pela exposição à nicotina. Estes 

resultados corroboram dados recentes do nosso laboratório utilizando a cepa C57Bl/6, que 

também demonstraram que níveis plasmáticos de cotinina não diferem entre camundongos 

expostos à nicotina e nicotina+etanol e, da mesma maneira, os níveis de etanol não são 

afetados pela exposição concomitante à nicotina (Ribeiro-Carvalho et al., 2009). Em conjunto, 

nossos resultados indicam que interações farmacocinéticas entre nicotina e etanol não são 

capazes de explicar os resultados encontrados sobre o desempenho cognitivo desses animais 

em uma tarefa visuoespacial e no sistema glutamatérgico. 

No presente estudo, mantendo o desenho experimental previamente utilizado com 

animais da cepa C57Bl/6 (Abreu-Villaça et al., 2006, 2007, 2008; Manhães et al., 2008; 

Ribeiro-Carvalho et al., 2008 e 2009), escolhemos camundongos Suíços para dar livre acesso 

à uma solução de nicotina em água para beber e uma injeção (i.p.) de etanol em dias 

alternados. A relação entre os padrões de consumo de bebidas alcoólicas e cigarros de tabaco 

e os índices de adição tem sido avaliada em diversos estudos (Stratton et al., 2001; 

Hillemacher et al., 2006). De fato, a gravidade da adição tem sido associada com os níveis de 

alguns biomarcadores (Pronko et al., 1997; Rubinstein et al., 2007). Neste sentido, os níveis 

de exposição à nicotina e ao etanol em modelos animais são uma importante ferramenta na 

interpretação de resultados e reforçam a possibilidade de generalizaçãoes para a população 

humana.  

Nossos resultados indicam que a concentração de nicotina usada na solução de 

consumo dos animais gerou níveis plasmáticos de cotinina (principal metabólito da nicotina) 

equivalentes aos encontrados em adolescentes humanos fumantes leves (menos de 10 

cigarros/dia) (Binnie et al., 2004; Parzynski et al., 2008). Em um mesmo modelo de exposição 

à nicotina utilizando a cepa C57Bl/6 (Ribeiro-Carvalho et al., 2009) a concentração 

plasmática de cotinina atingiu quase o dobro do valor encontrado em camundongos Suíços, 

contudo, em ambos os trabalhos, a metabolização da droga não foi afetada pela exposição 

concomitante ao etanol. A falta de estudos utilizando a linhagem Suíço em modelos de 

exposição via oral à nicotina não nos permite afirmar quais os fatores seriam responsáveis 

pelas diferenças nos resultados. No entanto, é importante ressaltar que mesmo um baixo 

consumo de cigarros (até 4 por dia) pode levar a graves problemas de saúde e aumentar as 

chances de morte precoce (CDC, 2007). Além disso, em poucos dias de fumo ocasional, o 
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adolescente já pode apresentar sintomas de dependência (DiFranza et al., 2000; O'Loughlin et 

al., 2002) de tal forma que o tabagismo é considerado doença pediátrica provocada pela 

nicotina (Taioli & Wynder, 1991). A dose de etanol ora utilizada gerou uma concentração 

plasmática dentro do encontrado em adolescentes humanos que teriam consumido uma dose 

alta de etanol (Dubowski, 1985). No entanto, os resultados apresentados representam o dobro 

dos valores encontrados em camundongos C57Bl/6 em um mesmo desenho experimental 

Ribeiro-Carvalho et al., 2009). Os resultados do presente estudo mostram que o desenho 

experimental utilizado aqui e em trabalhos prévios (Abreu-Villaça et al., 2006, 2007, 2008; 

Manhães et al., 2008; Ribeiro-Carvalho et al., 2008), embora com uma cepa heterogâmica, 

pode simular um padrão de exposição à nicotina e ao etanol observado para adolescentes 

humanos. 

Tem sido demonstrado que os níveis plasmáticos de etanol são reduzidos em animais 

expostos concomitantemente à nicotina (Chen & Harle, 2005; Gilbertson & Barron, 2005). 

Assim, seria possível supor que interações farmacocinéticas entre etanol e nicotina poderiam 

afetar os resultados da exposição combinada a estas drogas. No entanto, tais efeitos foram 

descritos apenas em animais que receberam etanol via oral, o que parece ser devido a um 

atraso no esvaziamento gástrico induzido pela nicotina (Scott et al., 1993; Chen & Harle, 

2005). No presente estudo, os níveis plasmáticos de cotinina não diferiram entre animais 

expostos a NIC e NIC+ETOH, assim como os níveis de etanol em sangue não foram afetados 

pela exposição à nicotina. Nossos resultados estão de acordo com estudos prévios, que 

demonstraram que as concentrações i.p. de etanol não são afetadas pela exposição crônica à 

nicotina (Parnell et al., 2006) e que esta não afeta a taxa de eliminação do etanol (Collins et 

al., 1988). Desta forma, nossos achados indicam que as interações farmacocinéticas nicotina-

etanol não são capazes de explicar os achados comportamentais e bioquímicos quando na 

exposição combinada. 

 

 

4.4 Labirinto Aquático de Morris 

 

Para os animais avaliados durante o período de exposição às drogas (PN38 a PN45), 

nossos resultados mostraram uma redução do tempo despendido para encontrar a plataforma 

durante as sessões de treinamento, denotando o aprendizado da tarefa. No entanto, este 

desempenho foi diferentemente afetado pelo sexo, onde machos foram mais rápidos para 

localizar a plataforma que fêmeas, bem como pelo tratamento, tendo, os grupos expostos ao 
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etanol, um prejuízo significativo na execução da tarefa visuoespacial. Ademais, a diferença 

entre os sexos não foi associada ao tratamento. Na sessão de prova, assim como nas sessões 

de treinamento, somente os grupos ETOH e NIC+ETOH apresentaram déficits na formação 

do mapa visuoespacial, visto que o número de investidas sobre a região em que a plataforma 

(quadrante PLAT/SO) estava colocada durante o período de treinamento não diferiu 

significativamente das regiões homólogas (quadrantes NO, NE e SE). Tomados em conjunto, 

os dados do período de treinamento e da sessão de prova sugerem que a administração do 

etanol ao longo da adolescência, isoladamente e em associação à nicotina, leva a prejuízos da 

formação e consolidação da memória visuoespacial. O efeito aditivo identificado na análise 

bidimensional sugere que o grupo que recebeu o etanol concomitantemente à nicotina teve 

pior desempenho do que o grupo que somente recebeu etanol. Contudo, a ausência de 

diferenças entre o grupo exposto somente à nicotina e o grupo veículo sugere um papel 

mandatório do etanol quando na dupla exposição. 

Na abstinência das drogas (PN50 a PN57), pode ser observado o aprendizado da tarefa 

visuoespacial através da queda da latência para localização da plataforma durante as sessões 

de treinamento. Entretanto, não foram observadas diferenças de desempenho associadas ao 

sexo, nem entre os grupos de tratamento. Este resultado demonstra a reversão dos efeitos da 

administração do etanol, isolada ou em concomitância à nicotina, sobre a formação e 

consolidação de memória no período de exposição às drogas. Na sessão de PROVA, contudo, 

o grupo exposto à nicotina somente e o grupo que recebeu nicotina e etanol tiveram seu 

desempenho significativamente afetado pela exposição às drogas. Diferentemente do período 

de exposição às drogas, em que o etanol tinha uma ação principal sobre os resultados, estes 

dados sugerem que, no período de retirada, a nicotina é o principal mediador dos prejuízos 

causados à consolidação deste tipo de tarefa de memória. 

Inúmeros estudos em roedores têm avaliado a memória visuoespacial empregando 

diferentes tipos de testes de labirinto. O LAM tem sido largamente utilizado nas últimas três 

décadas (Filgueiras et al., 2010; Grant et al., 1992; Scerri et al., 2006; Wishaw et al., 1987) 

como uma importante ferramenta para melhor se compreender os mecanismos bioquímicos e 

estruturais da memória (Burwell et al., 2004; Cain et al., 2006; Dash et al., 2004; Harker & 

Whishaw, 2004). O teste consiste em, ao longo de um determinado número de tentativas e 

sessões de treinamento, um animal navegar em uma piscina e localizar uma plataforma 

submersa baseando-se em pistas visuais localizadas fora da piscina (Morris, 1984). O 

aprendizado no LAM é considerado mais rápido que em outros testes de labirinto devido ao 

seu estímulo aversivo, com aquisição em apenas 5 dias de treinamento (Hodges, 1996). 
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Porém, os resultados obtidos numa tarefa que requeira muitas sessões ou sessões longas para 

sua aprendizagem são considerados de difícil interpretação, uma vez que envolvem a 

sobreposição de diferentes fases da consolidação entre si e/ou com processos de reaquisição 

ou evocação (Izquierdo, 2011). 

No que diz respeito aos animais experimentais utilizados no LAM, fatores como 

massa corporal, idade e sexo devem ser levados consideração, pois podem influenciar a 

velocidade da natação (Wenk, 1998), assim como diferenças espécie-específicas e mesmo 

entre linhagens de uma mesma espécie (Crawley, 1996; Lipp & Wolfer, 1998). No presente 

estudo, foi utilizada uma linhagem de camundongos heterogênicos (Suíço). Muito embora o 

LAM tenha sido desenvolvido inicialmente para ser realizado com ratos (Brandeis et al., 

1989), várias espécies de mamíferos, principalmente camundongos, vem sendo testadas neste 

dispositivo (Lipp & Wolfer, 1998). Embora não sejam nadadores naturais e mostrem uma 

resposta comportamental muito diferente de ratos quando expostos ao ambiente do LAM, 

camundongos têm sido usados por vários autores e com sucesso. Isto porque, apesar de 

camundongos possírem um pior desempenho no LAM quando comparados a ratos, já foi 

demonstrado que esta diferença se deve a uma menor habilidade natatória e não a uma menor 

capacidade neurocognitiva desses animais (Lipp & Wolfer, 1998). Um trabalho em que 

camundongos C57BL/6 foram comparados à cepa de ratos Long-Evans em uma variedade de 

tarefas de aprendizagem em ambiente terrestre e aquático, foi observado um desempenho 

semelhante entre essas espécies quando em ambientes secos, no entanto, o mesmo não 

ocorreu em ambientes aquáticos (Whishaw & Tomie, 1996). Além disso, é importante 

considerar que camundongos de diferentes cepas podem apresentar semelhanças e 

peculiaridades relativas ao desempenho no teste de labirinto aquático de Morris (Francis et al., 

1995; Royle et al., 1999). 

Nossos resultados indicaram uma diferença sexo-dependente não relacionada ao 

tratamento no comportamento natatório dos animais testados durante o tratamento. De acordo 

com estudos prévios, fatores hormonais (Parsons et al., 2004; Postma et al., 2000) e 

evolutivos (Gaulin & FitzGerald, 1990) implicam em diferenças relacionadas ao sexo no 

desempenho de tarefas visuoespaciais tanto em humanos (Aleman et al., 2004; Goldstein et 

al., 1990; Stumpf, 1993) quanto em diferentes espécies de roedores (Galea et al., 1994, 1996; 

Perrot-Sinal et al., 1996a; Williams & Meck,  1991), o que poderia justificar, ao menos em 

parte, este resultado.  

O comportamento tigmotáxico também poderia explicar as diferenças entre sexos 

encontradas em nossos resultados. A tigmotaxia é uma resposta comportamental 
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frequentemente observada quando um animal é introduzido em um ambiente novo, 

potencialmente arriscado e estressante (Treit & Fundytus, 1989) e pode ser avaliada pelo 

tempo gasto pelo animal se locomovendo próximo às paredes do dispositivo de teste (Thiel et 

al., 1999) ou pelo número de vezes em que o animal encosta as vibrissas na parede (Luhmann 

et al., 2005). Fêmeas evidenciam níveis mais elevados de tigmotaxia que machos (Kvist & 

Selander, 1994; Perrot-Sinal et al., 1996b) e tal comportamento é claramente observado no 

início das sessões de treinamento em testes de labirinto aquático (Sakic et al., 1993; Saucier & 

Cain, 1995; Sei et al., 1992), sendo considerado um interferente no desempenho dos animais. 

Além disso, já foi documentado que camundongos boiam quando no LAM (Nakazawa et al., 

2003; Westerman et al., 2002). Este outro comportamento poderia levar a um aumento da 

latência para encontrar a plataforma sem, no entanto, estar relacionado a um déficit cognitivo 

primário. 

O presente trabalho também demonstrou que o desempenho dos camundongos no LAM, 

tanto nos treinamentos quanto na sessão de prova foi afetado pelo etanol, mas não pela 

nicotina, quando administrados isoladamente durante a adolescência e ainda um pior resultado 

decorrente da dupla exposição. Estes achados estão em acordo com um estudo anterior de 

nosso laboratório em que efeitos idênticos foram encontrados em camundongos C57Bl/6 

submetidos ao mesmo modelo de exposição à nicotina e etanol testados na esquiva passiva 

(Abreu-Villaça et al., 2007). Já foi demonstrado que, tanto em humanos como em roedores, a 

nicotina melhora a função cognitiva, como atenção e memória (Bancroft & Levin, 2000; 

Brioni et al., 1997; Decker et al., 1995; Levin & Simon, 1998; Marti Barros et al., 2004; 

Whitehouse & Kalaria, 1995), com um importante papel na retenção da memória espacial 

(Sharifzadeh et al., 2005c). Em relação à memória de curto prazo, o pico dos efeitos da 

nicotina é visto durante o tratamento na fase adulta (Ernst et al., 2001; Hefco et al., 2004; 

Levin & Rezvani, 2000; Rezvani & Levin, 2003). Interessantemente, em contraste a estes 

achados, mas em consonância com os de Hagan et al. (1989) e Attaway et al. (1999), nossos 

resultados indicam que a exposição somente à nicotina durante a adolescência não promove 

benefícios cognitivos. Foi descrito que adolescentes fumantes têm um pobre desempenho em 

tarefas de memória operacional tanto na exposição quanto na retirada da droga (Jacobsen et 

al., 2005). Estes resultados fornecem ainda mais evidências de que adolescentes apresentam 

uma resposta peculiar à nicotina quando comparados aos adultos (Abreu-Villaça et al., 2003a, 

2004; Slotkin, 2000). 

Em relação aos efeitos do etanol na memória, nossos resultados estão em acordo com 

estudos prévios que mostram uma deficiência no desempenho da tarefa da esquiva passiva 
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quando a droga é aplicada antes de cada dia de teste (Bammer & Chesher, 1982). Para testes 

de aprendizado por condicionamento, tem sido sugerido que o etanol altera a atenção 

necessária ao processo (Steele-Russell et al., 2006). O que também pode ser reiterado no 

presente estudo é que os camundongos não estavam sob efeito agudo da droga durante as 

sessões de teste (Parnell et al., 2006), descartando a possibilidade de déficits motores atuarem 

como um viés de confundimento. Estes achados estão também em acordo com outros estudos 

que avaliaram o desempenho de roedores em atividades visuoespaciais, com prejuízos 

significativos em adolescentes, mas não em adultos expostos ao etanol (Hefner & Holmes, 

2007; Markwiese et al., 1998; Rajachandran et al., 1993; Sircar et al., 2009), reforçando que a 

adolescência é um período de maior suscetibilidade a efeitos deletérios desta droga. 

Em relação à dupla exposição, a nicotina tem sido mostrada como uma inibidora da 

neurotoxicidade induzida pelo etanol em cultura de células corticais e cerebelares (Tizabi et 

al., 2003, 2004). De fato, a coadministração de nicotina e etanol em adultos representa a 

oposição do efeito cognitivo de uma droga em relação ao efeito da outra (Gould & Lommock, 

2003; Rezvani & Levin, 2002, 2003; Tracy et al., 1999). Apesar de estudos prévios 

demonstrarem um efeito benéfico da nicotina em contraste aos danos promovidos pelo etanol, 

no presente estudo, os efeitos do tratamento combinado refletiram a somação dos efeitos da 

exposição individual à nicotina e ao etanol, com um pior resultado quando na dupla exposição 

durante a adolescência. Desta maneira, nossos achados oferecem evidências de que a 

adolescência é uma janela crítica para a interação entre nicotina e etanol, com efeitos únicos 

quando comparados à idade adulta. Ainda, é possível especular que, na exposição durante a 

adolescência, a associação do consumo de tabaco e de álcool não possa ser explicada pela 

ação da nicotina em reverter os danos causados pelo etanol na função cognitiva. 

No período de retirada, ainda que estudos prévios tenham mostrado que a exposição ao 

etanol em ratos adolescentes, mas não em adultos, promova prejuízos persistentes na 

formação da memória (Barron et al., 2005; Sircar & Sircar, 2005), outros estudos mostram 

que a retirada de etanol durante a adolescência não afeta a memória (Popovic et al., 2004). 

Nossos resultados seguem a linha dos achados de Popovic e colaboradores (2004) uma vez 

que não são encontradas diferenças na performance cognitiva de camundongos tratados 

durante o período de retirada do etanol. Esses achados sugerem mudanças reversíveis na 

memória e sugerem que adolescentes são menos sensíveis à deterioração na memória 

visuoespacial promovida pela retirada do etanol. Os déficits cognitivos decorrentes do uso do 

etanol na adolescência aparentam ser dependentes do padrão de exposição, uma vez que 

períodos mais longos de tratamento com etanol (Farr et al., 2005) e com doses mais altas 
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(White & Swartzwelder, 2004; Parsons & Nixon, 1998) causaram déficits permanentes e 

danos neuronais em roedores e em humanos. 

Embora não tenham sido observadas diferenças no desempenho dos grupos 

experimentais durante as sessões de treinamento ao longo do período de abstinência, a sessão 

de prova indicou um prejuízo na retenção da memória dos grupos expostos à nicotina. A 

retirada da nicotina causa efeitos semelhantes aos encontrados em um modelo de exposição 

com altas doses da droga, que induziu a déficits na retenção da tarefa visuoespacial quando 

avaliada na sessão de prova (Scerri et al., 2006). Foi mostrado por Jacobsen e colaboradores 

(2005) que adolescentes humanos que fumavam tabaco diariamente experimentavam 

deficiências agudas na memória verbal e recente durante a retirada da droga. 

Semelhante à exposição isolada, a associação de nicotina com o etanol promoveu um 

resultado deletério na retenção do aprendizado. Este resultado corrobora dados prévios da 

literatura que contrastam efeitos cognitivos de nicotina e de etanol na fase adulta (Gould & 

Lommock, 2003; Rezvani & Levin, 2002, 2003; Tracy et al., 1999). Assim, apesar de alguns 

estudos já terem demonstrado a atividade neuroprotetora da nicotina em relação aos efeitos 

deletérios do etanol (Gould & Lommock, 2003; Prendergast et al., 2000; Tracy et al., 1999), 

não encontramos evidências de que a nicotina neutralize os efeitos negativos do etanol. 

Contrariamente, nossos resultados sugerem que a coadministração de etanol e nicotina 

durante a adolescência pode ter efeitos persistentes mesmo que com a retirada das drogas. 

 

 

4.5 Teste de campo aberto e de locomoção forçada em cilindro giratório 

 

Não foram encontradas diferenças significativas na atividade locomotora dos animais 

em nenhum dos parâmetros avaliados no campo aberto quando estes foram testados na 

adolescência – durante a exposição à nicotina e/ou ao etanol. O mesmo se deu na abstinência 

das drogas, quando os animais já atingiram a idade adulta. No teste de locomoção forçada em 

cilindro giratório, todos os grupos de tratamento aumentaram igualmente o tempo de 

permanência sobre a plataforma giratória ao longo das tentativas em PN45 e em PN57 de 

modo que não foram observadas alterações significativas no equilíbrio e na coordenação 

motora dos animais. 

Os efeitos motores do etanol são bem estabelecidos em humanos: variam de acordo 

com a dose e a cronicidade da exposição à droga (Carpenter, 1962; Tafiand & Kasschau, 

1965), incluem déficits na coordenação motora, aumento do tempo de reação e perda de 
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equilíbrio e são observados quando o organismo está submetido à ação direta do etanol 

(Wallgren & Barry, 1970). Além disso, apesar de tais efeitos terem sido bem demonstrados 

em roedores (Boyce-Rustay & Holmes, 2006; Little et al., 1996; Quoilin et al., 2010; Silveri 

& Spear, 1998; White et al., 2002), a sensibilidade à droga parece sofrer uma grande 

variabilidade em função das diferenças espécie/cepa-específicas, bem como do modelo de 

exposição empregado (Boyce-Rustay & Holmes, 2006; Çelik et al., 2005; Hefner & Holmes, 

2007). Apesar de estudos prévios terem demonstrado uma maior suscetibilidade de animais 

adolescentes a alterações na atividade locomotora quando comparados a animais adultos 

(Quoilin et al., 2010; Stevenson et al., 2008), nos animais testados no período de tratamento, a 

última injeção de etanol havia sido administrada 24 horas antes do teste de modo que os 

sintomas físicos decorrentes da ação direta da droga não se aplicam a este caso. Deste modo, 

não foram observados efeitos locomotores decorrentes do uso nem da abstinência do etanol 

em nossos resultados. 

Em ratos adolescentes, a exposição à nicotina induz um efeito locomotor estimulante 

enquanto, em animais adultos, há uma depressão da atividade motora (Belluzzi et al., 2004, 

Cao et al., 2007; Elliott et al., 2004, Vastola et al., 2002). Os efeitos da nicotina vêm sendo 

estudados na doença de Parkinson/Parkinsonismo: tanto em humanos como em modelos 

animais, a nicotina promove uma diminuição de sintomas clássicos da doença, como a 

bradicinesia, o tremor e a rigidez (Balfour et al., 2000 Marks & Collins, 1982; Moll, 1966; 

Quik et al., 2007; USDHHS, 1988a). Entretanto, assim como para o etanol, o presente estudo 

não encontrou efeitos da nicotina na deambulação e na coordenação/ equilíbrio dos animais, 

em acordo com estudos prévios onde a ação estimulante da nicotina não foi observada para 

ambos os testes comportamentais em questão (Al-Rejaie & Dar, 2006b; Trauth et al., 2000). 

Em relação à dupla exposição, foi demonstrado que a exposição prévia a estas drogas 

afeta locomoção no teste de campo aberto na adolescência (Gilbertson & Barron, 2005), bem 

como que a nicotina atenua a ataxia promovida pelo etanol (Al-Rejaie & Dar, 2006a, b). No 

entanto, não foram encontradas alterações no comportamento motor dos animais tanto na 

vigência quanto na abstinência das drogas. A ausência de alterações motoras em virtude do 

tratamento com nicotina e/ou etanol, tanto na atividade de deambulação quanto no equilíbrio e 

coordenação, sugere que os resultados obtidos no LAM não sejam devidos a déficits motores, 

mas, sim, às alterações dos mecanismos de formação/consolidação de memória visuoespacial. 
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4.6 Análise bioquímica do sistema glutamatérgico 

 

Na avaliação dos mecanismos de transporte de aminoácidos excitatórios, observamos 

uma redução significativa da captação de [3H] D-aspartato quando na ausência de sódio, bem 

como a necessidade de uma temperatura e tempo de incubação ótimos para que o transporte 

do AAE ocorra. Elaboramos uma curva temporal da captação do aminoácido excitatório com 

o objetivo de estabelecer qual seria o tempo ideal de incubação com AAE para alcançarmos 

um transporte máximo e/ou estabilizado. A partir deste resultado elegemos o tempo de 60 

minutos como o tempo ideal de incubação com o radioativo para os nossos próximos 

experimentos. O transporte de glutamato é sensível à temperatura (Kanner & Marva, 1982). A 

sódio-dependência demonstra que a estrutura envolvida neste processo é um transportador de 

alta afinidade. Tomados em conjunto, estes resultados caracterizam algumas propriedades 

físicoquímicas dos transportadores de AAE (Danbolt, 2001). 

A captação de AAE no hipocampo permaneceu constante ao longo do 

desenvolvimento. Apesar das alterações robustas que ocorrem no hipocampo durante o 

período prepuberal, com intensa neurogênese, aumento da densidade dendrítica (He & Crews, 

2007; Swann et al., 1999; Yildirim et al., 2008) e um aumento do volume hipocampal sexo-

dependente durante o processo de maturação (Durston et al., 2001; Koshibu et al., 2004; 

Yildirim et al., 2008), tais mudanças estruturais parecem não afetar o transporte de AAE ao 

longo do desenvolvimento. Este resultado sugere que as alterações encontradas na atividade e 

na expressão dos transportadores sejam devidas aos efeitos da exposição às drogas. 

No presente trabalho, observamos que a administração isolada e a coadministração de 

nicotina e etanol diminuíram significativamente a captação de [3H] D-aspartato no hipocampo 

de camundongos adolescentes, com a reversão destes efeitos quando avaliados dois diferentes 

períodos de retirada das drogas. Nosso estudo também demonstrou um papel mandatório do 

GLAST/EAAT1 no transporte de [3H] D-aspartato no hipocampo, de forma que, além da 

atividade dos transportadores glutamatérgicos hipocampais como um todo, investigamos os 

efeitos da nicotina e do etanol na expressão deste transportador glial. Nossos resultados 

mostraram que a exposição a estas drogas durante a adolescência leva a uma redução 

importante da expressão de GLAST/EAAT1, com um efeito mais proeminente quando na 

exposição isolada a ambas as drogas. Na abstinência, foi observada uma discreta recuperação 

destes efeitos para o grupo que recebeu nicotina mais etanol, e de quase 50% para os grupos 

que receberam as drogas isoladamente. O transporte de glutamato pode ser regulado, aguda ou 

cronicamente, por diversos mecanismos. Desta forma, propomos que nicotina e etanol atuem 
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como agentes moduladores do transporte de AAE e que as alterações ora encontradas estejam 

relacionadas com os resultados obtidos na execução da tarefa visuoespacial no LAM. 

Há evidências de que a ativação dos receptores NMDA estimula a atividade de 

proteínas cinase (Yamauchi, 2005; Strack et al., 1997; Gardoni et al., 2001), cruciais para a 

formação de LTPs (Errington et al., 1987; Morris et al., 1990a,b; Shankar et al., 1998) e que 

modulam a atividade e a expressão dos transportadores de AAE através de sítios de 

fosforilação presentes na estrutura dos EAATs (Nieoullon et al, 2006; Gegelashvili & 

Schousboe, 1997). De fato, a ativação da PKC é relacionada como estímulo para a captação 

de glutamato (Casado et al., 1993; Dowd & Robinson, 1996), muito embora, por vezes, 

estudos mostrem um papel antagônico desta proteína: de um modo geral, a fosforilação de 

transportadores de AAE por PKC leva à internalização do transportador EAAT1; à 

diminuição da atividade do EAAT2 em até 25%, sem nenhuma alteração na expressão do 

transportador (Kalandadze et al., 2002); ao aumento do EAAT3 (Gonzáles & Robinson, 

2004), além de haver uma forte associação entre a PKC e o EAAC1/EAAT3 em neurônios 

hipocampais (Fournier et al., 2004; González et al. 2002). Tal interação contribuiria para a 

adequação da eficiência do transporte à demanda celular (Davis et al., 1998). Por sua vez, a 

PKA, envolvida na modulação da excitabilidade sináptica, da plasticidade neural, e com uma 

participação importante no processo de formação e consolidação das memórias (Benito & 

Barco, 2010; Knoll & Nordheim, 2009; Zhang et al., 2011), também participa na regulação da 

expressão dos transportadores gliais GLAST/EAAT1 e GLT-1/EAAT2 (Hannson & 

Ronnback, 1991; Leonova et al., 2001). Particularmente, a inibição de PKA leva a aumento 

rápido e robusto da eficiência do transporte de glutamato por um aumento na expressão de 

GLAST/EAAT1 na superfície celular (Adolph et al., 2007). 

A formação de LTP na área CA1 do hipocampo tem sido associada ao aumento da 

captação de glutamato e ao aumento da expressão de transportadores neuronais 

EAAT3/EAAC1 na superfície celular (Levenson  et al., 2001). Camundongos knockout para 

os genes GLT-1/EAAT-2 (Katagiri et al., 2001) e para GLAST/EAAT1 (Karlsson et al., 

2009) apresentam prejuízos na expressão de LTP. Tomados em conjunto, estas evidências 

reforçam a ideia de que a exposição a substâncias que estimulem ou inibam a transmissão 

glutamatérgica, como nicotina e etanol, levem a alterações da eficiência dos EAATs, com 

repercussões nos processos de formação de memória. 

É bem estabelecido que o etanol tem um impacto direto sobre a transmissão 

glutamatérgica através do bloqueio dos receptores NMDA (Bellinger et al., 2002; Lovinger et 

al., 1989; Otton et al., 2009) com uma consequente suprarregulação (Nagy et al., 2005; 
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Trujillo & Akil, 1995), sugerindo que a exposição crônica ao etanol leva a mudanças 

funcionais destes receptores (Khanna et al., 1991, 1992a, 1992b, 1993), como na formação do 

LTP devido à redução da ativação dos NMDA-R em neurônios hipocampais (Shen et al., 

2010; Swartzwelder et al., 1995b). Dentre os períodos de desenvolvimento, a adolescência 

parece ser o de maior sensibilidade aos efeitos do etanol (Adriani et al., 2004; Bortolotto et 

al., 1999; Swartzwelder et al., 1995a) quando comparados a animais neonatos (Marinelli et 

al., 2005) ou adultos (Swartzwelder et al., 1995; Li et al., 2002): foi demonstrado que o 

etanol, mediado pela atenuação do potencial pós-sináptico de receptores NMDA na área CA1 

do hipocampo, prejudica os mecanismos de memória em ratos prepúberes (Swartzwelder et 

al., 1995a). Por outro lado, a retirada do etanol leva a um aumento da transmissão 

glutamatérgica (Tsai et al., 1998) por um incremento do número de NMDA-R (Hoffman et 

al., 1992; Snell et al., 1993; Tsai et al., 1998). Além disso, tem sido relatado que os níveis 

extracelulares de glutamato também estão aumentados tanto em humanos alcoólicos 

abstinentes quanto em ratos com sintomas físicos de retirada da droga (Rossetti & Carboni, 

1995; Tsai et al., 1998). Esta reversão dos efeitos do etanol no sistema glutamatérgico parece 

implicar também na performance cognitiva, visto que sua retirada facilita os processos de 

memória, como no condicionamento pelo medo (Bertotto et al., 2006). 

Em relação ao transporte de AAE, foi demonstrado que o etanol medeia seus efeitos 

no EAAT3 via PKC (Kim et al., 2005). Estudos em cultura de células demonstraram que a 

exposição aguda aumenta a atividade de EAAT3 em níveis clinicamente relevantes, de modo 

a sugerir que este transportador induza alguns dos efeitos centrais do etanol como sedação e 

alterações cognitivas (Kim et al., 2003), enquanto a exposição crônica reduz a atividade do 

EAAT3 de maneira tempo-dependente e reversível (Kim et al., 2005). O tratamento com 

etanol em ratos neonatos não afetou os EAATs durante o período de exposição, contudo, na 

avaliação dos animais na idade adulta, abstinentes desde PN8, houve uma suprarregulação de 

EAAT1, EAAT2 e EAAT3 no hipocampo, com prejuízos na retenção quando avaliados no 

LAM (Zink et al., 2011). 

Em acordo com o estudo de Kim e colaboradores (2005), nossos resultados mostraram 

uma redução significativa da atividade dos EAATs ao final do período de tratamento com 

reversão parcial deste efeito na retirada do etanol. A redução da eficiência do transporte 

durante a exposição pode ser devida à inibição encontrada, de cerca de 40%, na expressão do 

transportador GLAST/EAAT1. Ainda, o bloqueio de receptores NMDA causado pela 

exposição ao etanol (Bellinger et al., 2002; Lovinger et al., 1989; Otton et al., 2009) pode ter 

atuado como um inibidor dos EAATs, com um efeito importante sobre o EAAT1. O etanol 
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provoca uma depleção da transmissão glutamatérgica, com reconhecido prejuízo ao processo 

de formação de memória (Shen et al., 2010; Swartzwelder et al., 1995a, b), o que sugere uma 

relação entre os achados bioquímicos e os resultados no LAM, onde, no período de 

administração do etanol, houve um pior desempenho para a aquisição e a retenção da tarefa 

visuoespacial. 

De fato, a relação entre receptores NMDA e EAATs é uma via de mão dupla: 

enquanto estes receptores modulam a atividade e a expressão dos transportores de AAE 

(Nieoullon et al, 2006; Gegelashvili & Schousboe, 1997), os EAATs, por sua vez, atenuam as 

funções mediadas pelo NMDA-R (Bunch et al., 2009). Desta forma, a diminuição da 

eficiência da captação de [3H] D-aspartato e da expressão de EAAT1 e a relação deste 

resultado com o pior desempenho dos animais testados durante o tratamento com etanol pode 

acontecer da seguinte forma: o bloqueio de NMDA-R promovido pelo uso do etanol, que, 

reconhecidamente, induz prejuízos de memória (Swartzwelder et al., 1995a), leva a uma 

redução da estimulação dos EAATs; no entanto, a diminuição da função dos EAATs, como 

forma de reduzir compensatoriamente a inibição da função deste receptor, já prejudicada pelo 

etanol, não é suficiente para reverter os efeitos da droga nos receptores e no comportamento. 

Na retirada, a ativação dos NMDA não mais bloqueados pelo etanol e suprarregulados 

pelo uso crônico da droga (Nagy et al., 2005; Trujillo & Akil, 1995), torna necessário o 

aumento da captação de AAE no sentido de prevenir um quadro excitotóxico (Rubio et al., 

2011; Ward et al., 2008; Hoffman, 1995), o que justificaria a recuperação da atividade dos 

EAATs e da expressão de EAAT1 e a reversão dos danos cognitivos do etanol ao longo do 

tratamento. No período de abstinência, enquanto Zink e colaboradores (2011) demonstraram 

uma suprarregulação do EAAT1 no hipocampo, nós encontramos apenas uma recuperação 

parcial da redução da expressão dos EAATs. Uma vez que a retirada do etanol leva a um 

aumento do glutamato extracelular (Rossetti & Carboni, 1995; Tsai et al., 1998) e que a 

superfície celular é sensível à presença do glutamato, de modo a aumentar sua captação 

através de um aumento da expressão de GLAST/EAAT1 (Duan et al., 1999; González & 

Ortega, 2000), esta pode ser uma possível explicação para a recuperação, ainda que 

incompleta, da expressão deste transportador glial no grupo exposto somente ao etanol. 

Quanto ao retorno da atividade aos níveis normais, é provável que outros EAATs que também 

sofrem suprarregulação na retirada do etanol (Zink et al., 2011) contribuam para esta 

restituição da eficiência do transporte de AAE. Foi sugerido que uma captação eficiente seja 

necessária a uma boa função cognitiva (Katagiri et al., 2001; Karlsson et al., 2009; Levenson 

et al., 2001), o que vai ao encontro do resultado comportamental encontrado no LAM, em 
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que, na retirada, o grupo exposto somente ao etanol apresentou uma recuperação dos danos e 

um desempenho normal da tarefa. Todos estes efeitos na neurotransmissão glutamatérgica 

sugerem que o etanol pode ser considerado um modular do sistema de transporte de AAE. 

No que diz respeito aos efeitos da nicotina, sabe-se que a administração da droga afeta 

os mecanismos de atenção e memória no hipocampo através da modulação excitatória – a 

nicotina promove um aumento da transmissão glutamatérgica (McGehee et al., 1995; Gray et 

al., 1996) estimulando a liberação de glutamato (Fedele et al., 1998). De fato, a nicotina induz 

um aumento da transmissão sináptica no hipocampo pela ativação de nAChRs pré-sinápticos 

(Wonnacott, 1997) com extensiva interação funcional com os receptores NMDA (Jain et al., 

2008). Estudos têm sugerido que tal estimulação ocorra através dos subtipos de nAChRs α7 e 

α4β2: estes receptores modulam a permeabilidade celular ao Ca
2+

, que interfere nos processos 

de plasticidade necessários à formação de memória (Barrantes et al., 1994, 1995; Broide & 

Leslie, 1999; Papke et al., 2001; Perry et al., 2002; Sorenson et al., 1998; Wonnacott, 1997). 

Embora não haja dados na literatura que evidenciem a ação da nicotina sobre os EAATs, além 

da estimulação glutamatérgica causada pela droga, que sugere um estímulo do transporte de 

AAE, a interação dos nAChRs com proteínas cinase também fornece subsídios da modulação 

dos transportadores pela nicotina. 

O presente trabalho demonstrou uma redução importante da atividade e da expressão 

dos transportadores no hipocampo durante a adolescência. Apesar de este quadro representar 

um resultado similar ao do grupo que sofreu a exposição somente ao etanol, a nicotina não 

desencadeou déficits de memória no período de tratamento. Uma possível explicação para a 

interação destes resultados bioquímicos e comportamentais seria seguindo a linha de que 

possíveis deficiências na memória associadas às alterações no transporte de AAE fossem 

compensadas através da estimulação dos receptores nicotínicos colinérgicos, mediadores 

celulares primários dos efeitos desta droga (Abreu-Villaça et al., 2003a, 2004), fortemente 

atrelados a funções cognitivas (Mathews et al., 1974; Nadler et al., 1974; Zahalka et al., 1993) 

dado que a atividade dos nAChRs contribui para a indução de LTP (Fujii  et  al.,  1999;  

Hunter et al., 1994; Ji et al., 2001; Mann & Greenfield, 2003; Mansvelder  & McGehee, 2000; 

Matsuyama et al., 2000). 

Apesar de os níveis de atividade dos transportadores na retirada da nicotina terem sido 

recuperados, a expressão de GLAST/EAAT1 não foi plenamente restituída, um resultado 

semelhante aos efeitos da abstinência do etanol. Contudo, a retirada do tratamento com a 

nicotina causou um déficit da retenção da tarefa no LAM. Já foi descrito que a ativação dos 

receptores nAChRs no hipocampo desencadeia a liberação de glutamato (Wonnacott et al., 
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2002), de forma que a nicotina atua como um modulador das sinapses glutamatérgicas nesta 

região (Proctor et al., 2011) e que a sua retirada após uma exposição crônica leva a prejuízos 

da memória hipocampo-dependente (Davis et al., 2005; Levin & Simon, 1998). Assim, uma 

possível explicação para a conjugação destes resultados pode estar relacionada a alterações da 

LTP desencadeadas pela abstinência da nicotina. Foi proposto que a exposição aguda e 

crônica à nicotina facilita a formação de memória através de uma diminuição do limiar para 

indução de LTP no hipocampo (Fujii et al., 1999) por um aumento da resposta dos NMDA-R 

por diferentes mecanismos (Yamazaki et al., 2005, 2006a). Yazamaki e colaboradores 

(2006b) acrescentam que a retirada da droga causa uma flutuação deste limiar nos 4 primeiros 

dias de retirada, com uma diminuição do incremento da resposta dos NMDA-R induzido pela 

nicotina, o que, por sua vez, deve ser responsável pelo retorno dos níveis de LTP aos níveis 

basais após este período. Com base no trabalho de Yamazaki et al. (2006b), sugerimos que o 

desempenho na sessão de prova tenha sido prejudicado por este efeito da retirada da nicotina 

na indução da LTP.  

Como exposto anteriormente, a literatura apresenta inúmeros indícios da oposição de 

efeitos na liberação de glutamato e na regulação dos receptores NMDA, bem como na 

memória, pela administração de nicotina e etanol isoladamente. Entretanto, no que diz 

respeito aos transportadores de AAE, as evidências ainda são insuficientes para se estabelecer 

um padrão de ação destas drogas neste componente do sistema glutamatérgico. 

Interessantemente, apesar do antagonismo funcional, de acordo com nosso trabalho, a 

exposição somente à nicotina e ao etanol provocou efeitos idênticos na eficiência da captação, 

tanto pela atividade dos transportadores quanto pela expressão de GLAST/EAAT1 em ambos 

os período avaliados – tratamento e abstinência, muito embora o desempenho dos animais na 

tarefa visuoespacial não tenha acompanhado a mesma tendência dos resultados bioquímicos. 

Estes resultados sugerem que outros componentes do sistema glutamatérgico não aferidos no 

presente estudo, bem como de outros sistemas neurotransmissores, estejam alterados e 

envolvidos neste processo de modo a complementar esta resposta. Ademais, ainda que a 

expressão dos demais EAATs não tenha sido o foco de nosso trabalho, é importante lembrar 

que o uso de nicotina pode afetar, direta ou indiretamente, os demais transportadores de AAE 

tal como o etanol. 

Levando em consideração os dados fornecidos pela literatura no tocante aos efeitos de 

nicotina e etanol, era esperado que, na dupla exposição, encontrássemos a oposição do efeito 

destas drogas. No entanto, a redução na captação vista durante a administração das drogas foi 

da mesma ordem que a observada na exposição de nicotina e etanol isoladamente, enquanto 
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que a redução na expressão de EAAT1 foi cerca de 50% menor do que a encontrada na 

exposição isolada. Na retirada das drogas, houve um restabelecimento os níveis de captação 

de [3H] D-aspartato, bem como da expressão do transportador glial, embora esta não tenha 

sido completa. 

Há uma divergência na literatura no que diz respeito aos efeitos cognitivos da 

associação entre nicotina e etanol. Quando as duas drogas são administradas em conjunto, a 

nicotina usualmente melhora (Gould et al., 2001), mas, em alguns casos, potencializa 

(Rezvani & Levin, 2002) os efeitos deletérios induzidos pelo etanol na função cognitiva.  

Contudo, também já foi demonstrado que a administração de nicotina, mesmo que em altas 

doses, não reverte os prejuízos na memória visuoespacial causados pelo bloqueio de NMDA-

R pelo seu antagonista dizocilpina, simulando os efeitos do etanol sobre estes receptores 

(Levin et al., 2003). Agudamente, o etanol diminui a excitabilidade pós-sináptica dos 

receptores NMDA, enquanto a nicotina aumenta esta resposta. No entanto, um pré-tratamento 

com etanol atenua os efeitos da nicotina (Proctor et al., 2011). Além disso, foi demonstrado 

que a nicotina somada ao etanol provoca danos celulares no hipocampo (Oliveira-da-Silva et 

al., 2009). Estes achados demonstram que a circuitaria glutamatérgica está implicada nos 

efeitos da exposição combinada sobre a memória. Embora não haja dados na literatura que 

estabeleçam a relação entre a dupla exposição e os EAATs, estes resultados sugerem que, 

mesmo com alterações bioquímicas menos robustas, o couso destas drogas na adolescência 

causa prejuízos que se estendem até o período de retirada e reforçam a necessidade de mais 

estudos no sentido de esclarecer seus mecanismos de interação. 

É possível que outros sistemas de neurotransmissores expliquem as alterações 

encontradas nos animais expostos a nicotina e etanol. Nesse sentido, evidências de interações 

entre estas duas drogas foram descritas para os sistemas colinérgico, GABAérgico e 

dopaminérgico. De acordo com o descrito acima, o receptor nicotínico é um outro sítio no 

qual nicotina e etanol podem interagir. É bem estabelecido que a nicotina, como um análogo a 

acetilcolina, medeia seus efeitos primários atuando em nAChRs (Abreu-Villaça et al., 2003a, 

2004) e modula outros neurotransmissores através da ativação destes receptores nicotínicos 

(Aramakis & Metherate, 1998; Chiodini et al., 1999; Levin & Simon, 1998; Miledi, 1980; 

Wonnacott, 1997; Yin & French, 2000). Em paralelo, o etanol atua em sistemas 

neurotransmissores via receptores ionotrópicos (Gonzales & Hoffman, 1991; Samson & 

Harris, 1992; Scivoletto & Malbergier, 2003; Zaleski et al., 2004) com influência direta na 

função dos receptores nicotínicos (Castaneda et al., 1996; Eckardt et al., 1998; Grant, 1994). 

Tanto nicotina (Abreu-Villaça et al., 2003a, 2004; Flores et al., 1992) quanto etanol (Booker 
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& Collins, 1997) promovem suprarregulação dos receptores colinérgicos nicotínicos em 

diversas regiões cerebrais, inclusive tornando-os mais responsivos à nicotina (Dohrman & 

Reiter, 2003). Além disso, o etanol reforça o fluxo iônico induzido pelo agonista através dos 

receptores nicotínicos (Aistrup et al., 1999; Cardoso et al., 1999) e aumenta a estimulação dos 

receptores nicotínicos envolvidos na ativação do sistema mesolímbico dopaminérgico 

(Soderpalm et al., 2000). 

O sistema GABAérgico também está implicado dos processos de formação de 

memória (Bowery, 1980; Castellano et al., 1989). De fato, alterações da neurotransmissão 

gabaérgica induzem danos na memória visuoespacial (Izquierdo et al., 1992). Os efeitos 

amnésicos induzidos por agonistas dos receptores GABAA (Cole, 1986; Kant et al., 1996; 

McNamara et al., 1993) somados ao fato de que a liberação de GABA no hipocampo de ratos 

é modulada por nAChRs (Alkondon et al., 1997, 1999), apontam os receptores GABA como 

um outro mediador das alterações cognitivas promovidas por nicotina e etanol. Os receptores 

do tipo GABAA medeiam os efeitos de sedação do etanol (Dickerson  et  al.,  2010; Mihic & 

Harris, 1997) e respondem de modo  dose dependente à administração  de  etanol, com um 

aumento da sua função (Proctor et al., 2006) e consequente prejuízo à  formação  de  

memórias através da inibição de LTPs (Schummers  &  Browning, 2001). Estes efeitos devem 

ser mais acentuados quando a exposição à droga ocorre na adolescência, visto que a função 

GABAérgica no período prepuberal é crítica para a maturação das conexões sinápticas 

hipocampais (Gao & van den Pol, 2001). Em relação à nicotina, há uma intrínseca relação 

entre nAChRs e receptores GABA: a nicotina induz modulação sináptica persistente na 

presença de antagonistas GABAA com reversão de alterações de memória robustas, como as 

causadas pela doença de Alzheimer (Rosato-Siri et al., 2006). Além disso, grupamentos de 

receptores GABAA foram localizados próximos a nAChRs, com evidente ação das fibras 

colinérgicas como moduladores dos terminais GABAérgicos (Liu et al., 2006). Ademais, o 

uso de antagonistas do receptor GABAB (Bowery et al., 1980) interfer na consolidação e 

retenção da memória em roedores (Castellano et al., 1989, Swartzwelder et al., 1987)  e em 

humanos, particularmente, quando em combinação com drogas anticolinérgicas  (Sandyk & 

Gillman, 1985). 

O sistema dopaminérgico também tem sido apontado como um dos mediadores que 

mais influencia o aprendizado em tarefas de esquiva inibitória (Jaffard et al., 2001; Myhrer, 

2003), visto que a memória recente (Davis et al., 1991) e a aquisição relacionada a estímulo-

resposta (Rezayof et al., 2007) e a outros tipos de aprendizado (Di Chiari et al., 2004) é tida 

como dependente de receptores dopaminérgicos mesocorticolímbicos (Di Chiari et al., 2004; 
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Mishkin et al., 1984; Packard & Knowton, 2002; Rezayof et al., 2007). A potencialização do 

desempenho de tarefas visuoespacias por agonistas dopaminérgicos também aponta para a 

importância deste sistema neurotransmissor para a consolidação deste tipo de memória 

(Packard et al., 1994; Hitchcott et al., 1998). A hipoatividade dopaminérgica no córtex pré-

frontal leva a déficits de memória recente (Davis et al., 1991). Algo semelhante acontece pelo 

uso do etanol, que gera um bloqueio da produção dopaminérgica no córtex pré-frontal medial 

gerando déficits da memória espacial (De Oliveira & Nakamura-Palacios, 2003). 

Opostamente, a administração de nicotina na periadolescência produz um aumento da 

arborização dendrítica nos neurônios dopaminérgicos do núcleo accumbens com alterações 

estruturais persistentes (McDonald et al., 2005). Porém, mais estudos são necessários para a 

melhor compreensão das funções de controle e mecanismos detalhados da interação dos dois 

processos, reforçando a consideração de que fumar e/ou beber na adolescência constitui um 

risco para o desenvolvimento de funções cognitivas. 
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5 CONCLUSÕES 

 

Com base neste estudo podemos concluir que: 

 

(1) O uso do etanol na adolescência promove danos na formação da memória visuoespacial de 

camundongos quando avaliados durante o período de exposição, com um pior desempenho 

cognitivo quando associado à nicotina. 

 

(2) Após a exposição ao longo de toda a adolescência, a retirada da nicotina, isolada ou 

concomitante à retirada do etanol, afeta a retenção de uma tarefa visuoespacial. 

 

(3) Nicotina e etanol, tanto separadamente quanto em conjunto, alteram o transporte de 

aminoácidos excitatórios no hipocampo ao final do período de exposição, com recuperação 

total dos níveis de captação na retirada das drogas, com uma atuação peculiar sobre o 

transportador glial GLAST/EAAT1, reduzindo sua expressão. Desta forma, sugerimos que os 

EAATs, sejam um sítio de ação comum a estas drogas e que o hipocampo apresenta 

suscetibilidade estrutural e funcional à nicotina e ao etanol no período crítico da adolescência, 

com efeitos da exposição a estas drogas ainda observados na abstinência.  

 

Estes resultados constituem a primeira evidência de que alterações no sistema de 

transporte glutamatérgico no hipocampo ocorram em consequência à exposição à nicotina 

e/ou ao etanol durante a adolescência e que tais alterações estejam implicadas nos prejuízos 

de aquisição e retenção de uma tarefa visuoespacial apresentados no LAM. 
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