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Enfrentamos dois fatos: o fumo do cigarro contém substância farmacologicamente 

ativa. A nicotina é um agente farmacológico potente. Todos os toxicólogos, fisiologistas, 

médicos e a maioria dos químicos, os sabem. Não é nenhum segredo. 

 

Phillip Morris, 1982 



RESUMO 

 

 

NUNES-FREITAS, André Luiz. A susceptibilidade à nicotina e etanol é afetada pela 

exposição à nicotina, fumaça de cigarro e etanol durante o período gestacional: alterações 

comportamentais e eletrofisiológicas no período pós-natal de camundongos. 2014. 138 f. 

Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clínica e Experimental) - Instituto de Biologia Roberto 

Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014. 

 

Uma questão particularmente relevante é o fato de exposições precoces a drogas de 

abuso durante o desenvolvimento potencialmente aumentarem a susceptibilidade a estas 

drogas posteriormente durante o desenvolvimento. No presente estudo utilizando estudos 

comportamentais e eletrofisiológicos, investigamos efeitos tardios da exposição de 

camundongos à fumaça de cigarro, à nicotina e ao etanol durante o período que corresponde à 

gestação em humanos. Para tal, esta tese foi dividida em 2 estudos. No Estudo 1, submetemos 

camundongos durante o período que corresponde à gestação de humanos à fumaça de cigarro 

e/ou etanol visando investigar se a estas drogas de abuso, separadamente ou quando 

combinadas, programam maior susceptibilidade aos efeitos da nicotina durante a adolescência 

(PN30) ou idade adulta (PN90). Para avaliar a susceptibilidade, utilizamos 3 testes: campo 

aberto (CA), preferencia pela nicotina (PPN) e preferencia condicionada por lugar (CPP). No 

Estudo 2, os animais foram expostos a nicotina durante o período gestacional e, no período 

que corresponde à infância (PN9 a PN20), fatias de cérebro contendo o núcleo tegumental 

laterodorsal (LDT) foram expostas a etanol. Este núcleo foi escolhido uma vez que estudos 

recentes indicam sua participação em mecanismos de toxicodependência. Foram realizados 

registros eletrofisiológicos de uma única célula. No Estudo 1, identificamos maior 

sensibilidade para os efeitos da reexposição à nicotina na adolescência quando comparada 

com a idade adulta . Em animais testados no CA durante a adolescência, a nicotina foi capaz 

de causar aumento da atividade locomotora nos animais controle, previamente expostos à 

fumaça de cigarro e ao etanol. Contudo, em animais expostos à fumaça combinada com 

etanol, não houve aumento da locomoção. Na idade adulta, a nicotina causou um aumento da 

atividade locomotora no CA somente nos animais expostos à fumaça de cigarro. Quanto ao 

CPP, a exposição prévia à fumaça de cigarro e ao etanol causaram aumento da resposta 

condicionada à nicotina em fêmeas adolescentes. Nos animais previamente expostos à 

combinação entre fumaça de cigarro e etanol, a resposta condicionada à nicotina não atingiu 

significância estatística. Não houve alterações na idade adulta. A exposição a fumaça de 

cigarro e/ou etanol não afetou a PPN. No Estudo 2, os dados eletrofisiológicos mostraram que 

a exposição pré-natal à nicotina foi capaz de alterar as correntes de despolarização basais e o 

potencial de repouso de células do LDT A nicotina também foi capaz de alterar as respostas 

deste núcleo ao etanol reduzindo as correntes de despolarização e aumentando, embora que 

não de forma significativa, as correntes inibitórias. De acordo com estes dados, injurias 

causadas pela exposição à fumaça do cigarro, à nicotina isoladamente, e ao etanol durante o 

desenvolvimento são capazes de perdurar por um logo tempo na vida do individuo, alterando 

as respostas a comportamentais e celulares a uma exposição tardia à nicotina e ao etanol. 

 

Palavras-chave: Adolescência. Susceptibilidade. Nicotina. Etanol. 



ABSTRACT 

 

 

NUNES-FREITAS, André Luiz. A susceptibilidade à nicotina e etanol é afetada pela 

exposição à nicotina, fumaça de cigarro e etanol durante o período gestacional: alterações 

comportamentais e eletrofisiológicas no período pós-natal de camundongos. 2014. 138 f. 

Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clínica e Experimental) - Instituto de Biologia Roberto 

Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014. 

 

Particularly relevant is the fact that early exposure to drugs of abuse during 

development potentially increases drug susceptibility later during development. In the present 

study we used mice models to investigate postnatal behavioral and electrophysiological 

effects of exposure to cigarette smoke, nicotine and ethanol during the period that corresponds 

to pregnancy in humans. To this end, this thesis was divided into two studies. In Study 1, we 

submitted mice to cigarette smoke and / or ethanol in order during the period that corresponds 

to human pregnancy to investigate whether these drugs of abuse, alone or when combined, 

programs increased susceptibility to the effects of nicotine during adolescence (PN30) or 

adulthood (PN90). To evaluate susceptibility, we use three tests: open field (OF), preference 

for nicotine (PFN) and conditioned place preference (CPP). In Study 2, the animals were 

exposed to nicotine during pregnancy and, in the period corresponding to childhood (PN9 to 

PN20), brain slices containing the laterodorsal tegmental nucleus (LDT) were exposed to 

ethanol. This nucleus was chosen based on recent studies that indicate that it participates in 

mechanisms of addiction. Whole cell patch clamp recordings were performed. In Study 1, a 

higher sensitivity to the effects of nicotine exposure was identified during adolescence when 

compared to adulthood. In animals tested in the OF during adolescence, nicotine was able to 

cause an increase in locomotor activity in controls, in mice previously exposed to cigarette 

smoke, and in those exposed to ethanol. However, nicotine failed to increase locomotion in 

mice previously exposed to smoke combined with ethanol. In adulthood, nicotine caused an 

increase in OF locomotor activity only in animals exposed to cigarette smoke. In the CPP, 

previous exposure to cigarette smoke, and to ethanol caused an increase of the conditioned 

response to nicotine in adolescent females. In animals previously exposed to the combined 

cigarette smoke and ethanol, the conditioned response to nicotine did not reach statistical 

significance. There were no changes in adult mice. Exposure to cigarette smoke and / or 

ethanol did not affect the PFN.  In Study 2, electrophysiological data have shown that prenatal 

exposure to nicotine alters the pattern of basal and depolarization of the resting potential of 

cells LDT. Nicotine was also able to change the answers this core ethanol reducing and 

increasing depolarization currents, although not significantly inhibitory currents. According to 

these data, injuries caused by exposure to cigarette smoke, nicotine alone, and ethanol during 

development persist during postnatal development, changing the behavioral and cellular 

responses to a late exposure to nicotine and ethanol. 

 

Keywords: Adolescence. Susceptibility. Nicotine. Ethanol. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

Durante o período de desenvolvimento, o sistema nervoso se mostra mais vulnerável a 

inúmeros tipos de intervenções. Em um estudo realizado em 2002 nos Estados Unidos, 

estimou-se que cerca de 12 milhões de crianças apresentam problemas de aprendizado, 

desenvolvimento do sistema nervoso ou alterações comportamentais, sendo que os custos com 

tratamentos devidos à exposição a agentes ambientais são superiores a 50 bilhões de dólares 

(Landrigan et al., 2002). 

Dentre os diversos fatores que podem afetar o desenvolvimento do sistema nervoso, as 

ações de diversas substâncias, em especial drogas de abuso, tem sido foco de atenção uma vez 

que o uso e abuso pela gestante são considerados um fator de risco para o feto, aumentando a 

probabilidade de ocorrência de uma série de distúrbios que podem perdurar durante toda a 

vida do individuo, dentre eles déficits de memória e aprendizado, ganho de peso reduzido, 

prematuridade, etc. Dentro deste quadro, drogas de abuso legalizadas como bebidas alcoólicas 

e o tabaco ganham destaque especial uma vez que, em parte devido ao fácil acesso e por 

estarem inseridas em diversas culturas, estão entre as drogas mais consumidas no mundo 

como claramente demonstrado por estudos epidemiológicos (Larsson e Engel, 2004). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), há aproximadamente 250 milhões 

de mulheres tabagistas no mundo. Mais grave ainda, apesar de uma tendência de declínio na 

proporção de mulheres tabagistas em países desenvolvidos, o número de mulheres tabagistas 

tem aumentado em países em desenvolvimento como o Brasil (para revisão: Pauly e Slotkin, 

2008). Em países desenvolvidos, a prevalência do tabagismo varia de 11 a 35% em mulheres 

grávidas (MMWR, 2004; Schneider e Schütz, 2008) e estudos recentes mostram que este 

percentual pode variar de 6 a 32% em cidades brasileiras (Ribeiro et al., 2007). Outras 

pesquisas suportam que uma a cada seis mulheres fumam em algum momento durante a 

gravidez (Egebjerg et al., 2008; SAMHSA, 2003), e de 60 a 70% das mulheres grávidas que 

são tabagistas antes da gravidez não conseguem parar de fumar durante a gravidez 

(Department of Health, 1998; Mullen, 2004). Cabe notar que estes percentuais podem ser 

ainda maiores devido ao fato de que grávidas frequentemente não admitem estarem fumando 

(England et al., 2007). 

Em humanos, têm-se demonstrado que a exposição à fumaça do cigarro tem efeitos 

adversos sobre o desenvolvimento do feto. O tabagismo materno pode levar a déficits que 

ficam evidentes no inicio da vida pós-natal, que incluem: asma (Gilliland et al., 2001), 
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infecções respiratórias (Young et al., 2000), síndrome de abstinência da nicotina, peso 

reduzido ao nascer e síndrome da morte súbita na infância (Jaddoe et al., 2008; Mitchell et al., 

1993), déficits de atenção que podem estar relacionados com defeitos no processamento 

auditivo, dificuldade com leitura, matemática e habilidades relacionadas (Batstra et al., 2003). 

Além disto, o tabagismo materno continua a ser um fator de risco durante a infância e a 

adolescência para problemas cognitivos e neurocomportamentais, como TDAH, transtorno de 

conduta, desordens de hiperatividade e abuso de substâncias (Thapar et al., 2003; Button et 

al., 2007). 

Ainda de acordo com a OMS, aproximadamente 2 bilhões de pessoas consomem 

bebidas alcoólicas no mundo e 76,3 milhões apresentam algum distúrbio relacionado com o 

consumo de álcool (The World Health Report, 2004). É particularmente importante 

considerarmos que esta é uma substância com propriedades psicotrópicas presente nos 

diversos tipos de bebidas alcoólicas, um potente agente teratogênico com a capacidade de 

atravessar a placenta livremente (Hannigan e Armant, 2000; Welch-Carre, 2005). Estas 

características tornam o consumo de álcool por gestantes um grave problema de saúde 

pública. Estima-se que entre 13 e 20% das mulheres consomem bebidas alcoólicas durante a 

gestação (Balachova et al., 2011; Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2009; 

Senecky et al., 2011).  

Uma das consequências do consumo de etanol durante a gravidez é a síndrome 

alcoólica fetal (fetal alcohol spectrum disorder – FASD, sigla em inglês), uma condição cuja 

taxa de prevalência é duas vezes maior que a das duas alterações congênitas mais comuns 

(síndrome de Down e espinha bífida) combinadas (May e Gossage, 2001; Rasmussen, 2005; 

Spohr et al., 2007). Dentre as várias alterações associadas ao FASD está o retardo mental, 

sendo a exposição ao etanol durante a gestação o principal causador desta deficiência 

cognitiva (Guerri et al., 2009; Rasmussen, 2005; Spohr et al., 2007). Outros distúrbios 

comuns incluem o transtorno de déficit de atenção e hiperatividade (TDAH) (Burd et al., 

2003) e os déficits de aprendizado e memória (Acheson et al., 2001; Harris et al., 1995). Os 

efeitos da exposição ao etanol durante o desenvolvimento variam em função do período de 

exposição, sendo que o terceiro trimestre da gestação de humanos parece ser um período de 

grande susceptibilidade (Dobbing e Sands 1979; Nunes et al., 2011). Uma observação 

interessante é que o sistema nervoso do roedor ao nascer é consideravelmente menos maduro 

que o sistema nervoso humano, assim, os primeiros 10 dias de vida pós-natal do roedor 

podem ser comparados ao terceiro trimestre da gestação humana (Bayer et al., 1993; Dwyer et 

al., 2008; Quinn, 2005), um período de intensa sinaptogênese durante o qual o cérebro 
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humano se desenvolve rapidamente. Desta forma, em roedores, o período que corresponde à 

gestação de humanos se estende do início da gestação até aproximadamente o 10º dia de vida 

pós-natal.  

Estudos epidemiológicos apontam para uma forte relação entre o fumo e o consumo de 

etanol, de forma que a co-ocorrência de alcoolismo e tabagismo é muito frequente (Larsson e 

Engel, 2004), o que sugere que o co- uso e co-abuso de tabaco e etanol ocorram com 

frequência também durante a gravidez. Em animais experimentais, há muita informação sobre 

efeitos da exposição pré-natal à nicotina (um dos principais componentes da fumaça de 

cigarro), mas só recentemente os efeitos da combinação entre a nicotina e o etanol começaram 

a ser descritos (Abreu-Villaça et al., 2007, 2008; Basta et al., 2000; Matta e Elberger, 2007; 

McMurray et al., 2008; Oliveira-da-Silva et al., 2009, 2010; Ribeiro-Carvalho et al., 2008, 

2009). 

Cabe ainda mencionar que a nicotina é administrada no organismo juntamente com 

milhares de substâncias tóxicas que existem no tabaco. Neste já foram isoladas cerca de 

6.700, das quais 4.720 bem identificadas quimicamente (Dube e Greem, 1982; Greem e 

Rodgman, 1996). O tabagista ao inalar a fumaça, com a nicotina da qual está dependente, 

inala juntamente, em média, 2.500 substâncias potencialmente lesivas ao organismo. Apesar 

destes dados, há pouca informação sobre os efeitos da fumaça de cigarro e sobre os efeitos da 

combinação entre esta e o etanol. Assim, nosso grupo de pesquisa iniciou há alguns anos, uma 

linha de pesquisa destinada a investigar, em modelos animais, os efeitos da exposição à 

fumaça de cigarros. Identificamos aumento na captação de colina quando a exposição ocorre 

durante a adolescência (Abreu-Villaça et al., 2010a). Quando a exposição a fumaça ocorre em 

combinação com o etanol, identificamos efeitos mais fortes do que os efeitos identificados 

para cada droga em separado. Isto pode ser contatado para níveis de ansiedade vistos em 

fêmeas e para déficits em memoria e aprendizados observados principalmente em machos 

(Abreu-Villaça et al., 2013a e 2013b). 

Como descrito anteriormente, há inúmeras evidências de que as exposições a drogas 

de abuso durante o desenvolvimento pré-natal causam alterações na prole. Particularmente 

interessante para este estudo são evidências de aumento da suscetibilidade a drogas de abuso 

na adolescência e na idade adulta (Cornelius et al., 2000; Abreu-Villaça et al., 2004a, 2004b; 

Matta e Elberger, 2007; Mamun et al., 2006, Goldschmidt et al., 2011). Estes e outros 

trabalhos demonstram uma correlação positiva entre tabagismo materno durante a gestação e 

o desenvolvimento dependência pela nicotina, etanol e outras drogas mais tarde durante o 

desenvolvimento e na idade adulta. 
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Dentre estes trabalhos, destaca-se o realizado por Goldschmidte e seus colaboradores 

onde foi observado que adolescentes expostas ao tabaco durante o primeiro trimestre de 

gestação foram 1,4 vezes mais propensos do que o grupo de não expostos a experimentar 

várias outras substâncias, em especial o álcool. Esta exposição previa foi um fator associado à 

experimentação posterior após o controle de outros fatores como o ambiente familiar e as 

características demográficas dos grupos avaliados. Além destes trabalhos ainda demonstrarem 

uma elevava susceptibilidade para a dependência em adolescentes cujas mães fizeram uso de 

drogas durante a gestação, eles ainda demonstram um dado importante que é a 

experimentação precoce, principalmente de bebidas alcoólicas, por parte de crianças. Como 

demonstrado por Cornelius e sua equipe, onde 3% das crianças com 10 anos avaliadas 

relataram que tinham tido ao menos um episódio de ingestão de bebida alcoólica. Embora 

baixo, este percentual não deixa de ser alarmante quando consideramos a idade dos avaliados. 

Trabalhos feitos em animais têm também encontrado que alterações resultantes da 

exposição pré-natal podem afetar a susceptibilidade ao uso do tabaco ou etanol mais tarde 

entre os filhotes expostos. Animais expostos durante toda a gestação à nicotina juntamente 

com o álcool, adquiriram o comportamento de auto-administração de nicotina quando 

adolescentes mais rapidamente, e em um percentual e dosagens mais elevadas, que as proles 

controle ou que receberam somente nicotina ou etanol. (Barbier et al. 2009).  

Estudos eletrofisiológicos realizados em células de animais que haviam sido 

previamente expostos à nicotina durante o desenvolvimento demonstraram alterações tardias 

para o potencial de membrana em repouso, sugerindo que a exposição pré-natal induz 

alterações nestas células (Good et al., 2006). Em outro estudo, foram avaliadas as respostas a 

exposição tardia à nicotina em decorrência da exposição em útero também de nicotina em 

células de um núcleo relacionado com a dependência, o núcleo tegumentar laterodorsal 

(LDT), e a exposição pré-natal foi capaz de induzir alterações nas células colinérgicas de LDT 

que seriam esperados para alterar a excitabilidade celular. Essas alterações podem contribuir 

para a suscetibilidade tardia à nicotina em indivíduos expostos durante a gestação. 

Tendo em vista a importância dos efeitos tardios uso de drogas durante o 

desenvolvimento gestacional, neste estudo investigamos alterações em parâmetros associados 

com a susceptibilidade a drogas de abuso em camundongos previamente expostos a nicotina, 

fumaça de cigarro e etanol durante o período equivalente à gestação de humanos. 
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Uso e Abuso de Substâncias Psicoativas 

 

Enquanto o álcool, a nicotina e outras drogas aditivas como a heroína e a cocaína são 

usadas recreativamente, repetitivas exposições a estas substâncias podem alterar a circuitaria 

neuronal e levar alguns indivíduos a perder o controle do consumo recreativo levando a 

dependência. Neste estado, o usuário não esta mais no controle do uso das substancias (Koob 

e Volkow, 2010). 

A OMS refere-se ao abuso de drogas, também denominado síndrome de dependência, 

como o uso nocivo de substâncias psicoativas, incluindo o tabaco, álcool e drogas ilícitas, 

sendo caracterizado como um conjunto de fenômenos comportamentais, cognitivos e 

fisiológicos que se desenvolvem após o uso repetido de certas substâncias e que geralmente 

incluem um forte desejo de uso da droga, dificuldades em controlar o seu uso, persistindo na 

sua utilização apesar das consequências danosas, uma maior prioridade dada ao uso da droga 

em detrimento de outras atividades e obrigações e o aumento da tolerância da substancia 

utilizada, o que leva a um aumento do consumo (WHO, 2012). Esta condição é também 

definida como uma doença cerebral crônica porque tais drogas alteram o cérebro, elas mudam 

suas estruturas e a maneira como ele funciona (NIDA, 2013). 

Hoje em dia, apesar de todos os esforços com políticas de prevenção e intervenções ao 

nível do sistema de saúde, o uso e abuso de drogas continua a ser um dos maiores e mais 

importantes problemas de saúde pública no mundo, onde se estima que pelo menos 15,3 

milhões de pessoas apresentam alguma desordem devido ao uso de drogas de acordo com a 

OMS (WHO, 2012). A OMS calcula que o número médio de leitos para o tratamento do 

alcoolismo e transtornos relacionados ao abuso de drogas no mundo foi de 1,7 por cada 100 

000 habitantes em 2008. O menor número médio de leitos notificados foi na Região Africana 

(0,2 por 100 000 habitantes) e na Região do Mediterrâneo Oriental (0,6 por 100 000 

habitantes). O maior número foi relatado a partir de países da Região Europeia (10,3 leitos por 

100 000 habitantes) (WHO, 2010). 

Os danos causados pelo abuso deste tipo de substancias vão para além do físico e 

mental do próprio usuário. É bem conhecido que a dependência é capaz de afetar a saúde de 

pessoas que estão ao seu redor, seus familiares e a comunidade em que este individuo vive. 

Desta forma o impacto prejudicial do abuso de substâncias psicoativas atinge profundamente 

a sociedade. A interrupção é a única medida eficaz para prevenir ou limitar os efeitos 

negativos de longo prazo do uso deste tipo de substância (WHO, 2004; De Biasi e Salas, 

2008). 
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Porém, o poder aditivo deste tipo de substância é tão elevado que interromper o seu 

uso revela-se um desafio, apesar do reconhecimento de todo potencial prejudicial em curto e 

longo prazo por parte dos seus usuários (WHO, 2004; Gulliver et al., 2006; De Biasi e Salas, 

2008). Um grande obstáculo enfrentado por estes indivíduos para a interrupção definitiva é a 

presença dos sintomas de abstinência. Na verdade, a duração e a gravidade dos sintomas de 

abstinência, em alguns casos são tão fortes que este acaba sendo um dos principais fatores de 

recaída (West et al., 1989; Piasecki et al., 2003). Mesmo para as substâncias psicoativas mais 

comuns, como no caso do tabaco e do álcool, a interrupção se mostra desafiante. A maioria 

dos tabagistas e usuários de bebidas alcoólicas reconhecem o impacto negativo do uso de tais 

substâncias sobre a saúde e prefeririam parar. No entanto, apesar de muitas tentativas, muito 

poucos realmente obtém sucesso (Gulliver et al., 2006; De Biasi e Salas, 2008). 

O fato é: a dependência da nicotina e do álcool é tão forte que mesmo com a enorme 

quantidade de conhecimento sobre os efeitos deletérios destas práticas em detrimento a saúde 

do feto, e da mãe, cessar por completo, uma vez que a cessação é a única medida eficaz para 

evitar os efeitos negativos, não parece ser possível para um percentual significativo das 

gestantes. 

 

O Álcool 

 

Presente nos diversos tipos de bebidas alcoólicas, o consumo global de álcool puro em 

2010 foi igual a 6,2 litros por pessoa com 15 anos ou acima, o que significa 13,5 gramas da 

substância pura por dia. Um quarto desse consumo, 24,8%, não tem registro, ou seja, o álcool 

caseiro, ilegalmente produzido ou vendido fora do controle governamental. Do total 

registrado de álcool consumido em todo o mundo, 50,1% é consumido na forma de bebidas 

destiladas. Dados recentes indicam que em todo o mundo 61,7% da população com 15 anos 

ou mais de idade ingeriram bebidas alcoólicas nos últimos 12 meses. Cerca de 16,0% dos 

consumidores com nesta idade já tiveram pelo menos um episódio de consumo pesado de 

bebida alcoólica (WHO, 2014). 

Em todas as regiões avaliadas pela OMS, as mulheres são mais frequentemente 

abstêmias do que os homens durante a vida. Devido a diferenças culturais, há uma variação 

considerável na prevalência de abstenção em todas as regiões observadas. Em geral, quanto 

maior for a riqueza econômica de um país, o álcool é mais consumido e menor é o número de 

abstêmios. Como regra geral, os países de alta renda têm o maior consumo de álcool per 
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capita (APC) e a maior prevalência de episódios de consumo pesado entre os bebedores 

(WHO, 2014). 

O uso nocivo do álcool tem um grande impacto na saúde pública. Ele é atualmente 

classificado como o terceiro principal fator de risco para patologias e incapacidade no mundo. 

Em 2004, o consumo de álcool foi responsável por cerca de 2,25 milhões de mortes 

prematuras em todo o mundo e por 4,5% da carga global de doenças (The World Health 

Report, 2004). Apesar das politicas de prevenção ao consumo excessivo, estes numeros não 

diminuem. Em 2012 o consumo de álcool foi responsável por 3,3 milhões de mortes, que 

corresponde a 5,9% de todas as mortes, ou uma em vinte mortes no mundo (7,6% de homes e 

4,0% de mulheres) e a carga global de doenças foi de 5,1%, sendo a maioria, 24,6% devido a 

desordens neuropsiquiátricas. Quantidades, padrões e contexto social do consumo diferem 

entre regiões, nações e comunidades em estudos, mas os resultados globais negativos para a 

saúde são claros (WHO, 2014; Shield et al., 2013). 

Uma parcela significativa dos efeitos negativos do uso de álcool é atribuída as injurias 

intencionais e não intencionais, incluindo acidentes no trânsito, violência e suicídios. Uma 

pessoa intoxicada pode prejudicar outras ou colocá-las em risco de acidentes de trânsito ou 

comportamento violento, ou afetar negativamente colegas de trabalho, parentes e amigos. 

Assim, o impacto do uso nocivo do álcool atinge profundamente a sociedade. Consumo 

nocivo é um dos principais determinantes para os transtornos neuropsiquiátricos, tais como 

transtornos por uso de álcool e epilepsia e outras doenças não transmissíveis, como doenças 

cardiovasculares, cirrose dos cânceres de fígado e vários outros órgãos (WHO, 2014). 

 

Mecanismos de Atuação do Álcool 

 

O álcool é capaz de interagir bem com a água, apresentando permeabilidade através da 

membrana plasmática e, portanto, pode se distribuir por todos os compartimentos celulares. 

Contudo, ele apresenta capacidade de ação limitada apresentando baixa reatividade com a 

maioria das moléculas e compostos orgânicos presentes nas células (Lovinger e Crabbe, 

2005). Além disso, sistemas enzimáticos intracelulares como a álcool desidrogenase, a 

catalase e o citocromo P450, que o metabolizam, contribuem para reduzir a sua capacidade 

agir diretamente em alvos intracelulares (Alikunju et al., 2011; Kapoor et al., 2006; Lee et al., 

2009). 

Inúmeros trabalhos demonstram que o álcool é capaz de interagir e mudar a função de 

uma série de proteínas de membrana (Dopico e Lovinger, 2009; Harris et al., 2008). Embora 
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seja capaz de afetar a função de praticamente todos os canais iônicos dependentes de 

neurotransmissor (Dopico e Lovinger, 2009; Harris et al., 2008), sua ação se concentra 

principalmente nos receptores para ácido gama-aminobutírico do tipo A (GABAA) e nos 

receptores para o glutamato do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) e tem sido associada a uma 

série de efeitos no sistema nervoso adulto como, por exemplo, a sedação (Dickerson et al., 

2010), a dependência (Wu et al., 2010) e déficits na formação de memórias (Schummers e 

Browning, 2001). Em linhas gerais, a administração aguda de etanol diminui de modo dose 

dependente a função dos receptores NMDA e aumenta a função dos receptores GABAA 

(Proctor et al., 2006). 

Esta capacidade do etanol de interferir em canais iônicos dependentes de 

neurotransmissores tem um destaque especial devido ao fato de ele também influenciar 

diretamente o funcionamento de receptores nicotínicos do sistema colinérgico (Grant, 1994), 

os quais são os alvos primários. Desta forma, o sistema colinérgico parece ser um sitio de 

atuação para estas 2 drogas de abuso. 

 

Nicotina/Tabaco 

 

Os produtos do tabaco são total ou parcialmente feitos da folha do tabaco como 

matéria prima, que se destinam a ser fumados, sugados, mastigados ou inalados. Todos 

contem o ingrediente psicoativo altamente viciante, a nicotina. Considerada um de seus 

principais componentes ativos, a nicotina tornou-se uma droga universal; utilizá-la é 

considerado um hábito normal em diversos países, atingindo números impressionantes. 

Anualmente no mundo, é consumida a enorme quantidade de 73 mil toneladas de nicotina 

contida em 7 trilhões e 300 bilhões de cigarros fumados por cerca de 1 bilhão e 300 milhões 

de tabagistas, dos quais 80% vivem nos países em desenvolvimento (OPS-BM, 2000; World 

Bank, 1999; WHO 2004). 

A nicotina é responsável por uma ampla gama de efeitos no sistema nervoso 

(Benowitz, 1992; Dani e Heinemann, 1996; Slotkin, 2002; Fowler et al., 2008). É um 

alcaloide vegetal e sua principal fonte de extração para o consumo é através da planta do 

tabaco.  

No Brasil, em 2006, o percentual de fumantes era de 16,2% indo para 15,5% em 2009, 

segundo dados da Pesquisa de Vigilância de Fatores de Risco e Proteção para Doenças 

Crônicas por Inquérito Telefônico (Vigitel; Ministério da Saúde – Brasil, 2009), que 

entrevistou 54 mil adultos. O índice é um pouco menor que nos Estados Unidos, onde 18,1% 
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da população adulta fuma (CDC 2014). Ainda de acordo com esta pesquisa 13,3% dos 

brasileiros não-fumantes moram com pelo menos uma pessoa que costuma fumar dentro de 

casa. Além disso, 12,8% das pessoas que não fumam convivem com ao menos um colega que 

fuma no local de trabalho. O fumo passivo é mais comum na residência dos 18 aos 24 anos 

(19%). Já no ambiente de trabalho, a situação é verificada principalmente na faixa etária dos 

25 aos 34 anos (15,8%) e dos 35-44 (15,7%). 

O Instituto Nacional do Câncer informa que pelo menos 2,6 mil não fumantes morrem 

no Brasil por ano devido a doenças provocadas pelo tabagismo passivo. Pessoas que não 

fumam, mas enfrentam essas condições, têm 30% de chances a mais de desenvolver câncer de 

pulmão e 24% a mais de sofrer infarto e doenças cardiovasculares (Vigitel; Ministério da 

Saúde – Brasil, 2009). Ainda de acordo com este levantamento, 19% dos homens e 12,5% das 

mulheres fumam. A maior queda no uso do cigarro no País ocorreu na faixa etária dos 35 aos 

44 anos. Em 2006, 19% da população nessa idade era dependente do tabaco. Em 2009, a 

proporção de fumantes era de 15,1%.  

O tabagismo ainda consta entre as principais causas evitáveis de morbidades e de 

mortes prematuras no mundo (Ezzati and Lopez, 2003; Jha, 2009; WHO, 2013 ). A cada ano, 

a epidemia global tabágica mata cerca de 6 milhões de pessoas, incluindo os mais de 600 mil 

que morrem devido à exposição passiva ao fumo, estando a caminho de matar mais de 8 

milhões até 2030, a esta altura, cerca de 80% das mortes irão ocorrer em países considerados 

de baixa e média renda (WHO, 2013). Para meados deste século, esta pandemia, conduzida 

pela dependência à nicotina, será considerada a maior causa de morte, vitimando mais que a 

tuberculose, AIDS, acidentes de tráfego, homicídios, suicídios, drogas ilegais e alcoolismo, 

todos somados (OPS-BM, 2000). 

 

Mecanismos de Atuação da Nicotina/Tabaco 

 

Evidências experimentais indicam que as ações da nicotina são responsáveis pelas 

bases farmacológicas da dependência ao cigarro e outras formas de exposição ao tabaco (US 

Department of Health and Human Services 1988, Royal College of Physicians 2000). 

Considerada então como o componente que estabelece e mantém a dependência do individuo 

pelo tabaco (Di Chiara 2000; Stolerman e Shoaib 1991), acredita-se que o tabagismo seja a 

forma pela qual o indivíduo consegue consumir a nicotina. 

A nicotina exerce seus impactos sobre o cérebro interagindo com receptores do 

sistema colinérgico (nAChRs), que são expressos nas membranas tanto de neurônios pré- 
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quanto de neurônios pós-sinápticos distribuídos no sistema nervoso (Dani e De Biasi, 2001; 

Wonnacott et al., 2005). A nicotina afeta, através do sistema colinérgico, diversos outros 

sistemas de neurotransmissores como o dopaminérgico, o setotoninérgico, noradrenérgico e o 

sistema GABAérgico (Slotkin e Seidler, 2009; Xiao et al., 2009; Zhao et al., 2007). 

Receptores colinérgicos nicotínicos (nAChRs) são canais iônicos pentaméricos, 

constituídos de 5 subunidades transmembrana dispostas ao redor de um poro central, sendo 

tipicamente encontrados em vertebrados (Dani e Bertrand, 2007). Em mamíferos, já foram 

clonadas 8 subunidades α (α2 a α7, α9 e α10) e 3 subunidades β (β2 a β4) (Elgoyhen et al., 

1994, 2001; Lindstrom et al., 1996; McGehee e Role, 1995; Sargent, 1993; Tassonyi et al., 

2002; Abreu-Villaça et al., 2010a). Tendo em vista a diversidade de subunidades que os 

compõem, resultando em diferenças na farmacologia e na função, os nAChRs estão divididos 

em duas classes: heteroméricos ou homoméricos. Os primeiros contem estruturas tipicamente 

formadas por 2 subunidades α e por 3 subunidades β por pentâmero, enquanto que os 

segundos são formados unicamente por subunidades α. 

No sistema nervoso central, o subtipo mais comumente encontrado é o α4β2, subtipo 

heteromérico de receptor (Picciotto et al., 1995; Marubio et al., 1999), associando-se a esse 

subtipo funções cognitivas como aprendizado/memória (Chan et al., 2007). E como subtipo 

homomérico, o mais encontrado é o α7 (Chen e Patrick, 1997; Orr-Urtreger et al., 1997). No 

sistema nervoso periférico encontra-se mais facilmente o subtipo α3β4, este medeia sinapses 

de transmissão rápida nos gânglios autonômicos (Xu et al., 1999). A diversidade dos subtipos 

de nAChR, sua localização (pré- ou pós-sináptica) e sua distribuição cerebral contribuem para 

a extensa variedade de mecanismos em que estes receptores participam no sistema nervoso. A 

ativação dos receptores pré-sinápticos de modo geral promove a liberação de outros 

neurotransmissores, enquanto que a ativação de receptores pós-sinápticos promove tanto a 

excitação neuronal como a modulação da atividade enzimática (Aramakis e Metherate, 1998; 

Dani et al., 2000). 

Desta forma, os nAChRs participam em aspectos fundamentais da plasticidade 

sináptica envolvida em muitos processos fisiológicos e patológicos incluindo o 

desenvolvimento neuronal, aprendizado e memória, e respostas de reforço induzidas por 

drogas de abuso (Gopalakrishnan et al., 1997; Jang et al., 2002; Levin e Simon, 1998; 

Salamone e Zhou, 2000). Há evidências de que os nAChRs também estão envolvidos em 

processos como ansiedade (File et al., 2000; Ross et al., 2000), controle do sono (Domino e 

Yamamoto, 1965; Salin-Pascual et al., 1999), antinocicepção (Marubio et al., 1999) e funções 

do sistema nervoso autônomo (De Biasi, 2002; Xu et al., 1999a, Xu et al., 1999b). 
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Além de ser alvo de agonistas endógenos, estes receptores também podem ser alvo de 

fármacos exógenos como a nicotina. Sua atividade e a concentração de agonistas que 

produzem efeitos são dependentes das subunidades que compõe o receptor. Desta forma, a 

nicotina pode ativar ou inativar um nAChR, dependendo da dose, da duração da exposição e 

das propriedades do receptor. O papel destes durante o desenvolvimento pode ser influenciado 

de forma que irão depender das propriedades farmacológicas e localização dos nAChRs (para 

revisão: AbreuVillaça et al., 2010a). 

Estudos recentes sugerem que, de forma geral, a nicotina promove uma rápida 

dessensibilização dos nAChRs. A dessensibilização é uma característica de canais do tipo 

portão dependente de neurotransmissores definida com uma diminuição ou perda de resposta 

biológica destes em resposta a estimulação prolongada ou repetitiva. Resultante da capacidade 

da nicotina em estabelecer a conformação inativa dos nAChRs.(Fenster et al., 1997; 

Pidoplichko et al., 1997; Quick e Lester, 2002; Wooltorton et al., 2003; Yu et al., 2009). 

Assim, os receptores se dessensibilizam ou se inativam pela administração crônica de 

nicotina, sendo recrutados novos receptores para compensar a referida insensibilização. 

Estabelece-se nesse intervalo, uma fase de tolerância, que é dose-dependente, sendo esta 

variável nos indivíduos, influindo fatores genéticos nessas diferenças (Benowitz, 1998; Clark, 

1987; Hirayama, 1984; Houzec e Benowitz, 1999; Nardana et al., 2001; Wonnacott, 1990). 

Em suma, a repetição da exposição à nicotina produz uma neuroadaptação (Balfour e 

Fagerstrom, 1996; Benowitz, 1996). Um estudo realizado em humanos demonstrou este 

fenômeno em estruturas corticais e subcorticais, onde córtex cerebral, hipocampo e cerebelo 

apresentaram as maiores alterações (Perry et al., 1999). Desta forma, após a exposição à 

nicotina, o tempo de curso da dessensibilização será governado pelas taxas de transição entre 

a conformação inativa e as outras conformações do receptor colinérgico nicotínico. 

Após a ligação da nicotina com os nAChRs se estabelece uma fase de insensibilidade, 

que promoverá, em consequência, um aumento da afinidade por agonistas e/ou aumento da 

expressão dos nAChRs em comparação com os não-fumantes, nas mesmas idades e do 

mesmo sexo (Curvall et al., 1990; Rosemberg, 2002. Este efeito é denominado supra-

regulação (upregulation). Essa supra-regulação está em contraste com os mecanismos 

envolvendo outros sistemas de neurotransmissores que normalmente apresentam 

infrarregulação (downregulation) quando expostos cronicamente a seus agonistas. Sugere-se 

amplamente na literatura que esses efeitos promovidos pela nicotina têm papel importante na 

geração dos seus mecanismos de dependência (Buisson e Bertrand, 2001, 2002; Dani e De 

Biasi, 2001; Quick e Lester, 2002). 
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A supra-regulação de nAChRs, é observada em cérebros de fumantes (Wüllner et al., 

2008) e animais expostos à nicotina (Abreu-Villaça et al., 2003a). De fato, foi demonstrado 

que exposições por curtos períodos de tempo (2 dias) e com doses que produzem níveis 

plasmáticos de nicotina correspondentes a fumar 2 cigarros, já causam supra-regulação de 

nAChRs em ratos (Abreu-Villaça et al., 2003a). Acredita-se que a supra-regulação constitui 

uma resposta celular à dessensibilização (Fenster et al., 1999). Contudo, não se sabe se as 

mudanças ocorridas são acompanhadas por um aumento de função dos receptores (Buisson e 

Bertrand, 2002). 

Além disso, a supra-regulação tem sido evidenciada em diferentes idades de exposição 

à nicotina. Particularmente, tem sido demonstrado que a exposição durante o desenvolvimento 

promove efeitos mais intensos e duradouros. Interessantemente, tem sido constantemente 

demonstrado que a exposição à nicotina na adolescência promove a supra-regulação de modo 

mais robusto e persistente quando comparados com adultos (Abreu-Villaça et al., 2003a; 

Doura et al., 2008; Trauth et al., 1999). 

No entanto a fumaça produzida pela queima do cigarro contem mais de 4500 

componentes além da nicotina. E, apesar de nas últimas quatro décadas esta figurar como o 

componente principal que promove e apoia o vício do tabaco (para revisão: Fowler et al. 

2008; Slotkin 2002; Watkins, et al., 2000), estudos recentes têm demonstrado que outros 

componentes também presentes na fumaça são capazes de desempenhar um importante papel 

neste processo, atuando em conjunto com a nicotina ou de forma isolada, assim como já foi 

demonstrado para o acetaldeído (um produto da combustão de polissacáridos) e a nornicotina 

(um alcaloide vegetal presente também nas folhas de tabaco) que isoladamente tem potencial 

aditivo (Hoffman e Evans, 2013). Foi demonstrado também que concentrações crescentes da 

substancia anabasina causa alterações em padrão bifásico, aumentando a autoadministração de 

nicotina em doses baixas e reduzindo as infusões em doses mais elevadas. Neste mesmo 

trabalho, foi demonstrado que um pré-tratamento com a substância anatabine reduziu quase 

que pela metade a autoadministração de nicotina (Hall et al., 2014). Ambos são alcaloides 

presentes na folha do tabaco (Huang e Hsieh, 2007) e apresentam estrutura quimica 

semelhante a nicotina, apresentando inclusive afinidade por receptores do tipo nAChRs 

(Crooks e Dwoskin, 1997; Maciuk et al., 2008). Assim, estes e outros achados evidenciam 

que constituintes não-nicotínicos presentes na fumaça do cigarro contribuem para o vício e 

que diferentes produtos de tabaco, contendo diferentes níveis destes constituintes, podem 

apresentar diferentes potenciais para o abuso (Brennan et al., 2013). 
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Outros trabalhos focam em inibidores da monoamino oxidase (MAO), que também 

estão presentes em abundancia na fumaça do cigarro (Fowler et al., 2003). Uma vez que esta 

enzima metaboliza monoaminas, inibir a MAO pode resultar em um aumento dos níveis 

sinápticos de dopamina liberadas pela nicotina, potencializando assim os seus efeitos de 

reforço (Berlin e Anthenelli, 2001; Fowler et al, 2003;. Lewis et al, 2007). 

Inibidores como a norharmane, uma beta-carbolina naturalmente encontrada em folhas 

de tabaco (Poindexter e Carpenter, 1962), que inibe reversivelmente tanto a MAO-A quanto a 

MAO-B (Herraiz e Chaparro, 2005), quando adiminstrada sozinha foi capaz de gerar 

comportamento de reforço (a autoadiministração de nicotina) e, quando combinada com a 

nicotina, causou intensificação deste comportamento (Guillem et al. 2005; Arnold et al., 

2014). Em outros casos este comportamento permaneceu por mais tempo (Villégier et al., 

2003), como no caso dos inibidores tranilcipromina e pargilina que, quando veiculados junto 

com a nicotina, causam sensibilização comportamental (neste caso foi um aumento 

progressivo na resposta locomotora). 

Estes trabalhos sugerem que os constituintes além da nicotina podem ter efeitos 

centrais de ativação da dependência, fundamentando a necessidade da inclusão destes em 

investigações pré-clínicas de dependência do tabaco. Assim, os tabagistas se expõem a um 

número considerável de substâncias que estão presentes na fumaça do tabaco que podem agir 

independentemente de ou interagir com nicotina, afetando o sistema nervoso central. 

 

Álcool e Nicotina 

 

Álcool e tabaco estão no topo da lista das substâncias psicoativas amplamente usadas e 

abusadas no mundo (DiFranza e Guerrera, 1990; Larsson e Engel, 2004), e não só isso, 

também esta claro que o tabagismo e o consumo de álcool estão inextricavelmente ligados 

(Grant, 1998; Miller e Gold, 1998; Dawson, 2000; Meyerhoff et al., 2006). De fato, estudos 

epidemiológicos demonstram claramente a forte correlação entre o uso destas duas 

substancias. Em alcoolistas, as taxas de fumantes superam os 80%, enquanto que entre os 

tabagistas 30% demonstram ter problemas com bebidas (Batel et al., 1995; Miller and Gold, 

1998; Larsson e Engel, 2004). 

Já foi demonstrado também que, indivíduos que são dependentes de álcool apresentam 

uma frequência maior de dependência da nicotina em relação a aqueles que não bebem 

(Hashimoto et al., 2001). A dependência para o álcool também parece ser mais forte em 

indivíduos que apresentam dependência pra a nicotina (Marks et al., 1997). Tabagistas 
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consomem duas vezes mais álcool do que não tabagistas, e alcoolistas que fumam consomem 

mais cigarros do que não alcoolistas que fumam (Carmody et al., 1985; Dawson, 2000; 

DiFranza and Guerrera, 1990; Larsson and Engel, 2004; Meyerhoff et al., 2006; Patten et al., 

1996). 

Foi demonstrado que a exposição concomitante de nicotina e álcool durante a 

adolescência é capaz de promover supra-regulação mais forte do receptor nAChR subtipo 

α4β2 no córtex cerebral e no mesencéfalo quando comparada com a exposição a esses 

mesmos agentes de forma isolada, o que sugere que a exposição combinada leva à alterações 

na transmissão colinérgica de forma diferenciada (Ribeiro e Carvalho et al., 2008, 2009). Em 

ratos adultos, a co-exposição resulta em um aumento da liberação de dopamina no núcleo 

accumbente, efeito este que acredita-se ser mediado por nAChRs (Tizabi et al., 2007). 

Corroborando com estes achados, foi demonstrado que o álcool melhora o fluxo de ions 

induzido por agonista através dos nAChRs (Aistrup et al., 1999; Cardoso et al., 1999). Foi 

demonstrado também que o álcool é capaz de induzir atividade locomotora e de aumentar a 

liberação de dopamina no sistema mesolímbico, ambas ações que envolvem a ativação de 

nAChR (Blomqvist et al., 1992; Soderpalm et a.l, 2000). 

Em estudos comportamentais, a nicotina e o álcool demonstraram afetar os níveis de 

ansiedade, memória e aprendizado durante a adolescência, comportamentos sabidamente 

modulados pelo sistema colinérgico (File et al., 2000; Ricceri et al., 2002; Hasselmo, 2006; 

Degroot e Treit, 2002; Dani e Bertrand, 2007; Abreu-Villaça et al., 2007, 2008; Engin e Treit, 

2007; Viveros et al., 2007), tornando, pelo menos em parte, o sistema colinérgico (receptores 

do tipo nAChRs principalmente) um sítio de interação entre nicotina e álcool. 

Uma vez que já foi demonstrada a importância dos nAChRs para diversas atividades e 

também para o desenvolvimento do sistema nervoso, , fica evidente que tanto a 

nicotina/tabacco, quanto o etanol são capazes de ocasionar alterações graves não somente no 

funcionamento, mas principalmente na formação do sistema nervoso (Navarro et al., 1989; 

Slikker et al., 2005) o que explicaria, pelo menos em parte, as profundas mudanças no cérebro 

e comportamento resultantes da exposição precoce a estas drogas de abuso. 

 

Desenvolvimento 

 

Durante o desenvolvimento, podemos observar no sistema nervoso um período de 

formação mais extenso que o de outros órgãos. Em humanos, este processo se inicia no 

período pré-natal por volta do 12º dia gestacional, onde se observa o inicio da formação da 
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placa neural, que futuramente dará origem às diferentes segmentos deste sistema em humanos 

(para revisão: Greene e Copp, 2009). A formação do sistema nervoso permanece de forma 

intensa e continua durante grande parte do período pós-natal. No decorrer deste tempo 

ocorrem eventos como proliferação de neurônios, apoptose, formação e rearranjos sinápticos 

em diversas regiões cerebrais (Altman e Bayer 1990, Bayer 1983, Bayer et al. 1982, 

Huttenlocher 1990, McWilliams e Lynch 1983, Spear 2000). Desta forma, muito tem se 

discutido a respeito de sua vulnerabilidade, principalmente em decorrência de exposições a 

agentes externos. 

 

Exposição ao Álcool Durante o Desenvolvimento 

 

O consumo de álcool por gestantes é um grave problema de saúde pública. Entre as 

mulheres, estima-se que entre 13 e 20% consomem bebidas alcoólicas durante a gestação 

(Balachova et al., 2011; CDC, 2009; Senecky et al., 2011). Em acordo com esta ideia, vários 

estudos têm associado o consumo de bebidas alcoólicas durante a gestação como a principal 

causa de retardo mental no mundo (Rasmussen, 2005; Spohr et al., 2007). 

Os primeiros estudos que chamaram a atenção da comunidade científica para os 

efeitos teratogênicos do álcool foram realizados no início dos anos 70. Em 1973, Ken Jones, 

David Smith e colaboradores publicaram dois trabalhos descrevendo um conjunto de 

características comuns em 11 crianças cujas mães reconhecidamente consumiram grandes 

quantidades de álcool durante a gravidez (Jones et al., 1973; Jones e Smith, 1973). Estas 

características foram reunidas em três grandes grupos: 1) deficiência no crescimento e baixo 

peso; 2) malformações faciais como: nariz pequeno, lábio inferior fino, retração de pálpebras; 

e 3) danos no sistema nervoso central que incluem microcefalia e geralmente retardo mental. 

O conjunto destas características foi denominado por estes autores como Síndrome Alcoólica 

Fetal (FAS, Fetal Alcohol Syndrome).  

Atualmente é bem aceita a ideia de que a FAS constitui a forma mais severa de dano 

causado pela exposição gestacional ao etanol, geralmente associado com o consumo abusivo 

de bebidas alcoólicas observado em alcoolistas (Goodlett et al., 2005; Riley e McGee, 2005). 

Em indivíduos cujas mães não são alcoolistas e, portanto, ingeriram quantidades menores de 

etanol, os efeitos do álcool podem se manifestar de forma mais branda (geralmente como uma 

síndrome parcial, sem a presença das alterações craniofaciais, se limitando apenas a alguns 

distúrbios neurocomportamentais ou ao retardo de crescimento). Nestes casos, diversos 

termos foram cunhados por profissionais da área de saúde e pesquisadores para nomear os 
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defeitos decorrentes da exposição ao etanol durante o período gestacional (Mukherjee et al., 

2006; Rasmussen, 2005; Spohr et al., 2007). 

Dentre os mais utilizados estão a Desordem Neurocomportamental Relacionada ao 

Álcool (ARND, Alcohol Related Neurobehavioral Disorder), Defeitos de Nascimento 

Relacionados ao Álcool (ARBD, Alcohol-Realated Birth Defects) e Efeitos do Álcool no Feto 

(FAE, Fetal Alcohol Effects). Em abril de 2004, em um encontro envolvendo o NIH (National 

Institutes of Health), o CDC (Centers for Disease Control and Prevention), o SAMHSA 

(Substance Abuse and Mental Health Services Administration) e pesquisadores com 

reconhecida proficiência na área foi proposta a sigla FASD (Fetal Alcohol Spectrum 

Disorder), que desde então, é o termo utilizado internacionalmente para nomear a grande 

variedade de defeitos que podem ser observados em um indivíduo cuja mãe ingeriu álcool 

durante a gravidez (Mukherjee et al., 2006; Rasmussen, 2005; Spohr et al., 2007).  

Estima-se que a prevalência da FASD seja de 9,1 casos por 1000 nascimentos (May et 

al., 2009; Rasmussen, 2005; Spohr et al., 2007), taxa esta que é duas vezes maior que a das 

duas alterações congênitas mais comuns (síndrome de Down e espinha bífida) combinadas 

(May e Gossage, 2001; Rasmussen, 2005; Spohr et al., 2007). Quando as análises se 

restringem a crianças e adolescentes em idade escolar, estes números são ainda maiores, 

variando entre 2 a 5% em países em desenvolvimento (May et al., 2009; May et al., 2011; 

Riley et al., 2011). 

Devido a extrema sensibilidade do tecido nervoso durante o desenvolvimento, os 

amplos espectros de defeitos neurológicos e comportamentais decorrentes do consumo de 

bebidas alcoólicas durante a gestação podem persistir ao longo da vida (Hannigan e Armant, 

2000; Spohr et al., 2007; Welch-Carre, 2005). Estudos post-mortem em cérebros de crianças 

diagnosticadas com FAS revelaram alterações morfológicas como microencefalia, 

hidrocefalia, heterotopias neurogliais, anomalias ventriculares, agenesia do corpo caloso e 

malformações cerebelares (Clarren, 1986). Estudos mais recentes utilizando ressonância 

magnética combinada à análises quantitativas têm indicado que áreas específicas do cérebro, 

tais como os gânglios da base, o corpo caloso e partes do cerebelo são particularmente mais 

susceptíveis aos efeitos teratogênicos do álcool (Mattson et al., 2001; Roebuck et al., 1998; 

Sowell et al., 2001). 

Dentre os distúrbios neurocomportamentais mais frequentemente observados estão o 

transtorno o TDAH (Burd et al., 2003) e os déficits de aprendizado e memória (Acheson et 

al., 2001; Harris et al., 1995). O TDAH é possivelmente a característica mais marcante em 

crianças expostas ao álcool durante a gestação (Bhatara et al., 2006; Burd et al., 2003; Doig et 
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al., 2008), tendo sua prevalência em torno de 41% dos casos (Bhatara et al., 2006). Em 

crianças com FAS, a comorbidade com o TDAH varia entre 73% (Burd et al., 2003) e 95% 

(Fryer et al., 2007). 

Déficits de aprendizado e de memória podem ser avaliados por medidas de 

desempenho acadêmico, em tarefas matemáticas e de leitura e em testes de QI (Coles et al., 

1991; Streissguth et al., 1989; Streissguth et al., 1994) e podem envolver o comprometimento 

de diversos tipos de memória tais como a operacional, a de curto prazo, a espacial e a 

habituação (Kodituwakku et al., 1995; Rasmussen, 2005; Streissguth et al., 1989; Uecker e 

Nadel, 1996). 

A manifestação dos efeitos deletérios da exposição pré-natal do sistema nervoso ao 

álcool pode variar de modo considerável entre indivíduos e entre estudos (Hannigan e 

Berman, 2000; Stratton et al., 1996). De modo geral, o grau com que os déficits neurológicos 

e comportamentais se manifestam parece variar em função da quantidade de álcool consumida 

pela mãe, da frequência e/ou padrão de consumo e dos picos de concentração alcoólica no 

sangue (Klintsova et al., 2000). Além disso, fatores não associados à quantidade de álcool 

ingerido pela mãe durante a gestação também contribuem para a manifestação da FASD 

(Hannigan et al., 2007; Welch-Carre, 2005). Além dos fatores de risco genéticos (MacCarver 

et al., 1997), um grande número de fatores ambientais, amplamente associados com a 

pobreza, tais como subnutrição e a maior probabilidade de contato com contaminantes 

ambientais podem contribuir para teratogenicidade do álcool (Hannigan et al., 2007; Welch-

Carre, 2005). Além disso, o tabagismo, cafeína e drogas (de abuso ou não) também podem 

exercer seu papel. Tais fatores ambientais podem interagir com ou exacerbar os efeitos da 

exposição ao álcool (Hannigan et al., 2007; Hannigan e Berman, 2000), e o alcoolismo pode, 

por sua vez contribuir em muito para que muitas dessas circunstâncias ambientais manifestem 

seus efeitos. 

Vale mencionar que, apesar dos esforços feitos em diversos países para informar a 

respeito dos riscos do consumo de álcool durante a gestação, o número de casos envolvendo 

indivíduos com distúrbios decorrentes do consumo de etanol durante a gestação tem se 

mantido relativamente estável ao longo dos últimos anos (Riley et al., 2011; Spohr et al., 

2007). 

Os efeitos da exposição ao etanol durante o desenvolvimento variam em função do 

período de exposição, sendo que o terceiro trimestre da gestação de humanos parece ser um 

período de grande susceptibilidade (Nunes et al., 2011). Um marco do desenvolvimento 

neural normalmente utilizado para balizar o estágio de desenvolvimento de roedores e 
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humanos é o período de surto de crescimento neural (do inglês, brain growth spurt) (Dobbing 

e Sands 1979). Este período, caracterizado pelo crescimento exponencial do cérebro, se inicia 

em humanos no início do terceiro trimestre de gestação e tem seu pico por volta do 

nascimento. Em ratos e camundongos o surto de crescimento cerebral se inicia no dia do 

nascimento e tem seu pico por volta do décimo dia pós-natal (Bandeira et al.,2009; Dobbing e 

Sands 1979).  Assim, uma observação interessante é que o sistema nervoso do roedor ao 

nascer é consideravelmente menos maduro que o sistema nervoso humano (Clancy et al., 

2007; Maier et al., 1999). Os primeiros 10 dias de vida pós-natal do roedor podem ser 

comparados ao terceiro trimestre da gestação humana (Bayer et al., 1993; Dwyer et al., 2008; 

Quinn, 2005), um período de intensa sinaptogênese durante o qual o cérebro humano se 

desenvolve rapidamente. Desse modo, algumas estruturas, como o neocórtex, o hipocampo e 

o cerebelo, que se desenvolvem de modo marcante em humanos durante o último trimestre 

gestacional, em ratos e camundongos, desenvolvem-se após o nascimento (Bandeira et 

al.,2009; Dobbing e Sands 1979; Hannigan e Berman 2000). 

Uma das consequências mais marcantes da administração de etanol em ratos e 

camundongos durante os 10 primeiros dias de vida pós-natal é um grande aumento na morte 

neuronal por apoptose em diversas regiões cerebrais (Ikonomidou et al., 2000; Ikonomidou, 

2009; Olney, 2004). Atualmente, é bem aceita a idéia de que a apoptose induzida pelo etanol é 

mediada pela ativação da caspase-3 e é causada pela combinação do bloqueio dos receptores 

NMDA e da hiperativação dos receptores GABAA (Nowoslawski et al., 2005; Olney et al., 

2002; Olney, 2004). Consistente com esta idéia, a administração de bloqueadores específicos 

dos receptores NMDA como a dizocilpina (MK801) (Ikonomidou et al., 2000) e agonistas do 

receptor GABAA como o muscimol (Nunez e McCarthy, 2004) produzem aumento da 

apoptose durante o período de surto de crescimento cerebral. Com base no fato de que a perda 

de neurônios durante o período de intensa sinaptogênese pode prejudicar a formação das 

futuras redes neurais, alguns autores têm sugerido que a neuroapoptose induzida pela 

exposição gestacional ao etanol seja a principal causa dos distúrbios neurocomportamentais 

observados na FASD como o TDAH e os déficits de memória e aprendizado (Han et al., 

2005; Ieraci e Herrera, 2006; Medina, 2011a; Wozniak et al., 2004). 

 

Exposição ao Tabaco/Nicotina Durante o Desenvolvimento 

 

Ainda não se conhecem todas as substâncias do tabaco que lesam a placenta, atuam 

sobre o equilíbrio hormonal da grávida e prejudicam o desenvolvimento do feto. Gestantes 
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que fumam dois cigarros, em 10 minutos, acusam aumento de até 60% de adrenalina e 

noradrenalina no plasma sanguíneo e elevação do nível de vasopressina. Essas e outras 

catecolaminas atravessam a placenta, concentram-se no líquido amniótico e no sangue fetal. 

Pela vasoconstrição que provocam, reduzem o fluxo sanguíneo na placenta, o qual pode 

diminuir em até 22%. Um estudo anterior demonstrou a presença de nicotina e cotinina, um 

produto derivado da metabolização da nicotina, no líquido amniótico, respectivamente, nas 

concentrações de 31ng/ml e 129ng/ml. A dosagem da nicotina no sangue do cordão umbilical 

mostra concentrações tanto mais elevadas quanto menor é o intervalo entre a gestante fumar 

um cigarro e o momento do parto (Assmussen, 1977; Bloter e Alberman, 1969; Lehtovirta e 

Forss, 1978; Luck et al., 1982; Naeye et al., 1997; Quinley et al., 1979; Van et al., 1992; 

Wilson, 1971). 

O aporte de oxigênio às células da placenta e ao feto, diminuído pela vasoconstrição, é 

agravado pela intervenção de outro fator que é a carboxihemoglobina, resultante da 

combinação do monóxido de carbono produzido pela queima do cigarro, e a hemoglobina do 

sangue. As concentrações de carboxihemoglobina no sangue de gestantes podem atingir 7% a 

9%, enquanto nas abstêmias não chega a 1%. Com a diminuição do fluxo sanguíneo e do 

oxigênio, constata-se, pelo termograma, queda da temperatura. Todo esse processo provoca 

menor desenvolvimento estrutural, lesões nas vilosidades da placenta e o aumento 

compensatório desta em relação ao feto. Isso, associado ao aumento das contrações 

musculares do útero, eleva o risco do descolamento precoce da placenta (Assmussen, 1977; 

Bloter e Alberman, 1969; Lehtovirta e Forss, 1978; Luck et al., 1982; Naeye et al., 1997; 

Quinley et al., 1979; Van et al., 1992; Wilson, 1971). 

Em animais, a administração de nicotina prolonga a gestação pelo retardamento da 

implantação do óvulo e há maior frequência de sua nidação na trompa. Em mulheres gestantes 

que fumam, isso é também constatado (Bouyer, 2003). Os distúrbios crônicos de diminuição 

do fluxo sanguíneo, a hipóxia e a queda de temperatura aumentam a incidência de aborto, 

conforme já foi amplamente documentado (Abel, 1990; Bluter e Alberman, 1969; Kline et al., 

1977; Stergachis et al., 1991; Yoshinaba et al., 1979). 

Evidencias epidemiológicas apontam para uma correlação forte entre o tabagismo 

materno e o aumento da mortalidade infantil (Fleming e Blair, 2007). No entanto, os 

mecanismos que levam a este quadro ainda são desconhecidos, acredita-se que mecanismos 

do controle cardiovascular fraco e pausas respiratórias sufocantes (apnéia) sejam fatores 

importantes (Moon et al., 2007). Diversos estudos demonstram que a exposição pré-natal a 

doses baixas de nicotina pode alterar a expressão de nAChRs no centro de controle cardíaco 
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situado no tronco encefálico resultando em alterações na resposta cardíaca à hipóxia. Esta 

situação pode contribuir significativamente para etiologia da chamada síndrome da morte 

súbita infantil. O menor suprimento de sangue e de oxigênio, este último agravado pela 

elevação da carboxihemoglobina, dificultam o crescimento do feto. É maior a incidência de 

prematuridade, entendida como neonatos abaixo de 2.500 gramas ou pequenos para a idade 

gestacional (Abernathy et al., 1966; Butler et al., 1972; Goldstein, 1972, Meyer et al., 1974, 

Rantakallio, 1969). 

A nicotina também é eliminada pelo leite materno. Quando a mãe fuma em torno de 7 

cigarros em duas horas, os níveis de nicotina no leite chegam até 0,6 mg por litro (Ferguson et 

al., 1976; Hatcher e Grusby, 1927). As concentrações de nicotina e cotinina na urina do bebê 

são menores quando se fuma no ambiente familiar do que quando a lactante é tabagista, 

embora ela se abstenha a fumar durante as mamadas e perto do filho. A nicotina no leite 

materno intoxica o lactente. Ocorrem vômitos, diarreia e taquicardia nos casos em que a mãe 

fuma 20 cigarros por dia (Woodward et al., 1986). Caso grave registrou-se com mãe fumando 

40 cigarros/dia; após a mamada, o bebê teve intoxicação nicotínica grave, aguda, com apnéia, 

cianose e hipotonia generalizada (Perraudin, 1978). 

Um estudo realizado em 1987 (Slotkin et al., 1987) demonstrou uma redução do DNA 

total encontrado no cérebro de ratos expostos a nicotina no período gestacional, em 

comparação ao grupo controle, nas fases finais da gestação e em fases iniciais do 

desenvolvimento pós-natal. Esta redução na quantidade de DNA reflete uma substancial 

redução do número de células totais do cérebro em decorrência a exposição à nicotina.  

Durante períodos iniciais do desenvolvimento, a nicotina promove um aumento da 

enzima ornitina carboxilase, uma enzima envolvida com biosíntese durante a replicação e a 

diferenciação celular. Esta resposta devido a estimulação precoce de nAChRs sugere que a 

nicotina exógena pode desengatilhar uma proliferação neural aberrante (Slotkin et al., 1987; 

Navarro et al., 1989). Juntamente com os efeitos sobre a proliferação celular, a nicotina 

também é capaz de produzir alterações na síntese de hormônios adrenais e gonadais. Mesmo 

baixas doses (2mg/kg/dia) em roedores são capazes de aumentar corticosterona no plasma de 

filhotes machos em G18 (von Ziegler et al., 1991). Este aumento de corticosterona no feto 

inibe a produção de testosterona nas gônadas de machos em G19, momento critico em que a 

testosterona atua para o dimorfismo sexual no cérebro em desenvolvimento (Sarasin et al., 

2003). 

Receptores nAChRs são de suma importância para o desenvolvimento do sistema 

nervoso. Eles são amplamente expressos no feto, com aumento transitório de densidade 
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numérica em inúmeras regiões cerebrais durante períodos críticos do desenvolvimento. Os 

componentes do sistema colinérgico são relevantes à muitos eventos que ocorrem durante este 

período no sistema nervoso central, incluindo proliferação e diferenciação de células 

progenitoras, neurogênese, gliogênese, maturação e plasticidade neuronal, migração axonal, 

regulação de expressão gênica e sobrevivência celular. (para revisão ver Abreu-Villaça et al., 

2010a). 

Com isso, diversos estudos tem então demonstrado que a exposição à agentes externos 

como a nicotina é capaz de causar alterações no cérebro em desenvolvimento. Nesse sentido, 

a exposição gestacional a nicotina é capaz de modificar a densidade da expressão de nAChRs 

durante as fases pré e pós-natal. Tal exposição aumenta a ligação de nAChRs de alta afinidade 

em cérebros de neonatos como um todo, bem como em regiões especificas (Slotkin et al., 

1987; Navarro et al., 1989; Pentel et al., 2006). Dentre estes padrões de alterações, uma supra-

regulação pós-natal mais restrita apresenta-se no dia pós-natal (PN) 18 no córtex 

somatosensorial e visual (Tizabi e Perry, 2000). Mais tardiamente, na adolescência (em PN35 

e em PN38), ocorre uma inversão deste padrão com um decréscimo na expressão de nAChRs 

na substância negra, na área do tegumento ventral, no córtex pré-frontal (PFC) e no NAcc 

(Chen et al., 2005). Também ocorre decréscimo de ligação para nAChRs α7 no giro denteado 

e na região CA1 do hipocampo (Tizabi et al., 2000).  

Exposição à nicotina pré-natal pode supra-regular receptores nAChRs funcionais em 

várias regiões do cérebro de roedores, que incluem também áreas envolvidas na 

processamento da recompensa como a área tegmental ventral (VTA) e o NAcc (Slotkin et al., 

1987; Nordbrg et al., 1991; Shacka e Robinson, 1998; Abreu-Vilaça et al., 2004; Chen et al., 

2005; Huang et al., 2007). Mesmo quando a exposição ocorre no período neonatal imediato 

(Miao et al., 1998) tal alteração pode ocorrer, e pode persistir por um longo tempo após a 

retirada. Com a interrupção da exposição à nicotina, em algumas regiões cerebrais, há 

descrição de infra-regulaçao de nAChR. Animais expostos durante o período neonatal 

apresentam uma redução significativa no numero de receptores no córtex cerebral após 90 

dias de vida do animal (75 dias após a interrupção da administração de nicotina).  

A complexidade dos perfis de expressão das subunidades de nAChRs durante o 

desenvolvimento e a gama de propriedades resultantes da combinação destas subunidades 

sugerem que a exposição gestacional a nicotina pode causar alterações cerebrais no 

desenvolvimento através de mecanismos distintos dependendo do tempo, quantidade e 

duração da exposição. Estes intricados padrões de complexidade do desenvolvimento do 

sistema colinérgico, e os impactos em longo prazo de uma exposição limitada à nicotina 
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durante as fases iniciais do desenvolvimento cerebral, levaram, juntamente com estes achados 

gerais, a muitos estudos dedicados a elucidar o papel da exposição à nicotina no 

desenvolvimento de algumas desordens clinicas.  

Efeitos relacionados com a exposição materna à nicotina incluem uma maior atividade 

da enzima colina acetiltranferase, enzima esta responsável pela síntese da acetilcolina, e uma 

diminuição no número de transportadores de colina, que atuam na recaptação de colina, o que 

mostra que a exposição in utero induz alterações no sistema colinergico (Abreu-Villaça et al., 

2004). As alterações na enzima colina acetiltranferase e no número de transportadores de 

colina também podem ser vistas após muito tempo da exposição à nicotina no 

desenvolvimento, com aumento na expressão de ambas (Nunes-Freitas et al., 2011). Além 

disso, tem sido mostrado que a nicotina, quando administrada no período pré-natal, é capaz de 

mudar a permeabilidade de canais especificos de membrana que medeiam as correntes que 

contribuem para a excitabilidade celular (Good et ai., 2006, Pilarski et al., 2001). 

 

Susceptibilidade 

 

O consumo de produtos que contenham nicotina em sua composição é um pré-

requisito óbvio para que se desencadeie o processo de dependência pela nicotina. No entanto, 

cabe notar que para alguns indivíduos, o consumo de baixas doses de nicotina já é suficiente 

para fazer com que estes apresentem sinais de dependência pela droga, enquanto que, por 

outro lado, outros são capazes de consumir grandes quantidades sem experimentarem 

quaisquer sinais de dependência (DiFranza et al., 2002). Exemplos como este são importantes 

uma vez que, diferenças individuais na susceptibilidade à dependência pela nicotina bem 

como a outras drogas de abuso têm sido naturalmente ligadas a variações genéticas (Chen et 

al., 2012; Li e Burmeister, 2009; Russo et al., 2011). Adicionalmente, outros fatores como 

alterações neurobiológicas em diferentes estágios do desenvolvimento e diversos estímulos 

ambientais podem ainda aumentar a susceptibilidade individual a dependência de drogas 

(True et al., 1997). 

Analisando as informações que temos hoje sobre o uso e abuso de drogas e o início do 

uso de tais substâncias, vários fatores podem estar associados como fatores de risco, tais 

como: comportamento (Blackson e Tarter, 1994; Brooks et al., 1990; Donovan et al., 1991; 

Giancola et al., 1996; Mezzich, Tarter et al., 1995; Van Kammen et al., 1991), cognição 

(Giancola et al., 1996; Moss et al., 1994), componentes afetivos (Caprara et al., 1985; 

Cornelius et al., 1994; Henry et al., 1993; Lerner e Vacary, 1984), componentes ambientais 
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(Block et al., 1988; Duffy e Coates, 1989; Flay, 1985; Weinberg et al., 1994), e fatores 

genéticos (Carmelli et al., 1992; Hughes, 1986; Pomerleau, 1995; Pomerleau, Collins et al., 

1993). No entanto, dois períodos parecem ser fundamentais para a experimentação e o uso de 

substâncias: A adolescência e o período gestacional (Cornelius et al., 2000; Escolaridade e 

Kuh, 2002). 

Particularmente, vários estudos suportam uma correlação positiva em que os 

indivíduos expostos à nicotina durante o período pré-natal têm um maior risco de se tornarem 

dependentes de substancias, especialmente durante o período da adolescência (Kandel et al., 

1994; Griesler e Kandel, 1998; Fergusson et al., 1998, 2005; Cornelius et al., 2000, 2005; 

Buka et al., 2003; Lieb et al., 2003; Schooling e Kuh, 2002; Al et al., 2006). 

 

Exposição Pré-Natal à Drogas Como Fator de Aumento a Susceptibilidade 

 

Interessantemente, há inúmeras evidências de que a exposição a drogas de abuso 

durante o desenvolvimento pré-natal aumentam a suscetibilidade a drogas de abuso na 

adolescência e na idade adulta (Abreu-Villaça et al., 2004a, 2004b; Barbier et al. 2009; Matta 

& Elberger, 2007), 

Estudos clínicos têm reportado que a exposição fetal ao álcool tem a capacidade de 

aumentar a dependência para o próprio álcool como também para outras drogas de abuso 

(Famy et al., 1998; Yates et al., 1998; Baer et al., 1998, 2003; Alati et al., 2006). Esta 

evidência epidemiológica também foi sugerida em estudos pré-clínicos. Numerosos efeitos 

neurocomportamentais foram detectados em animais após exposição ao etanol, pré e/ou pós-

parto e, entre eles, foi constatado que a exposição ao etanol precoce pode proporcionar 

aumento posterior da ingestão de etanol em roedores (Lança e Molina., 2005;. Chotro et al., 

2007). Estudos anteriores demonstraram resposta alterada aos efeitos hipotérmicos de 

diferentes drogas de abuso, tais como etanol (Abel et al., 1981; Taylor et al., 1981) e morfina 

(Nelson et al., 1986), após a exposição pré-natal ao etanol. 

Diversos estudos epidemiológicos sugerem uma correlação positiva entre o tabagismo 

materno durante a gravidez e risco do tabagismo e dependência à nicotina entre os filhos 

(Mamus et al., 2006; Cornelius et al., 2000). Em estudos com animais também foram obtidos 

resultados que indicaram que a exposição pré-natal à nicotina, pode afetar a suscetibilidade ao 

uso do tabaco mais tarde entre a prole oriunda de fêmeas expostos (Slotkin et al., 1991; Smith 

et al., 1991; Al et al., 2006; Buka et al., 2003; Kandel et al., 1994; Lieb et al., 2003; Niaura et 

al., 2001). 
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Tabagismo materno durante a gravidez também esta associado com exposição da prole 

em ambiente familiar à fumaça de cigarro, fazendo com que seja associado o tabagismo a uma 

pratica social comum. Este fator, bem como a exposição passiva ao cigarro são fortes 

indicadores que levam ao inicio de hábitos tabagistas (Racico et al., 2013; Racico et al., 

2011). No entanto, um estudo que comparou os padrões de consumo entre indivíduos 

expostos em útero a nicotina e indivíduos cuja mãe parou de fumar durante a gravidez e 

depois retomou a pratica mostrou que somente indivíduos expostos a nicotina pré-natal 

apresentaram um aumento na predisposição de se tornarem dependentes do cigarro em idade 

precoce (Al et al., 2006). As alterações na susceptibilidade sugerem que exposição a nicotina 

pré-natal induz a alterações neurobiológicas que predispõem o individuo exposto a 

dependência da nicotina. Um aumento no risco do desenvolvimento da dependência a outras 

drogas de abuso também é relacionado com o tabagismo pré-natal (Brennan et al., 2002). 

Enquanto a alta suscetibilidade de indivíduos expostos em útero à drogas de abuso se 

tornarem dependentes mais tarde durante a vida pós-natal têm sido demonstrado, os 

mecanismos responsáveis permanecem por serem ainda elucidados. A investigação de 

alterações neurobiológicos que resultem em um aumento tardio da vulnerabilidade a 

propriedades aditivas em indivíduos expostos durante o período pré-natal é de grande 

importância pra o desenvolvimento de mecanismos terapêuticos específicos elaborados pra 

auxiliar as tentativas de abandonar o vício ou ao menos diminuir a susceptibilidade a 

dependência nestes indivíduos. 

 

Mecanismos de Recompensa 

 

Ainda não foram determinadas se a exposição pré-natal e/ou neonatal imediata à 

fumaça de cigarro, ou, a fumaça conjugada com álcool são capazes de induzir alterações que 

resultem em uma aumentada susceptibilidade à dependência à nicotina , nem tão pouco foram 

esclarecidos quais os mecanismos envoltos na susceptibilidade produzidas através da 

exposição precoce à diferentes drogas. 

No entanto, alterações do sistema de recompensa podem ser um importante 

componente para a facilitação da dependência. Alterações induzidas pela nicotina e o álcool 

em grupos neuronais associadas com o sistema de recompensa, são passíveis de contribuir 

para a exposição pré-natal associada à geração do vício. Tomados em conjunto, estes dados 

sugerem que a exposição a substâncias que interfiram neste sistema durante o período pré-
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natal é capaz de induzir alterações no circuito neurobiológico associados com a recompensa e 

desta forma gerar um sistema mais susceptível ao vicio. 

Um traço comum entre todos os tipos de abuso de drogas, e que se acredite que seja a 

principal característica deste tipo de substância, e que cause a dependência, é a geração de um 

efeito recompensa a partir da administração destas substâncias (Di e Imperato, 1988; Drevets 

et al., 2001; Wise, 1996). Redes neuronais envolvidas na mediação da recompensa são de 

interesse quando se examinam os mecanismos neuronais envolvidos no desenvolvimento da 

dependência por drogas. Em mamíferos, a sinalização neuronal entre a área tegumental 

ventral (VTA), o núcleo acubens (NAcc) e o córtex pré-frontal (PFC), usualmente referida 

como via de recompensa ou circuitaria de recompensa, é particularmente importante em 

mediar os efeitos de recompensa e a euforia (Brenhouse et al., 2008; Corrigall et al., 1994; 

Corrigall et al., 1992; Drevets et al., 2001; Schultz, 1998). A mediação da recompensa através 

deste circuito exerce um importante papel no comportamento motivado que é essencial para 

sobrevivência, incluindo a ingestão alimentar e a interação social e sexual. 

A região VTA é formada por neurônios dopaminérgicos (DA) e GABAergicos que 

projetam para diversas regiões (Swanson, 1982), no entanto, tem sido demonstrado que 

projeções dopaminérgicas para NAcc (via mesoaccumbens) desempenham um papel crucial 

na atribuição das características de recompensa mediadas por drogas. Através desta via, 

drogas aditivas, provocam um aumento na liberação de dopamina no NAcc (Drevets et al., 

2001; Filip et al., 2000; Pontieri et al., 1995; Pontieri et al., 1996), enquanto a administração 

de drogas que não possuem um grande potencial aditivo não são capazes de provocar esta 

liberação de dopamina no NAcc (Di e Imperato, 1988). 

Em humanos, as sensações de recompensa experimentadas a partir do uso de drogas 

aditivas são positivamente correlacionadas com a indução por parte das drogas aditivas do 

aumento dos níveis de dopamina no estriato ventral, que inclui o NAcc (Drevets et al., 2001; 

Volkow et al., 2002; Volkow et al., 1996b). Esta resposta fica reduzida com a inibição da 

atividade neural de VTA, que também diminui bastante a auto administração de drogas 

aditivas (Brebner et al., 2000; Corrigal et al., 1994; David et al., 2002; Shoaib et al., 1998; Xi 

e Stein, 1999). Somando-se a isto, a auto estimulação elétrica direta em VTA é realizada por 

animais experimentais, o que também aumenta os níveis de dopamina em NAcc (Fibger et al., 

1987; Fiorino et al., 1993; OLDS e MILNER, 1954). 

Acredita-se que os aumentos nos níveis de dopamina em NAcc, associados com 

recompensa (Drevets et al., 2001), são dependentes do envio de mensagens (quantidade de 

disparos realizados) dos neurônios dopaminérgicos presentes em VTA, que liberam grandes 



39 

quantidades de dopamina em NAcc quando comparados a liberação de dopamina em 

condições normais (Floresco et al., 2003; Gonon, 1988). Estudos em que a frequência de 

disparos neuronais pode ser correlacionada com o comportamento revelado por macacos, 

neurônios dopaminérgicos de VTA se tornaram ativados quando os animais foram 

apresentados a uma recompensa (Mirenowicz e Schultz, 1996; Schultz et al., 1998; Schultz et 

al., 1993). Juntamente a isso, a indução de disparos em neurônios dopaminérgicos é suficiente 

para induzir comportamentos de recompensa. Todos estes estudos corroboram o fato de que 

as altas frequências de disparos realizados pelos neurônios dopaminérgicos de VTA são 

comportamentalmente relevantes para o padrão de disparos que induzem a recompensa e 

desenvolvem a dependência de drogas. 

A administração de nicotina ativa as vias de recompensa e aumenta os níveis de 

dopamina no NAcc (Pontieri et al., 1996), um aumento que têm sido demonstrado ser 

dependente da ativação nicotínica de nAChRs localizados em VTA. Microinjeções de um 

antagonista nicotínico em VTA foram capazes de diminuir os níveis de dopamina em NAcc 

em resposta a administração de nicotina. Em estudos de auto administração com roedores, 

antagonistas nicotínicos foram capazes de reduzir o numero de infusões de nicotina 

comparado em condições controle (Corrigall et al., 1994; Di e Imperato, 1988; Nisell et al., 

1994ª; Nisell et al., 1994b). Ratos knock-outs em que as subunidades de nAChR β2, α4 ou α6 

foram removidas não apresentaram sucesso nos testes de auto administração porém a re-

expreção seletiva destas subunidades de nAChR em VTA, usando vetores virais, 

reestabeleceram o sucesso nos testes de autoadministração de nicotina (Pons et al., 2008). 

Observando tais estudos, demonstram a importância da ativação de nAChR em VTA para que 

seja mediada as propriedades de recompensa da nicotina. 

Em VTA, a composição das subunidades de nAChRs varia dependendo do fenótipo do 

neurônio, e dados sugerem que estes diferenças são de importância funcional. Subunidades do 

tipo β2 foram encontradas em nAChRs de neurônios que enviam mensagens GABAérgicas 

para células dopaminérgicas , enquanto que nAChRs com subunidades α7 foram encontrados 

em terminais de neurônios que enviam sinais glutamatérgicos, o que sugere que a nicotina 

pode sensibilizar nAChRs de formas diferentes levando sinais excitatórios e inibitórios a 

células dopaminérgicas de VTA. De fato, a exposição à nicotina, em concentrações 

igualmente encontradas em cigarros, por aproximadamente 10 minutos, é capaz de afetar de 

forma transitória as transmissões GABAérgicas, após este período o que ocorre é uma 

depressão persistente destas transmissões devido ao grande numero de nAChRs 

dessensibilizados. Porém, respostas excitatórias, transmissões glutamatérgicas, podem ser 
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facilmente evocadas de forma simultânea. Isso indica que primariamente da nicotina causa 

excitação de terminais de glutamato e desinibição de terminais GABAérgicos (Mansvelder et 

al., 2002; Mansveder e McGehee, 2000), e que estas diferenças espaciais e temporais na 

atividade do receptor nicotínico de ambos os neurônios excitatórios e inibitórios em áreas de 

recompensa (como VTA) coordenam e reforçar a auto-administração de nicotina (Tolu et al., 

2013). 

Além disso, evidências originadas de estudos usando camundongos geneticamente 

modificados, nos quais as subunidades α4 e β2 foram deletadas, sugerem a participação dos 

α4β2 nAChRs no processo de estimulação da via mesolímbica dopaminérgica pela nicotina 

(Rollema et al., 2007). Consequentemente, esse subtipo de receptor tem se tornado um alvo 

molecular para a criação de novos agentes terapêuticos para a interrupção do hábito de fumar 

(Rollema et al., 2007). 

Acredita-se também que os processos neurobiológicos pelos quais busca e consumo de 

etanol são estabelecidos e mantidos envolvem vias que mediam o comportamento motivado, 

tais como o sistema dopaminérgico mesolímbico, tendo sido demonstrado que a 

administração forçada de etanol aumenta a atividade dopaminergica no NAcc. Experimentos 

comportamentais mostram consistentemente que as manipulações farmacológicas da 

transmissão dopaminérgica no NAcc alteram a resposta para o etanol, apesar de reforço de 

etanol ser mantido após lesões do sistema de dopamina accumbal. Adicionalmente, há o 

aumento extracelular de dopamina no NAcc durante a auto-administração operante de etanol, 

o que é consistente com um papel da dopamina no reforço do etanol. Estudos celulares 

sugerem que o etanol altera a plasticidade sináptica no sistema mesolímbico, possivelmente 

através de mecanismos dopaminérgicos, e esta pode ser a base do desenvolvimento de reforço 

etanol. Assim, estudos anatômicos, farmacológicos, neuroquímicos, celulares e 

comportamentais estão definindo mais claramente o papel da dopamina mesolímbico de 

reforço etanol (para revisão, Gonzales et al., 2004). 

 

Núcleo Tegumental Laterodorsal (LDT) 

 

Enquanto a ativação de nAChRs localizados em VTA é considerada um mecanismo 

importante por trás das propriedades de recompensa de várias drogas de abuso, estudos 

recentes tem demonstrado que o núcleo tegumental laterodorsal (LDT) também exerce um 

importante papel no processo de dependência (Lammel et al., 2012; Lodge e Grace, 2006).  
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Nesse sentido, há evidência recente que a nicotina tem fortes ações excitatórias neste núcleo 

(Ishibashi et al., 2009). 

O LDT esta localizado no tronco cerebral com estreita conexão com o núcleo 

tegumental pedunculopontino (PPT), e juntos, estes 2 núcleos colinérgicos formam o 

tegumento mesopontino. O PPT têm sido sugerido influenciar o comportamento relacionado à 

recompensa, incluindo os induzidos pela nicotina (Alderson et al., 2004; Alderson et al., 

2006; Lepore e Franklin, 1996). Este núcleo projeta predominantemente para a substancia 

nigra e, em menos quantidade, para VTA (Forter e Blaha, 2003; Oakman et al., 1995).  

Embora alguns estudos já tivessem demonstrado que o LDT contem populações 

separadas de neurônios colinérgicos, glutamatérgicos, e GABAérgicos (Clements e Grant, 

1990; Wang e Morales, 2009), outros estudos têm encontrado a co-localização de neurônios 

colinérgicos e GABAérgicos, indicando que pelo menos uma subpopulação de neurônios de 

LDT pode estar expressando ACh e GABA (Jia et al., 2003; Mieda et al., 2011). Enquanto 

LDT projeta para diversas regiões do cérebro (Hallanger et al., 1987; Hallanger e Wainer, 

1988; Oakman et al., 1995), as projeções para neurônios dopaminérgicos de VTA são de 

particular importância para o papel deste núcleo no comportamento relacionado a 

recompensa. Usando traçadores anterógrado e retrogrado, foi demonstrado que o LDT envia 

projeções excitatórias (assimétricas) e inibitórias (simétricas) para VTA (Lodge e Grace, 

2006). 

Uma forte divisão entre projeções assimétricas e simétricas de LDT para os neurônios 

presentes em VTA da via mesoaccumbal foram encontradas. Nas projeções de LDT sobre os 

neurônios dopaminérgicos de VTA foram encontradas sinapses assimétricas, e sinapses 

simétricas foram encontradas em neurônios GABAérgicos. Células dopaminérgicas e 

GABAergicas de VTA que projetam para PFC recebem projeções assimétricas e simétricas a 

partir de LDT. Isto sugere que LDT deve primeiro excitar neurônios dopaminérgicos de VTA 

da via mesoaccumbal através de mensagens excitatórios de neurônios dopaminérgicos de 

VTA, mas também através de desinibição de neurônios GABAérgicos de VTA (Omelchenko 

e Sesack, 2005). Em um estudo realizado posteriormente, uma quantidade de mensagens 

diretas a partir de projeções colinérgicas aferentes indo para neurônios dopaminérgicos e 

GABAergicos de VTA através da via mesoaccumbal foi demonstrada, o que muito se 

assemelhava ao que havia sido previamente observado nas projeções aferentes vindas de 

LDT. Consequentemente, foi sugerido que uma substancial porção da inervação de LDT para 

VTA é formada por projeções colinérgicas (Omelchenko e Sesack, 2006). 
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No entanto, um estudo realizado por Lammel e sua equipe, usando marcação 

anterógrada e retrógrada, demonstrou que as projeções dos neurônios de LDT para VTA são 

predominantemente glutamatérgicas e que somente uma porção pequena é colinérgica 

(Lammel et al., 2012). Independente da existência de divergências entre estudos, projeções 

colinérgicas e glutamatérgicas a partir de LDT para neurônios dopaminérgicos de VTA 

podem desempenhar um importante papel na mediação de comportamentos associados a 

dependência. Para dar suporte a esta ideia, a estimulação elétrica de LDT levou a um aumento 

da taxa inicial dos níveis de dopamina em NAcc  o que também pode ser visto através da 

administração de agonistas de receptores de nicotina ou glutamato em VTA (Forster e Blaha, 

2000).  

Tem sido descrito que a viabilidade destas projeções é de grande importância para as 

atividades dos neurônios dopaminérgicos de VTA, e lesões em LDT reduzem os níveis de 

dopamina em NAcc quando estimulações colinérgicas são aplicadas em VTA (Blaha et al., 

1996). Corroborando com isso, um estudo realizado por Lodge e Grace demonstrou que 

projeções intactas de LDT pra VTA são essenciais para a habilidade dos neurônios 

dopaminérgicos de dispararem com alta frequência (Lodge e Grace, 2006). 

Em um estudo feito in vivo com a inativação de LDT pela microinjeção de agonistas 

GABAérgicos ou muscarínicos (ativando receptores muscarínicos inibitórios), foi 

demonstrada uma pequena redução na média de disparos de neurônios dopaminérgicos em 

VTA. Seguindo a inativação de LDT, neurônios dopaminérgicos de VTA exibiram taxa de 

disparo similar ao observado em in vitro (Grace e Onn, 1989). Mesmo aplicações diretas de 

glutamato em VTA foram incapazes de provocar uma alta taxa de disparos e apenas um leve 

aumento dos disparos normais foi observado (Lodge e Grace, 2006). Somado a isto, foi 

também visto que a estimulação seletiva de células de LDT que se projetam para VTA levou a 

comportamentos associados a recompensa, como demonstrado por Lammel e sua equipe 

(Lammel et al., 2012). 

A estimulação de LDT provoca tanto o aumento nos níveis de dopamina em NAcc, 

como também comportamentos associados com a dependência, assim, a ativação nicotínica de 

células do LDT, que era de se esperar induzir liberação colinérgica e glutamatérgica em VTA, 

poderia desempenhar um significativo papel no desenvolvimento da dependência pela 

nicotina. Em LDT, a presença de mRNA para as subunidades α4, α7, β2 e β4 dos receptores 

nAChRs já foi demonstrada em ratos adultos, enquanto a presença de mRNA para α2 e α3 não 

foi observada (Azam et al., 2003). No entanto, no tronco cerebral, a presença transitória de 

mRNA para α2 e α3 já foi demonstrada, desaparecendo 2 semanas após o nascimento (Zhang 
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et al., 1998), sugerindo que α2 e α3 podem estar presente em neurônios LDT de indivíduos 

jovens. Enquanto que Azam e sua equipe (Azam et al., 2003) não encontraram a presença de 

mRNA em LDT, estudos mais recentes, mostrados no atlas cerebral Allen, mostraram grandes 

quantidades de mRNA para estas subunidades em LDT (Allen Brain Atlas, 2013; Azam et al., 

2003). 

Em fatias de cérebro, a nicotina têm sido demonstrada como um ativador de receptores 

pós-sinápticos nAChRs em LDT, que leva a depolarização da membrana em neurônios 

colinérgicos e não colinérgicos. Atenuações da despolarização de membrana induzida pela 

nicotina foram possíveis usando antagonistas de nAChRs relativamente seletivos para 

receptores nAChRs que continham as subunidades β2 e/ou β4 e α7, indicando a presença pós-

sináptica deste tipo de receptor. Um pouco depois, a nicotina também foi apontada por 

estimular a liberação pré-sináptica de neurotransmissores excitatórios e inibitórios através de 

nAChRs localizados em terminais pré-sinápticos de neurônios colinérgicos (Ishibashi et al., 

2009). 

Enquanto alterações temporais na densidade de receptores nAChRs não foram 

especificamente examinados em LDT, estas alterações têm sido observadas no tronco cerebral 

de roedores. O numero máximo de ligações para nAChRs foi observado por volta de PN7, 

logo depois, o número de ligações de nAChRs, incluindo presumivelmente os receptores que 

contenham ligações para α4β2 e α7, decaem muito por volta de PN21, onde a densidade de 

marcações se aproxima de um platô (Miao et al., 1998; Zhang et al., 1998). Isto sugere 

importantes alterações na funcionalidade de nAChRs expressos na membrana celular durante 

o desenvolvimento, bem como o resultado da exposição em útero de nicotina. 

 

Modelos Animais de Exposição Precoce a Drogas de Abuso 

 

Diversas abordagens podem ser feitas para mimetizar o tabagismo e o consumo de 

álcool durante a gestação em animais. A maioria destes estudos é realizada em ratos ou 

camundongos, uma vez que estes compartilham diversas similaridades com o 

desenvolvimento embrionário humano. No entanto existem algumas diferenças importantes 

que devem ser levadas em consideração. 

Particularmente interessante é o fato de que, em relação ao desenvolvimento do 

sistema nervoso central, o período pós-natal recente de roedores corresponde ao terceiro 

trimestre da gestação de seres humanos (para revisão: Bayer et al., 1993; Dwyer et al. 2008 

Quinn, 2005). Desta forma, a exposição de roedores à agentes externos durante as primeiras 2 
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semanas de lactação permite um paralelo para a identificação de mecanismos de ação de 

drogas que resultam em alterações fetais decorrentes da exposição de mulheres grávidas no 

terço final da gestação.  

O período gestacional de roedores é de 22 dias, que é equivalente a somente aos dois 

primeiros trimestres gestacionais em humanos. No entanto, muitos eventos de 

desenvolvimento críticos ocorrem neste período, como o aparecimento de nAChRs (Naeff et 

al., 1992), o nascimento da maioria dos grupos de células neuronais e o inicio da 

sinaptogênese (Bayer et al., 1993). As primeiras duas semanas pós-natais do desenvolvimento 

neuronal de ratos ou camundongos são um período critico para neurogênese no hipocampo e 

cerebelo, e sinaptogênese no córtex (Bayer et al., 1993). Este é também o momento de entrada 

de fibras colinérgicas no córtex (Bayer et al., 1993), isto enquanto dois tipos principais de 

nAChRs de alta afinidade, α4β2 e α7, atingem picos em várias regiões cerebrais (Broide et al., 

1995; Zhang et al., 1998).  

Devido a isto, alguns grupos de pesquisa têm optado por administrar drogas em ambos 

os períodos, gestacional e neonatal, em um esforço de realizar uma exposição que se 

assemelhe ao período inteiro de gravidez humana (por exemplo: Chen et al., 2005). Em 

contrapartida, alguns poucos estudos investigaram efeitos da exposição durante o período pós-

natal recente (por exemplo, Aramakis et al., 2000) em um esforço para examinar os efeito da 

droga sobre o desenvolvimento do sistema nervoso sem ser potencialmente confundido com 

os efeitos devido à alterações durante a organização cerebral precoce.  

 

Justificativas Para os Estudos 

 

Esta tese de doutorado foi dividida em 2 estudos cujo objetivo comum foi a avaliação 

da susceptibilidade tardia associada à exposição precoce a drogas de abuso. Como detalhado 

na sessão de Métodos, o Estudo 1 foi realizado no Laboratório de Neurofisiologia, 

Departamento de Ciências Fisiológicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 

enquanto que o Estudo 2 foi realizado no Departamento de Farmacologia e Farmacoterapia da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de Copenhague, como parte do 

Doutorado Sanduiche, pelo Programa Ciências Sem Fronteiras. 
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Estudo 1 

 

Apesar da extensa descrição dos efeitos da nicotina do sistema nervoso central de 

animais experimentais, há poucos estudos em modelos animais com foco nos efeitos da 

fumaça de cigarros. Uma vez que mais de 4500 substâncias foram identificados na fumaça do 

tabaco e que há evidências componentes além da nicotina desempenham um papel importante 

nos efeitos do tabaco no sistema nervoso central (Abreu Villaça et al, 2010a; Bruijnzeel, 

2012; Rose, 2006;. Villégier et al, 2010), uma abordagem alternativa para investigar mais de 

perto os efeitos do tabagismo seria a utilização de modelos animais de exposição à fumaça do 

tabaco. 

Só recentemente os efeitos da combinação entre a nicotina e o etanol e fumaça de 

cigarro e etanol começaram a ser descritos, sendo que a grande maioria dos estudos têm 

investigado os efeitos da co-exposição durante a adolescência (Abreu-Villaça et al. 2007, 

2008; 2013a; 2013b; Ribeiro-Carvalho et al., 2008, 2009; Oliveira-da-Silva et al., 2009, 2010) 

ou durante a gestação de roedores (Basta et al., 2000; Matta e Elberger, 2007; McMurray et 

al., 2008). Desta forma, não há estudos que investiguem os efeitos da combinação entre 

fumaça de cigarro e do álcool precocemente durante o desenvolvimento, principalmente que 

estejam voltados para a verificação de uma aumentada susceptibilidade a estas drogas durante 

a adolescência e a idade adulta. Os fatores que podem levar ao consumo de drogas de abuso 

são difíceis de controlar em estudos epidemiológicos, no entanto, em modelos animais que 

imitam a exposição materna durante a gravidez tais parâmetros podem ser minimizados 

(Chistyakov et al., 2010; Klein et al., 2003; Levin et al., 2006). 

Tendo em vista que: 1º) o tabaco é uma das drogas mais consumidas no mundo, 2º) 

que mais de 90% dos fumantes iniciam o hábito durante a adolescência (Pierce e Gilpin, 

1996) e que 3º) em comparação aos adultos, os adolescentes apresentam maior dificuldade de 

abandonar o vício (Chen e Millar, 1998) e apresentam sintomas de dependência mais rápido 

(DiFranza et al., 2002), neste estudo, submetemos camundongos durante o período que 

corresponde à gestação de humanos à fumaça de cigarro e/ou etanol visando investigar se a 

estas drogas de abuso, separadamente ou quando combinadas, programam maior 

susceptibilidade aos efeitos da nicotina (o principal componente psicoativo do tabaco) durante 

a adolescência ou idade adulta de camundongos. 
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Estudo 2 

 

Uma hipótese para explicar a alta propensão para o vício é que os núcleos relacionados 

com toxicodependência do cérebro de pessoas expostas em útero podem ter sofrido alterações 

de neuroplasticidade induzida por drogas, resultando em mudanças na capacidade de resposta 

a exposições subseqüentes a drogas de abuso. 

Muitos estudos vêm investigando efeitos de drogas de abuso na via 

mesocorticolímbica, proncipalmente em estruturas como o VTA, NAcc e córtex pré-frontal. 

Interessantemente, uma área recentemente reconhecida capaz de desempenhar um papel 

significativo nos comportamentos associados na dependência de drogas é o LDT (Lodge and 

Grace 2006; Maskos 2008; Maskos et al 2005). Contudo, os efeitos da exposição precoce a 

nicotina neste núcleo e a resposta dos neurônios do LDT a uma exposição subsequente ao 

etanol não são conhecidas. 

Assim, neste estudo, submetemos camundongos fêmeas grávidas à nicotina visando 

investigar se a esta droga de abuso induz alterações eletrofisiológicas nos neurônios do LDT 

da prole, levando a alterações na capacidade de resposta celular e sináptica destas células 

quando expostas ao etanol no período pós-natal. 
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1  OBJETIVOS 

 

 

Com isto, o presente estudo teve como objetivo investigar se a susceptibilidade à 

nicotina e/ou ao etanol é afetada pela exposição à nicotina isolada, a fumaça de cigarro e ao 

etanol durante o período gestacional. Mais diretamente, iremos investigar as alterações 

comportamentais (investigação realizada no estudo 1) e eletrofisiológicas (investigação 

realizada no estudo 2) no período pós-natal de camundongos que tenham sido expostos a estas 

drogas no período gestacional. 

Este trabalho foi realizado em 2 estudos separadamente: 

 

Estudo 1: 

Objetivo 1: Investigar os efeitos da combinação entre tabaco (fumaça de cigarro) e 

etanol durante a gestação de camundongos, avaliando a susceptibilidade a uma segunda 

exposição à nicotina durante a adolescência ou na idade adulta através de 3 testes 

comportamentais: 

 Teste de campo aberto (CA) 

 Teste da Preferencia Pela Nicotina (PPN) 

 Teste da Preferencia Condicionada por Lugar (CPP) 

 

Estudo 2: 

Objetivo 1: Determinar as ações eletrofisiológicos do álcool sobre os neurônios-

identificados fenotipicamente da LDT 

Objetivo 2: Elucidar se a exposição pré-natal à nicotina induz alterações celulares e 

moleculares persistentes em neurônios dentro do LDT levando a alteração na capacidade de 

resposta celular e sináptica destas células a álcool. 
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2  METODOLOGIA 

 

 

Os experimentos que resultaram nesta tese de Doutorado foram realizados em 2 

etapas. A primeira foi realizada no Laboratório de Neurofisiologia da Universidade do Estado 

do Rio de Janeiro sob orientação da professora Yael de Abreu Villaça, e consistiu em 

avaliações comportamentais dos efeitos imediatos, de condicionamento e de preferência de 

uma reexposição à nicotina, após tratamento durante o desenvolvimento com nicotina e 

etanol. A segunda etapa foi realizada no Departamento de Farmacologia e Farmacoterapia da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de Copenhague, como parte do 

Doutorado Sanduiche, pelo Programa Ciências Sem Fronteiras, sob orientação da professora 

Kristi Anne Kolmeier, e conssistiu em avaliações eletrofisiológicas funcionais de células 

neuronais do núcleo tegumental laterodorsal (LDT) de fatias cerebrais expostas ao etanol, 

utilizando a técnica de registro eletrofisiológico de uma única célula ("whole cell patch 

clamping"), após tratamento dos animais, também durante o desenvolvimento, com nicotina. 

Ambos os estudos tiveram como finalidade principal a avaliação da susceptibilidade aos 

efeitos da nicotina e do etanol durante o desenvolvimento. 

 

 

2.1  Etapa 1 _ Universidade do Estado do Rio de Janeiro - Estudos Comportamentais 

 

 

Todos os experimentos descritos a seguir estão de acordo com a declaração de 

Helsinki e com o Guia de cuidados e uso de animais de laboratório adotado e promulgado 

pelos Institutos Nacionais de Saúde tendo sido previamente aprovado pelo Comitê de Ética 

para Cuidados e Uso de Animais Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcântara 

Gomes da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (CEUA/031/2012). Camundongos 

Suíços são criados e mantidos no biotério de camundongos do Laboratório de Neurofisiologia 

da Universidade do Estado do Rio de Janeiro com um ciclo diário de 12 horas de claro escuro 

(escuro a partir das 13 horas), temperatura controlada e mantida em torno de 21º C, com livre 

acesso à água e ração (Nuvlab, Brasil). 
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2.1.1 Exposição à fumaça de cigarro 

 

 

Neste estudo, a partir de uma máquina de queima de cigarro (Figura 1) da empresa 

Teague Enterprises, com sede em Davis, CA, EUA.  

A porção superior da máquina (Figura 1-a) tem como função principal a queima de 

cigarros e então distribuição da fumaça oriunda para as câmaras abaixo. Inicialmente, os 

cigarros posicionados manualmente descem por uma esteira (b), onde ao final se localiza uma 

porção metálica a partir da qual cada cigarro é empurrado por um pistão a cada oito minutos e 

quarenta segundos. Após o cigarro estar posicionado adjacente a um disco (c) onde fica ao 

longo do tempo em que será queimado, esse disco gira de modo a deixar o cigarro 

posicionado verticalmente. Ao lado oposto há uma resistência metálica (d), pela qual passa 

uma corrente elétrica no momento em que o cigarro fica na posição correspondente à da 

própria resistência. A corrente então faz a resistência se aquecer, gerando calor o suficiente 

para acender o cigarro. O disco que prende o cigarro então gira 360 graus após alguns 

segundos, em um momento em que a resistência se aquece de novo, para garantir que o 

cigarro seja aceso. O disco então gira novamente, 90 graus, fazendo que com o cigarro então 

saia da posição paralela à resistência e se aloque em uma posição de repouso, onde fica até o 

final de sua queima. 

Durante estes 8 minutos e quarenta segundos de queima os cigarros geram 2 tipos de 

fumaça. Um dos tipos, chamada de fumaça principal (mainstream), é gerada a partir da sucção 

da fumaça, a qual passa pelo filtro do cigarro. Para que a principal ocorra, a cada minuto, uma 

pequena bomba de sucção simula uma tragada do cigarro, de forma que cada cigarro sofre 

este processo nove vezes. Ao final destes ciclos, o disco gira mais uma vez, até a posição 

final, onde um pistão (e) ejeta o cigarro e então o ciclo recomeça. O outro tipo de fumaça é 

chamado de secundária (sidestream), oriunda da queima e dissipação da fumaça. A fumaça 

secundária dissipa-se para dentro da pequena câmara onde se localiza a resistência. Ambas as 

fumaças são então sugadas de forma contínua para uma câmara de mistura (f). A partir desta 

câmara de mistura, a fumaça gerada é então sugada para as câmaras onde os animais 

experimentais permanecem durante o período de exposição. 

A porção inferior da máquina de queima de cigarros é constituída de duas câmaras, 

cada uma dividida em uma porção superior e uma porção inferior. Essas câmaras têm como 

função a exposição dos animais experimentais à fumaça de cigarros, oriunda da porção 

superior do aparelho. A fumaça então vem da porção superior a partir de tubos, passa às 
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câmaras de exposição e é continuamente eliminada para o exterior do prédio também por um 

sistema de tubos. Todo o fluxo da fumaça desde seu local de geração até o meio externo é 

determinado por um exaustor que funciona de forma contínua durante o período de exposição. 

Desta forma, fumaça à qual os animais são expostos é continuamente renovada por esse 

sistema de exaustão. A pressão interna na câmara, assim como o fluxo, é regulada por uma 

válvula na porção anterior do aparelho, que é associada à um barômetro, cujo valor é 

constantemente mantido em 0,4 polegadas de coluna d’água. As câmaras são vedadas com 

portas de plástico, e as suas entradas são vedadas com uma borracha, de modo a impedir a 

entrada ou saída de ar de fora do sistema. 

 

Figura 1 - Máquina de queima de cigarro 

 

Legenda: (a) Porção superior, responsável pela geração e distribuição da fumaça para a exposição;  (b) Esteira; 

(c) Disco onde os cigarros a serem queimados ficam posicionados;  (d) Resistência;  (e) Pistão ejetor; 

(f) Câmara de mistura. 

Fonte: O autor, 2013. 
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Visando a exposição à fumaça de cigarro desde o início da gestação, os animais foram 

levados para a máquina de fumaça já a partir do primeiro dia de acasalamento. 

Os animais progenitores em gaiolas padrão com 1 macho e 2 fêmeas foram expostos a 

fumaça gerada a partir da queima de cigarros do tipo 3R4F, específicos para pesquisa, 

contendo 0,7 mg de nicotina produzidos na Kentucky University, Louisville, KY, USA, por um 

período de 8h por dia. Uma vez identificada a gravidez em alguma das fêmeas, esta era 

isolada em outra gaiola e permanecia sendo levada à máquina até que seus filhotes nascessem 

e atingissem a idade de PN10. 

Animais controle sofreram os mesmos procedimentos sendo que estes foram 

confinados à uma câmara semelhante aos tratados com fumaça de cigarro, por onde passava 

somente ar corrente. 

 

 

2.1.2 Exposição ao álcool 

 

 

A partir do segundo dia de vida, em PN2, os filhotes foram injetados 

intraperitonealmente (i.p.) com álcool etílico diluído em salina (2mg/kg, 10%, v/v,) ou 

somente salina, no caso dos animais controle, em dias alternados, ou seja, em PN2, PN4, PN6, 

PN8 e PN10, totalizando ao final da exposição ao etanol 5 injeções. A dose escolhida foi uma 

dose moderada a ser administrada nos filhotes em dias alternados, visando uma aproximação 

de um padrão intermitente de exposição decorrente da utilização de bebidas alcoolicas por 

parte das mães. 

Desta forma, o estudo comportamental completo do impacto da exposição à fumaça de 

cigarro e ao etanol requereu 4 grupos experimentais: SMK+ETOH (exposto à fumaça de 

cigarro e injetado etanol i.p), SMK (exposto à fumaça de cigarro e injetado salina i.p), ETOH 

(exposto ao ar corrente e injetado com etanol i.p) e VEH (exposto ao ar corrente e injetado 

com salina i.p). Com este desenho, fomos capazes de identificar os efeitos isolados da fumaça 

de cigarro, os efeitos isolados do etanol e os efeitos da exposição a ambas as drogas na prole. 

O controle do peso dos neonatos foi realizado a cada dois dias, juntamente com a 

administração das injeções de etanol. O desmame ocorreu em PN28, quando os animais foram 

separados por sexo e mantidos em grupo da mesma ninhada até PN30 (início do período da 

adolescência) ou PN90 (idade adulta). Nestas idades, os animais machos e fêmeas de cada 

ninhada foram semi-randomicamente distribuídos entre três testes comportamentais. Assim, 
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as avaliações comportamentais descritas abaixo envolveram testes nas 2 idades indicadas 

acima, com 10 ninhadas em cada grupo experimental: 4 grupos experimentais x 2 idades x 

n=10 = 80 ninhadas. Para minimizar a influência do tamanho da ninhada no efeito de 

programação, somente utilizamos mães que geraram 8 a 12 filhotes. 

 

 

2.1.3 Testes comportamentais 

 

 

2.1.3.1 Teste do Campo Aberto (CA) 

 

 

O teste do campo aberto foi realizado em um monitor de atividade (EP-149, Insight, 

SP), que consiste em uma caixa de acrílico (46.5 × 46.5 × 35 cm) equipada com duas barras 

paralelas contendo 16 pares de emissores e sensores de infravermelho alinhados e 

posicionados a 1,5 cm do chão (Figura 2). Imediatamente antes da realização do teste, os 

animais recebem uma injeção de nicotina (free base, Sigma, USA) (0,5 mg/kg, i.p.) ou salina, 

para os animais controle. O teste tem duração de 10 minutos. Avaliamos os escores de tempo 

no centro (utilizado como um indicador de ansiedade) e a distância percorrida (utilizado como 

um indicador de atividade locomotora). A distância percorrida pelos animais foi registrada em 

intervalos de 1 minuto durante o teste e medida em centímetros. Estas variáveis são calculadas 

automaticamente por um computador conectado ao Monitor de Atividade a partir da 

contagem do número de interrupções dos feixes de infravermelho. 
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Figura 2 - Monitor de atividade para o Teste do Campo Aberto (CA) 

 

Legenda: Utilizado para a avalição de tempo no centro e de distância percorrida.  
Fonte: O autor, 2013. 

 

 

2.1.3.2 Teste de Preferencia Pela Nicotina (PPN) 

 

 

No dia anterior ao inicio do teste, as garrafas de água foram retiradas das gaiolas, 

privando o animal de água por 24h. Então, neste teste nós oferecemos ao animal duas pipetas, 

uma contendo uma solução de nicotina e outra contendo somente água por um periodo de 2h 

durante o dia, sendo retiradas ao final do período e o animal mantido em privação de liquídos 

até o dia seguinte. A privação e subsequente oferta de 2 opções de líquido, uma contendo 

água filtrada e outra contendo solução de nicotina, se repete por 12 dias (Figura 3). 

Durante os seis primeiros dias foram utilizadas soluções de 10 µg/mL de nicotina (free 

base, Sigma, USA), após estes dias, a concentração de nicotina foi sendo reduzida 

gradualmente, este procedimento é conhecido como Fading Study. Nos 7º e 8º dias a 

concentração foi de 7 mg/mL, nos 9º e 10º dias 5 mg/mL e nos 11º e 12º dias utilizamos 

3mg/mL. O objetivo do Fading Study é observar se os animais aumentavam o consumo da 

solução com nicotina a fim de manter estável a dose ingerida da droga. 

Para evitar uma preferência por uma das duas soluções devido a preferência do animal 

por um dos lados da caixa, a cada 3 dias a posição das pipetas era trocada. A aferição se fez 

subtraindo o volume final encontrado após 2h pelo inicial colocado, que era sempre de 20ml. 
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Figura 3 - Gaiola preparada para o Teste de Preferencia Pela Nicotina (PPN) 

 

Legenda: Utilizada para avaliação de preferencia pela nicotina quando há livre escolha. 

Fonte: O autor, 2013 

 

 

2.1.3.3 Teste da Preferencia Condicionada Por Lugar (CPP) 

 

 

O CPP envolve o aprendizado pavloviano e consiste em um modelo extensamente 

aceito e utilizado para estudar propriedades de recompensa de uma droga de abuso em 

modelos animais. Neste teste os animais foram condicionados para associar o ambiente com a 

droga. O condicionamento foi aceito quando o animal despendeu mais tempo no ambiente 

onde ele recebeu a droga, o que reflete a associação das propriedades de recompensa da droga 

com o ambiente. 

O equipamento usado para a realização do CPP consiste em uma caixa com três 

câmaras: a câmara central é considerada neutra, usada como “start box”; uma das outras 

câmaras possui a parede com listras horizontais e piso quadriculado, enquanto que a terceira 

possui parede com listras verticais e chão em chapa de aço inox vazado (Figura 4). 
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Figura 4 – Caixa para o Teste da Preferencia Condicionada Por Lugar (CPP) 

 

Legenda: Utilizado para avalição das propriedades de recompensa de uma droga. (a) Câmara Neutra (b) 

Câmara com parede com listras verticais e chão em chapa de aço inox vazada (c) 

Câmaras com a parede com listras horizontais e piso quadriculado. 
Fonte: O autor, 2013. 

 

O protocolo consiste de 4 momentos: 

Primeiro momento; habituação - Esta etapa consistiu na habituação do animal às 

injeções (i.p.). Assim, nos dois primeiros dias todos os animais foram submetidos a uma única 

injeção de salina por dia. 

Segundo momento; pré-teste - No terceiro dia, os animais receberam injeções de salina 

e foram colocados na camara neutra com as portas de acesso para as outras duas câmaras 

abertas. Os animais tinham 15 minutos para explorar livremente o aparelho. Esta etapa foi 

filmada e o tempo que o animal permaneceu em cada uma das câmaras foi contabilizado. A 

câmara onde o animal permanecia por mais tempo foi assumida como sendo a câmara de 

preferencia do animal. 

Terceiro momento; condicionamento - Nesta terceira etapa os animais foram 

condicionados durante oito dias. Foram realizadas duas sessões diárias de condicionamento, 

uma pela manhã e outra cinco horas após a primeira. Inicialmente, os animais foram 

separados em Controle e Condicionados. Para os animais Condicionados, a nicotina foi 

pareada com o lado não preferido do animal, ou seja, a droga foi administrada, durante os dias 

de condicionamento, no lado oposto ao que ele permaneceu por mais tempo durante o pré-

teste (modelo “biased”). Dessa forma, em uma das sessões diárias (a primeira ou a segunda 

delas), o animal recebeu a injeção de nicotina (free base, Sigma, USA) (0,5mg/Kg, i.p.) e 

permaneceu confinado no lado não-preferido durante 15 minutos, sem acesso às outras 
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câmaras. Na outra sessão, o animal recebeu solução salina no lado preferido. Os animais 

Controle receberam injeções de salina em ambos as câmaras, em ambas as sessões e em todos 

os dias de condicionamento. 

Quarto momento; teste - No dia do teste, a preferência do animal pelo o lado pareado 

com a nicotina foi testada. O animal não recebeu nenhuma injeção e foi colocado na câmara 

neutra podendo explorar livremente as 3 câmaras durante 15 minutos. Se o tempo gasto no 

compartimento onde ele recebeu a droga (na câmara não-preferida) foi maior que o tempo que 

ele permaneceu no compartimento que foi preferido por ele no pré-teste, assume-se que o 

animal associou as propriedades de recompensa da droga ao ambiente em que ela foi 

administrada. 

A análise dos dados foi feita pela comparação entre o tempo que o animal passou 

dentro da câmara tida como a não-preferida no pré-teste e no teste pós-condicionamento (pré 

e pós condicionamento). Além disso, foi realizado um índice de condicionamento que indica o 

percentual de aumento no tempo de permanência na câmara não preferida no teste pós-

condicionamento. Se esta medida for positiva, podemos dizer que o animal condicionou, 

associando aquele lado à droga. 

 

Índice = (%T não preferido pós - %T não preferido pré) / total)*100 

 

Onde: 

- %T não preferido pós = percentual de tempo gasto na câmara não preferida após o 

condicionamento;  

- %T não preferido pré = percentual de tempo gasto na câmara não preferida antes do 

condicionamento; 

- total = soma dos percentuais anteriores 

 

Em resumo, a figura 5 apresenta a linha temporal dos principais procedimentos 

realizados neste desenho experimental. 
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Figura 5 - Linha temporal do modelo experimental utilizado 
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Legenda: E = Dia Embrionário. PN = Dia Pós Natal 

Fonte: O autor, 2014. 

 

 

2.1.4 Análise dos dados 

 

 

A análise de resultados foram realizadas utilizando o software Statistical Package for 

the Social Sciences (IBM, USA). Foram realizadas análises de variancia (ANOVAs), seguidas 

do teste poshoc Fisher’s Protected Least Significant Difference (FPLSD). Quando havia 

medidas repetidas obtidas a partir do mesmo animal, eram realizadas análises de variancia 

para medidas repetidas (rANOVAs), também segidas pelo FPLSD. Para a análise 

condicionamento ao ambiente no CPP, também foram feitos testes T pareados como análise 

posterior da rANOVA. 

 

 

2.2  Etapa 2 _ Universidade de Copenhagen – Estudos Eletrofisiológicos 

 

 

2.2.1 Exposição dos animais à nicotina 

 

 

Em uma gaiola de biotério contendo material pra nidificação (pequenas tiras de tecido 

de algodão) e enriquecimento ambiental (pequena caixa feita de acrílico vermelho), fêmeas 

NMRI (Taconic, Dinamarca ou Harland, Holanda) foram alocadas individualemente e tiveram 

acesso livre à ração (Altromin, Alemanha) e água. Os animais foram mantidos em um ciclo de 
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12 horas de claro e escuro, a temperatura e a umidade foram mantidas em 22 ± 2ºC e 36-58%, 

respectivamente. 

A solução de nicotina era então preparada a uma concentração inicial de 50µg/ml a 

uma quantidade de 200ml (Nicotine Hidrogen tartrate salt, Sigma, USA) com o sabor 

suavisado com a adição de 2% de sacarina (Saccharin Sodium salt hidrate, Sigma, USA) com 

o proposito de não inibir o consumo (Matta et al., 2007; Nesil et al., 2011; Ribeiro-Carvalho 

et al., 2011; Manhães et al., 2008), sendo substituida duas vezes por semana para que os 

animais sempre tivessem acesso a solução fresca. A concentração era aumentada a cada duas 

vezes que a água era entregue aos animais, ou seja, a cada semana, indo de 50µg/ml para 

100µg/ml, na primeira semana, 200µg/ml na segunda ate atingir a maior concentração, 

300µg/ml. Os animais controle (animais SAC; por terem recebido sacarina no período pré-

natal) receberam apenas água contendo 2% de sacarina. O valor de pH da solução de nicotina 

era mais ácido que a solução de sacarina. Para que não houvesse disparidade no consumo 

devido ao paladar, ambas as soluções tinham o pH ajustado (aproximadamente 7.8) com 

hidróxido de sódio. 

A quantidade de nicotina consumida oralmente é espécie-dependente (Robinson et al., 

1996) e, enquanto algumas espécies podem tolerar concentrações de nicotina acima de 200-

500µg/ml sem decair o consumo de água, outras espécies se mostram mais sensíveis (Matta et 

al., 2007). Embora camundongos sejam muito tolerantes a nicotina ingerida, e nas 

concentrações que foram utilizadas neste trabalho, como demonstram estudos anteriores 

(Christensen et al., 2014), o esperado é que o consumo de água contendo nicotina seja inferior 

quando comparado com o consumo daqueles que receberam somente água. 

No momento em que a maior concentração era atingida, um macho era introduzido em 

cada gaiola e mantido nesta ate que a fêmea parecesse estar grávida, então era removido, a 

fêmea era realocada em uma gaiola maior e a solução de nicotina era mantida na concentração 

de 300µg/ml ate o dia do nascimento dos filhotes (animais EPN, por terem sido expostos a 

nicotina no período pré-natal), quando então era trocado por água normal. 

Entre os grupos não houve diferença no tamanho da ninhada, no peso dos animais 

(peso em PN2; sacarina 2,15 ± 0,14g, n=4 ninhadas; nicotina 2,15 ± 0,15g, n=5 ninhadas; 

teste T, two way p>0.05) ou até mesmo na aparência dos filhotes, o que sugere que o cuidado 

maternal foi similar entre as mães nos tratamentos. Embora a adoção cruzada de filhotes 

(cross-fostering) seja comumente utilizada em modelos de exposição pré-natal à nicotina com 

o propósito de eliminar comportamentos induzidos pela nicotina no cuidado maternal, este 

procedimento não foi utilizado neste estudo uma vez que os cuidados maternais não 
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aparentaram ser diferentes entre os grupos tratados e controles. E também, a adoção cruzada 

de filhotes em por si só aparentemente parece influenciar a liberação de dopamina estimulada 

pela nicotina no núcleo acumbente (Kane et al., 2004).  

 

 

2.2.2 Preparação do tecido 

 

 

Os animais foram conduzidos do biotério até o laboratório em idades que variavam 

entre PN9 e PN20, foram então anestesiados rapidamente, usando isofluorane. Uma vez que a 

anestesia fisesse efeito, o animal era decapitado. Um corte longitudinal era feito com um 

bisturi na porção superior do crânio do animal para que se pudesse ter acesso a caixa craniana 

que também sofreu um corte longitudinal, desta vez com a ajuda de uma tesoura, e suas partes 

rebatidas com uma pinça. Deste momento em diante o trabalho era realizado com o crânio do 

animal imerso em uma Placa de Petri contendo fluido cérebro espinhal artificial oxigenado e 

semicongelado (ACSF) contendo: NaCl 124,03mM, KCl 4,99mM, Na2HPO4 1,2mM, CaCl2 

2,69mM, MgSO4 (anidro) 1,2mM, Dextrose 9,99mM, NaHCO3 25,95mM; oxigenado com 

95% de oxigênio e 5% de carbono. Uma vez o cérebro tendo sido exposto, um corte coronal 

com um bisturi levemente inclinado (cerca de 2º) era feito. A porção caudal era gentilmente 

removida. Nesta porção está a região do cérebro contendo o núcleo tegumental laterodorsal 

(sigla LDT quando abreviado em inglês). 

Deste momento até o final de todo o procedimento de preparação do tecido este fluido 

era mantido em um estado de semi-congelamento com o propósito de reduzir o metabolismo e 

aumentar assim a viabilidade celular. Adicionalmente, o refrigeramento melhora a 

consistência do tecido para o corte (Edwars et al., 1989; Ivanov e Zilberter 2011).  

O procedimento de corte das fatias de cérebro contendo LDT era realizado após a 

montagem desta porção de cérebro em uma cuba de corte de em um vibrátomo Leica 

(VT1200S) o qual foi checado anteriormente afim de melhorar a qualidade do corte e evitar 

vibrações verticais da lâmina (Geiger et al., 2002). A série de cortes coronais era realizado a 

uma velocidade de 0,05 mm/s e com espessura de 250nm. Após a realização do corte, o tecido 

foi incubado, ainda em ACSF oxigenado, por 15 minutos desta vez a 37º célsius, este 

procedimento tem como finalidade matar células que eventualmente tenham sido fragilizadas 

pelo procedimento, e então, a cuba de ACSF contendo os cortes era posta na bancada por 1 

hora a temperatura ambiente para que o tecido se estabilizasse antes dos procedimentos e 
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registro começarem. Após uma hora de incubação na bancada, o tecido era levado para uma 

câmara de registros acoplada ao microscópio por onde fluido ACSF oxigenado era 

continuamente bombeado até o final do período de registro para a manutenção da integridade 

do tecido. 

 

Figura 6 - Cuba de corte de em um vibrátomo Leica (VT1200S) 

 

Legenda: No centro podemos observar a região caudal do cérebro segura por um bloco de ágar para maior 

estabilidade (a); O corte esta sendo feito em ACSF semicongelado e constantemente oxigenado (b). 

Fonte: O autor, 2014. 

 

 

2.2.3 Registro Eletrofisiológico de uma Única Célula (Whole Cell Patch Clamping) 

 

 

Em “whole cell voltage clamp” o potencial de membrana fica fixo a um potencial 

escolhido pelo experimentador (chamado de potencial de comando). Se o potencial de 

membrana mensurado desviar do potencial comandado, uma corrente compensatória é 

injetada na célula afim de corrigir e fazer com que o potencial de membrana atinja o potencial 

comandado. Alterações na corrente injetada, no entanto, representam o fluxo de íons através 

da membrana celular. 

Em outro método de registro chamado de “whole-cell current clamp”, uma corrente 

fixa é continuamente injetada na célula e alterações no potencial de membrana são 

mensurados. Ambos os métodos de registro foram usados para examinar propriedades 

intrínsecas da membrana e comunicações sinápticas de células presentes no LDT. 
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Finas pipetas de vidro borosilicado com uma resistência entre 3 e 7 MΩ foram 

fabricadas em um puchador horizontal Sutter P-97. Estas pipetas foram preenchidas com 

solução de patch, usada para os registros eletrofisiológicos de uma única célula, a solução 

preparada para este trabalho foi composta de: K-gluconate 144mM, KCl 2mM, HEPES 

10mM, EGTA (ácido tetraacetic) 0,2mM, Mg-ATP 5mM, Na-GTP 0,3mM. A composição 

desta solução, como será detalhado mais abaixo, permitiu registros simultâneos de ambas as 

correntes, tanto correntes exitatórias (deflecções de correntes para baixo – Correntes 

exitatórias pós-sinápticas (EPSC)), quanto correntes inibitórias (deflecções de correntes para 

cima – Correntes inibitórias pós-sinápticas (IPSC)) o que possibilita uma investigação 

funcional em presença de ambos os imputs. 

Logo em seguida as pipetas eram submergidas na câmara de registro, um pequeno 

compartimento acoplado ao microscópio que permite submergir o tecido em ACSF oxigenado 

corrente, o fluxo deste é continuo para manter a viabilidade das células durante o período de 

registro eletrofisiológico. Dentro desta mesma câmara se encontra outro eletrodo que irá 

fechar o circuito com o que está na pipeta. Uma pequena pressão de ar foi aplicada na pipeta 

afim de provocar um pequeno fluxo de fluido para fora da pipeta. Este fluxo serve 

inicialmente para prevenir que partículas venham a aderir na abertura da pipeta, que podem 

obstruir a mesma, e também tem a finalidade de limpar a superficie do neurônio selecionado 

para o registro, que melhora a ligação entre a superficie celular e a pipeta. 

Uma vez havendo contato entre a superfície da célula e a pipeta, a pressão é retirada e 

uma pressão contrária começa a ser aplicada, uma pressão de sucção para que o contato entre 

superfície celular e pipeta seja o maior possível, ficando praticamente selado. A resistência 

mensurada neste selo tem de ficar acima de um giga ohm (gigaseal). A formação de uma alta 

resistência de selo entre a pipeta e a superfície celular diminui a dispeção de corrente uma vez 

que o "whole cell patch" tenha sido executado, reduzindo assim flutuações na corrente 

durante o processo de registro. 

Depois da formação de um gigaseal estável, era aplicada uma corrente para manter o 

potencial de membrana em -60mV e então a membrana da célula era rompida por uma rápida 

e forte sucção, criando assim um circuito elétrico entre o eletrodo na pipeta (o eletrodo é 

formado por um fio de prata clorada) e o citoplasma da célula. O potencial da célula pode 

então ser mensurado quando comparado com um eletrodo extracelular contido na câmara de 

registro. 
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Figura 7 – Micrografia da fatia de cérebro (aumento de 100x0) 

 

Legenda: Célula (a) segura por uma pipeta de vidro borosilicado (b). 
Fonte: O autor, 2014. 

 

Figura 8 - Gaiola de Faraday. 

a

bc

d

e

 

Legenda: Nesta figura observamos um microscópio com a cuba de registros acoplada (a); tubo de aplicação de 

ASCF (b); tubo de sucção do ACSF (c); braço robótico articulado de encaixe da pipeta (d); centro de 
controle do braço articulado (e). 

Fonte: O autor, 2014. 
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Ao introduzir a pipeta de registro na câmara, é criado um único potencial entre as 

interfaces de duas soluções diferentes, o ACSF presente na câmara e a solução de patch 

contida na micro-pipeta. Este potencial de junção foi mensurado em aproximadamente 15mV, 

no entanto, não foram feitas correções para este potencial. Adicionalemnte, quando a pipeta é 

abaixada na solução da câmara, a superficie do vidro atua como um capacitor devido as 

diferenças de potenciais entre a parte interna, contendo a solução de patch, e a parte externa, 

contendo a solução de ACSF. Antes que as mudanças de potencial possam ocorrer, o 

capacitor precisa ser carregado afim de retardar qualquer alteração e a influência da 

capacitância pode por fim ser minimizada. Pela manutenção de um baixo nível de fluido em 

ambos os lados do vidro da pipeta, a capacitância da pipeta foi diminuida a uma capacitância 

proporcional a superficie da area do capacitor. A capacitância da pipeta não precisou ser então 

compensada. 

A capacitância da membrana é mensurada a partir da diferença de carga entre o 

interior da célula e o meio extracelur, e foi compensada usando um compensador de 

capacitância automático. Discrepâncias entre o potencial de membrana mensurado e o 

potencial de membrana atual podem surgir usando esta técnica uma vez que a corrente 

injetada pode encontrar resistências que irão causar quedas de voltagem, isto antes de atingir a 

célula. Esta resistência consiste na resistência da pipeta e na resistência de acesso (resistência 

que ocorre na exata junção entre a pipeta e a célula) que combinadas são referidas como a 

resistência de série. Para atingir uma melhor compensação de potencial de membrana 

automática, a compensação da resistência de série foi realizada. A compensação completa 

desta resistência não é possivel uma vez que isto iria levar oscilações para a célula, no 

entanto, compensações de 70% a 80% podem ser usualmente obitidas sem nenhum problema. 

Alterações na resistência de série durante o processo de registro indicam que a resistência de 

acesso esta mudando, provavelmente através da re-organização da membrana no ponto de 

ruptura, que pode levar ao selamento deste ponto de acesso, que poderia estar aumentando a 

resistência. Esta ruptura pode ser reaberta aplicando mais força de sucção, no entanto, em 

circunstâncias onde isto não foi possivel e a resistência de série permaneceu aumentando 

durante o registro, as células foram então descartadas. Registros onde a resistência de série 

exedeu 30MΩ também foram descartadas. 

Registros no qual a corrente que injetada pelo para que a voltagem da membrana 

permaneça estável, corrente de fixação, exederam 50pA também foram rejeitadsa uma vez 

que isto indica que o contato entre a célula e a pipeta não esta selado o suficiente, no entanto 
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em algumas células onde os registros foram continuamente feitos por mais de uma hora, 

correntes de fixação acima de 50pA foram aceitas. 

Depois que a membrana celular era rompida, a solução de patch preenchia o interior 

da célula atravéz de difusão passiva. Através disto o controle do meio intracelular pode ser 

atingido e utilizado para manipular a composição iônica da célula e examinar os canais 

ionicos sob diferentes condições.  

Para possibilitar uma melhor detecção de IPSCs ou IPSCm, a concentração de cloro 

usada na solução de patch foi menor que a normalmente encontrada intracelularmente. Esta 

alteração no gradiente químico de cloro produziu um potencial negativo reverso para este íon, 

o que aumenta o influxo de cloro em reposta a uma abertura de canais permeáveis à este íon 

em decorrência a um aumento de corrente inibitória de cloro. 

Para ajudar a discernir ainda melhor as ocorrências dos eventos exitatórios e inibitório 

os registros foram feitos na presença de inibidores farmacológicos aplicados juntamente com 

a perfusão de ACSF. Para a verificação de correntes excitatórias foram utilizados Estricnina 

2,5µM (ST), bloqueador seletivo para receptores de Glicina, e Gabazina 20µM (SR-95531), 

bloqueador seletivo de GABA, utilizados para o bloqueio de neurotransmissão inibitória, 

mantendo as neurotransmissões exitatórias. 

Para a verificação de eventos inibitórios foram utilizados 6,7-Dinitroquinoxaline-

2,3(1H,4H)-dione 15µM (DNQX), bloqueador para receptores AMPA e Kainato, e ácido D(–

)-2-Amino-5-phosphonopentanoic a 50 µM (AP5), bloqueador seletivo de receptores NMDA, 

utilizados para o bloqueio de neurotransmissão exitatória, mantendo as neurotransmissões 

inibitórias. 

Para verificação de eventos onde a geração de potencial de ação havia sido bloqueada, 

pós-sinápticos em miniatura (mEPSC ou mIPSC), alguns registros foram feitos em presença 

de tetrodoxina 500nM (TTX), adicionada a perfusão de ACSF, evitando assim geração de 

potenciais de ação e inibindo a comunicação celular por este ser um bloqueador de canais de 

sódio. Desta forma, potenciais de ação decorrentes de comunicação neuronal eram bloqueados 

e os resultados observados eram decorrentes da ação do álcool diretamente na célula avaliada. 

Para verificar a atuação do etanol dentro dos parâmetros verificados nas células, este 

foi aplicado tal como as outras drogas utilizadas neste projeto, aplicado juntamente com a 

perfusão de ACSF na concentração de 40mM, escolhido com base em estudos anteriores 

(Deng et al., 2009; Xiao et al., 2009), por um período de tempo entre 8 e 10 minutos. 

Os registros de correntes neste estudo incluíram correntes pós-sinápticas excitatórias e 

inibitórias (EPSCs e IPSCs) que possuem duração por volta de 2ms a 5ms, a frequencia da 



65 

gravação foi de 10kHz, utilizada para adiquirir a quantidade adequada de pontos de dados 

para garantir uma análise satisfatória das correntes pós sinápticas. 

 

 

2.2.4 Análise dos dados 

 

 

As avaliações dos números e das amplitudes das correntes sinápticas foram realizadas 

utilizando o software MiniAnalysis (Synaptosoft, USA), sendo realizadas por um período de 3 

minutos antes (controle) e 3 minutos após a aplicação de álcool (4 minutos depois de o álcool 

atingir a cuba de registros), e então correntes sinápticas excitatórias ou inibitórias foram 

analisadas da mesma forma. O teste estatístico Kolmogorov-Smornov (teste KS) foi utilizado 

para verificar diferenças significantes nas distribuições cumulativas das correntes sinápticas 

entre o controle e o período com o álcool em células individuais. Comparações entre os 

grupos foram realizadas com teste T e com o teste de Fisher, utilizando os níveis de 

significância de 0,05 e os dados oferecem as médias e o erro padrão da média. 
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3  RESULTADOS 

 

 

3.1  Etapa 1 _ Universidade do Estado do Rio de Janeiro - Estudos Comportamentais 

 

 

3.1.1 Massa corporal 

 

 

Não houve diferença de massa corporal quando comparamos as progenitoras VEH e 

CIG imediatamente antes do primeiro dia de exposição (teste T p=0,1454; Figura 9). Contudo, 

a rANOVA que avaliou a evolução do peso das progenitoras após o nascimento dos filhotes 

(PN2-PN10) indicou uma interação entre Dia e Tratamento (F=19,1; df=3,3, P<0,001). Mães 

expostas à fumaça apresentaram menor massa corporal, quando comparadas ao grupo não 

exposto em todos os momentos aqui avaliados (PN2-10; Figura 10). Adicionalmente, somente 

progenitoras que não foram expostas a fumaça do cigarro mostraram um aumento na massa 

corporal durante os dez primeiros dias de lactação. 

 

Figura 9 - Massa das progenitoras. 
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Legenda: Mensurado antes do inicio da exposição. VEH = animais expostos a ar filtrado; SMK = animais 

expostos à fumaça de cigarro. 

Fonte: O autor, 2014. 

 

 

 

 

 



67 

Figura 10 - Ganho de massa das mães. 
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Legenda: Mensurado nos dias em que foi realizada a administração de etanol nos filhotes. VEH = animais 

expostos a ar filtrado; SMK = animais expostos à fumaça de cigarro. * representa diferença 
significativa em relação ao controle. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0.001. 

Fonte: O autor, 2014. 

 

 

Em relação à prole, a massa corporal aumentou durante os dez primeiros dias de 

lactação (Dia: F=370,7, df=1,3, P<0,001). Os animais que foram expostos à fumaça do 

cigarro (grupos SMK e SMK+ETOH) apresentaram menor massa corporal quando 

comparados com os não expostos do nascimento até PN10 ((Figura 11). Em PN30, nenhuma 

alteração foi observada entre os grupos (Figura 12). No entanto, em PN90 (Figura 13), a 

ANOVA indicou uma interação entre Sexo e Tratamento (F=3,2; df=3, P<0,05). Após a 

separação por sexo, verificou-se efeitos significativos para ambos os sexos (machos: F=4,1; 

df=3, p<0,01; fêmeas: F=2,8; df=3, p<0,05). Fêmeas ETOH apresentaram menor massa 

corporal quando comparadas ao grupo VEH (P=0,01) e grupo SMK (P=0,03). Quanto aos 

machos, a exposição precoce à fumaça do cigarro causou um aumento tardio na massa 

corporal na comparação aos demais grupos (SMK>VEH, P=0,01; SMK>ETOH, P=0,04; 

SMK>SMK+ETOH, P=0,04). 
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Figura 11 - Ganho de massa dos filhotes 
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Legenda: No decorrer dos dias mensurados. VEH = animais expostos a ar filtrado; ETOH = animais que 

receberam etanol; SMK = animais expostos à fumaça de cigarro; SMK+ETOH = animais expostos a 
fumaça de cigarro que receberam álcool concomitantemente. * representa diferença significativa do 

grupo SMK em relação ao grupo VEH. # representa diferença significativa do grupo SMK+ETOH em 

relação ao grupo VEH. 

Fonte: O autor, 2014. 

 

 

Figura 12 - Massa dos filhotes. 
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Legenda: Separados por sexo, mensuradas na idade adulta. VEH = animais expostos a ar filtrado; ETOH = 

animais que receberam etanol; SMK = animais expostos à fumaça de cigarro; SMK+ETOH = animais 
expostos a fumaça de cigarro que receberam álcool concomitantemente. 

Fonte: O autor, 2014. 
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Figura 13 - Massa dos filhotes. 
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Legenda: Separados por sexo, mensuradas na idade adulta. VEH = animais expostos a ar filtrado; ETOH = 

animais que receberam etanol; SMK = animais expostos à fumaça de cigarro; SMK+ETOH = animais 

expostos a fumaça de cigarro que receberam álcool concomitantemente. * representa diferença 

significativa, * p < 0,05; ** p < 0,01. 
Fonte: O autor, 2014. 

 

 

 

3.1.2 Teste de Campo Aberto (CA) 

 

 

Na avalição da ambulação total foram encontrados efeitos significativos do tratamento 

em ambas as idades (PN30 _ F=4,8; df=7, P<0,001 e PN90 _ F=2,1; df=7, p<0,05). Durante a 

adolescência, a nicotina provocou aumento da atividade locomotora em camundongos VEH 

(VEH-NIC> VEH-SAL: P<0,01), em camundongos ETOH (ETOH-NIC>ETOH-SAL: 

P<0,05) e em camundongos SMK (SMK-NIC>SMK-SAL: P<0,001), mas não em animais 

expostos ao etanol e a fumaça do cigarro (Figura 14). Na idade adulta, aumento provocado 

pela nicotina na atividade locomotora foi evidente apenas em camundongos expostos à 

fumaça de cigarro durante o desenvolvimento (SMK-NIC>SMK-SAL, P<0,05) (Figura 15). 
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Figura 14 - Tempo total de ambulação na adolescência 
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Legenda: Mensurado na caixa de atividade na adolescência. VEH = animais expostos a ar filtrado; ETOH = 

animais que receberam etanol; SMK = animais expostos à fumaça de cigarro; SMK+ETOH = animais 

expostos a fumaça de cigarro que receberam álcool concomitantemente. SAL = animais que 

receberam injeção de salina em PN30, antes de serem submetidos ao teste do campo aberto; NIC = 

animais que receberam injeção de nicotina em PN30, antes de serem submetidos ao teste do campo 

aberto. * representa diferença significativa. * p < 0,05; ** p < 0,01, *** p < 0.001. 

Fonte: O autor, 2014. 

 

 

Figura 15 - Tempo total de ambulação na idade adulta 
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Legenda: Mensurado na caixa de atividade na idade adulta. VEH = animais expostos a ar filtrado; ETOH = 

animais que receberam etanol; SMK = animais expostos à fumaça de cigarro; SMK+ETOH = animais 

expostos a fumaça de cigarro que receberam álcool concomitantemente. SAL = animais que 

receberam injeção de salina em PN90, antes de serem submetidos ao teste do campo aberto; NIC = 

animais que receberam injeção de nicotina em PN90, antes de serem submetidos ao teste do campo 

aberto. * representa diferença significativa. * p < 0,05. 

Fonte: O autor, 2014. 
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Quanto ao tempo no centro, a uANOVA indicou uma interação entre Tratamento, 

Sexo e Idade (F=3,9; df=7; P<0,001). Durante a adolescência, os efeitos do tratamento foram 

dependentes do sexo (Tratamento × Sexo: F=3,7; df=7, P=0,001). Após a separação por sexo, 

apenas os machos demonstraram efeito do tratamento (F=3,9; df=7; P=0,01). A exposição de 

camundongos machos à fumaça do cigarro durante o desenvolvimento levou a um aumento no 

tempo do centro, quando comparado com todos os grupos experimentais (P<0,01 para todas 

as comparações) (Figura 16). A administração aguda de nicotina foi capaz de reverter este 

efeito (SMK-SAL > SMK-NIC, P<0,001), os animais submetidos a nicotina imediatamente 

antes do teste tiveram o tempo no centro reduzidos. Não foram observados efeitos de 

tratamento ou de interações na idade adulta (Figura 17). 

 

Figura 16 - Tempo de permanência do animal no centro da caixa de atividade na adolescência 
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Legenda: VEH = animais expostos a ar filtrado; ETOH = animais que receberam etanol; SMK = animais 

expostos à fumaça de cigarro; SMK+ETOH = animais expostos a fumaça de cigarro que receberam 

álcool concomitantemente. CONT = animais que receberam injeção de salina em PN90, antes de 

serem submetidos ao teste do campo aberto; NIC = animais que receberam injeção de nicotina em 

PN90, antes de serem submetidos ao teste do campo aberto. * e # representam diferenças 
significativas. # p < 0,01 representa a diferença significativa entre este e os demais grupos SAL 

representado na fugura, *** p < 0.001. 

Fonte: O autor, 2014. 
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Figura 17 - Tempo de permanência do animal no centro da caixa de atividade na idade adulta. 
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Legenda: VEH = animais expostos a ar filtrado; ETOH = animais que receberam etanol; SMK = animais 

expostos à fumaça de cigarro; SMK+ETOH = animais expostos a fumaça de cigarro que receberam 

álcool concomitantemente. CONT = animais que receberam injeção de salina em PN90, antes de 

serem submetidos ao teste do campo aberto; NIC = animais que receberam injeção de nicotina em 

PN90, antes de serem submetidos ao teste do campo aberto. 

Fonte: O autor, 2014. 
 

 

 

3.1.3 Teste da Preferencia Pela Nicotina (PPN) 

 

 

As rANOVAs não indicaram quaisquer efeitos do Tratamento ou interações entre 

Tratamento e os demais fatores, o que indica que a exposição prévia a fumaça de cigarro e/ou 

etanol não afetou a preferência tardia pela nicotina. Nossos dados revelaram apenas uma 

interação entre Dose e Idade (F=3,7; df=2,6, P<0,05). Análises separadas para cada idade 

indicaram efeito significativo da dose unicamente em adultos (F=3,5; df=2,5, P<0,05), o que, 

em geral, indicou um aumento no consumo de nicotina associado a redução da concentração 

em todos os grupos experimentais, observado principalmente entre as doses de 10μg/ml e 7 

μg/ml (Figura 18 e 19). 
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Figura 18 - Media do consumo de nicotina na adolescência 
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Legenda: Nas diferentes doses utilizadas no Fading Study em ml, na adolescência. VEH = animais expostos a ar 

filtrado; ETOH = animais que receberam etanol; SMK = animais expostos à fumaça de cigarro; 

SMK+ETOH = animais expostos a fumaça de cigarro que receberam álcool concomitantemente. 
Fonte: O autor, 2014. 

 

 

Figura 19 - Media do consumo de nicotina na idade adulta 

0

10

20

30

40

50

60

10ug/ml 7ug/ml 5ug/ml 3ug/ml

%
 c

o
n

su
m

o
 d

e 
n

ic
o

ti
n

a

Preferencia Pela Nicotina _ PN90

VEH ETOH SMK SMK+ETOH

 

Legenda: VEH = animais expostos a ar filtrado; ETOH = animais que receberam etanol; SMK = animais 

expostos à fumaça de cigarro; SMK+ETOH = animais expostos a fumaça de cigarro que receberam 

álcool concomitantemente. 

Fonte: O autor, 2014. 

 

 

 



74 

3.1.4 Teste da Preferencia Condicionada por Lugar (CPP) 

 

 

A rANOVA indicou um aumento da porcentagem do tempo gasto na câmara não-

preferida andtes do condicionamento e após o condicionamento com nicotina dos animais 

tratados (rANOVA: F = 10,4, df = 1, P <0,01). uANOVA indicou uma interação tratamento × 

sexo (F = 3,5; df = 3; P <0,05) e uma interação idade × Sexo (F = 7,8; df = 1; P <0,01). A 

análise posterior foi realizada considerando idade e sexo. Durante a adolescência, as fêmeas 

expostas à fumaça, SMK e SMK+ETOH, passaram mais tempo na câmara onde houve o 

pareamento com nicotina após as sessões de condicionamento (SMK - P<0,05 e SMK+ETOH 

- P <0,01, teste t pareado, Tabela 1). Ainda para as fêmeas, o grupo ETOH passou mais tempo 

na câmara onde houve o pareamento com a nicotina, porem a estatística demonstrou somente 

uma tendência (P = 0,08, teste t pareado, Tabela 1). 

Considerando-se um índice de condicionamento, apesar de todos os grupos de 

expostos apresentarem uma pontuação positiva, apenas as fêmeas dos grupos de ETOH e 

SMK mostraram um aumento do condicionamento, quando comparados com os controles 

(ETOH>VEH e SMK>VEH, ambas as comparações P <0,05, FIGURA 20). Adolescentes do 

sexo masculino não apresentaram um padrão de condicionamento (Tabela 1 e Figura 20). Em 

relação à idade adulta (Figura 21), apenas machos expostos ao etanol passaram muito mais 

tempo na câmara pareada com a nicotina após as sessões de condicionamento (p<0,01, teste t 

pareado), porém não foi observado diferença no índice de condicionamento entre machos 

ETOH adultos e seu respectivo controle (Figura 21). Como esperado, o rANOVA não 

indicam diferença na percentagem de tempo gasto na câmara de não-preferida entre o pré-

teste e do teste de animais tratados com solução salina. 
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Tabela 1 - Porcentagem do tempo gasto na câmara não-preferida 

Antes do 

Condicionamento

Após o 

Condicionamento

Paired t test

Fêmeas 

Adolescentes

VEH 34.3±2.1 32.6±2.5 P = 0.56

ETOH 28.5±2.3 34.4±2.3 P = 0.08

SMK 27.5±1.4 34.2±1.8 P < 0.01

SMK+ETOH 31.0±1.5 35.1±2.1 P < 0.05

Machos 

Adolescentes

VEH 28.2±0.8 29.9±1.1 P = 0.12

ETOH 32.6±1.7 33.2±2.0 P = 0.61

SMK 30.6±1.1 28.3±2.3 P = 0.22

SMK+ETOH 30.7±1.4 31.7±1.9 P = 0.67

Fêmeas 

Adultas

VEH 27.3±1.6 28.2±1.9 P = 0.65

ETOH 31.0±1.1 32.2±1.5 P = 0.52

SMK 28.3±1.1 32.4±2.6 P = 0.11

SMK+ETOH 29.4±1.5 28.8±1.6 P = 0.78

Machos 

Adultos

VEH 30.0±1.8 33.6±3.0 P = 0.28

ETOH 25.6±1.5 32.0±1.6 P = 0.01

SMK 30.7±1.3 31.5±0.9 P = 0.54

SMK+ETOH 30.4±1.5 34.0±3.1 P = 0.16
 

Legenda: Media e erro padrão da média. Teste t pareado para as medias de tempo em porcentagem antes e 
depois do condicionamento. VEH = animais expostos a ar filtrado; ETOH = animais que receberam 

etanol; SMK = animais expostos à fumaça de cigarro; SMK+ETOH = animais expostos a fumaça de 

cigarro que receberam álcool concomitantemente. 

Fonte: O autor, 2014. 

 

 

Figura 20 - Índice de condicionamento na adolescência 
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Legenda: Divididos aqui em pelo sexo sendo todos animais condicionados ao lado não preferido. VEH = animais 

expostos a ar filtrado; ETOH = animais que receberam etanol; CIG = animais expostos à fumaça de 

cigarro; CIG+ETOH = animais expostos a fumaça de cigarro que receberam álcool 

concomitantemente. * representa diferença significativa. * p < 0,05. 

Fonte: O autor, 2014. 
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Figura 21 - Índice de condicionamento na idade adulta 

-10

-5

0

5

10

15

20

VEH ETOH SMK SMOK+ETOH

S
co

re
 p

a
ra

 o
 c

o
n

d
ic

io
n

a
m

en
to

Fêmeas – PN90

-10

-5

0

5

10

15

20

VEH ETOH SMK SMOK+ETOH

S
co

re
 p

a
ra

 o
 c

o
n

d
ic

io
n

a
m

en
to

Machos - PN90

 

Legenda: Divididos aqui em pelo sexo sendo todos animais condicionados ao lado não preferido. VEH = animais 

expostos a ar filtrado; ETOH = animais que receberam etanol; CIG = animais expostos à fumaça de 

cigarro; CIG+ETOH = animais expostos a fumaça de cigarro que receberam álcool 

concomitantemente. 

Fonte: O autor, 2014. 

 

 

3.2  Etapa 2 _ Universidade de Copenhagen – Estudos Eletrofisiológicos 

 

 

Foram avaliados os efeitos da aplicação aguda de 40mM de etanol sobre as 

transmissões sinápticas tanto excitatórias (EPSC) quanto inibitórias (IPSC) do LDT. Esta 

concentração de etanol foi escolhida baseada em estudos anteriores onde foi mostrada a 

modificação efetiva dos padrões de correntes normais (Deng et al., 2009; Xiao et al., 2009). 

Curiosamente, os efeitos encontrados neste trabalho não reverteram ao longo de 10 ou 15 

minutos de lavagem com solução ACSF. 

 

 

3.2.1 Etanol e Eventos Espontâneos 

 

 

O observado foi uma diminuição da frequência de disparos espontâneos 

principalmente nos animais SAC (animais que não foram expostos à nicotina durante a 

gestação) onde esta redução foi mais acentuada (p<0,05) (figura 22C). Das 9 células 

analisadas, em 7 houve redução na frequência enquanto que nas 8 células de animais EPN 

(animais expostos à nicotina durante a gestação) somente 2 apresentaram redução na 

frequência de disparos em resposta ao etanol (p=0,2). Ao realizarmos um teste de Fisher’s 

com estas células vemos uma diferença próxima da significativa entre animais que foram 

expostos e animais que não foram expostos à nicotina durante a gestação (p=0,05). 
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Junto com as alterações na frequência, foi constado também um aumento na corrente 

basal (figura 22D) aplicada às células expostas ao etanol para que a manutenção da voltagem 

permanecesse em -60mV, de uma média de -8,5pA para -4.6pA (erro padrão de ±1,8pA). 

Porem este aumento somente foi significativo em células analisadas de animais EPN (p<0,05) 

enquanto que a redução mensurada em células provindas de animais SAC não demonstraram 

significância (p=0,1). 
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Figura 22 - Eventos Espontâneos. 
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Legenda: Traços representativos de sEPSC e sIPSC. (A) células de animais SAC e (B) células de animais EPN 

antes (Controle) e depois da aplicação de 40mM de etanol (40mM ETOH). (C) Efeitos do etanol na 

frequência de sEPSC e sIPSC em células SAC e em células EPN. (D) Efeitos do etanol na corrente 

basal em células SAC e em células EPN. * representa diferença significativa. * p < 0,05. 

Fonte: O autor, 2014. 
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3.2.2 Etanol e Eventos Excitatórios Espontâneos 

 

A aplicação do etanol não foi capaz de alterar de forma significativa a frequência de 

disparos das transmissões excitatórias glutamatérgicas espontâneas (sEPSC) avaliadas em 

células de ambos os grupos (figura 23C) (SAC; n=8 p=0,6 e EPN; n=8 p=0,2). Porém, se 

observa uma significativa redução já nos registros basais, antes da aplicação do etanol. Na 

comparação entre os dois grupos de células analisadas, SAC e EPN, a redução foi expressiva 

(p<0,05). 

 

Figura 23 - Eventos Excitatórios Espontâneos 
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Legenda: Traços representativos de sEPSC. (A) células de animais SAC e (B) células de animais EPN antes 

(Controle) e depois da aplicação de 40mM de etanol (40mM ETOH). (C) Efeitos do etanol na 

frequência de sEPSC em células SAC e em células EPN. * representa diferença significativa. * p < 

0,05. 

Fonte: O autor, 2014. 
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3.2.3 Etanol e Eventos Excitatórios Independentes de Redes de Comunicação Neural 

 

 

Nestas condições o etanol foi capaz de inibir a frequência de disparos de transmissões 

excitatórias glutamatérgicas em miniatura (mEPSC) de todas as células avaliadas em ambos 

os grupos (figura 24C). Porém, somente no grupo EPN esta redução foi significativa (SAC; 

n=8 p=0,1 e EPN; n=8 p<0,05). 

 

 

Figura 24 - Eventos Excitatórios Independentes de Redes de Comunicação Neural 
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Legenda: Traços representativos de mEPSC. (A) células de animais SAC e (B) células de animais EPN antes 

(Controle) e depois da aplicação de 40mM de etanol (40mM ETOH). (C) Efeitos do etanol na 

frequência de mEPSC em células SAC e em células EPN. * representa diferença significativa. * p < 

0,05. 

Fonte: O autor, 2014. 
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3.2.4 Etanol e Eventos Inibitórios Espontâneos e Independentes de Redes de Comunicação 

Neural 

 

 

Uma vez já tendo estabelecido que a aplicação aguda de etanol exerce efeitos em 

transmissões excitatórias de neurônios de LDT, foram então avaliados os impactos da 

administração aguda de etanol nas transmissões inibitórias. Não foram encontradas 

modificações para frequências nestes parâmetros, nem decorrentes da aplicação de etanol ou 

devido à pré-exposição à nicotina, independente de ter sido espontâneo (sIPSC) (figura 25B) 

ou independente de rede de comunicação neural (mIPSC) (figura 26C). 

No entanto, as avaliações das amplitudes demonstraram uma redução em decorrência 

da exposição ao etanol em células SAC tanto pra sIPSC (figura 25C) quanto para mIPSC 

(figura 26D) (p<0,05 e p<0,05 respectivamente). 

Outra observação interessante feita em células mIPSC foi um aumento na corrente 

basal, de uma média de -16,6pA ±6,3pA para -8,4pA ±4,5pA (p<0,05) (figura 26E) para as 

células SAC, e uma tendência de  inversão deste padrão em células EPN. Mais interessante 

ainda foi o fato de que para este parâmetro, os registros de controle das células SAC e EPN 

apresentaram uma diferença significativa (p<0,05). 
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Figura 25 -  Eventos inibitórios espontâneos 
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Legenda: Traços representativos de sIPSC. (A) células de animais EPN antes (Controle) e depois da aplicação de 

40mM de etanol (40mM ETOH). (B) Efeitos do etanol na frequência de sIPSC em células SAC e em 

células EPN. (C) Efeitos do etanol na amplitude de células SAC e em células EPN. * representa 

diferença significativa. * p < 0,05. 
Fonte: O autor, 2014. 
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Figura 26 - Eventos Inibitórios Independentes de Redes de Comunicação Neural (continua) 
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Figura 26 - Eventos Inibitórios Independentes de Redes de Comunicação Neural (conclusão) 
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Legenda: Traços representativos de sIPSC. (A) células de animais SAC e (B) células de animais EPN antes 
(Controle) e depois da aplicação de 40mM de etanol (40mM ETOH). (C) Efeitos do etanol na 

frequência de sIPSC em células SAC e em células EPN. (D) Efeitos do etanol na amplitude de células 

SAC e em células EPN. (E) Efeitos do etanol na corrente basal em células SAC e em células EPN. * 

representa diferença significativa. * p < 0,05. 

Fonte: O autor, 2014. 
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4  DISCUSSÃO 

 

 

4.1  Etapa 1 _ Universidade do Estado do Rio de Janeiro - Estudos Comportamentais 

 

 

Apesar dos efeitos biológicos da fumaça do tabaco e do etanol serem muito estudados, 

a co-exposição durante o desenvolvimento precoce têm recebido pouca atenção (Bienand e 

Burge 1990; Dierker et al. 2006; Istvan and Matarazzo 1984; Miller and Gold 1998; 

Weitzman and Chen 2005; Yates et al. 1998). Alguns estudos recentes indicaram que a co-

exposição à nicotina e ao etanol pode predispor na uma prole uma maior suscetibilidade a 

nicotina, o que poderia indicar uma marcada vulnerabilidade do individuo a tornar-se 

dependente de fumo do tabaco (Matta e Elberger, 2007). No entanto, o tabaco tem mais de 

4500 substâncias identificadas e não há evidências de que outros componentes além da 

nicotina desempenham um papel importante nos efeitos do tabaco (Rose, 2006). Neste 

sentido, usamos um modelo de exposição à fumaça do tabaco durante toda a gestação e até o 

período pós-natal PN10, periodo pós natal este que é equivalente em roedores ao terceiro 

trimestre da gestação humana (um período crítico de desenvolvimento do cérebro), associado 

a uma exposição de etanol equivalente ao terceiro trimestre de desenvolvimento cerebral 

humano, a fim de investigar os efeitos da exposição destes dois agentes durante o 

desenvolvimento na suscetibilidade à nicotina. 

 

 

4.1.1 Modelos de exposição 

 

 

4.1.1.1 Exposição ao álcool 

 

 

Em linhas gerais, o uso de roedores têm se mostrado efetivo na caracterização da 

fenomenologia, patologia e fatores de risco associados com a exposição precoce ao etanol 

(Becker et al., 1996; Cudd, 2005; Hannigan, 1996; Hannigan e Berman, 2000). Ratos e 

camundongos apresentam uma série de comportamentos bem estabelecidos na literatura e que 

são amplamente utilizados como ferramentas para estudar diversas condições 

neuropatológicas associadas com a exposição pré-natal ao álcool em humanos (Becker et al., 
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1996; Cudd, 2005; Hannigan, 1996). Além disso, graças ao desenvolvimento das técnicas de 

manipulação genética, existem hoje diversas de linhagens, principalmente de camundongos, 

transgênicas e knockouts com grande potencial para estudar os efeitos teratogênicos do álcool 

(Cudd, 2005; Suckow, 2001). 

De modo análogo ao observado em humanos, roedores expostos ao etanol durante o 

desenvolvimento apresentam retardo de crescimento, anomalias crânio-faciais e uma série de 

distúrbios neurocomportamentais como a hiperatividade locomotora (Gilbertson e Barron, 

2005; Melcer et al., 1994; Tran et al., 2000) e déficits de aprendizado e memória (Becker et 

al., 1996; Berman e Hannigan, 2000).  

De modo importante, os resultados da experimentação em roedores vão além da 

simples reprodução dos achados em humanos. De especial interesse são os estudos que 

sugerem que o tipo de anomalia provocada pelo etanol depende, além da quantidade 

consumida, do momento do desenvolvimento em que ocorre a exposição (Becker et al., 1996; 

Hannigan, 1996). Em camundongos, uma única exposição ao etanol no 7º dia gestacional 

resulta em defeitos crânio-faciais semelhantes aos observados em crianças com FAS que 

incluem olhos pequenos com fissuras palpebrais curtas, hipoplasia na porção média da face, 

narina reduzida, lábio superior bem mais fino que o inferior e o philtrum achatado (Sulik, 

2005). A exposição ao álcool durante a segunda metade da gestação (do 12º ao 17º dia 

gestacional) parece ser um período importante para produção do retardo do crescimento em 

camundongos (Middaugh e Boggan, 1991). 

Do ponto de vista neurocomportamental, trabalhos realizados por diversos grupos de 

pesquisa vêm demonstrando de modo consistente que, em ratos e camundongos, os dez 

primeiros dias de vida pós-natal são um período crítico para a manifestação dos transtornos 

neurocomportamentais causados pelo etanol como a hiperatividade locomotora (Kelly et al., 

1987; Melcer et al., 1994; Nunes et al., 2011; Riley et al., 1993; Slawecki et al., 2004; 

Thomas et al., 2001) e os déficits de aprendizado e memória (Filgueiras et al., 2009a; 

Filgueiras et al., 2010).  

Um dado interessante observado para o desenvolvimento do sistema nervoso central 

de roedores é que o período equivalente terceiro trimestre de gestação humana (Slawecki et al, 

2004;. Thomas et al, 2001, 2007) corresponde ao primeiro de 10 dias período após o 

nascimento. Durante este período ocorre a neurogênese, arborização dendrítica, sinaptogênese 

ea migração de várias populações neuronais no sistema nervoso central (Bandeira et al, 2009;. 

Dobbing e Sands, 1979), que caracterizam este período como um período de vulnerabilidade. 

Com base nisto, no presente estudo, utilizamos um um modelo de exposição ao etanol durante 
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este período. Na verdade, este modelo tem sido eficaz na gerou algumas deficiências 

observadas na SAF (Filgueiras et al, 2009;. 2010;. Nunes et al, 2011), como hiperatividade e 

déficits de memória/aprendizagem. No presente estudo, não houve diferenças significativas 

entre a exposição dos animais a etanol ou solução salina sobre o ganho de peso durante o 

período de tratamento, conforme descrito em estudos anteriores (Filgueiras et al, 2009;. Nunes 

et al, 2011). 

 

 

4.1.1.2 Exposição ao tabaco 

 

 

Ao avaliar modelos animais para exposição à nicotina durante o desenvolvimento, é 

importante considerar a dose, data de inicio, a duração da exposição no contexto da expressão 

de nAChRs e eventos no decorrer do desenvolvimento. Quando o que se espera é caracterizar 

o fenótipo resultante a partir de exposição fetal continua, um tratamento mais longo se faz 

necessário, no entanto, se o foco for determinar mecanismos específicos por trás dos efeitos 

da exposição à nicotina, pode ser mais benéfico utilizar uma janela de exposição mais 

limitada a eventos pontuais no desenvolvimento, cuja perturbação é responsável por 

alterações comportamentais. 

A nicotina, como já foi descrito, é conhecida como um agente de reforço primário e é 

sabido que ela tem efeitos neurotóxicos (Ginzel et al., 2007), sendo capaz de atravessar a 

barreira placentária até atingir o sangue e o cérebro do feto (Luck et al., 1985). Desta forma, 

para se ter um modelo animal apropriado, a escolha da dose, via de administração, momento 

de inicio e duração da exposição deve ser feito de acordo com a natureza da investigação, o 

que levou ao surgimento de diversos modelos descritos na literatura científica básica. 

Uma solução encontrada para os primeiros estudos com animais sobre nicotina 

gestacional foi mimetizar a farmacocinética do tabagismo utilizando injeções subcutâneas 

intermitentes de nicotina, tipicamente duas ou três por dia. No entanto este modelo gerou 

diversos paradigmas, um deles é que estas injeções podem resultar em estresse na mãe, 

promovendo liberação de glicocorticóides que atravessam a placenta atingindo o feto. Existe 

uma substancial literatura sugerindo que esta exposição pré-natal a glicocorticóides já produz 

efeitos adversos por si próprios (para revisão ver Seckl e Holmes, 2007). Em adição, estas 

injeções podem causar vasoconstricção, resultando em hipóxia no feto (Slotkin et al., 1987). 



88 

Já esta bem estabelecido que hipóxia pode causar efeitos prejudiciais ao feto (para revisão ver 

Rees e Inder, 2005), e assim, deixar mais complexos estudos deste tipo.  

Um modelo de administração de nicotina bastante popular é realizado através de mini-

bombas osmóticas implantadas subcutaneamente que liberam, devagar e constantemente, uma 

carga de nicotina (Slotkin, 1998). Embora este modelo reduza o estresse e a hipóxia, que por 

si só já causam efeitos prejudiciais ao feto (para revisão ver Seckl e Holmes, 2007; Slotkin et 

al., 1987; Rees e Inder, 2005) geralmente associados a outros modelos, como injeções 

intermitentes de nicotina subcutânea, ele não mimetiza a farmacocinética do tabagismo ou 

terapias intermitentes de reposição de nicotina (goma de nicotina, por exemplo), mas fornece 

um bom modelo para o sistema de 24h de nicotina. 

Adicionalmente, alguns grupos têm administrado nicotina diluída em água (Ribeiro-

Carvalo et al. 2009; Ribeiro-Carvalho et al., 2008). Neste tipo de administração utiliza-se uma 

garrafa graduada para seja realizada a aferição do quanto foi ingerido pelo animal. Este 

modelo de exposição é um método não invasivo e já está bem estabelecido para este 

proposito. O consumo de nicotina através da água é capaz de produzir um aumento da 

concentração de nicotina e da cotinina (principal metabólito da nicotina) no sangue, de tal 

forma que uma vez consumida por fêmeas grávidas também tem a capacidade de atingir os 

fetos (Grabus et al., 2005; Pauly et al., 2004; Sparks e Pauly 1999). Adicionalmente, a 

exposição de nicotina através da água oferece uma contínua exposição de nicotina durante o 

período de atividade do ciclo circadiano do animal (Pauly et al., 2004) o que pode ser 

comparado aos padrões encontrados em humanos. 

Camundongos mostram aversão ao sabor da nicotina, porém a solução de nicotina é 

usualmente misturada a 2% de sacarina a fim de mascarar o gosto amargo e aumentar o 

consumo (Grabus et al., 2005; Matta et al., 2007). Em fêmeas grávidas, o consumo oral de 

nicotina não parece alterar o ganho de peso ou a ingestão de comida e nem alterar o ganho de 

peso dos filhotes pré ou pós-natalmente (Pauly et al., 2004; Sparks e Pauly 1999). Em animais 

adultos, o consumos crônico de soluções de nicotina com concentrações maiores que 

100µg/ml tem sido demonstrado que induz sinais de tolerância à injeções agudas de nicotina 

(Grabus et al., 2005). Bem como após o termino de um tratamento crônico de nicotina, sinais 

de sintomas de retirada/abstinência têm sido bem demonstrado usando este modelo de 

exposição (Grabus et al., 2005; Sparks e Pauly 1999). Em filhotes, similarmente a outros 

modelos de exposição pré-natal, aumentos na preferencia pela nicotina têm sido demonstrado 

(Chistyakov et al., 2010; Klein et al., 2003). O aumento no número de receptores do tipo 

nAChRs após o consumo crônico de soluções de nicotina também tem sido observado 
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(Pakkanen et al., 2005; Sparks e Pauly 1999). Tomando todas as informações, observamos 

que este modelo apresenta ambas as alterações desejadas, comportamentais e neuronais, 

associadas a uma exposição de nicotina. Logo, o consumo oral de soluções de nicotina 

oferece um fácil, não invasivo e validado método de exposição de fetos a nicotina que 

resultam em indicadores comportamentais de um aumento de sensibilidade à propriedades de 

recompensa da nicotina. Devido a estes fatores e por já ser um modelo utilizado (Christensen 

et al., 2014), esta forma de administração foi adotada para execução da investigação na etapa 

2 deste projeto, realizada na Universidade de Copenhagen na Dinamarca, para as 

investigações eletrofisiológicas. 

Porém, a exposição à nicotina somente não é um modelo totalmente adequado de uso 

de tabaco. Por causa da considerável quantidade de constituintes químicos do tabaco, cerca de 

4500 outros componentes além da nicotina, muitos dos quais provavelmente exercem os seus 

próprios efeitos sobre o cérebro (Rose, 2006), alguns grupos, na tentativa de encontrar um 

melhor modelo de tabagismo materno, submeteram ratas grávidas à exposição à fumaça do 

cigarro (Carmines et al., 2003). De fato, estudos anteriores sugeriram que os alcalóides 

secundários encontrados na folha de tabaco são capazes de aumentar os efeitos da nicotina em 

ratos (Clemens et al., 2009), ou são simplesmente capazes de produzir efeito de reforço por si 

próprio (Bardo et al., 1999). 

Este tipo de exposição tem a vantagem de que esta pode se aproximar ao tipo de 

absorção flutuante de nicotina e manutenção das concentrações encontradas em humanos 

(Cohen e George 2013; Farkas et al., 2006) não somente da nicotina, mas também das outras 

substâncias que são normalmente veiculadas ao usuário junto com a nicotina, fazendo com 

que a aplicação da fumaça exponha a gestante e os fetos a todos os outros componentes 

também (Chambers et al., 2011; Talhout et al., 2011). Componentes estes que, embora 

formem um contexto ainda mais complexo, compõe o quadro normal dos tabagistas. 

Porém, é provável que o pulmão de ratos não consiga absorver os componentes do 

tabaco tal como um pulmão humano (Coggins, 2007). Desta forma, apesar do outros 

potenciais componentes presentes na fumaça do cigarro, o tratamento utilizando somente com 

nicotina continua a ser o modelo mais utilizado no estudo em animais dos efeitos do 

tabagismo materno, o que leva a haver na literatura muita informação sobre efeitos da 

exposição pré-natal à nicotina somente, mas pouca informação sobre os efeitos da fumaça de 

cigarro, fato este que interessantemente confere uma vantagem adicional a este trabalho, uma 

vez que o modelo proposto para a investigação conduzida na etapa 1 do projeto utiliza uma 

máquina de exposição a fumaça de cigarro. 
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Em todos estes modelos a dose de nicotina usada é um importante fator a ser levado 

em consideração. Altas doses resultam em hipóxia e diminuição do ganho de peso das mães 

devido ao retardo no crescimento dos fetos (Slotkin et al., 1987; Slotkin, 1998). Uma dose 

adequada ao estudo deve ser identificada afim de que sejam reproduzidos, e assim 

extrapolados, dados encontrados na população humana. Em um estudo anterior (Abreu-

Villaça et al., 2013), que utilizou o mesmo padrão de exposição à fumaça (exposição do corpo 

inteiro para 8 h/dia) e os mesmos cigarros de pesquisa de referência (nicotina = 0,7 mg/cigt), 

foi encontrado um nível plasmático de cotinina (metabólito da nicotina) por volta de 68 ng/ml. 

Estes níveis séricos são comparáveis com aqueles comumente encontrados no tabagismo 

materno moderado (Ivorra et al., 2014). 

 

 

4.1.2 Massa corporal 

 

 

4.1.2.1 Massa corporal das progenitoras 

 

 

Antes do inicio da exposição à fumaça de cigarro, foi feita uma avaliação da massa 

corporal das fêmeas utilizadas neste projeto. Como esperado, não foi constatado diferenças 

entre camundongos progenitoras que foram escolhidas para serem expostas à fumaça em 

comparação a aquelas que iriam receber ar corrente, o que indica que não houve tendência na 

escolha dos animais para serem submetidas para o tratamento. 

Uma vez que os animais utilizados como matrizes neste projeto não foram submetidas 

ao tratamento com etanol, estas foram apenas divididas com base na exposição a maquina de 

fumaça, sendo agrupadas em expostas ou controles (SMK E VEH respectivamente). Os pesos 

das mães foram obtidos em dois momentos: o primeiro momento foi logo antes do inicio da 

exposição (antes do acasalamento, que ocorre ao mesmo tempo em que elas começam a 

exposição na máquina da fumaça); e o segundo momento é executado nos mesmos dias em 

que ocorre a administração de etanol nos filhotes. Este segundo momento se inicia após o 

nascimento dos filhotes, no segundo dia de lactação (dia de lactação = DL), em DL2, e 

persiste em dias alternados até DL10. 

Verificamos que a massa corporal das mães variou ao longo do período de exposição 

pós-natal e em função da exposição à fumaça de cigarros. Assim, analisando-se cada dia em 



91 

separado, notamos que já a partir de DL2, logo após o nascimento dos filhotes, já ocorre 

diferença de peso entre estes dois grupos. Esta diferença persistiu ao longo do tempo. Estes 

resultados sugerem que a diferença de massa corporal entre os grupos se estabeleceu durante a 

exposição da mãe na gestação. 

 

 

4.1.2.2 Massa corporal da prole 

 

 

Uma vez que a exposição ao etanol tem início somente em PN2, para verificarmos se a 

massa corporal dos animais no nascimento foi afetada pela exposição gestacional à fumaça de 

cigarros, realizamos uma analise inicial da massa dos filhotes antes da 1
a
 injeção de etanol 

(em PN2). Para esta analise, os filhotes foram divididos SMK e VEH. Neste caso, verificamos 

que mesmo antes do inicio a exposição ao etanol havia diferença de peso entre os grupos, o 

que sugere que, como ocorreu com a massa corporal das mães, a diferença de massa entre os 

grupos nos filhotes se estabeleceu durante a gestação. 

A análise do ganho de massa corporal ao longo do período de exposição pós-natal, 

separando os animais nos quatro grupos de exposição (VEH, SMK, ETOH e SMK+ETOH) 

demonstrou que os grupos expostos a fumaça tiveram uma redução significativa do ganho de 

massa. Este efeito não se alterou ao longo dos dias de exposição pós-natal. Desde DL2 até o 

DL10 estes animais apresentaram massa reduzida em comparação a aqueles não expostos, 

embora tenha ocorrido aumento de massa com o passar do tempo. Após a interrupção da 

exposição a fumaça do cigarro, o ganho de peso se normalizou de forma a não ocorrer mais 

diferenças significativas entre os grupos em PN30. 

A exposição pré-natal ao tabaco representa uma importante causa de desnutrição 

gestacional (Eskenazi et al., 1995) e tem sido descrita uma correlação inversa entre os níveis 

sanguíneos maternos de cotinina e o peso no nascimento (Ivorra et al., 2014). Ivorra e 

colaboradores (2014) descreveram que as crianças com exposição à fumaça do tabaco 

moderada têm uma diminuição de cerca de 250 g (10%) da massa corporal. Na mesma 

direção, em nosso modelo animal, os filhotes apresentam baixo peso ao nascer (cerca de 10% 

menor) e apresentaram menor ganho de massa corporal durante a exposição pós-natal quando 

comparados aos controles. Na verdade, progenitoras expostas à fumaça de cigarro apresentam 

uma massa corporal reduzida e não mostraram aumento no peso corporal durante o período de 

lactação. Vários mecanismos tem sido propostos para explicar os efeitos do tabagismo sobre a 



92 

massa corporal e a maioria dos efeitos parece ser mediada pela nicotina (para revisão: 

Audrain-McGovern & Benowitz, 2011). Seus efeitos incluem aumento do gasto energético 

por meio de ações simpatomiméticas e supressão da ingestão de alimentos pelo aumento das 

ações da leptina no hipotálamo. Curiosamente, nossos dados demonstraram que a exposição 

camundongos machos ao fumo do tabaco durante o desenvolvimento tornam-se mais pesados 

na idade adulta quando comparado com o grupo controle. Em geral, este efeito tardio sobre a 

composição corporal tem sido bem documentada em estudos epidemiológicos e tem sido 

associado com a exposição precoce à nicotina (Oliveira et al., 2010; Santos-Silva et al., 2011; 

Gao et al, 2005;. Chen e Kelly, 2005). Diferenças entre sexo e idade na manifestação da 

obesidade provocada pela nicotina observada na literatura pode ser atribuída a diferenças 

entre cepas estudadas, modelos de administração e período de exposição à nicotina. Oliveira e 

seus colaboradores (2009) demonstraram que a exposição à nicotina durante a lactação em 

ratos programa hipotireoidismo na idade adulta que poderiam participar, pelo menos em parte, 

na fisiopatologia da obesidade provocada pela nicotina. Nosso modelo de exposição ao tabaco 

durante o desenvolvimento indicaram que camundongos machos poderia ser mais sensível a 

este efeito e corroboram a hipótese de que a exposição à fumaça de cigarro durante o 

desenvolvimento programa para a obesidade na vida adulta. 

 

 

4.1.2 Efeitos da exposição à fumaça de cigarro e\ou etanol durante o desenvolvimento na 

susceptibilidade a nicotina 

 

 

Os nAChRs são expressos em todo o SNC e podem atuar na modulação da 

transmissão sináptica de outros neurotransmissores, como a dopamina por exemplo. (Dajas-

Bailador e Wonnacott, 2004). Em particular no estriato, a interação entre a sinalização 

colinérgica e dopaminérgica está envolvida nas respostas motoras e nas informações 

relacionadas à recompensa de drogas (Calabresi e colaboradores, 2006; Cragg, 2006). É aceito 

na literatura que esta estrutura é composta por uma região dorsal, que constitui a “via 

dopaminérgica mesoestriatal”, e uma região ventral que está associada a processos límbicos, 

sendo esta região conhecida com núcleo accumbens e forma a “via dopaminérgica 

mesolímbica”. A via mesoestriatal está envolvida na geração de movimentos e no 

aprendizado, enquanto a mesolímbica desempenha papel crucial nos efeitos de recompensa de 

inúmeras drogas de abuso, incluindo a nicotina (Laviolette e van der Kooy, 2004). A nicotina 
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pode ativar neurônios dopaminérgicos no mesencéfalo e terminais dopaminérgicos pré-

sinápticos no estriato, levando a liberação de dopamina e desta forma modular o controle 

dopaminérgico sobre a atividade locomotora e sobre os processos de recompensa (Calabresi e 

colaboradores, 1989; Picciotto e colaboradores, 1998; Pidoplichko e colaboradores, 1997). 

Desta forma, a mudança de atividade locomotora espontânea pode ser um indicador 

comportamental da atividade dopaminérgica destas vias centrais e, assim, uma ferramenta no 

estudo dos efeitos das drogas psicoestimulantes, como a nicotina. No presente estudo, a 

exposição a nicotina só foi capaz de gerar aumento da atividade locomotora nos animais 

controles durante a adolescência, sugerindo que esta idade é mais sensível aos efeitos agudos 

desta droga de forma a corroborar que a adolescência representa um período de 

vulnerabilidade (Slotkin, 2002).  

De maneira interessante, este efeito de aumento na atividade locomotora variou em 

função da exposição prévia a fumaça do cigarro ou etanol. A administração isolada destas 

substâncias no desenvolvimento também causou um efeito de ambulação nos animais 

adolescentes, no entanto, na exposição conjugada de ambas a drogas o aumento da ambulação 

não foi significante, sugerindo que exposição conjugada reduziu a sensibilidade a exposição 

aguda a nicotina nesta idade. Durante a idade adulta, somente os animais expostos a fumaça 

de cigarro durante o desenvolvimento apresentaram aumento na atividade locomotora por 

resposta aguda a nicotina. Este resultado indica que a exposição a fumaça de cigarro durante o 

desenvolvimento ampliam o período de vulnerabilidade aos efeitos agudos da nicotina 

observados adolescência para o início da vida adulta. Este resultado corrobora as evidências 

epidemiológicas que indicam a exposição de fumaça de cigarro durante a gestação predispõe 

ao uso tardio subsequente (Kandel et al. 1994; Oncken et al. 2004). De modo geral, a nicotina 

promoveu um efeito ansiogênico durante a adolescência. A exposição prévia a fumaça de 

cigarros apresentou aumento no tempo de permanência dos animais machos no centro do 

campo aberto durante a adolescência, podendo indicar uma dificuldade desses animais na 

capacidade de avaliação de risco. Além disso, a nicotina reverteu completamente esse 

aumento no tempo de centro, sugerindo uma forte resposta ansiogênica da nicotina neste 

grupo. 

Um dos modelos mais utilizados para avaliar os efeitos de recompença de drogas é o 

teste de condicionamento por lugar (CPP) (Le Foll e Goldberg, 2006; O’Dell e Khroyan, 

2009). No modelo de CPP utilizado, o condicionamento por lugar ficou evidente somente em 

fêmeas adolescentes expostas à fumaça de cigarro e ao etanol durante o desenvolvimento. 

Este resultado sugere, de forma geral, que fêmeas adolescentes são mais suscetíveis aos 
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efeitos da nicotina na geração de condicionamento e que a exposição de cada droga em 

separado (fumaça de cigarros ou etanol) durante o desenvolvimento aumentam a 

susceptibilidade exposição à nicotina durante a adolescência.  

Trabalhos anteriores demonstraram que o modelo de administração de etanol utilizado 

no presente estudo produz níveis sanguíneos de etanol máximos de aproximadamente 174,5 ± 

3,5 mg/dL uma hora após a injeção (Filgueiras et al., 2009). Estes níveis de etanol estão 

dentro de uma faixa que um feto humano pode ser exposto após a ingestão materna de uma 

dose de álcool de moderada à alta (Eckardt et al., 1998). Além disso, 90% dos animais 

injetados com etanol sobrevivem até a idade dos testes (Filgueiras et al., 2009, Nunes et al., 

2011). A dose escolhida para a administração de etanol e principalmente o período de 

administração podem ter induzido o aumento de susceptibilidade ao condicionamento pela 

nicotina em camundongos fêmeas adolescentes, contribuindo também para justificar as 

diferenças dos resultados obeservadas em ratos por Matta e Elberger (2007), onde não foi 

observado um aumento da auto administração de nicotina em animais expostos ao etanol 

isoladamente em baixas doses durante toda a gestação. No entanto, os resultados observados 

aqui estão de acordo com dados epidemiológicos que constataram que a exposição alcoólica 

fetal induz predisposição para o uso e abuso de nicotina, álcool e dependência de drogas 

(Barbier et al. 2009; Baer et al, 1998, 2003;. Yates et al., 1998). 

Embora alguns autores terem demonstrado com sucesso efeitos de aumento da auto 

administração de nicotina em ratos machos, (Brower et al. 2002; Fu et al. 2001; Kosten and 

Ambrosio 2002), o presente estudo estudo utilizou camundongos para sua execução, o que 

pode explicar os resultados antagônicos entre os estudos, uma vez que diferenças entre 

espécies já foi reportado para o consumo de nicotina (Robinson et al., 1996). Porém, os 

nossos resultados foram mais evidentes em fêmeas, corroborando alguns estudos de auto 

administração que observaram maior propensão para as fêmeas (Matta e Elberger, 2007; Chen 

et al. 2007), sendo também análogo com o relatado para a população humana (Kandel et al., 

1994; Oncken et al.; 2004; Roberts et al,. 2005). Vale ressaltar que não parece haver um real 

consenso na literatura quanto ao efeito de gênero na prole de mães fumantes quanto a 

possibilidade de sererem mais suscetíveis aos efeitos da nicotina. Além dos trabalhos que 

reportam maior susceptibilidade em filhas, outros estudos tem reportado que não há 

diferenças entre gêneros (Buka et al., 2003; Cornelius et al., 2000), enquanto outro artigo 

reportou que filhas progridem mais rapidamente para usuárias diárias enquanto que a 

experimentação precose é realizada mais por filhos homens (Oncken et al. 2004). 
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Diferente dos modelos de exposição usualmente escolhidos para checar efeitos do 

tabagismo materno na prole, que fazem uso somente de nicotina, este trabalho contemplou 

não somente a nicotina, mas também todas as outras substâncias presentes na fumaça do 

tabaco. Os dados apresentados para o paradigma da preferencia condicionada por lugar 

indicam que estes modelos de exposição melhoram a aquisição do condicionamento por 

nicotina. Estes dados estão de acordo com diversos estudos epidemiológicos que indicam que 

os filhos de mulheres tabagistas ou alcoolistas são suscetíveis a aquisição de tabagismo (Buka 

et al., 2003; Cornelius et al., 2000; Kandel et al., 1994; Oncken et al., 2004; Roberts et al., 

2005; Baer et al., 1998, 2003; Yates et al., 1998). Embora o aumento de susceptibilidade 

tardia à nicotina não tenha sido encontrado em modelos de exposição pre-natal de nicotina 

(Matta e Elberger, 2007), o presente modelo, envolvendo exposição a fumaça de cigarro, foi 

capaz de observar. Tem sido discutido recentemente a influencia dos efeitos dos outros 

componentes encontrados na folha do tabaco na instauração e manutenção da dependência 

(Clemens et al., 2009), principalmente em detrimento de os efeitos de recompensa da nicotina 

encontrado em estudos experimentais em laboratório não condizerem o enorme contingente 

de tabagistas encontrado em todo o mundo (Bespalov et al., 1999; Manzardo et al., 2002). 

Embora muito progresso tenha sido feito no desenvolvimento de terapias farmacológicas para 

tratar a dependência do tabaco, a maioria das tentativas por parte dos usuários de tabaco são 

geralmente mal sucedida na manutenção da abstinência, mesmo após várias tentativas de 

cessação (Benowitz, 2010). Muitos dos agentes terapeuticos para tratar o tabagismo 

disponíveis atualmente se concentram na substituição da nicotina do tabaco (adesivos de 

nicotina, goma, spray nasal, pastilhas), ou em receptores nicotínicos de acetilcolina 

(vareniclina). A bupropiona, que inibe a reabsorção de monoaminas, também tem efeitos 

nicotínicos diretos (Lukas et al., 2010). 

Interessantemente, no presente estudo foi constatado somente uma tendência no 

aumento de susceptibilidade ao condicionamento pela nicotina para o grupo que recebeu a 

exposição combinada, indicando que a combinação destas duas drogar reduziu a sensibilidade 

das fêmeas à nicotina para este paradigma. Outra possibilidade de explicar este efeito é que, o 

teste do CPP requer uma associação dos efeitos da droga ao ambiente em que ela foi 

administrada, sendo assim um teste que envolve aprendizado e memória. Foi demonstrado 

que ao etanol durante o desenvolvimento produz alterações na memória espacial na 

adolescência e que estes prejuízos estão associados à memória de longo prazo (Filgueiras et 

al., 2010). Como as fêmeas adolescentes expostas somente ao etanol durante o 

desenvolvimento apresentaram condicionamento no CPP, corroborando estudo anterior em 
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ratos (Rogers et al., 2004), a posibilidade de que possíveis alterações na memória causada 

pela etanol tenham influenciado no teste do CPP só seriam plausíveis se exposição combinada 

a fumaça de cigarro intensificasse o prejuíso. Embora estudos anteriores tenham revelado que 

a exposição em útero de nicotina e etanol em conjunto levam a uma maior pré-disposição para 

os efeitos de recompensa de nicotina (Matta e Elberger, 2007; 2014), para os paradigmas de 

recompensa avaliados neste trabalho a dupla exposição não foi capaz de demonstrar efeitos 

significativos. Vale mencionar que a ênfase dada nos trabalhos que apontam aumanto de 

susceptibilidade a nicotina nos animais expostos durante o desenvolvimento a ambas as 

drogas foram o início do período de aquisição voluntária e a manutenção ou retomada do 

comportamento de aquisição da droga, comportamentos estes que não se demonstraram 

replicáveis para a nicotina em experimentos com ratos naïve (Brower et al. 2002; Fu et al. 

2001; Valentine et al. 1997). Também é possível especular que outros componentes, além da 

nicotina, presentes na fumaça de cigarro podem interagir com os efeitos do álcool durante o 

desenvolvimento diminuindo a resposta de aumento de susceptibilidade à nicotina observada 

para cada droga separadamente. 

 

 

4.2 Etapa 2 _ Universidade de Copenhagen – Estudos Eletrofisiológicos 

 

 

A compreensão de como o álcool é capaz de modificar neuroquimicamente neurônios 

em regiões distintas do cérebro é crucial para entender seus efeitos no comportamento, 

principalmente aqueles relacionados a dependência de drogas abuso, uma vez que esta pratica 

representa problema de saúde publica atingindo milhões de pessoas em todo o mundo. A 

compreensão dos mecanismos envolvidos com este problema, bem como os fatores que o 

influenciam são de extrema importância. Dentre os diversos fatores que conduzem o 

individuo ao vicio, a exposição à nicotina durante o desenvolvimento aparece como de risco 

importante. Desta forma, esta etapa do estudo foi destinada a avaliar os efeitos de uma 

aplicação aguda de etanol em neurônios do núcleo tegumentar lateral (LDT), uma área 

recentemente descrita como sendo capaz de desempenhar um papel importante nos 

comportamentos associados a dependência de drogas, de animais que forma expostos ou não a 

nicotina durante a gestação. 
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4.2.1 Efeitos do etanol em eventos espontâneos 

 

 

Inicialmente, foi aplicada uma perfusão de ACSF contendo etanol a 40mM para 

determinar as ações eletrofisiológicas sobre os neurônios de LDT sobre a taxa global de 

disparos. Nesses experimentos, nós não bloqueamos qualquer transmissão sináptica, e, 

portanto, avaliou-se o impacto do etanol sobre os circuitos que regulam as taxas de disparos 

dos neurônios. Desta forma encontramos uma redução significativa na frequência de disparos 

em decorrência desta aplicação em células dos animais que foram submetidos ao tratamento 

controle com sacarina. Com isso os experimentos se estenderam para os animais que foram 

expostos à nicotina pré-natal e interessantemente, apesar de termos encontrado redução na 

frequência de disparos, esta não foi significativa. Este resultado sugere que houve alterações 

na maquinaria celular no decorrer no desenvolvimento em decorrência da exposição à 

nicotina. Tais alterações na frequência de disparos demonstrou-se ter sido principalmente por 

reduções em eventos excitatórios, como foi demonstrado por experimentos posteriores a este. 

Junto com as alterações na frequência, foi constado também um aumento na corrente 

basal aplicada às células para que a manutenção da voltagem permanecesse em -60mV. Este 

resultado indica que o álcool esta interferindo no potencial de repouso de membrana das 

células. Porém, este aumento foi mais forte em células de animais EPN. Já foi demonstrado 

anteriormente que o etanol é capaz de atuar em receptores GABA-A extra-sinápticos, 

presentes no corpo celular (Jia et al., 2008), e desta forma alterar a condutância que afeta o 

potencial de membrana em repouso, refletindo em alterações da corrente basal. Alterações 

destes parâmetros também já haviam sido reportadas em células de animais que haviam sido 

expostos à fumaça de tabaco no período pré-natal (Good et al., 2006) e, em decorrência disto, 

foi constatado uma maior aplitude de corrente ativa cationica quando comparada com a 

amplitude desta corrente em animais controle, o que tambem afeta o potencial de membrana 

em repouso. Esta corrente é uma corrente mista cationica ativada por uma hiperpolarização 

significativa da célula. Embora outro trabalho realizado em LDT (Christensen et al., 2014) 

não tenha encontrado discrepâncias em comparações feitas em celulas de animais pré-

expostos à nicotina e células controle para este quesito, estas avaliações foram restritas a 

células colinérgicas, e não há como dizer que todas as células analisadas no presente estudo 

são de natureza colinérgica. Células glutamatérgicas e GABAérgicas também fazem parte 

deste núcleo e podem estar interferindo nos resultados encontrados e desta forma explicam 

que os resultados que estão sendo observados neste trabalho indicam que tanto o etanol 
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quando a exposição pré-natal à nicotina são capazes de alterar as condutâncias que afetam o 

potencial de membrana em repouso. 

 

 

4.2.2 Etanol e Eventos Excitatórios 

 

 

Para estes experimentos, as transmissões inibitórias GABAérgicas ou via glicina 

(realizados com a presença dos bloqueadores ST e SR respectivamente), foram bloqueadas. 

Estes experimentos foram conduzidos na presença ou não de TTX, quando o TTX não 

estava presente, permitia-se a geração de potenciais de ação que fossem dependentes de redes 

de comunicações neuronais. A presença de TTX inibia a geração destes potenciais. 

A aplicação de etanol na cuba de registro não induziu efeito na frequência das 

transmissões sinápticas excitatórias glutamatérgicas quando as redes de comunicação 

neuronais ainda estavam intactas (sEPSC). Porém, em presença de TTX, o observado foi uma 

redução da frequência de mEPSC, sem efeitos para a amplitude, o que sugere uma diminui ao 

etanol diminui a transmissão glutamatérgica em muitas regiões do cérebro envolvidas no 

abuso desta droga, tais como o núcleo central da amígdala (CeA) (para revisão: Roberto et al., 

2004). Tomados em conjunto, a não alteraçao da frequência de sEPSC induzida pelo etanol, 

juntamente à redução da frequência de mEPSC indicam que a atuação de etanol está em 

receptores localizados em terminais pré-sinápticos. 

Embora em um estudo publicado recentemente que avaliou os efeitos do tratamento 

neonatal com nicotina em neurônios de LDT não tenham sido relatadas quaisquer alterações 

na frequência de sEPSC entre animais controle e animais que tenham sido expostos à nicotina 

durante o desenvolvimento (Christensen et al., 2014), nosso estudo demonstrou uma forte 

redução da frequência basal observada em células de animais tratados com nicotina no 

período pré-natal quando comparadas com células de animais tratados com sacarina no 

período pré-natal. Cabe mencionar que fatores como a idade do animal e o tipo celular são 

importantes para a determinação dos resultados. No presente estudo, os animais utilizados 

foram de idades entre 7 e 21 dias. Este fator é importante uma vez que já foi demonstrado que 

a composição de subunidades de nAChRs presentes em células de LDT se altera de acordo 

com a idade, o que influencia o grau de dessensibilização do receptor após a exposição a 

nicotina (Berridge, 1998). Adicionalmente, não identificamos o fenótipo celular, assim, estes 
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fatores podem estar interferindo nos dados aqui obtidos de modo a termos encontrado 

diferenças significativas que não foram identificadas anteriormente. 

 

 

4.2.3 Etanol e eventos inibitórios 

 

 

Para estes experimentos, as transmissões excitatórias vias receptores AMPA, kainato e 

NMDA, foram bloqueadas (realizados com a presença dos bloqueadores DNQX e AP-V). 

Estes experimentos foram conduzidos na presença ou não de TTX, quando o TTX não 

estava presente, permitia-se a geração de potenciais de ação que fossem dependentes de redes 

de comunicações neuronais. A presença de TTX inibia a geração destes potenciais. 

Apesar de já ter sido demonstrado em neurônios dopaminérgicos de VTA que o etanol 

é capaz de afetar as transmissões sinápticas mediadas por receptores GABA quando as redes 

de comunicação estão intactas (sIPSC) (Guan et al., 2012), e mesmo quando as redes são 

inibidas com a presença de TTX (mIPSC) (Thieleet al., 2008, 2011), neste trabalho não foram 

encontradas modificações significativas na frequência de sIPSC ou de mIPSC. A 

concentração de etanol aqui utilizada foi capaz de gerar somente um leve aumento da 

frequência, porém este aumento não chegou a ser significativo. Talvez o fato de termos 

ultilizado uma concentração moderada de etanol, 40mM explique o fato de o aumento não ter 

sido tão expressivo. Além disso, trabalhos anteriores foram conduzidos em ratos e não em 

camundongos como foi o caso deste projeto. 

As transmissões sinápticas GABAérgicas não foram afetadas, porém, as extra-

sinápticas sim. Como dito anteriormente, o etanol modifica receptores GABA-A extra-

sinápticos (Jia et al., 2008), e a exposição a fumaça de tabaco durante a gestação também é 

capaz de alterar as propriedade intrínsecas da membrana (Good et al., 2006), o que pode 

explicar as alterações encontradas na corrente basal nos estudos de mIPSC. O resultado 

interessante que foi encontrado nestes parâmetros foi que células de animais tratados com 

nicotina no período pré-natal apresentam um aumento da corrente basal em condições 

normais quando comparados com células de animais tratados com sacarinsacarinaa no período 

pré-natal. Este influxo anormal de ions deixa a célula em um estado de hiperpolarização, 

sendo que, quando o TTX não esta presente, com o estabelecimento da rede de comunicação 

neural, o gradiente iônico se reestabelece. Este estado de hiperpolarização das células de 

animais tratados com nicotina no período pré-natal pode explicar o motivo de elas não terem 
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sido afetadas tal como as células de animais tratados com sacarina no período pré-natal pelo 

etanol para este parâmetro. A exposição ao etanol nestas células parece estar atuando tal como 

o TTX, restabelecendo o gradiente iônico. 

Foi demonstrado que células colinérgicas de animais que haviam sido expostos à 

nicotina no desenvolvimento apresentam um atraso para a obtenção do pico de despolarização 

bem como uma demora na repolarização, o que provavelmente contribuiu para o potencial de 

ação mais amplo observado (Christensen et al., 2014). O estado de hiperpolarização 

identificado em células de animais tratados com nicotina no período pré-natal em conjunto 

com os resultados obtidos no trabalho anterior (Christensen et al., 2014) podem explicar 

efeitos observados na amplitude tanto de experimentos de sIPSC tanto para experimentos de 

mIPSC. A hiperpolarização basal de células de animais tratados com nicotina no período pré-

natal pode estar influenciando na recuperação após um evento de despolarização, aumentando 

seu tempo de forma a observarmos potenciais de ação mais amplos. Embora, tal como 

observado por Li e colaboradores (2013), em células de animais tratados com sacarina no 

período pré-natal o observado foi uma redução da amplitude em virtude da exposição ao 

etanol. Na ausência de TTX, as células de animais tratados com nicotina no período pré-natal 

que tem seus gradientes iônicos normalizados devido a ausência de rede neural, estas células 

agiram tal como células de animais tratados com sacaria no período pré-natal e reduziram 

suas amplitudes em virtude da ação do etanol. 

Um ponto importante a se abordado nestes estudos é que a exposição pré-natal e/ou 

pós-natal recente à nicotina regula transitoriamente nAChRs (causando tanto supra- quanto 

infra-regulação) (Pastrakuljic et al., 1998; Suzuki et al., 1974; Slotkin et al., 1987; Vincent e 

Kimura, 1992). Apesar de não ter sido especificamente examinado em LDT, estas alterações 

induzidas em nAChRs foram encontradas em várias regiões do cérebro, incluindo o tronco 

cerebral, onde o LDT está localizado (Suzuki et al., 1974; Shacka e Robinson, 1998), 

indicando que as alterações de nAChRs funcionais dentro do LDT em resposta a exposição 

precoce à nicotina podem ocorrer. Já foi demonstrado anteriormente que a nicotina induz 

correntes de despolarização (que também pode significar correntes pós-sinápticas excitatórias 

espontâneos - sEPSC) em neurônios LDT após a estimulação pós-sináptica de nAChRs (Shen 

e Yakel et al., 2009; Ishibashi et al., 2009; Pauly et al., 2004) e que isto está relacionado com 

a idade do animal. No entanto, a nicotina não foi capaz de induzir sEPSC em células de 

animais que haviam sido previamente expostas à nicotina com idade de 7 a 15 dias. A 

reexposição a nicotina foi capaz de provocar um leve aumento na frequência de sEPSC, 

embora não significativa, e aumento significativo da amplitude em animais com idades de 11 
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a 21 dias quando comparado com amplitudes induzidas em animais controle da mesma idade. 

(Christensen et al., 2014). 

A este conjunto de dados, acrescentamos o fato de que o etanol exerce forte influencia 

em praticamente todos os canais iônicos dependentes de neurotransmissor (Dopico e 

Lovinger, 2009; Harris et al., 2008) inclusive receptores do sistema colinérgico (Grant, 1994), 

especialmente nicotínicos (Aistrup et al., 1999, Ribeiro e Carvalho et al., 2008, 2009), e que 

suas ações fisiológicas dependem do núcleo cerebral em que os resultados estão sendo obtidos 

(Li et al., 2013; Theile et al., 2011). Assim, determinar as ações neuronais resultantes da 

interação de etanol e da exposição pré-natal à nicotina é uma tarefa de enorme complexidade, 

especialmente que neste estudo fatores como a ontogenia, o núcleo cerebral em que os 

resultados estão sendo obtidos, o tipo celular em os registros estão sendo efetuados serão 

puderam ser levados em consideração. 
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CONCLUSÕES 

 

 

Etapa 1 _ Universidade do Estado do Rio de Janeiro - Estudos Comportamentais 

 

 

Camundongos adolescentes são mais sensíveis aos efeitos da nicotina tanto no teste de 

campo aberto quanto no teste de preferência condicionada por lugar. 

Somente em animais previamente expostos a fumaça de cigarro o aumento de 

atividade locomotora induzida pela nicotina foi mantida na idade adulta. 

A exposição a fumaça de cigarro ou etanol durante o período que corresponde a 

gestação em humanos aumenta a susceptibilidade a nicotina no teste de preferência 

condicionada por lugar, sendo que camundongos adolescentes fêmeas são mais sensíveis aos 

efeitos da nicotina quando comparadas com machos adolescentes e animais adultos. 

Apesar da nicotina ter sido capaz de aumentar a atividade locomotora nos animais 

adolescentes controle, previamente expostos a fumaça e expostos ao etanol, a exposição 

combinada a fumaça de cigarro e etanol não causou aumento na susceptibilidade a nicotina 

em adolescentes e adultos tanto no campo aberto quanto no teste de preferência condicionada 

por lugar. 

 

 

Etapa 2 _ Universidade de Copenhagen – Estudos Eletrofisiológicos 

 

 

A exposição a nicotina no período pré-natal reduz os eventos pós-sinápticos 

excitatórios e o potencial de repouso de células do LDT. A exposição aguda ao etanol no 

período pós-natal não tem efeitos sobre os impulsos inibitórios, mas inibe inputs excitatórios 

em neurônios presentes no núcleo tegumental laterodorsal através de um mecanismo pré-

sináptico. Estes dados indicam que efeitos comportamentais induzidos pelo etanol podem não 

estar ocorrendo através de LDT. 
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