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RESUMO

GONCALVES, Bruno da Silva. Curso temporal dos efeitos da co-exposi¢do a fumaga do
cigarro e cafeina: efeitos sobre a reposta emocional em camundongos adolescentes. 2015.
Dissertacdo (Mestrado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Cafeina e tabaco estdo entre as drogas psicoativas licitas mais freqiientemente usadas
do mundo. Além disso, uma série de estudos epidemioldgicos tem demonstrado uma
correlacdo positiva entre o consumo de cafeina e de cigarro de tabaco. No entanto, pouco se
sabe sobre a neurobiologia béasica da exposi¢do combinada no cérebro adolescente, idade em
que geralmente se inicia 0 uso de tabaco. Aqui, nos investigamos os efeitos de curto e longo
prazo da exposicdo de cafeina ao longo da vida e/ou fumaca de tabaco na adolescéncia nos
niveis de ansiedade e no comportamento associado a depressdao em camundongos. A cafeina
foi administrada na &gua de beber (0,1 g/I) em um modelo de exposi¢do ao longo de toda a
vida (CAF). A partir do dia pds-natal 30 (PN30) até PN45, camundongos Suicos foram
expostos a fumaca de cigarro (SMK - exposicao de corpo inteiro, 8 h/dia) gerados a partir da
gueima de cigarros de pesquisa tipo 3R4F (nicotina = 0.73 mg/por cigarro). Quatro grupos
foram avaliados: (1) co-exposicdo CAF + SMK; (2) exposicdo SMK; (3) exposicdo CAF; (4)
controle. Os niveis de ansiedade foram avaliados com o labirinto em cruz elevado (LCE) e
comportamento associado a depressdo foram avaliados com o teste de nado for¢cado (TNF). A
analise comportamental foi avaliada ao final da exposi¢do a fumaca (PN45), bem como na
abstinéncia durante a adolescéncia (PN55) e na abstinéncia de longo prazo (PN75). No
presente trabalho, a exposicdo de cafeina gerou reducdo no tempo de tomada de decisdo
(tempo no centro do labirinto) no EPM durante a adolescéncia (PN45 e PN55). A abstinéncia
de longo prazo a fumaga do tabaco aumentou tempo de tomada de decisdo que foi revertida
pela cafeina. Além disso, a exposicdo de cafeina foi capaz de provocar aumento da ansiedade
em animais com abstinéncia de longo prazo a fumaca do cigarro. Exposicdo de cafeina
durante a abstinéncia do tabaco durante a adolescéncia induziu um aumento no
comportamento de escalada no TNF. Na idade adulta, tanto a exposi¢do de cafeina quanto a
abstinéncia de longo prazo de fumaca de tabaco provocou reducdo do tempo de imobilidade
no FST, um efeito antidepressivo que foi mitigado pela co-exposi¢do. O presente estudo
fornece evidéncia experimental de que a cafeina e fumaca de cigarro durante a adolescéncia
interagem resultando em desregulacdo emocional durante a exposi¢édo e abstinéncia da fumaca
de tabaco. Em particular, os niveis de ansiedade ndo parecem ser relevantes durante curto
prazo de privacdo de SMK, no entanto, 0 aumento da ansiedade durante abstinéncia de longo
prazo a fumaca de cigarro em animais CAF + SMK indicam efeitos tardios. Neste sentido,
nossos dados sugerem que a exposicdo de cafeina ao longo da vida pode ser um fator
importante na manutencao do tabagismo.

Palavras-chave: Cafeina. Fumaca de cigarro. Co-exposi¢do. Ansiedade. Comportamento

associado a depressao.



ABSTRACT

GONCALVES, Bruno da Silva. Temporal course of the effects of co-exposure to tobacco
smoke and caffeine: effects on emotional response in adolescents mice. 2015. Dissertacdo
(Mestrado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Caffeine and tobacco smoke are among the most frequently selfadministered licit
psychoactive drugs in the world. In addition, a number of epidemiologic studies have
documented a positive correlation between caffeine consumption and tobacco smoke.
However, little is known about the basic neurobiology of the combined exposure in the
adolescent brain, age which usually begin the use of tobacco smoke. Here, we investigated the
short- and long-term effects of long life exposure of cafeine and/or adolescent tobacco smoke
on anxiety levels and depression-like behavior. Caffeine was administrated in a lifelong
model (0.1 g/l to drink). From postnatal day 30-45, Swiss mice were exposed to tobacco
smoke (SMK--whole body exposure, 8 h/day) generated from research cigarettes type 3R4F
(nicotine = 0.73 mg/per cigarette). Four groups were analyzed: (1) CAF+SMK exposure; (2)
SMK exposure; (3) CAF exposure; (4) Control. Anxiety levels were assessed with the
elevated plus maze (EPM) and depressive-like behavior were assessed with the forced
swimming test (FST). The behavioral analysis was assessed by the end of smoke exposure
(PN45) as well as during adolescence (PN55) and long-term (PN75) withdrawal. In the
present work, caffeine exposure generated reduction in the decision making time (time in
center of maze) in EPM during adolescence (PN45 and PN55). The long-term withdrawal of
tobacco smoke increase decision making time which was reversed by caffeine. In addition, the
exposure of caffeine was able to elicit increase anxiety in animals with long-term tobacco
smoke withdrawal. Caffeine exposure during tobacco withdrawal during adolescence induced
a increase climbing behavior in FST. At adulthood, both long life exposure of caffeine and
long-term tobacco exposure withdrawal induced reduction of immobility time in FST, an
antidepressant effect which was mitigated by co-exposure. The present study provides
experimental evidence that caffeine and tobacco smoke during adolescence interact resulting
in emotional dysregulation during both exposure and smoke withdrawal. Particularly, anxiety
levels do not seem to be relevant during a short-term SMK deprivation, however, increased
anxiety during long-term tobacco withdrawal in CAF+SMK animals demonstrate late-
emergent effects. In these sense, our data suggest that longlife caffeine exposure may be an
important factor in maintaining tobacco smoking.

Keywords: Caffeine. Tobacco smoke. Combined exposure. Anxiety. Depressive-like

behavior.



Figura l -
Figura 2 —
Figura 3 -

Figura 4 —

Figura 5 —

Figura 6 —

Figura 7 —

Figura 8 —
Figura 9 —

Figura 10 —

Figura 11 —
Figura 12 —

Figura 13 —

LISTA DE FIGURAS

Maquina de fumaga de cigarro (Teague Enterprises, Davis, CA) ..........
Foto em vista superior do labirinto em cruz elevado ............cccccoevveneee.
Fotografia com visdo lateral do recipiente preenchido com &gua
utilizado para a realizacdo do teste do nado forcado ...........c.ccceeeveiveennns
(A) Curso temporal da massa corporal das progenitoras durante o
periodo de lactacdo. (B) Curso temporal da ingestdo de liquidos das
progenitoras durante @ laCtagao ..........cceoerverereriiieiee e,
(A) Curso temporal da massa corporal dos animais experimentais até o
inicio da exposicdo a fumaca de cigarro. (B) Massa corporal dos
animais experimentais nas idades de avaliagdo comportamental ..........
(A) Percentual de tempo de permanéncia no braco aberto no LCE em
PN45; (B) Percentual do numero de entradas no braco aberto no TCE
EBM PNAS s
Percentual de tempo de permanéncia no centro do labirinto no LCE
EM PINAS s
NUmero de entradas no brago fechado do LCE em PN45 ......................
Numero de alongamentos corporais para o braco aberto (stretching)
EBM PNAS s
(A) Percentual de tempo de permanéncia no braco aberto no LCE em
PN55; (B) Percentual do nimero de entradas no brago aberto no TCE
em PN55; (C) Percentual de tempo de permanéncia no brago aberto no
LCE em PN75; (D) Percentual do nimero de entradas no braco aberto
NO TCE €M PNT5 Lo
Percentual de tempo de permanéncia no centro do labirinto no LCE........
NUmero de de alongamentos corporais para o braco aberto (stretching)
durante periodo de retirada da exposicao a fumaca de cigarro, (A) em
PN55; (B) em PN75 machos; (C) em PN75 fémeas ........cccccceevevveiveenne.
Numero de entradas no braco fechado do LCE durante periodo de

retirada da exposicdo a fumaca de cigarro, (A) em PN55 e (B) em

32

34

35

39

40

41

42
42

43

44

45

46

46



Figura 14 —

Figura 15 —
Figura 16 —

Figura 17 —
Figura 18 —

Figura 19 —

Percentual de tempo de atividade no TNF em PN45. (A) percentual do
tempo de escalada; (B) percentual do tempo de natacdo; (C)
percentual do tempo de imobilidade ..........ccccccevveieiievecce e,
Numero de mudancas de comportamento no TNF em PN45 .................
Percentual de tempo de atividade no TNF em PN55. (A) percentual do
tempo de escalada; (B) percentual do tempo de natacdo; (C)
percentual do tempo de imobilidade ..........cccccevviieiievicc e,
Numero de mudancas de comportamento no TNF em PN55 .................
Percentual de tempo de atividade no TNF em PN75. (A) percentual do
tempo de escalada; (B) percentual do tempo de natacdo; (C)
percentual do tempo de imobilidade ..........ccccoeveeeiieii i,

Numero de mudancas de comportamento no TNF em PN75 .................

47
49

50
51

52
53



Tabela 1l -

Tabela 2 —

LISTA DE TABELAS

Concentracdo de alcatrdo, nicotina e mondxido de carbono (CO) em
Cigarros INAUSEHANIZAAOS ..........c.ooveiiiiiiiiei s

Ingestdo de liquidos pelos animais experimentais (MI/@) ........ccccoceveinenns



AAS
ABNT
AMPc
BA

BF
CEUA
CN

CO
DNA
EPM
FCM/UERJ
FST
IBGE
ISO
LASER
LCE
nAChRs
OMS
TNF
WHO

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acido acetilsalicilico

Associagdo Brasileira de Normas Técnicas

Adenosina monofosfato ciclico

Braco aberto

Braco fechado

Comité de Etica para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais
Centro

Mondxido de carbono

Acido desoxirribonucléico

Elevated Plus-Maze

Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
Forced Swimming Test

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

International Standards Organization

Light Amplification by Stimulated Emission

Labirinto em Cruz Elevado

Receptores nicotinicos da acetilcolina neuronais

Organizacdo Mundial da Saude

Teste de Nado Forcado

World Health Organization



%

I+

H.0
mL
mg
Hg
ng
cm
cm?®

mm

Porcentagem

Mais ou menos
Multiplicacéo

Beta

Molécula da 4gua
Mililitro

Miligrama
Micrograma
Nanograma
Centimetro
Centimetros cubicos
Rotacdes por minuto
Alfa

LISTA DE SIMBOLOS



2.1
2.2
2.2.1
2.2.2
2.3
23.1
2.3.2
2.4
24.1
2.4.2
2.5

3.1
3.11
3.1.2
3.2
321
3.2.2
3.3
331
3311
3.3.1.2
3.3.2
3321
3.3.2.2

4.1

SUMARIO

[N EEI0] 51610710 T
OBUIETIVOS ...ttt re e e e e nes
MATERIAL E METODOS ......cooiiiiiieiieiesiess et
ANHIMAIS L.ttt bbbt b e et e e bbbt b enes
Formacao dos grupos eXPErimeNtals .........cccueiveiieerieeriesieeseeeesee e esre e se e

EXDOSICAO & CAFRINA «vvvvee ettt ettt et e et e e e e e e e e et eeeeeeeeeeeeeeeees

EXDPOSICA0 & FUMACA UE CHOAITO «vvveeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e

Testes COMPOITAMENTAIS .......ccviiriiieiieiees e
Labirinto em Cruz Elevado (EPM) .....cccooiiiiiiiiieee e
Teste de Nado FOrgado (FST) ...ooveiiieiieieeie e
Avaliacéo dos niveis de exposiCa0o a0 tabaco .........ccccevverereveiese e

COLINMING ettt e e e et e e e e e e e e et e e e e e e e e e eaeaeans

Particulas totais €M SUSPENSAOD NO AT......oeeeeeeeeeeeeee e eeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeees

ANALISES BSTALISTICAS ...ovveveiveciieeieieiee et reeneas
RESULTADOS ...ttt e et e e nnae e s e e anes
Perfil de eXpoSiGa0 @0 TADACO. ..........cciiiriiiiieee e

Particulas totais €m SUSPENSAD NO A5 .....oeeeeeeeeeeee et e e eeeee e e e e e e e

COLINMING ©vvevvee ettt bbbt s et e et sttt eereeneene e
Avaliacdo de massa corporal e ingestao de liquido .........cccooevvriniiicneicenn,
AValiaGao das PrOgENITOTAS .......cccieriririieieieie ettt
Avaliacdo dos animais eXpPerimentais ...........ccccvveiiivieiiere s
Avaliacdo comportamental ...........cccoeieiiieie e

Labirinto €M CrUZ BIEBVAAD . ..o

Ao final do periodo de exposicdo a fumaga de Cigarro ........ccceecvevveriveeerverieennn
APGS pPeriodo de retirada ..........c.coveviiieiiece e

Comportamento assOCiado & EPIESSAD ....eeeeeeeee et

Ao final do periodo de exposicdo a fumaga de CIgarro ........ccceevvevvereeeerverieennn
APOS PEriodo de FEtIrada .......c.ovveiieiieiecieiee e
DISCUSSAD ..ottt

ResSUMO dOS FeSUITAAOS .....oooeeeeeeee e



4.2
421
4.2.2
4.3
4.4

4.5

4.6

QuUESEDES MELOAOIOGICAS .....cvereeuiiiieiieierie et

Nivel de exposicio & fFUMACA T8 CIOAITO ...eeeeeeeeeeeeeeee et ee e

Nivel de eXPOSICAD A CAFEING «..vveee et e ettt ettt e e e e e e e ee e

Efeitos sobre a massa COrporal ...........cccccooveiiiie i

Alteragdes comportamentais promovidas pela exposicdo a cafeina por toda

Alteracbes comportamentais promovidas pela exposicdo a fumaca de

cigarro durante a adoleSCENCIA .........ccveveeiieiiiiie e

Interacdes comportamentais entre exposicao a cafeina e fumaca de cigarro.

CONCLUSOES
REFERENCIAS

55
55
57
57
58

60

62

65
66



16

INTRODUCAO

A cafeina e a nicotina sdo substancias amplamente consumidas na sociedade de hoje
(Crocq, 2003; Robinson e Pritchard, 1992). A cafeina é considerada a substancia psicoativa
mais consumida no mundo (Fredholm et al., 1999), enquanto a nicotina € o principal
componente psicoativo do tabaco e é reconhecida como fundamental no estabelecimento e
manutencdo do habito de fumar (Benowitz, 1988). Além de se situarem no topo da lista de
drogas mais consumidas, estudos recentes apontam relagéo entre o consumo de altas doses de
cafeina e o consumo diéario de nicotina (Martin et al., 2008), bem como muitas evidéncias
epidemioldgicas apontam para uma forte associacdo do uso destas drogas (Robinson e
Pritchard, 1992; Sturm, 2002). Apesar disso, a interacdo entre elas tem recebido pouca

atencdo em estudos experimentais.

Tabagismo e Nicotina

A nicotina ou 3-(1-metil-2-pirrolidinil)piridina é um alcal6ide que ocorre naturalmente
e € um dos psicoestimulantes mais utilizados no mundo (Boutrel e Koob, 2004). Os cigarros
sdo a fonte mais comum de nicotina e, com isso, estudos indicam que ac¢des da nicotina sdo
responsaveis pelas bases farmacoldgicas de dependéncia ao cigarro e a outras formas de
exposicdo ao tabaco (U.S. Department of Health and Human Services, 1988; Stolerman e
Shoaib, 1991; Di Chiara, 2000; Royal College of Physicians, 2000).

O tabaco, além da nicotina, contém componentes nocivos adicionais e produtos
quimicos, que tém efeitos prejudiciais sobre o sistema respiratorio (Amann, 2012).
Anualmente a nivel mundial, sdo fumados aproximadamente 7 trilhdes e 300 bilhGes de
cigarros por mais de 1 bilhdo de fumantes, dos quais 80% desses vivem nos paises em
desenvolvimento (OPS-BM, 2000; OMS, 2004). No mundo, 12% de todas as mortes em
adultos com 30 anos ou mais estdo associadas ao tabaco (OMS, 2012). Segundo a OMS, nos
proximos 30 anos o tabagismo serd responsavel por 10 milhdes de mortes a cada ano e 70%
delas ocorrerdo em paises em desenvolvimento (OMS, 1999; 2012).

Devido a repercurcdo do tabagismo como um problema de satde publica, as restrigdes

ao fumo aumentaram em escala mundial, fato que induziu a industria do tabaco a desenvolver
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alternativas sem fumaca, muitas vezes contendo concentragcdes de nicotina muito mais

elevados do que os cigarros normais.

Tabagismo durante a adolescéncia

Um fato importante a ser considerado é que o tabagismo € um habito que se inicia
cada vez mais cedo. Mais de 4500 adolescentes iniciam o habito de fumar todos os dias
somente nos Estados Unidos (American Lung Association, 2002; Gilpin et al., 1999).
Aproximadamente um terco da populacdo mundial é constituida por fumantes e a maioria
iniciou o habito de fumar durante a adolescéncia (Mansvelder e McGehee, 2002). Uma
pesquisa realizada no Brasil em 1989, mostrou que, entre um total de 30 milhdes de
adolescentes, entre 10 a 19 anos, 2,7 milhdes eram fumantes (INAN, 1989). Ainda no Brasil,
dados do Centro Brasileiro de Informacgdes sobre Drogas Psicotrépicas informaram que, 28%
fizeram uso do tabaco pelo menos uma vez na vida e 5,3% faziam uso freqiiente em 1993,
entre estudantes do ensino fundamental e médio de 10 capitais brasileiras,

O inicio do consumo do cigarro durante a adolescéncia esta associado a dependéncia
quimica que se estende por longos periodos (Chen e Millar, 1998; National Institute on Drug
Abuse, 1998; Nelson et al., 1995) e, mais importante, parte dos fumantes adolescentes
apresentam sintomas de dependéncia antes mesmo de se tornarem fumantes diarios,
frequentemente com poucos dias de fumo ocasional (Di Franza et al., 2000, 2002a, 2002b;
O'Loughlin et al., 2002). Isto sugere que o cérebro do adolescente € mais suscetivel a
dependéncia ao tabaco, em particular a substancia nicotina, o que esta de acordo com estudos
que indicam que respostas a substancias psicoativas sdo intrinsecamente diferentes durante
este periodo do desenvolvimento (Leslie et al., 2004; Spear, 2000; Spear e Brake, 1983).
Desta forma, adolescentes apresentam grande probabilidade de experimentar drogas de abuso,
incluindo tabaco e etanol (Grant et al., 1987; Nelson et al., 1995; Webster et al., 1994), e
desenvolver dependéncia quando comparados a individuos adultos (Maggs et al., 2008).

Em humanos, a adolescéncia é caracterizada por tragos comportamentais como
labilidade emocional, impulsividade e comportamento de risco que estdo associadas com o
aumento de vulnerabilidade para transtornos neuropsiquiatricos, incluindo doencas afetivas e
dependéncia (Andersen, 2003; Arnett, 1999; Spear, 2000; Teicher et al., 2003; Volkow e Li,

2005; Wallace et al., 2003). Estudos recentes com roedores mostram que adolescentes exibem
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diferencas quando comparados com adultos em relacdo a medidas de ansiedade, depresséo e
reatividade ao stress (Adriani e Laviola, 2004; Slawecki, 2005). Ratos adolescentes podem
exibir niveis menores ou maiores de ansiedade em analises comportamentais quando
comparados com adultos (Cheeta et al., 2001; Doremus et al., 2003; Elliott et al., 2005; Genn
et al., 2003; Imhof et al., 1993; Primus e Kellog, 1989; Slawecki, 2005; Walker et al., 2004),
apresentam elevados niveis de busca pela novidade (Adriani et al., 1998), impulsividade
(Adriani ¢ Laviola, 2003) ¢ comportamento de risco (Macri’s et al., 2002), assim como
reducdo de resposta ao estresse (Adriani e Laviola, 2000). A intensa busca pela novidade tem
sido associada a um maior consumo de drogas de abuso (Abreu-Villaca et al., 2006; Spear,
2000). Estudos em seres humanos tém encontrado forte correlacdo entre altas taxas de busca
por sensacdes novas e uso de drogas, incluindo nicotina (Zuckerman, 1994), além disso, a
dependéncia a nicotina tem sido associada a altos niveis de impulsividade (Mitchell, 1999;
Poulos et al., 1998). De fato, adolescentes sdo mais propensos a comportamentos de risco,
como o uso de drogas (Martin et al., 2002).

O cérebro € o 6rgdao com maior tempo de formacéo e a adolescéncia € a etapa final de
transformacdo do cérebro na sua forma adulta. Assim, o cérebro passa por um notavel
desenvolvimento ao longo da adolescéncia (Sowell et al., 1999; Galvan et al., 2006; Eiland e
Romeo, 2013). Na adolescéncia ainda ha proliferacdo de neurdnios, apoptose e rearranjo
sinaptico (Altman e Bayer, 1990; Bayer 1983; Bayer et al., 1982; Huttenlocher, 1990;
McWilliams e Lynch, 1983). A remodelacdo estrutural se ocorre principalmente em estruturas
limbicas e no cortex pre-frontal o que explica, a0 menos em parte, as alteracdes
comportamentais da adolescéncia relativas ao cardter emocional, motivacdo, controle de
impulsos, tomada de decisdes e comportamento de risco/busca por novidades (Spear 2000; De
Bellis et al. 2001; Powell 2006). As mudanc¢as no desenvolvimento dos circuitos neurais
envolvidos no controle de impulsos tém implicacdes significativas para entender o
comportamento adolescente (Chambers et al., 2003). Embora essas alteracBes estruturais e
funcionais sejam essenciais para 0 amadurecimento até a fase adulta, tornam essa etapa do
desenvolvimento particularmente vulneravel a prejuizos a longo prazo induzido por insultos,
como drogas de abuso (Andersen, 2003; Dahl 2004; Konrad et al., 2013).

Estudos utilizando roedores adolescentes expostos a nicotina proporcionam suporte
neuroguimico e comportamental para a hipotese da adolescéncia como periodo critico (Abreu-
Villaga et al., 2010; Oliveira-da-Silva et al., 2009; Ribeiro-Carvalho et al., 2008; Abreu-
Villaga et al., 2003; Adriani et al., 2002; Laviola et al., 2003; Miao et al., 1998). Com efeito,

varios estudos tém mostrado diferencas de respostas comportamentais entre roedores adultos e
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adolescentes (Brielmaier et al., 2007; Doremus et al., 2004; Elliott et al., 2005; Kota et al.,
2007; Wilmouth e Spear, 2006). Por exemplo, camundongos adolescentes que apresentam alta
busca pela novidade, com base em seu comportamento no teste do campo vazado, consomem
mais nicotina do que aqueles que apresentam baixa busca pela novidade (Abreu-Villaca et al.,
2006), sugerindo que altos niveis de busca por novos estimulos podem contribuir

significativamente para o abuso de drogas durante a adolescéncia.

Farmacocinética da nicotina

A nicotina é rapidamente absorvida pelos pulmdes devido a extensa superficie alveolar
e a facil dissolucdo da nicotina no fluido pulmonar (Hukkanen e Jacob, 2005). A absor¢do da
nicotina pode ser influenciada por sua concentracdo presente no tabaco, pela frequéncia e pela
profundidade das tragadas. A rapida taxa de absorcdo da nicotina e as grandes quantidades de
nicotina que chegam ao cérebro pelo tabagismo sdo dois fatores cruciais na promocgéao e
manutencdo da dependéncia. A absorcdo da nicotina pelo organismo é de cerca de 1,0 mg por
cigarro, variando de 0,34 mg a 1,56 mg (Benowitz et al., 2009).

Uma vez no sangue, a nicotina se distribui rapidamente por todo o organismo. As
regibes corporais com maior afinidade pela nicotina sdo o figado, os rins, 0 baco e, em
especial, o sistema nervoso (Urakawa et al., 1994). A nicotina alcanca o cérebro
aproximadamente 10 a 20 segundos apds a absor¢do (Benowitz et al., 1998), propagando-se
das regides mais internas até o cortex (Rosemberg, 1999). O pico de concentracdo no sangue
ocorre ap6s 5 a 10 minutos do inicio do consumo em uso regular e sua meia-vida é de
aproximadamente duas horas em humanos (Hukkanen e Jacob, 2005). A nicotina é
metabolizada principalmente no figado (80% a 90%) e em menor propor¢ao nos pulmoes e
rins (Hukkanen e Jacob, 2005). A cotinina é o metabolito da nicotina que se apresenta em
maior quantidade (70% a 80%), ela pode ser medida no sangue, urina e saliva (Nel e Morgan,
1996), tendo meia-vida longa, cerca de 20 horas em humanos (Taylor, 1996) e de 5,2 horas
em roedores (Kyerematen e Vesell, 1991). Estas propriedades da cotinina permitem que ela
seja frequentemente utilizada para estimar a quantidade de nicotina ao qual o individuo se
expds (Davis et al., 1991).

Em geral, a nicotina tem um efeito psicostimulatante sobre o0 SNC, em doses baixas,

através das acOes de reforco da norepinefrina e dopamina no cerebro (Clark et al., 2008). Em
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doses mais elevadas, no entanto, a nicotina aumenta o efeito da serotonina e atividade opiacea
ao inibir a atividade do sistema GABAZérgico e a liberacdo de dopamina, exercendo um efeito
calmante (Silvette et al., 1962). A estimulacdo do sistema nervoso simpatico induzida pela
nicotina acarreta no aumento da frequéncia cardiaca e da pressdo arterial (Narkiewicz et al.,
1998), do volume de ejecdo cardiaco (Irving e Yamamoto, 1963) e no fluxo coronariano
(Bargeron et al., 1957).

A nicotina interage com os receptores nicotinicos da acetilcolina neuronais (nAChRs).
Apdbs a ligacdo da nicotina sobre estes receptores, o canal ionico é aberto e provoca um
influxo de sddio e de célcio (Ca2+). Este aumento local do Ca2+ intracelular pode alterar as
fungdes celulares (Barik e Wonnacott, 2009). Em numerosas vias, Ca2+ age como um
mensageiro intracelular, preparando o palco para nAChRs como potentes candidatos para
influenciar uma variedade de processos neuronais Ca2+ dependentes, como a liberacdo de
neurotransmissores, plasticidade sinptica ou transcricdo de genes.

Apesar de a nicotina ser considerada a principal substancia responsavel pela
dependéncia ao tabaco, os mecanismos moleculares envolvidos neste processo ainda sdo
pouco conhecidos. Em particular, tem sido sugerido que tanto a dessensibilizacdo quanto a
suprarregulacdo de nAChRs tém papel nos mecanismos de dependéncia (Buisson e Bertrand,
2001; Buisson e Bertrand, 2002; Dani e De Biasi, 2001; Quick e Lester, 2002). A
dessensibilizacdo pode ser definida como uma diminuicdo ou perda de resposta bioldgica
destes canais em resposta a uma estimulacdo repetitiva ou prolongada. Para nAChRs, a
dessensibilizacdo pode ser descrita como um declinio na resposta a nicotina apés uma
exposicdo repetitiva a nicotina. O inicio da dessensibilizacdo é dependente de tempo e
concentragdo (Garrido et al., 2001; Karlin, 2002). Acredita-se ainda que mecanismos de
suprarregulacdo e dessensibilizacdo estejam envolvidos na regulacdo de monoaminas do
cérebro. Neste sentido, a exposicdo crbnica a nicotina pode gerar alteracGes nas vias de

recompensa, no circuito limbico e nas respostas emocionais.

Alteracdes emocionais provocadas pelo tabagismo

O periodo da adolescéncia é reconhecido como periodo de alto risco no
desenvolvimento de desordens de humor, como desordens depressivas e de ansiedade

(Kessler et al., 2001). Interessantemente, estudos indicam que existe uma alta prevalencia de
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desordens de humor entre adolescentes com histérico de uso de drogas de abuso, como o
tabagismo (Kandel et al., 1999). Esta associacdo pode ser explicada de duas diferentes
maneiras. Primeiramente, a associacdo € explicada pela existéncia de um mesmo substrato
genético e/ou ambiental. Por outro lado, pode ser explicada por uma relacdo causal, onde
consumo de drogas pode levar a desordens de humo e vice-versa. Neste sentido, e de
particular interesse para o presente estudo, tem sido demonstrado que o uso de tabaco durante
a adolescéncia promove aumento dos niveis de ansiedade, como também, a ansiedade parece
ser um sintoma relevante da abstinéncia pela nicotina (Hughes et al, 2000; Parrot, 2003).
Além disso, estudos indicam que a interrupcdo do tabagismo pode gerar sintomas de
depressdo que podem ser revertidos com o retorno do habito de fumar (Stage et al., 1996),
bem como tem sido descrito um efeito anti-depressivo no uso de adesivo contendo nicotina
em individuos ndo fumantes (Salin-Pascual et al., 1995).

Modelos animais tem ajudado a esclarecer essa associagdo entre a exposi¢do ao
tabaco, em especial a nicotina, e desordens de humor. Estudos sobre ansiedade tem
demonstrado que a exposi¢cdo nicotina pode ter efeitos tanto ansioliticos (Brioni et al, 1993)
como ansiogénico (Ouagazzal et al, 1999), dependendo da idade e modelo de administragéo.
Estudo anterior do nosso grupo de pesquisa demonstrou que a abstinéncia da nicotina durante
a adolescéncia promoveu um efeito ansiogénico em camundongos fémeas (Abreu-Villaca et
al., 2008), corroborando a idéia que fémeas sdo mais susceptiveis aos efeitos da nicotina e que
a ansiedade pode ser fator de fundamental importancia na manutencdo do habito de fumar.
Estudos animais também corroboram o efeito antidepressivo da nicotina (Suemaru et al.,
2006), como também, que a abstinéncia de nicotina promove aumento do comportamento
associado a depressdo (Mannucci et al., 2006). Da mesma forma, em um estudo do nosso
grupo, a abstinéncia pela nicotina promoveu aumento do comportamento tipo depressivo em
fémeas (Ribeiro-Carvalho et al., 2011). Poucos trabalhos em biologia experimental tem se
dedicado a descrever as alteracbes emocionais provocadas pela exposicdo a fumaca de cigarro
e ndo somente a exposicdo a nicotina. N0sso grupo, interessantemente, observou em um
estudo recente que a exposi¢do a cigarros com altos niveis de nicotina promoveram aumento
de comportamento associado a ansiedade, enquanto que 0 aumento de comportamento
associado a ansiedade s6 foram abservados na abstinéncia de cigarros com insignificantes
niveis de nicotina (Abreu-Villaca et al., 2014). Este resultado indica que outros componentes,
além da nicotina, tenham papel relevante nos efeitos do tabaco na geracdo de alteracGes

emocionais.
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Cafeina

Ché e café estdo entre as bebidas mais populares em todo o mundo. A principal
substancia farmacologicamente ativa em ambos é o alcal6ide da classe das xantinas, 1,3,7,-
trimetilxantina ou cafeina. A cafeina é encontrada naturalmente nas bebidas acima citadas e
em diversos produtos como o cacau e o guarana. Além disso, ela é adicionada artificialmente
em medicamentos, bebidas energéticas e refrigerantes, especialmente nos com composicao a
base de cola. Nestes casos, a cafeina é utilizada apenas por seus efeitos psicoativos
estimulantes.

No que diz respeito ao café, os habitos de consumo e a quantidade ingerida variam de
acordo com a localidade. Vale destacar que existem vérias formas de preparagdo do café, fato
que faz com que a quantidade extraida de cafeina seja diferente, sem falar na composicéao
genética do grdo, que também interfere na quantidade de cafeina a ser extraida. Assim sendo,
o contetdo de cafeina em cada xicara de café pode variar consideravelmente, indo de 40 a 180
mg/150 mL de café (0,4 a 2,5 mg/kg de cafeina). Entretanto, a cafeina, como dito
anteriormente, esta presente numa grande variedade de produtos e a concentracdao de cafeina
nestes também pode variar bastante. Assim, como exemplo, temos: cha, 24 a 50 mg/150 ml,
15 a 29 mg/180 ml de refrigerante e 1 a 36 mg/28g de chocolate (Fredholm et al., 1999).

Se considerarmos todas as fontes de cafeina, o consumo diério estimado no mundo é
de 70 a 76 mg/pessoa/dia. Mas estes valores podem chegar a mais de 400 mg/pessoa/dia em
paises como a Finlandia, Holanda e Suécia. No Brasil estima-se uma média de consumo

diario de cafeina seja de 40 mg/pessoa/dia (Fredholm et al., 1999).

Farmacocinética da cafeina

A absorc¢éo da cafeina ocorre de maneira rapida no trato gastrointestinal, chegando a
98% de absorcdo em seres humanos apos cerca de 45 minutos de ingestdo (Arnaud 1976;
Yesair et al. 1984; Fredholm et al., 1999), com os 2% restantes sendo excretado na urina de
forma inalterada (Arnaud, 1987; Gorodischer et al., 1986; Somani e Gupta, 1988). Como a

cafeina possui grande solubilidade lipidica e baixa ligacdo as proteinas plasmaticas, estas
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caracteristicas permitem a rapida passagem pelas membranas celulares, além da travessia da
barreira hematoencefalica, o que permite que ela afete no sistema nervoso central (Fredholm
et al., 1999). Da mesma forma, a cafeina possui rapida distribuicdo no leite, onde
normalmente sdo encontrados cerca de 75% da concentracdo plasmatica. A meia-vida
plasmética da cafeina para os adultos € entre duas e quatro horas (Benowitz, 1998), ndo tendo
diferenga no tempo de meia-vida entre jovens e idosos. Durante alguns periodos especificos,
como o terceiro trimestre de gestacdo e durante o periodo neonatal, a meia-vida pode estar
aumentada, devido a menor atividade das enzimas do citocromo P-450 e a imaturidade nas
vias de desmetilacdo e acetilagdo hepéticas (Carrier et al.,1988; Nehlig e Debry, 1994;
Fredholm et al., 1999). A saturacdo do metabolismo da cafeina deve-se, em grande parte, ao
metabolismo da paraxantina, pois a paraxantina acumula-se no plasma, levando a uma
reducdo do clearance da cafeina (Mandel, 2002). Com isso, um consumo a longo prazo e em
altas doses favorece a atividade da paraxantina, contribuindo para a acdo farmacoldgica da
cafeina.

Em roedores, é observado algumas diferencas farmacocinéticas da cafeina quando
comparada aos humanos. Em humanos, a formacao da paraxantina representa de 72-80% do
metabolismo da cafeina, j& nos roedores, ha producdo de quantidades similares de paraxantina
e teofilina (Bonati et al., 1984-1985; Fredholm et al., 1999). O tempo de meia-vida em
roedores tende ser mais rapida do que em humanos, variando entre 40-70 minutos. Durante o
desenvolvimentol, tanto em humanos como em roedores, o tempo de meia-vida esta
aumentado (Nehlig e Debry, 1994).

A cafeina exerce seu desempenho aumentando o efeito sobre o corpo humano,
principalmente por cinco mecanismos:

A. Antagonismo da adenosina (Holtzman et al., 1991). Devido a sua
semelhanca quimica com a adenosina, a cafeina blogueia os receptores de
adenosina (principalmente subtipos de receptores Al e A2A), inibindo
assim competitivamente sua acdo (Ribeiro e Sebastido, 2010). A cafeina
pode diminuir o fluxo sanguineo cerebral (Cameron et al., 1990), bem como
antagonizar Al, receptores A2A e A2B de adenosina nos vasos sanguineos,
reduzindo assim a vasodilatagdo mediada por adenosina e,
consequentemente, diminuir o fluxo sanguineo do miocardio (Namdar et al.,
2009).

B. Aumento da oxidacdo de acidos: o aumento da lipolise leva a diminuicao da

dependéncia da utilizacdo de glicogénio (Spriet et al., 1992). A cafeina
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aumentando atividade da lipase e inibe a atividade da glicogénio fosforilase
sensivel a hormdnio (Rush e Spriet, 2001).

C. Cafeina atua como um inibidor competitivo ndo seletivo das enzimas
fosfodiesterase (Umenura et al., 2006). Esta inibicdo leva ao aumento dos
niveis celulares de AMPc.

D. Mobilizacdo de célcio intracelular: Demonstrou-se que a cafeina pode
melhorar a liberacdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico (Supinski et al.,
1984) e pode também inibir a recaptacdo (Endo, 1977). Através deste
mecanismo, a cafeina pode aumentar a forca contratil durante contracdes
subméximas em consumidores de cafeina habituais e ndo habituais
(Tamopolsky e Cupido, 2000). O célcio intracelular favorece a ativacdo do
oxido nitrico sintetase endotelial, 0 que aumenta o oxido nitrico (Echeverri
et al., 2010). Alguns dos efeitos ergogénicos da cafeina, por conseguinte,
pode muito bem ser mediada, em parte, efetuando o sistema neuromuscular
e aumentando a forca contratil (Tamopolsky, 2008).

E. Aumento da taxa de renovacdo de monoaminas, como a serotonina,
dopamina e noradrenalina (Fernstro'm et al., 1984; Bickford et al.,1985;
Hadfield e Milio,1989; Herlenius e Lagercrantz, 2004).

Nos seres humanos os efeitos estimulantes da cafeina traduzem-se por uma reducéo da
fadiga, insdnia, melhora da concentracdo e do desempenho de atividades motoras. Segundo
estudos, apesar de provocar aumento na velocidade de realizacdo de célculos, parece nao
melhorar sua precisdo (Bennett et al., 2006). Entretanto, estes beneficios s6 sdo perceptiveis
até um limite de 200 mg de cafeina que, ao ser ultrapassado, pode inibir estas capacidades
(IFIC, 2008). As metilxantinas possuem efeitos semelhantes as anfetaminas em relacdo a
diminuicdo do cansaco e melhora da funcdo mental, poréem produzem menor estimulacao
locomotora, ndo induzem euforia, comportamentos estereotipados e estados psicoticos
(Swerdlow et al., 1986). Altas doses de cafeina na dieta (>200 mg), aumentam os niveis de
ansiedade e podem induzir ataques de panico. Individuos com problemas de ansiedade e
panico sao especialmente susceptiveis aos efeitos da cafeina (Smith, 2002).

A ingestdo de cafeina pode ser considerada como a forma mais recorrente de auto-
administracdo de drogas em humanos (Griffiths e Woodson, 1988). O consumo agudo ou
crébnico da cafeina parece ndo ter consequéncias negativas alarmantes, como podemos

observar no DSM-IV, onde este farmaco ndo é classificado como uma droga que causa
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dependéncia (Tanda e Goldberg, 2000). Além disso, por ser considerada uma droga segura e
as agéncias regulatorias ndo impdem restrigdes a sua utilizacdo, seu consumo é tdo amplo que
cerca de 95% das mulheres gravidas ingerem algum produto com cafeina (Jarosz et al., 2012;
Watkinson e Fried, 1985) e seu uso continua por toda a vida, ocorrendo inclusive durante a
amamentacdo e ao longo da infancia. Nos EUA, a média diaria de ingestdo de cafeina é de 3
mg/kg em individuos acima de 10 anos. Em criancas, a faixa de consumo é de 0,5 a 1,8
mg/Kg, principalmente derivada de refrigerantes (Fredholm et al., 1999). Além disso, pelo
menos 77% das criancas ingerem cafeina na dieta, com tendéncia de aumento nos Gltimos
anos (Tanda e Goldberg, 2000).

Cafeina durante o desenvolvimento

A exposicdo a fatores ambientais diversos como drogas terapéuticas e recreacionais,
radiacdes ionizantes, solventes organicos durante o periodo intrauterino pode interferir no
desenvolvimento cerebral do feto. A mée ndo é apenas uma protecdo contra 0 meio externo
para o feto, mas também uma fonte para a exposicéo a fatores ambientais que, se capazes de
atravessar a placenta, poderdo afetar o desenvolvimento cerebral do feto (Gressens et al.,
2001; Streissguth et al., 1980). Vale citar que estudos demonstram que fetos que sdo expostos
a cafeina s@o mais susceptiveis a obesidade e hipertensdo (Cayetanot et al., 2009; James et al.,
2004).

Aproximadamente 70% das mulheres consomem cafeina diariamente durante a
gestacdo (Frary et al., 2005). Durante o terceiro trimestre gestacional, o tempo de meia-vida
da cafeina é maior, além disso, como dito anteriormente, a cafeina possui alta solubilidade
lipidica e baixa ligagdo as proteinas plasmaticas, permitindo que esta droga atravesse
livremente as membranas celulares, incluindo a placenta. Niveis elevados de cafeina foram
relatados em criancas prematuras nascidas de mulheres que foram consumidoras pesadas de
cafeina (Khanna e Somani, 1984), e em recém-nascidos, a concentracdo de cafeina no plasma
e no fluido cerebroespinhal é similar (Turmen et al., 1979; Somani et al., 1980). Durante 0s 7-
9 primeiros meses de vida pds-natal existe deficiéncia das enzimas necessarias para realizar a
desmetilacdo da cafeina, assim, a meia-vida plasmatica pode variar entre 32-149 horas (Tanda
e Goldberg, 2000). Estudos mostram que a cafeina ingerida em doses de 35 a 336 mg pela

lactante d4 origem a concentragdes plasmaticas de 2,4 a 4,7 ug/ml na lactante e origina
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concentragdes de 1,4 a 7,2 pg/ml no leite materno. Estas concentragdes no leite materno
levam a estimar que a crianca ira ingerir diariamente entre 1,3 a 3,1 mg de cafeina (Soares e
Fonseca, 2004).

De modo geral, o consumo moderado de cafeina é considerado seguro durante a
gestacdo e lactacdo (Tanda e Goldberg, 2000). Contudo, quando consumida em grandes
quantidades durante a gestacdo, a cafeina tem sido associada com baixo peso ao nascer e
aumento do risco de aborto espontaneo (Fernandes et al., 1998; Bakker et al., 2010). Em um
estudo em humanos, foram relatados efeitos negativos do consumo da cafeina, como o
aumento no risco de restrigdo no crescimento fetal em mées que consumiram essa substancia
ao longo da gravidez (Nehlig e Debry, 1994). Além disso, a exposicdo gestacional a cafeina
tem sido associada com déficits neurocomportamentais como alteracdo do desenvolvimento
neuromuscular, maior irritabilidade em recém-nascidos (Loomans et al., 2012), defeitos no
tubo neural, como por exemplo a espinha bifida, (Schmidt et al., 2009) e problemas sociais
durante a infancia (Chiu et al., 2009).

Estudos em roedores confirmam o baixo potencial teratogénico da administracdo de
cafeina em doses baixas. O limiar de concentracdo plasmatica o qual a cafeina induz
malformacdo fetal é acima de 60-80 pg/mL (Purves, 1993). Contudo, quando administrada
acima de 7 copos de café por dia pela gestante, a cafeina tem sido associada com reducédo do
crescimento (Nehlig e Debry, 1994), da massa cerebral dos fetos (Tanaka et al., 1987) e uma
série de distdrbios neurocomportamentais. Sabe-se também que, em comparacdo aos
controles, os animais expostos a cafeina apresentam menores niveis de DNA, RNA, colesterol
e proteinas no cérebro (Nakamoto et al., 1986; Nakamoto et al., 1988; Nakamoto et al.,
1991). Altas doses de cafeina quando administradas durante o periodo pdsnatal recente de
roedores também produziu efeitos negativos sobre o cérebro. A administracdo intraperitoneal
de cafeina (50 mg/kg, 3 vezes ao dia) em filhotes de ratos de 7 dias de idade produziu morte
neuronal no coOrtex parietal, cortex temporal, ndcleo estriado, células granulares do giro
denteado, talamo e hipotalamo (Kang et al., 2002).

Como citado acima, um dos efeitos primarios da cafeina é o blogueio dos receptores
de adenosina Al e A2A, fato corroborrado com o estudo realizado por Guillet e Kellog
(1991), mostrou que o tratamento neonatal com cafeina altera a sensibilidade de ligantes a
estes receptores (Al) em determinadas areas cerebrais. No entanto, estudos em roedores tém
mostrado que existem efeitos secundarios em diversas classes de neurotransmissores, como a
noradrenalina, dopamina, serotonina, acetilcolina, glutamato e GABA, que influenciam

diferentes funcgdes fisioldgicas (Daly et al., 1981). Também neste sentido, outro estudo
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demonstrou que a exposi¢do pré-natal a cafeina induziu mudangas bioguimicas, como as
modificacbes nos niveis cerebrais de catecolaminas, tirosina, triptofano, serotonina e
nucleotideos ciclicos nos cérebros de 1 a 35 dias em ratos (Nehlig et al., 1992).

Estas alteracbes neuroquimicas produzidas pela exposicdo a cafeina durante o
desenvolvimento podem acarretar em alteragcdes no padrdo comportamental tardiamente. Em
ratos, a exposi¢do a cafeina em doses moderadas (10mg/Kg/dia, equivalente a 2-3 copos de
café por dia) durante toda a gestacdo interferiu negativamente com o reconhecimento de
objetos e o comportamento no labirinto radial (Soellner et al., 2009), o que sugere influéncia
sobre o aprendizado e memdria. A exposi¢do de cafeina na dgua de beber contendo 0,2 ou 0,3
mg/mL (equivalente a 28 e 36mg/kg de dose) durante o periodo gestacional resulta no
aumento da locomocéo e de rearing em ratos adolescentes testados no teste do campo aberto
(Hughes e Beveridge, 1990). Contudo, outro estudo realizado em machos cujas maes foram
expostas a cafeina durante a gestacdo e lactacdo a doses de 26 ou 45 mg/kg, mostrou que
houve diminuigédo da locomogéo e aumento de defecacdo no teste do campo aberto (Hughes e
Beveridge, 1991).

InteracOes entre cafeina e nicotina

Muitas evidéncias epidemioldgicas apontam para uma forte associacdo do uso destas
substancias (Kendler et al., 2007; Martin et al.,, 2008). Ja é conhecido que fumantes
consomem mais café que individuos ndo-fumantes e tendem a fazer uso do tabaco
preferencialmente enquanto bebem café (Rose e Behm, 1991; Brown e Benowitz, 1989;
Swanson et al., 1994). Neste sentido, estudos apontam que o0 uso concomitante de nicotina e
cafeina ndo ocorre ao acaso, mas que existem razdes circunstanciais e fisiologicas para isto.
Uma das razdes que podem levar ao uso concomitante dessas drogas € que um mesmo
comportamento pode desencadear o uso de ambas as drogas, como por exemplo, intervalos no
trabalho ou estresse.

Em modelos animais, estudos também apontam os efeitos do co-uso dessas drogas
sobre diferentes comportamentos como atividade locomotora e auto-administracdo (Tanda e
Goldberg, 2000). Celik e Karakas (2006) realizaram um estudo onde camundongos eram
submetidos a sensibiliza¢do a nicotina (0,5 ou 2mg/kg) e ,apos esse periodo, foram desafiados

com cafeina (5mg/kg). O aumento de locomocao induzido pela nicotina foi maior no grupo
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que recebeu desafio com cafeina. Cohen e colaboradores (1991) reportaram que a co-
administracdo de cafeina e nicotina provocou aumento da atividade locomotora em ratos.
Doses baixas ou moderadas de nicotina produzem diminuicdo da atividade locomotora,
enguanto que em camundongos tratados também cronicamente com cafeina esse efeito foi
abolido (Nikodijevic et al., 1993).

No entanto, poucos desses estudos mimetizam com precisdo o perfil de exposicdo a
cafeina da maneira como ele ocorre em humanos, isto é, uma exposicao que se estende ao
longo de toda a vida, inclusive durante o periodo gestacional e infancia. Além disso, de
especial relevancia para este estudo, Shoaib e colaboradores (1999) mostraram que a
exposicao cronica a cafeina facilitou a aquisi¢cdo de comportamento de auto-administracéo de
nicotina. De maneira semelhante, Gasior e colaboradores (2000) mostraram que a exposi¢ao
cronica a cafeina na 4gua de beber (0,25 mg/mL, resultando em 0,37 pg/mL de concentragdo
plasmatica) potencializou os efeitos estimulatérios da nicotina sobre a atividade locomotora e
que a exposicao a altas concentragdes de cafeina (1mg/mL; 5.95 pg/mL) ndo alterou os efeitos
da nicotina. Em estudo realizado por Rossi et al. (2008) foi visto que a exposicao cronica a
cafeina resultou em sensibilizacdo das sinapses gabaérgicas aos efeitos de estimulacdo pré-
sindptica por canabindides, porém a cafeina ndo alterou a sensibilidade da transmissao
glutamatérgica. Estes estudos demonstram que, a cafeina pode influenciar nos efeitos de
outras drogas, atuando assim, na susceptibilidade aos efeitos destas.

Assim, considerando que: 1°) a cafeina possui consumo tdo amplo que de 95% das
mulheres gravidas ingerem alguma cafeina e que este consumo se da ao longo de toda a vida,
principalmente tendo em vista que a cafeina esta presente em diversos produtos; 2°) muitas
evidéncias epidemioldgicas apontam para uma forte associagdo do uso da cafeina e do tabaco;
3% o tabaco é uma das drogas mais consumidas no mundo; 4°) mais de 90% dos fumantes
iniciam o habito durante a adolescéncia; e que 5° os adolescentes apresentam maior
dificuldade de abandonar tabagismo e apresentam alteracbes emocionais mais intensas em
comparacdo aos adultos tabagistas, avaliaremos os efeitos da co-exposi¢do de cafeina e do

tabaco durante a adolescéncia sobre a resposta emocional em camundongos.
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1 OBJETIVOS

Identificar alteracGes comportamentais em animais expostos a fumaca do cigarro e/ou
cafeina durante a adolescéncia.

Considerando que alteracbes emocionais sdo consequéncias importantes do tabagismo
e que, parecem estar envolvidas nos processos de dependéncia e recaida, no presente estudo
investigaremos os efeitos da co-exposicdo no comportamento associado a ansiedade e sobre 0
comportamento associado a depressdo. O comportamento associado a ansiedade sera avaliado
utilizando-se o teste do labirinto em cruz elevado (elevated plus maze). O comportamento tipo

depressivo serd avaliado utilizando o teste do nado forcado (forced swimming test).
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais

Para este estudo, foram utilizados camundongos Suicos, criados e mantidos no biotério
do Laboratério de Neurofisiologia da Universidade do Estado do Rio de Janeiro num ciclo
diario de 12 horas claro/escuro (onde o periodo escuro inicia a partir de 13 h), com
temperatura controlada e mantida em torno de 21° C, e livre acesso a 4gua e comida. Os
experimentos descritos foram previamente aprovados pelo Comité de Etica para o Cuidado e
Uso de Animais Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da UERJ
(CEUA/014/2011) e estdo de acordo com a declaragdo de Helsinki e com o Guia de cuidados
e uso de animais de laboratério adotado e promulgado pelo Instituto Nacional de Salde.

2.2. Formagao dos grupos experimentais

Os animais progenitores foram agrupados em caixas com um macho e duas (no
maximo, trés) fémeas. Assim que a gravidez era verificada, a fémea gravida era
individualizada e acompanhada diariamente para determinacdo do dia do nascimento, que é
considerado o primeiro dia pds natal (PN1). Ao completarem 21 dias de vida pés-natal
(PN21), os animais foram desmamados e separados por sexo, estes permaneceram juntos até
PN30. Foram utilizadas um total de 456 animais oriundos de 60 ninhadas sendo os animais

divididos entre os grupos experimentais (4 grupos) e por idade de estudo (3 idades).

2.2.1 Exposicdo a cafeina

O periodo de exposicdo se estendeu desde o primeiro dia de cruzamento (C1) até o

ultimo dia de teste comportamental.
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A cafeina (cafeina anidra 1,3,7 trimetilxantina, Proquimios, BR) foi diluida em agua
destilada. A concentracdo de 0,1 g/L foi escolhida por simular a exposicdo equivalente ao
consumo diario de 1-2 xicaras de café (Bjorklund e colaboradores, 2008). O grupo controle
recebeu adgua potavel durante todo o periodo de exposicao.

Para estimar a quantidade de cafeina consumida, a massa corporal dos animais e 0
volume de liquido nas garrafas foram aferidos a cada trés dias (onde houve a renovagéo do

conteddo das garrafas) ao longo de todo o periodo de exposicao.

2.2.2 Exposicdo a fumaca de cigarro

Utilizamos cigarros especificos de pesquisa (Slotkin et al. 2001) para gerar a fumaca a
partir de uma maquina de queima de cigarros (Figura 1 - foto da méaquina com descri¢do)
(Teague Enterprises, Davis, CA). Os animais sdo expostos ao cigarro do tipo 3R4F
(Universidade de Kentucky) contendo 0,73 mg de nicotina por cigarro. Este cigarro apresenta
valores proximos aos cigarros industrializados (Tabela 1). Animais controle foram expostos

ao ar.

TABELA 1. Concentragdo de alcatrdo, nicotina e monoxido de carbono (CO) em cigarros

industrializados. Cig = cigarro

Cigarros Alcatréo Nicotina CO
Cigarro 3R4F 9,4 mg/cig 0,73 mg/cig 12 mg/cig
MALBORO (vermelho) 10 mg/cig 0,8 mg/cig 10 mg/cig
L&M (azul) 7 mg/cig 0,6 mg/cig 9 mg/cig

Derby (azul) 8 mg/cig 0,7 mg/cig 9 mg/cig
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Figura 1 - Méquina de fumaca de cigarro (Teague Enterprises, Davis, CA).

Legenda:O cigarro é empurrado pelo pistdo, entrando em contato com a resisténcia que provoca seu
acendimento. A fumagca formada é direcionada para a camara de mistura e desta, por tubos dispostos
na parte posterior da maquina (ndo mostrados nesta figura) para as cAmaras de exposicdo, nas quais 0s
animais se encontram.

Fonte: O Autor, 2014.

Fumantes regulares tendem a manter niveis constantes de nicotina plasmética durante
o dia, por isso possibilitamos aos animais ter livre acesso a fumaga de cigarro durante seu
periodo de atividade.
Desta forma, um estudo completo do impacto da co-exposicéo a cafeina e ao tabaco
necessitou de 4 grupos experimentais:
Grupo exposto ao tabaco (SMK+CAF): Neste grupo, 0os animais tiveram a
solucdo de cafeina de 0,1g/L como unica fonte de liquido. Apds PN30, foram expostos
a fumaca de cigarros para pesquisa 3R4F com concentragdo moderada de nicotina,
durante 8 horas por dia.
Grupo exposto ao tabaco (SMK): Neste grupo, 0s animais receberam livre
acesso a agua potavel como unica fonte de liquido. Ap6s PN30, foram expostos a
fumaca de cigarros para pesquisa 3R4F com concentracdo moderada de nicotina,
durante 8 horas por dia.
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Grupo exposto a cafeina (CAF): Neste grupo, os animais tiveram livre acesso a
solucdo de cafeina de 0,1g/L como Unica fonte de liquido. Os animais foram
ambientados na mesma sala, em uma camara separada com ventilacdo propria, durante
8 horas por dia.

Grupo Controle (VEH): Neste grupo, os animais receberam livre acesso a
agua potavel como unica fonte de liquido. Os animais foram ambientados na mesma

sala, em uma cadmara separada com ventilagdo propria, durante 8 horas por dia.

2.3. Testes comportamentais

Cada animal foi submetido ao teste de Labirinto em cruz elevado e do nado for¢ado ao
final do periodo de exposicdo PN44/45), ap6s curto (PN49/50) e longo periodo de retirada
(PN74/75). O horéario para a realizacdo do teste comportamental, bem como o local de
realizacdo destes, foram os mesmos utilizados em todas as idades estudadas. Além disso, 0s
animais foram ambientados na sala de testes por dez minutos antes de iniciada a analise
comportamental. Para os animais testados ao final do periodo de exposicdo (PN44 e PN45), a
sessdo de teste comportamental era realizada ap06s trés horas de exposicdo a fumaca de
cigarro, estes eram retirados da camara de exposic¢éo e ambientados por 10 min como descrito

acima.

2.3.1 Labirinto em cruz elevado (LCE)

O LCE (Figura 2) é um dos testes comportamentais mais utilizados para se quantificar
0s niveis de ansiedade em animais experimentais (Carobrez e Bertoglio, 2005). O LCE foi
validado para uso em espécies de roedores, como camundongos (Lister, 1987) e ratos (Pellow
e cols., 1985). As expressdes comportamentais demonstradas no teste LCE representam uma
combinacdo de comportamentos exploratorios e de esquiva, bem como de atividade geral
(Carobrez e Bertoglio, 2005).

O LCE utilizado é um aparelho de acrilico de cor cinza, com formato em cruz e consiste

em 2 bracos abertos (sem paredes, 28.5 x 5 cm) e dois bragos fechados (com paredes 28.5 x 5
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x 14 cm) perpendiculares entre si e elevados 50 cm acima do chéo.

FIGURA 2: Foto em vista superior do labirinto em cruz elevado.

Antes do inicio de cada teste, as gaiolas dos animais eram transportadas para a sala de
teste, onde os animais eram ambientados por 10 minutos. Os camundongos foram colocados
individualmente no centro do equipamento, e foi permitido que explorassem o labirinto por 10
minutos. Os testes foram realizados entre 08:00 e 13:00 horas. Apds o término de cada teste, 0
labirinto € higienizado com um pano umedecido com &gua com o intuito de eliminar as
excretas e minimizar odores que podem interferir no comportamento dos animais seguintes a
serem testados.

Todos os testes foram gravados por uma camera digital de video posicionada a 1 m
acima do labirinto para analise posterior, sendo o percentual de tempo de permanéncia nos
bracos abertos, e o percentual de entradas nos bragos abertos, usados como medidas de
ansiedade (Elliott e cols., 2004; Ferandes e File, 1996; Hogg, 1996; Rodgers e Dalvi, 1997).
Considerando que os efeitos de estimulantes ou depressores das drogas podem afetar a
atividade locomotora, o que pode confundir a interpretacdo dos resultados, esta atividade foi
avaliada pela quantificacdo do numero de entradas nos bracos fechados. Em adicdo, o
percentual de tempo gasto no centro do labirinto foi usado como uma medida independente de
tomada de decisdo (Rodgers e Dalvi, 1997) e o nimero de nimero de alongamentos corporais
para o brago aberto (stretching) usado como medida de avaliagdo de risco.
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2.3.2 Teste do Nado Forgado (FST)

O FST (Figura 3) é o teste mais utilizado para se avaliar comportamento tipo
depressivo em roedores (Bogdanova et al., 2013). Utilizamos um teste modificado do
original, onde cada animal foi submetido a uma sesséo de 6 minutos. O procedimento do teste
é descrito em detalhes em Filgueiras et al. (2006). Neste teste, cada camundongo foi colocado
em um recipiente de acrilico (diametro = 19 cm, altura = 25 cm) preenchido com agua (altura
da coluna d’agua = 20 cm) a uma temperatura de aproximadamente 25°C. O comportamento
do animal foi continuamente registrado ao longo da sessdo através de uma camera digital de
video.

Foi avaliado no teste do nado for¢cado o tempo de imobilidade, representado pelo
tempo que os animais permaneciam flutuando com a cauda e as patas imdveis com a excegdo
de pequenos movimentos posturais necessarios a manutencdo da cabeca do animal fora da
agua. A medida de imobilidade foi usada como medida de comportamento associado a
depressdo. Além disso, foram avaliados: o percentual de tempo de escalada, representado pelo
movimento vigoroso de tentativa de saida do recipiente; o percentual de tempo de natacéo,
representado pelo deslocamento ativo do animal pelas dimensdes do recipiente; e 0 nimero

total de transi¢Oes entre os comportamentos descritos acima.

FIGURA 3. Fotografia com visdo lateral do recipiente preenchido com agua utilizado para a realizacao
do teste do nado forcado.
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2.4 Avaliacao dos niveis de exposicao ao tabaco

Para avaliacdo dos niveis de exposicao ao tabaco foram realizados a avaliagdo dos
niveis sericos da cotinina (principal metabolito da nicotina) e do contetdo particulado total do

ar das camaras de exposi¢édo a fumaca de cigarro.

2.4.1 Cotinina

A fim de tracar um paralelo com a exposi¢cdo humana, apds o periodo e exposi¢cdo, em
PN45, um grupo separado de animais (6 animais por grupo experimental por sexo) foram
decapitados para a coleta de sangue para avaliacdo dos niveis plasmaticos de cotinina. Além
disso, essa avaliacdo tem como objetivo descrever um possivel efeito farmacocinético da
exposicdo cronica de cafeina nos animais expostos a fumaca de cigarro que poderiam
possivelmente influenciar os resultados comportamentais observados no presente estudo. Para
esta andlise, osangue foi centrifugado por 10min a 3.000x g (4 °C), e o soro foi armazenadoa -
20 °C. Os niveis foram determinados utilizando um kit de ELISA para cotinina em soro
(OraSure Technologies - Bethlehem, PA), em conformidade com as recomendagfes do

fabricante.

2.4.2 Particulas totais em suspensdo no ar

Através de um método de filtragem do ar corrente da camara de exposicdo a fumaca de
cigarro (filtro pallflex tipo TX40HI120-WW) com o controle do fluxo de ar da filtragem
seguindo as recomendacGes do fabricante (Teague Enterprises, Davis, CA), obtemos através
da diferenga do peso do filtro, antes e apds a filtracdo, a quantificagdo das particulas totais em

suspens&o no ar (mg/m?3).
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2.5 Andalise estatistica

Os dados sdo apresentados como média e erro padrdo da média. A analise de resultados
foi realizado iatravés do software Statistical Package for the Social Sciences (IBM, USA). Para
analise de massa corporal e ingestdo de liquidos foi utilizado inicialmente analises de variancia
com medidass repeditas (rANOVAs), considerando DIA como fator de repeticdo e
TRATAMENTO (VEH ou CAF quando avaliado até PN30 e VEH, CAF, SMK e CAF+SMK
qguando avaliado nos animais experimentais ap6s PN30) e SEXO como fatores. Caso houve
interacOes significativas entre DIAXTRATAMENTO foram realizadas comparagdes através do
teste poshoc Fisher’s Protected Least Significant Difference (FPLSD).

Para a analise comportamental, ANOVAs foram realizadas para cada uma das idades
estudadas, considerando como fatores TRATAMENTO (VEH, CAF, SMK e CAF+SMK) e
SEXO. ANOVAs de menor ordem foram utilizadas toda vez que interacbes de
TRATAMENTO com SEXO foram detectadas. Diferencas entre grupos individuais foram
analisadas utilizando FPLSD (Fisher Protecetd Least Siginicant Difference) como teste post-
hoc. Entretanto, toda vez que ndo ha interacdo entre TRATAMENTO e outros fatores, apenas
o efeito do TRATAMENTO ¢ considerado.

O desenho do estudo requereu duas formas diferentes de analise do efeito do
tratamento com nicotina e/ou etanol. Para comparar 0s quatro grupos tratados (VEH, CAF,
SMK, CAF+SMK) entre si, uma andlise unidimensional com o fator TRATAMENTO foi
utilizada. Para determinar se cafeina interfere com os efeitos da fumaca de cigarro ou vice
versa, ou seja, se ha interacdo entre os efeitos da exposicdo a cafeina e fumaca de cigarro,
uma analise bidimensional foi utilizada com um fator correspondendo ao tratamento com
fumaca de cigarro (SMK) e o outro correspondendo ao tratamento com cafeina (CAF). Neste
formato, efeitos mais-que-aditivos (sinergistas) e menos-que-aditivos aparecem como
interacdes significativas entre as duas dimensdes de tratamento (FUMACAXCAFEINA),
enquanto que efeitos aditivos ndo apresentam interagOes significativas (Abreu-Villaga et al,
2007; Ribeiro-Carvalho et al., 2008; 2009; 2011).
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3. RESULTADOS

3.1. Perfil de exposicao ao tabaco

3.1.1. Particulas totais em suspensao no ar

No presente trabalho observamos uma média de 31,6 + 2,4 mg/m? de particulas em
suspensdo no ar das cameras durante o periodo de exposicdo a fumaca de cigarro. Estes
valores encontrados sao maiores aos que comumente seriam observados na condicao de fumo
passivo (EPA, 1993).

3.1.2. Cotinina

Os camundongos expostos somente a fumaca de cigarro apresentaram niveis séricos
de cotinina de 41,1+8,9 ng/ml, enquanto que camundongos co-expostos a cafeina e fumaca de
cigarro apresentaram 36,4+6,0 ng/ml. Ndo foram observados efeitos significativos do

tratamento, sexo ou interagOes significativas entre estes fatores.

3.2. Avaliacao de massa corporal e ingestao de liquido

3.2.1. Avaliacdo das progenitoras

Nossos resultados indicam um aumento da massa corporal das progenitoras durante o
periodo de lactacdo (ANOVAL, efeito do DIA: F (16967 = 230,2; P < 0,001), porém o ganho
de peso ndo foi diferentes entre as progenitoras que bebiam &gua ou solucdo de cafeina
(FIGURA 4A).
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Em relacdo a ingestdo de liquidos, ndo observamos qualquer efeito ou interacdo
significativa (FIGURA 4B). O consumo médio por fémea lactante foi de 70mg/kg de cafeina.

FIGURA 4 - Curso temporal das progenitoras durante o periodo de lactacao.
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(A) Massa corporal. (B) Ingestéo de liquidos. VValores representam médias + erro padrdo da media.

3.2.2 Avaliacdo dos animais experimentais

A avaliagdo da massa corporal dos animais experimentais indicou uma aumento da
massa corporal (ANOVAr, efeito do DIA: F2; 3042 = 1614,2; P < 0,001). A ANOVAr néo
indicou quaisquer interacbes significativas (DIAXTRATAMENTO; DIAXSEXO e
DIAXTRATAMENTOxSEXO). Nenhuma diferenca foi observada entre os grupos ao final do
periodo de exposicdo a fumagca de cigarro (PN45) ou em seu periodo de retirada (PN55 e 75,
FIGURA5).
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Em relacdo a ingestdo de liquidos pelo animais experimentais, ndo observamos

qualquer efeito ou interacdo significativa (TABELA 2). O consumo médio ao longo do tempo

por animal foi de 23mg/kg de cafeina para o grupo CAF e de 24mg/kg para o grupo

CAF+SMK.

FIGURA 5 - Curso temporal da dos animais experimentais.
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(A) Massa corporal até o inicio da exposi¢cdo a fumaca de cigarro. (B) Massa corporal nas idades de
avaliagdo comportamental. Valores representam médias * erro padrdo da média.

TABELA 2 - Ingestdo de liquidos pelos animais experimentais (ml/g)

VEH CAF SMK SMK+CAF
PN30 031002 0294002 0,29+0,03 0,33+ 0,03
PN45 0,26+ 0,02 0,22+ 0,02 0,25+ 0,02 0,24+ 0,02
PNS5 0,22+ 0,02 0,17+ 0,02 0,19+ 0,01 0,18+ 0,02
PN75 0,26+ 0,03 0,25+ 0,07 0,30+0,06 0,21+ 0,03

Valores apresentados como média + erro padrdo da média.
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3.3. Avaliagdo comportamental

3.3.1. Labirinto em cruz elevado

3.3.1.1. Ao final do periodo de exposicdo a fumaca de cigarro

A ANOVA néo indicou efeito do TRATAMENTO, como também n&o foi verificado
interacdo entre TRATAMENTO e SEXO para as variaveis associadas a ansiedade (percentual
de tempo de permanéncia no braco aberto e percentual de entradas no braco aberto; FIGURA
6).

Para percentual de tempo no centro, a ANOVA indicou efeito do TRATAMENTO
(Fe125) = 2,7; P<0,05). Este efeito pode ser explicado pelo fato de que animais do grupo que
foram expostos a cafeina apresentarem menor percentual de tempo no centro quando
comparado aos animais do grupo controle (P<0,01, FIGURA 7). A co-exposicdo da cafeina
com a fumaca de cigarro reverteu este efeito, como indicado pela interagdo entre os fatores
exposicao a cafeina e a fumaca de cigarro na ANOVA bidimensional (F (1, 1255=6,3, P=0,01),
desta forma, verificamos no caso um efeito menos que aditivo.
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FIGURA 6 — Medidas no LCE em PN45.
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(A) Percentual de tempo de permanéncia no braco aberto; (B) Percentual do nimero de entradas no
brago aberto. Valores representam meédias + erro padrdo da media.

FIGURA 7 - Percentual de tempo de permanéncia no centro do labirinto no LCE em PN45.
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Para a medida de atividade motora e para a medida de avaliacdo de risco (nUmero de
alongamentos corporais para o bragco aberto - stretching), ndo observamos diferencas
significativas entre 0s grupos expostos quando comparados ao controle (FIGURA 8 e

FIGURA 9, respectivamente).

FIGURA 8 - Numero de entradas no brago fechado do LCE em PN45.
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FIGURA 9 - Numero de alongamentos corporais para o brago aberto (stretching) em PN45.
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3.3.1.2. Apos periodo de retirada
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A ANOVA néo indicou efeito do TRATAMENTO, como também néo foi verificada
interacdo entre TRATAMENTO e SEXO para as varidveis associadas a ansiedade apds o
periodo de retirada da fumaca de cigarro durante a adolescéncia (Figura 10 A e B). No
entanto, apdés longo periodo de retirada (PN75), foi observado efeito significativo do
TRATAMENTO para o percentual de entradas no brago aberto (F@gis2) = 2,6; P=0,05).
Observamos que animais expostos a combinacdo de cafeina e fumaca de cigarro apresentaram
reducdo do percentual de entradas no braco aberto (CAF+SMK < VEH, P=0,01,;
CAF+SMK<SMK, P =0,01; CAF+SMK<CAF, P<0,07; FIGURA 10D). A analise
bidimensional ndo indicou interacdes significativas da exposicdo a cafeina com exposi¢do a
fumaca de cigarro, conotando o fato de que as alteragdes no percentual de entradas nos bracos

abertos refletem um efeito aditivo de ambas as exposi¢oes.

FIGURA 10 — Medidas no LCE em PN55 e PN75.
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A ANOVA indicou efeito do TRATAMENTO em ambos os periodos de retirada
estudados, PN55 (F,166) = 3,5; P=0,01) e PN75 (F(1,162) = 3,2; P<0,05), para o percentual de
tempo no centro. Ambos 0s grupos que sdo expostos a cafeina apresentaram reducdo do
percentual de tempo no centro durante o periodo mais curto de retirada (PN55) da fumaca de
cigarro (CAF<VEH, P<0,01; CAF+SMK<VEH, P=0,01; FIGURA 11A). A analise
bidimensional ndo indicou interacfes significativas da exposicdo a cafeina com exposi¢do a
fumaca de cigarro, refletindo um efeito aditivo. J& em PN75 (FIGURA 11B), os animais que
foram expostos a fumaca de cigarro durante a adolescéncia apresentaram uma tendéncia ao
aumento no percentual de tempo no centro quando comparados aos animais controles
(P=0,07), sendo esse aumento significativo quando comparado aos demais grupos
experimentais (SMK>CAF, P<0,01; SMK>CAF+SMK, P<0,05). A andlise bidimensional
indica, através de um efeito aditivo, a reversdo pela exposicdo a cafeina do aumento do

percentual de tempo no centro gerado pela abstinéncia da fumaca de cigarro.

FIGURA 11 - Percentual de tempo de permanéncia no centro do labirinto no LCE
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(A) em PN55; (B) em PN75. Valores representam médias + erro padrdo da média. * P<0,05

Para a medida de avaliacdo de risco (stretching) a ANOVA indicou efeito do
TRATAMENTO (F@,162) = 4,0; P<0,01) somente em PN75, porém os efeitos foram diferentes
entre o0s sexos (interacdo entre TRATAMENTOXSEXO, F162) =3,0; P<0,05). Em machos
(F@,78) = 2,7; P=0,05), observamos uma reducéo do ndmero de stretching para o braco aberto
nos grupos expostos a cafeina quando comparados com o grupo controle (CAF<VEH,
P<0,05; CAF+SMK<VEH, P=0,01, FIGURA 12B). A analise bidimensional indicou um
efeito aditivo. Em fémeas (F(sg3) = 4,8; P<0,01), enquanto os animais que receberam a
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exposicdo combinada durante a adolescéncia apresentaram reducdo do numero de stretching
para o braco aberto (CAF+SMK<VEH, P<0,05; CAF+SMK<SMK, P<0,05;
CAF+SMK<CAF, P<0,001), as fémeas expostas somente a cafeina apresentaram aumento
significativo (CAF>VEH, P<0,05; FIGURA 12C). Neste caso, a andlise bidimensional
indicou interacdo entre os fatores exposicdo a cafeina e a fumaca de cigarro (F (1, 83= 9,8,
P=0,01), desta forma, verificamos que a exposicdo combinada gerou um efeito menos que

aditivo.

FIGURA 12 - Namero de de alongamentos corporais para o braco aberto (stretching) durante periodo
de retirada da exposicéo a fumaca de cigarro.
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da média. * P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

Para a medida de atividade motora, ndo observamos diferencas significativas entre 0s
grupos expostos quando comparados ao controle em ambas as idades apds a retirada da

exposicao a fumaca de cigarro. (FIGURA 13A e B).
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FIGURA 13 - Numero de entradas no brago fechado do LCE durante periodo de retirada da exposicao

a fumaca de cigarro
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(A) em PN55 e (B) em PN75. Valores representam médias * erro padréo da média.

3.3.2 Comportamento associado a depressdo

3.3.2.1. Ao final do periodo de exposi¢do a fumaca de cigarro

A ANOVA néo indicou efeito do TRATAMENTO, como também néo foi verificado
interacdo entre TRATAMENTO e SEXO para nenhuma das variaveis estudadas no teste do
nado forcado (FIGURAS 14 e 15).
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FIGURA 14 - Percentual de tempo de atividade no TNF em PN45.
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FIGURA 15 - Numero de mudancas de comportamento no TNF em PN45.
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3.3.2.2 Apos periodo de retirada

Em PN55, a ANOVA indicou efeito do TRATAMENTO para percentual de tempo de
escalada (F 3,168y = 4,1, P < 0,01) e nimero de mudancas de comportamento (F (3,168) = 3,2, P
< 0,05). Animais expostos de forma combinada a cafeina e fumaca de cigarro apresentaram
aumento do percentual de tempo de escalada quando comparados aos grupos controle
(CAF+SMK > VEH, P< 0,01) e CAF (CAF+SMK > CAF, P< 0,01; FIGURA 16A). Além
disso, animais expostos a fumaca de cigarro apresentam tendéncia a possuir maior nimero de
mudancas de comportamento quando comparados com os controles (P = 0,08), sendo
significativa a diferenca quando comparados com os animais expostos a cafeina (SMK >
CAF, P < 0,05; FIGURA 17). Em ambos os casos a analise bidimensional indicou um efeito

aditivo entre os fatores exposicgao a cafeina e fumaca de cigarro.



50

FIGURA 16 - Percentual de tempo de atividade no TNF em PN55.
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FIGURA 17 - Numero de mudancas de comportamento no TNF em PN55. *p<0,05
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ANOVA indicou efeito significativo para o percentual de tempo de imobilidade (F (3,142) =
3,2, P < 0,05) e para 0 nimero de mudancas de comportamento (F 3142 = 3,6, P = 0,01).
Tantos 0s animais expostos somente a cafeina como os animais em abstinéncia da fumaca do
cigarro apresentaram reducdo do tempo de imobilidade (CAF < VEH, P < 0,05; SMK < VEH,
P < 0,01; FIGURA 18C). A exposi¢cdo combinada reverteu este efeito, como indicado pela
interacdo menos que aditiva avaliada pela analise bidimensional (F1,142) = 6,0, P < 0,05).
Neste mesmo sentido, animais expostos somente a cafeina como os animais em abstinéncia da
fumaca do cigarro apresentaram reducdo do nimero de mudancas de comportamento (CAF <
VEH, P < 0,01; SMK < VEH, P = 0,01; FIGURA 19). A analise bidimensional também

indicou um efeito menos que aditivo da exposi¢do combinada (F1,142) = 5,3, P < 0,05)



FIGURA 18 - Percentual de tempo de atividade no TNF em PN75.
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FIGURA 19 - Numero de mudancas de comportamento no TNF em PN75. *p<0,05
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4. DISCUSSAO

Estudos indicam que existe uma alta prevaléncia de desordens de humor entre
adolescentes com histérico de uso de drogas de abuso, como o tabaco (Hughes et al., 2000).
Esta associacdo pode ser explicada de duas maneiras diferentes. Na primeira, a associacdo €
explicada pela existéncia de um mesmo substrato genético e/ou ambiental. Por outro lado,
também pode ser explicada por uma relacdo causal, onde consumo de drogas pode levar a
desordens de humor e vice-versa. Neste sentido, e de particular interesse para o presente
estudo, tem sido demonstrado que o uso de tabaco durante a adolescéncia promove aumento
dos niveis de ansiedade, como também, a ansiedade parece ser um sintoma relevante da
abstinéncia pela nicotina (Abreu-Villaca et al., 2014; Hughes et al., 2000; Stage et al., 1996).
Além disso, tem sido descrito que a interrup¢do do tabagismo pode gerar sintomas de
depressdo que podem ser revertidos com o retorno do habito de fumar (Stage et al., 1996).
Apesar do uso de modelos animais estarem ajudando a esclarecer essa associacdo entre a
exposicao da nicotina e desordens de humor, a literatura carece de estudos que investiguem os
efeitos da fumaca de cigarro, em especial durante a adolescencia (periodo de inicio do
tabagismo). Além disso, apesar da associacdo epidemiolégica entre o uso do tabaco e o
consumo de cafeina, e de que alguns estudos sugerirem que a cafeina pode ampliar alguns
aspectos importantes da acdo da nicotina no sistema nervoso central, nenhum estudo explorou
a possivel interacdo entre o tabaco e a cafeina durante este periodo. Neste sentido, no presente
trabalho tivemos como objetivo identificar alteragdes comportamentais relacionadas a
resposta emocional em animais expostos a fumaca do cigarro e/ou cafeina durante a

adolescéncia.

4.1. Resumo dos resultados

No presente trabalho, observamos que a exposic¢ao durante toda a vida a cafeina gerou
diminuicdo no tempo de tomada de decisdo durante o periodo da adolescéncia (PN45 e 55),
como indicado pela reducdo do percentual de tempo no centro no teste em labirinto em cruz
elevado (LCE), sendo este efeito revertido pela fumaca de cigarro durante o periodo em que

houve a exposicdo combinada (PN45). A exposicdo a fumaca de cigarro durante a
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adolescéncia promoveu durante o inicio da idade adulta (PN75) aumento no tempo de tomada
de decisdo, sendo este revertido pela exposicdo a cafeina. Interessantemente, a exposicdo a
cafeina foi capaz de promover aumento de ansiedade apds longo periodo de abstinéncia da
fumaca de cigarro, como evidenciado pela reducdo do percentual de entradas nos bracos
abertos do LCE em PN75. Avaliagdo do comportamento no teste do nado forcado (TNF)
indicou que a cafeina induz aumento no percentual de tempo de escalada nos animais
adolescentes em abstinéncia a fumaca de cigarro, enquanto que somente a abstinéncia pela
fumaca de cigarro promove aumento no numero de mudancas nas estratégias
comportamentais. Além disso, nossos resultados indicaram que tanto a exposi¢do a cafeina
durante toda a vida como a exposic¢ao a fumaca de cigarro durante a adolescéncia induziram
nos animais adultos reducdo do tempo de imobilidade e do numero de mudancas de

comportamento no TNF.

4.2. Questbes metodologicas

4.2.1. Nivel de exposicdo a fumaca de cigarro

Para a utilizacdo de modelos animais de exposicdo a fumaca de cigarro durante o
desenvolvimento, é importante considerar a dose, data de inicio e a duragdo da exposi¢do. Nos
paragrafos seguintes abordaremos estas questfes sob a 6tica do modelo utilizado no presente
trabalho.

A adolescéncia inclui todo processo de transicdo da infancia para a idade adulta. O
limite temporal da adolescéncia ndo é de facil definicdo. Em algumas espécies é dificil
caracterizar quando a transi¢do para adolescéncia comeca a acontecer e quando o individuo
passa de adolescente a adulto. Em roedores como ratos e camundongos, as primeiras
alteracOes associadas & adolescéncia podem ocorrer ja a partir do vigésimo dia de vida pds-
natal (PN20) e as Gltimas mudancas podem ocorrer até PN55 (Spear, 2000). Neste sentido,
afim de estudar o efeito da fumaca de cigarro durante essa fase do desenvolvimento (periodo
no qual comumente se inicia o consumo de tabaco em humanos) decidimos em nosso modelo
estabelecer como periodo de exposi¢do de PN30 ao dia PN45. Desta forma, conseguimos

abranger a maior parte do periodo da adolescéncia, como também, evitar os periodos de
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transicdo que podem variar de acordo com o estabelecimento da maturidade sexual de cada
animal. Além disso, afim de estudar as consequéncias da retirada da exposi¢do ao tabaco,
também realizamos o estudo comportamental em mais dois momentos, ao final da
adolescéncia (em um periodo mais curto de retirada, PN55) e em adultos jovens (PN75).

A dose de nicotina gerada pela exposicao ao tabaco € um importante fator que deve ser
levado em consideracdo nos estudos em modelos animais. Altas doses resultam em hipoxia e
diminuicdo do ganho de massa corporal durante o desenvolvimento (Slotkin, 1998). Niveis de
exposicdo devem ser adequados de forma a serem reproduzidos, e assim extrapolados, dados
encontrados na populacdo humana. No presente estudo foram utilizados cigarros para
pesquisa produzidos pela Universidade de Kentucky, do tipo 3R4F contendo 0,73 mg de
nicotina por cigarro. Foi realizado um regime de exposicéo de 8hs, onde a fonte da fumaca se
da pela queima de apenas 1 cigarro por vez (tempo médio de 9 minutos). A queima do cigarro
se da na proporc¢do de 89% da fumaca gerada é resultante da queima da ponta (sidestream) e
11% da fumaca gerada passa pelo filtro (mainstream). Esse regime gerou um contetdo de
particulas em suspensao equivalente ao perfil de ar presente ao fumo ativo (USEPA, 1992).
Além disso, 0s niveis de cotinina encontrados estdo em acordo com estudos anteriores
(Abreu-Villaca et al., 2013b), sendo estes compardveis aos encontrados em adolescentes
fumantes (Caraballo et al., 2004). InteracBes farmacocinéticas entre a cafeina e a nicotina
poderiam afetar os resultados encontrados devido a exposi¢cdo combinada no presente
trabalho. Entretanto, ndo observamos diferencas nos niveis de cotinina plasmaticas entre
animais expostos a fumaca de cigarro e expostos de forma combinada fumaca de cigarro e
cafeina. Desta forma, nossos resultados indicam que interagdes farmacocinéticas entre cafeina
e a nicotina contida na fumaca de cigarro ndo s@o capazes de explicar os resultados
encontrados sobre o comportamento dos camundongos.

Apesar do modelo de exposi¢cdo a fumaca de cigarro de corpo inteiro usada no
presente estudo minimizar o estresse fisico que ocorre em outros modelos de exposic¢do a
fumaga (com contencdo fisica do animal em tubos para a administragdo por méscaras de
focinho), ndo podemos descartar a possibilidade da existéncia de estresse do ambiente de
exposicdo e, desta forma, afetar nossos resultados. Entretanto, um trabalho prévio em
colaboracdo com nosso grupo de pesquisa encontrou que a exposicao de mées ratas a fumaca
de cigarro durante a lactacdo ndo promoveu alteracGes nos niveis de corticosterona (Santos-
Silva et al., 2011), sugerindo que nosso modelo de exposicdo ndo gera estresse de forma

significante.
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4.2.2 Nivel de exposicdo a cafeina

No presente estudo utilizamos um modelo de exposicao a cafeina através da &gua de
beber de forma a simular o que ocorre com humanos, onde a exposicéo a cafeina ocorre por
todo o periodo de desenvolvimento cerebral. Foi utilizado uma dose em solucéo de 0,1 g/l que
gerou um consumo médio diario de 70 mg/kg nas mées durante a lactacdo e de 24 mg/kg nos
animais experimentais. Considerando que o consumo diério estimado no mundo é de 70 a 76
mg/pessoa/dia, sendo no Brasil estimado uma média de consumo de 40 mg/pessoa/dia
(Fredholm et al., 1999), a dose utilizada no presente estudo é equivalente ao consumo
humano. Como observado, a ingestdo das fémeas lactantes foi maior do que a encontrada nos
animais experimentais, mas vale lembrar que durante a lactacdo a dose materna serd
transmitida através do leite e dividida entre os animais da sua prole. Estudos em humanos
mostram que a cafeina ingerida em doses de 35 a 336 mg pela lactante da origem a
concentragdes plasmaticas de 2,4 a 4,7 pg/ml na lactante e origina concentracdes de 1,4 a 7,2
pg/ml no leite materno. Estas concentragdes no leite materno levam a estimar que a crianga
ird ingerir diariamente entre 1,3 a 3,1 mg de cafeina (Soares e Fonseca, 2004). Outro aspecto
importante é que ndo houve diferencas na ingestdo de cafeina entre os grupos CAF e
CAF+SMK, desta forma, os resultados comportamentais encontrados entre estes grupos nao

pode ser explicado por uma diferenca na administracdo de cafeina.

4.3 Efeitos sobre massa corporal

Nossos dados estdo de acordo com a ideia de que a cafeina em baixas doses, como a
utilizada no presente estudo, ndo gera alteracbes da massa corporal, mesmo durante o
desenvolvimento (Tanda e Goldberg, 2000). No entanto, tem sido demonstrado que a
exposicéo a fumaca de cigarro promove reducdo da massa corporal, sendo este efeito mediado
principalmente pela nicotina (Audrain-McGovern e Benowitz, 2011). Os seus efeitos incluem
aumento de gasto energético (através de agBes simpaticomiméticas), aumento de acdes de
leptina no hipotalamo (gerando supressdo da ingestdo alimentar) e aumento dos niveis de

norepinefrina e dopamina no sistema nervoso central, que influenciam na ingestdo energética
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e na taxa metabolica (Audrain-McGovern e Benowitz, 2011). Em nosso estudo, porém, nao
observamos nenhuma diferenga significativa na massa corporal entre animais que foram
expostos a fumaca de cigarro durante a adolescéncia. De fato, ndo encontramos consenso em
modelo experimental. Em um estudo recente do nosso grupo usando a mesma cepa, porém
com tipos de cigarro para pesquisa diferentes, contendo baixa (0,14 mg/cigarro) e alta (1,74
mg/cigarro) nicotina, foi observada que a exposi¢éo a fumaca de ambos cigarros foi capaz de
diminuir o ganho de massa corporal durante a adolescéncia, sugerindo que outros
componentes, além da nicotina, poderiam mediar o efeito de reducdo da massa corporal
(Abreu-Villaca et al., 2014). Vale ressaltar que apesar de significativas, as diferengas entre 0s
grupos foram de pequena magnitude. Diferencas entre os animais controle e que foram
expostos a fumaca de cigarro de baixa nicotina variaram 0 maximo de 6,4% no ultimo dia de
exposicao, enquanto diferencas entre o grupo controle e o grupo exposto a fumaca de cigarro
de alta nicotina chegou a 7,4%. Em outro estudo recente, usando 0 mesmo tipo de cigarro que
0 nosso, ndo foi observado reducdo da massa corporal (Abreu-Villagca et al., 2013b).
Considerando que a massa corporal é um indicador dos efeitos sistémicos da exposicdo a
fumaca de cigarro, este conjunto de resultados sugere que modelo de exposicao utilizado no
presente estudo gera um baixo poder de toxicidade sistémica, sugerindo que as alteracGes
comportamentais sdo geradas fundamentalmente pela acdo dos componentes presentes na

fumaca sobre o sistema nervoso central.

4.4 Alteracdes comportamentais promovidas pela exposicao a cafeina por toda a vida

A cafeina € a droga psicoativa mais consumida em todo 0 mundo e por isso o estudo
dos seus efeitos em humanos tem sido sistematicamente realizado desde a década de 1960
(Goldstein et al., 1965). Em relacdo aos efeitos do uso cronico da cafeina sobre a funcéo
emocional ndo tem se observado consenso. Enquanto alguns estudos demonstram que a
cafeina melhora o estado emocional em humanos (Goldstein et al., 1965), como a reducdo da
prevaléncia dos sintomas de depressdo e reducdo do risco de suicidio (Pham et la., 2014;
Klatsky et al., 1993), outros estudos tem relacionado o uso da cafeina e problemas de saude
metal, como desordens de ansiedade (Bergin e Kendler, 2012) e até mesmo depressao maior

(Kendler et al., 2006). Diferengas no perfil de uso, interacdo com outras drogas e a carga
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genética podem ser determinantes nessa inconsisténcia. Neste sentido, a existéncia de
modelos animais de estudo abre grande possibilidade para estudar estas relagdes.

Estudos em modelo animal tém indicado que a cafeina de forma aguda pode ter efeitos
bifasicos, baixas doses aumentam a atividade locomotora e, nas mesmas doses, podem
produzir preferéncia condicionada por lugar (Choi et al., 1988; Nikodijevic et al., 1993),
enquanto que altas doses pode deprimir a atividade motora e gerar aversdao condicionada
(Choi et al., 1988; Nikodijevic et al., 1993). A exposicdo a cafeina durante o periodo perinatal
tem sido associada a aumento da reatividade emocional (Hughes e Beveridge, 1986; 1987;
1991), exemplificado por aumento da defecacdo do teste do campo aberto, maior preferéncia
por ambientes escuros e maior laténcia para sair de um ambiente escuro para um claro. No
presente estudo a exposicdo durante toda a vida a cafeina gerou diminuicdo do percentual de
tempo no centro do LCE somente durante o periodo da adolescéncia (PN45 e 55). H4 muita
discussdo na literatura sobre qual seria o significado bioldgico mais adequado desta variavel.
Trullas e colaboradores (1991) mostraram que um ansiolitico benzodiazepinico,
clorodiazepéxido, diminui o tempo no centro da arena do LCE. Em contraste, um ligante de
glicina associado com um agonista partial do receptor de NMDA aumenta o tempo no centro
apesar de possuir efeito ansiolitico no LCE. Além disso, foi demonstrado que
benzodiazepinicos reduzem o comportamento de decisdo em ratos. Tomados em conjunto
estes resultados sugerem que o tempo no centro do LCE pode refletir a capacidade de
resolucdo de conflitos (Wall e Messier, 2001). Neste sentido, nosso resultado sugere que
animais expostos a cafeina apresentam reducédo na capacidade de tomada de decisdo, que pode
refletir impulsividade. De fato, em humanos o consumo de bebidas "cafeinadas” parece
aumentar comportamento impulsivo (Heinz et al., 2013). Nossos resultados ainda sugerem
que este efeito € mais intenso durante a adolescéncia do que quando comparado com a idade
adulta.

Interessantemente, a exposicao a cafeina até a idade adulta resultou em diminuicdo do
tempo de imobilidade no TNF, indicando um efeito antidepressivo na idade adulta.
Considerando o aspecto estressante envolvendo o TNF, esses dados podem sugerir que a
exposicdo a cafeina sobre toda a vida pode aumentar a capacidade de resiliéncia. Estudos
recentes tém indicado que cafeina promove a melhora do humor, reduzindo sintomas de
depressdo e a taxa de suicidio em humanos (Lucas et al., 2011; Pham et al., 2014).
Recentemente, Yin e colaboradores (2015) demonstraram que o tratamento prévio cronico de

cafeina durante exposi¢do a um modelo de estresse cronico imprevisivel reverteu as alteraces
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de comportamento social e comportamento de anedonia em camundongos. Neste sentido,

nossos dados corroboram este efeito positivo da exposicgao a cafeina.

4.5 Alteracdes comportamentais promovidas pela exposicdo a fumaca de cigarro

durante a adolescéncia

Por causa da consideravel quantidade de constituintes quimicos existentes no tabaco,
cerca de 4500 outros componentes além da nicotina, muitos dos quais provavelmente exercem
0s seus proprios efeitos sobre o cérebro (Rose, 2006), gerando por si sé recompensa (Rose,
2006) ou podendo inclusive aumentar os efeitos da nicotina (Clemens et al., 2009), os efeitos
do tabagismo podem em vérios aspectos serem diferentes aos encontrados quando
considerado somente a acdo da nicotina sobre o sistema nervoso central. Neste sentido, 0
nosso grupo de pesquisa tem se dedicado nos ultimos anos a descrever as alteracdes
comportamentais e neuroquimicas provocadas pela exposicdo a fumaca de cigarro, na
tentativa de melhor entender quais efeitos sdo decorrentes da exposi¢do apenas da nicotina e
quais efeitos séo frutos da interagdo dos componentes da fumaca de cigarro (Abreu-Villaca et
al., 2014; 2013a; 2013b). Apesar do outros potenciais componentes presentes na fumaca do
cigarro, os modelos de exposic¢do de nicotina isoladamente continuam a ser o mais utilizado
no estudo em animais dos efeitos do tabagismo, sendo gerado pouca informacdo sobre 0s
efeitos da fumaca de cigarro, e em especial, da associagdo do tabagismo com outras drogas de
abuso.

Estudos em humanos tém mostrado que uso do tabaco pode reduzir a ansiedade durante a
idade adulta, sendo este efeito normalmente atribuido a nicotina (Kassel e Unrod, 2000),
sugerindo que fumantes continuam a fumar a fim de regular seu estado de ansiedade (Picciotto e
cols., 2002). J& em adolescentes ocorre um aumento dos niveis de ansiedade durante o uso, além
de ser sugerido que a ansiedade possa ser sintoma de retirada da nicotina (Parrot, 2003). De forma
geral, estudos em modelo animal de exposicdo a nicotina sugerem que, sob determinadas
condicdes, a nicotina pode atuar como ansiolitico e antidepressivo, mas que apo6s a administracéo
cronica, adaptacGes ocorrem acarretando um aumento da ansiedade e de comportamento
associado a depresséo apos a retirada (Picciotto e cols., 2002; Brioni et al., 1993; Abreu-Villaga
et al., 2008; Ribeiro-Carvalho et al., 2011), sendo normalmente fémeas mais susceptiveis aos

efeitos que machos. Por exemplo, em dois estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa
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demonstrou que a abstinéncia da nicotina durante a adolescéncia promoveu um efeito
ansiogénico (Abreu-Villaca et al., 2008) e aumento do comportamento tipo depressivo
(Ribeiro-Carvalho et al., 2011) somente em camundongos fémeas. No entanto no presente
estudo a exposicdo a fumaca de cigarro ndo foi capaz de gerar, em ambos 0s sexos, alteracdes
nas variaveis associadas a ansiedade no LCE e no tempo de imobilidade no TNF. Em um
estudo anterior (Abreu-Villaga et al., 2014), usando uma exposigédo a fumaca de cigarro com
cigarro contendo altos nivéis de nicotina que geram aproximadamente niveis de cotinina
plasmaticos 3x mais elevados que no presente estudo, também nédo foi observado qualquer
alteracdo nas variaveis tipicamente associadas a ansiedade no LCE. Uma possibilidade de
explicacdo para esta auséncia de efeito pode ser devido aos outros componentes da fumaga de
cigarro estarem interagindo com a nicotina de forma a reduzir seus efeitos. Para 0 nosso
conhecimento, apenas estes dois estudos (o atual e Abreu-Villaca et al., 2014) investigaram os
efeitos da exposi¢do a fumaca de cigarro em modelo animal durante a adolescéncia sobre a
ansiedade, como também, ndo ha estudos anteriores em modelo animal de avaliacdo de
comportamento associado a depressdo. Devido a escassez de estudos, outras possibilidades podem
ser levantadas, como o estresse do modelo, tempo de exposicdo e diferencas entre cepas. Por
exemplo, tem sido reportado que cepas diferentes podem apresentar diferentes sensibilidades a
efeitos ansiogénicos/ansioliticos no LCE (Hogg, 1996). De fato, nos estudos anteriores do nosso
grupo, mencionado anteriormente, foram utilizados camundongos da cepa C57BL/6. Da mesma
forma, em um trabalho de dissertacdo de mestrado defendida recentemente por Victor Naiff
(2014), usando 0 mesmo modelo de exposi¢do a nicotina durante a adolescéncia de camundongos
Suicos, também ndo foi observado alteracGes significativas nas varidveis associadas & ansiedade
no LCE em todas as idades avaliadas.

No presente estudo, a abstinéncia a fumaca de cigarro durante a adolescéncia promoveu
diminuicdo do numero de mudangas de comportamento, apesar desta medida ndo ser
tradicionalmente usada no TNF, acreditamos que pode ser um interessante preditor em modelo
animal de labilidade emocional. Neste sentido, a reducdo do numero de mudancas de
comportamento apos curto periodo de abstinéncia pode indicar prejuizo na resposta emocional em
funcdo do estresse do teste. Interessantemente, observamos que longo periodo de abstinéncia a
fumaca de cigarro inverteu o efeito sobre o nimero de mudancas de comportamento no TNF.
Neste caso, observamos um efeito de perseveracdo na estratégia comportamental adotada, que
pode indicar alteracdo na elaboragédo de estratégias de resposta ao estresse (coping). Além disso,
de forma oposta ao esperado, longo periodo de abstinéncia & fumaca de cigarro gerou diminuicao
do tempo de imobilidade no TNF, indicando um efeito antidepressivo. Este resultado, também

encontrado para os animais expostos somente a cafeina, pode indicar um efeito de reducdo da
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resposta ao estresse durante longo periodo de abstinéncia a fumaca de tabaco. Considerando que
este é o primeiro trabalho na literatura que utilizou um modelo de exposicéo a fumaca de cigarro
durante a adolescéncia sobre comportamento associado a depressao, outros estudos utilizando
outros testes validados, como o teste de suspensdo pela cauda e o teste de preferéncia por
sacarose, sd0 necessario para corroborar esse achado e indicar que de fato a exposicdo a todos os
componentes da fumaca de cigarro possui efeitos tardios diferentes ao esperado quando

considerado somente a exposi¢ao a nicotina.

4.6 Interacfes comportamentais entre exposicao a cafeina e fumaca de cigarro

Apesar das evidéncias epidemioldgicas do co-uso de tabaco e cafeina, a interacao entre
elas tem recebido pouca atencdo em estudos experimentais. A maioria dos estudos avaliam e
comparam o efeito da exposi¢do cronica de uma droga sobre a resposta aguda da outra (Tanda
e Goldberg, 2000; Nikodijevic et al., 2011). Estudos apontam que cafeina é capaz de ampliar
alguns aspectos importantes da ac¢do da nicotina no sistema nervoso central, como no caso de
auto-administracdo ou na liberacdo de dopamina no ndcleo acumbente (Tanda e Goldberg,
2000). Recentemente, Liu e Jernigan (2012), usando um modelo de auto-administracdo em
ratos adultos, demonstraram que a exposicao a cafeina retardou a extingdo do comportamento
de busca pela nicotina e que a readministracdo da cafeina promoveu retorno do
comportamento de auto-administarcdo de nicotina. O estudo das interagcbes agudas entre
nicotina e cafeina ndo é a melhor maneira de estudar os efeitos de uma droga sobre a outra.
Como ja discutido, humanos sdo expostos regularmente a cafeina em doses
farmacologicamente ativas durante toda a vida, da mesma forma que o uso do tabaco
normalmente gera alteracdes negativas a saude se usado cronicamente. Além disso, 0 uso
crénico da cafeina gera modificacbes da neuroquimica cerebral que induzem inclusive
tolerancia de alguns dos seus efeitos, como por exemplo, o efeito de indugdo do aumento da
atividade locomotora (Tanda e Goldberg, 2000). Desta forma, no estudo das alteracGes
geradas pelo tabagismo deve ser levado em consideracdo essas modificacbes cerebrais
geradas pela exposicédo cronica a cafeina. Pelo nosso conhecimento, este é o primeiro trabalho
que avaliou o efeito a interacdo comportamental entre a exposi¢cdo a cafeina durante toda a

vida e a fumaga de cigarro durante o periodo da adolescéncia. Nossos resultados indicam que
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esta associagdo pode gerar, dependendo das condicGes, diminuicdo dos efeitos de cada uma
das drogas ou potencializagéo.

No presente trabalho, os dados indicam que a exposicdo a cafeina reverteu os efeitos
da abstinéncia da fumaca de cigarro, como observamos nos efeitos de aumento de mudancas
de estratégia comportamental no TNF durante a adolecéncia e no aumento do tempo de
tomada de decisdo no LCE durante o inicio da vida adulta. Considerando que essas alteraces
provocadas pela exposicdo a fumaca do cigarro podem indicar alteragdes na funcdo cognitiva,
nossos dados sugerem que a exposicdo a cafeina possui um efeito positivo sobre os danos
causados pela exposi¢do ao tabaco. De fato, a cafeina tem sido considerada uma droga que
gera melhora da funcdo cognitiva (Nehlig, 2010). A cafeina facilita a aprendizagem em
tarefas onde a informacdo é apresentada de forma passiva em humanos e em tarefas
envolvendo pouco uso da memoria de trabalho, parecendo melhorar bastante o desempenho
da memdria em condicbes de estresse (Nehlig, 2010). Em modelo animal da doenca de
Alzheimer, a exposi¢do a doses moderadas de cafeina obteve efeitos positivos sobre os danos
cognitivos gerados (Arendash e Cao, 2010). Nikodijevic e colaboradores (1993), estudando o
efeito da exposicdo crbnica a cafeina sobre a atividade locomotora em camundongos,
sugeriram que a exposicdo cronica a cafeina pode levar a alteracdes na funcdo colinérgica.
Neste estudo, a administracdo de escopolamina (antagosnista muscarinico) gerou menor
aumento da atividade locomotora em camundongos expostos a cafeina quando comparados
aos controles (Nikodijevic et al., 1993). Considerando que o sistema colinérgico central é o
alvo primario da acdo da nicotina e que este possui papel fundamental nos processos
cognitivos (Nordberg, 2001; Abreu-Villaca et al., 2007), acreditamos que o sistema
colinérgico pode ser um denominador comum da interacdo da exposicdo cronica a cafeina e a
nicotina na reversdo dos efeitos cognitivos associados a exposicdo a fumaca de cigarro no
presente estudo.

Nossos resultados também apontam que a exposicdo combinadas destas drogas pode
trazer efeitos negativos para a funcdo emocional. Em nosso estudo, a exposicdo combinada
promoveu aumento significativo da ansiedade ap6s longo periodo de retirada. Considerando
gue fumantes normalmente possuem alto consumo de cafeina, se um efeito similar ocorrer
apos adolescentes co-usarem tabaco e cafeina, nossos dados sugerem que o efeito aditivo
sobre ansiedade pode ser um fator extremamente relevante em facilitar recaida ao uso de
drogas durante um periodo de abstinéncia do tabaco. De fato, 0 aumento da ansiedade durante
a abstinéncia de drogas tem sido considerado um dos fatores mais importantes na recaida

(Kaplan et al., 2011; Abreu-Villaga et al., 2008). Além disso, a exposi¢do combinada reverteu
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o efeito antidepressivo de cada droga observado na idade adulta no teste do nado forgado,
podendo indicar uma reducdo da resiliéncia, fazendo com que o individuo exposto as duas
drogas sejam mais susceptiveis aos efeitos do estresse. Vale a pena ressaltar que atualmente
h& um grande numero de evidéncias que apontam que areas e sistemas associados a resposta
ao estresse desempenham um papel critico na iniciacdo e manutencdo do fumo de cigarros, e
relapso apds o término do uso (Bruijnzeel, 2012). Nos animais adolescentes em abstinéncia da
fumaca de cigarro (PN55) observamos que cafeina induziu aumento do tempo de escalada no
teste do nada forcado. O aumento do tempo de escalada esta associado ha uma resposta mais
intensa a situacdo de estresse, que normalmente é encontrado sob o efeito de drogas
psicoestmulantes, como em doses altas de cafeina (Vieira et al., 2008). Além disso, 0
tratamento com antidepressivos inibidores seletivos da recaptacdo de noradrenalina aumentam
0 tempo de escalada no TNF (Detke et al., 1997). Tomados em conjunto, podemos sugerir
que a abstinéncia a fumaca de cigarro durante a adolescéncia pode gerar alteracfes
noradrenérgicas que podem aumentar o efeito de drogas psicoestimulantes.

Os mecanismos neuroquimicos que regem os efeitos comportamentais da interacdo da
cafeina e a exposicdo a fumaca de tabaco parecem ser complexos. Como mencionado
anteriormente, os efeitos farmacoldgicos da cafeina sdo mediados pela capacidade de
mobilizacdo do célcio intracelular, por inicdo da fosfadilesterase (esperado em altas doses) e
pelo seu efeito antagonista sobre os receptores de adenosina. No perfil de dose utilizado neste
estudo, acreditamos que o principal candidato a geracdo dos efeitos seja o efeito antagdnico
sobre 0s receptores pré-sinapticos da adenosina A: e Az. Além das possiveis interaces
colinérgicas e noradrenérgicas sugeridas anteriormente, existe uma intensa relagdo entre
adenosina e o sistema dopaminérgico. A administracdo aguda de cafeina pode facilitar a
neurotransmissao dopaminérgica, afetando a responsividade da via mesolimbica (Tanda e
Golberg, 2000). De fato, 0s receptores pré-sinapticos da adenosina Az e Az sdo co-localizados
com os receptores de dopamina D: e D> (Ferre et al., 1997). Em acordo, Shoaib e
colaboradores (1999) indicaram que a exposicdo a cafeina na agua de beber de ratos facilita a
aquisicdo de comportamento de autoadministracdo de nicotina. No mesmo sentido, a
exposicdo a cafeina aumenta a liberacdo de dopamina no ndcleo acumbente induzida pela
nicotina (Tanda e Golberg, 2000). Considerando que € indiscutivel a relevancia da
participacdo dos sistemas dopaminérgicos nos mecanismos fisiologicos que regem os estados
emocionais, como também, a participacdo deste sistema nas alteracdes de humor, como na

depressdo e nos distrbio de ansiedade, é de fundamental interesse o estudo futuro das
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alteracOes deste sistema neuroquimico no nosso modelo de exposi¢do combinada de cafeina e

fumaca de cigarro em animais adolescentes.
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5. CONCLUSOES

O estudo da interacdo entre cafeina e a fumaca de cigarro possui fundamental
importancia durante adolescéncia, periodo no qual mais freqlientemente se inicia 0 co-uso
destas drogas. Uma observacdo de aumento de efeito na exposi¢cdo combinada sugere que
existem vias neuroquimicas compartilhadas entre as duas drogas, podendo fornecer
informacdes relevantes que corroboram a relacdo de epidemioldgica de co-uso e alertar sobre
efeitos adversos sobre a exposi¢cdo da cafeina na aquisicdo de dependéncia a nicotina e seus
efeitos na abstinéncia. O presente estudo fornece evidéncias experimentais de que ha
interacdo da exposicdo a cafeina e fumaca de cigarro durante a adolescéncia resultando em
alteracdes da resposta emocional. Particularmente, alteracdes dos niveis de ansiedade nao
parecerem relevantes durante a exposi¢cdo e curto periodo de retirada da fumaca de tabaco,
entretanto, o aumento dos niveis de ansiedade na idade adulta de animais demonstram a
existéncia de consequéncias tardias da co-exposicdo. Neste sentido, nossos dados sugerem
que a exposicdo por toda a vida de cafeina pode ser um fator relevante na manutencdo do

fumo e nas consequéncias negativas sobre a resposta emocional durante a abstinéncia.
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