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RESUMO

GUIMARAES, Vinicius Moraes de Souza. Curso temporal dos efeitos da exposiciio a
fumaca de cigarro e/ou etanol durante a adolescéncia no sistema serotoninérgico
cerebral em camundongos suicos. Dissertacao (Mestrado em Biocéncias), Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

\

O uso de tabaco e/ou etanol estd associado a alteracdes do humor, principalmente
quando este uso ocorre durante a adolescéncia. Essas alteragdes podem estar envolvidas na
etiologia do abuso e da dependéncia que tornam a adolescéncia um periodo de vulnerabilidade
ao uso dessas drogas. Considerando a participagdo do sistema serotoninérgico nos
mecanismos fisiologicos que regem os estados emocionais, o objetivo deste trabalho foi
avaliar as alteracdes promovidas pela exposicao a fumaga de cigarro e/ou etanol sobre o
sistema serotoninérgico cerebral de camundongos adolescentes. Para isso, camundongos
adolescentes Suicos foram expostos a fumacga de cigarro e/ou ao etanol do 30° ao 45° dia pods-
natal (PN), originando assim 4 grupos experimentais: SMK+ETOH (exposi¢do a fumaca de
cigarro e injegdes i.p. de etanol); SMK (exposicdo a fumaga de cigarro e injeg¢des salina i.p.);
ETOH (exposi¢do a ar corrente ¢ inje¢des i.p. de etanol); VEH (exposi¢ao a ar corrente ¢
injecoes salina i.p.). O sistema serotoninénergico foi avaliado no cortex cerebral e hipocampo
ao final do periodo de exposi¢ao (PN45), apds um curto periodo de retirada (PN50) e apos um
longo periodo de retirada (PN75). Foram utilizados para marcacao os seguintes radioligantes:
[*H] 8-OH-DPAT, que se liga seletivamente ao receptor serotoninergico SHTIA; [*H]
Ketanserina, que se liga seletivamente ao receptor SHT2; [*H] Paroxetina, que se liga
seletivamente o transportador pré-sinaptico serotoninergico SHTT. De forma geral, os
marcadores serotonérgicos foram mais afetados durante a retirada. Em PN45, apenas o
hipocampo dos machos apresentou alteracdes na ligacdo de SHTT, os animais SMK
apresentaram maior ligacdo e os animais ETOH apresentaram redu¢do. Neste caso, a
coexposi¢ao anulou esses efeitos. Apos curto periodo de retirada, animais SMK fémeas foram
mais susceptiveis que os machos, apresentando redugdo na marcagdo do SHT1A no cortex
cerebral e de SHTT no coértex cerebral e hipocampo. Animais expostos ao etanol também
apresentaram reducdo na marcacdo do SHT1A em ambos os sexos no hipocampo e apenas em
machos no cortex cerebral. Quanto ao SHTT, animais ETOH apresentaram reducdo da
marcagdo, em ambos 0s sexos no cortex cerebral e somente em fémeas no hipocampo. Nos
animais coexpostos houve uma consistente reducao da marcacao do SHT1A e do SHTT. Apds
longo periodo de retirada da fumaga de cigarro, foi observado um aumento da marcacgio de
SHTI1A e 5SHT2 no cortex cerebral. A coexposicdo com etanol reverteu este efeito sobre o
SHT1A. O presente trabalho fornece evidéncias experimentais que indicam que a fumaca de
cigarro e o etanol geram consequéncias na fun¢do serotoninérgica durante a adolescéncia e
interagem entre si resultando em alteracdes diferenciadas entre a vigéncia da exposi¢cdo e apos
a retirada das drogas.

Palavras-chave: Tabaco. Alcool. Adolescencia. Humor. Serotonina.



ABSTRACT

GUIMARAES, Vinicius Moraes de Souza. Time course of the effects of exposure to
cigarette smoke and/or ethanol during adolescence on the brain serotonergic system in
swiss mice. Dissertacdo (Mestrado em Biocéncias), Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

The use of tobacco and / or ethanol is associated with mood changes, especially when
this use occurs during adolescence. These alterations may be involved in the etiology of abuse
and dependence that makes adolescence a period of vulnerability to these drugs. Considering
the participation of the serotonergic systems in the physiological mechanisms that modulate
emotional states, the objectives of this study were to evaluate the changes promoted by
cigarette smoke and / or ethanol exposure in the cerebral serotonergic system of adolescent
mice. For this, Swiss adolescent mice were exposed to cigarette smoke and / or ethanol from
the 30t to the 45 ™ postnatal day (PN), as follows: SMK + ETOH (exposure to cigarette
smoke and i.p. ethanol); SMK (exposure to cigarette smoke and i.p. saline); ETOH (exposure
to air and i.p. ethanol); (VEH (exposure to air and saline i.p.). The serotonergic system was
evaluated in the cerebral cortex and hippocampus at the end of the period of exposure
(PN45), during a short-term (PN50) and long-term (PN75) withdrawal. The following
biomarkers were used for radioligand labeling: [*H] 8-OH-DPAT, which selectively binds to
the serotonergic SHT1A receptor; [*H] Ketanserin, which selectively binds to the SHT2
receptor; and [*H] Paroxetine, which selectively binds to the SHTT serotonergic transporter.
In general, serotonergic markers were more affected during withdrawal . On PN45, only the
hippocampus of males showed alterations in SHTT binding:SMK animals showed increased
binding and ETOH animals presented reduction. In this case, co-exposure nullified these
effects. During the short-term withdrawal , female SMK animals were more susceptible than
males, presenting reduction in the SHT1A marking in the cerebral cortex and SHTT in the
cerebral cortex and hippocampus. Animals exposed to ethanol also showed a reduction in
SHT1A binding in both sexes in the hippocampus and only in males in the cerebral cortex.
ETOH animals showed reduction of SHTT binding in both sexes in the cerebral cortex and
only in females in the hippocampus. In the co-exposed animals, there was a consistent
reduction of SHT1A and SHTT. After a long period of cigarette smoke withdrawal , an
increase in the labeling of SHT1A and 5HT2 in the cerebral cortex was observed. Co-
exposure to ethanol reversed this effect on SHT1A. The present work provides experimental
evidence that cigarette smoke and ethanol modify the serotonergic function during
adolescence and interact with each other resulting in different alterations during exposure and
withdrawal .

Keywords: Tobacco. Alcohol. Adolescence. Mood. Serotonin.
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INTRODUCAO

Adolescéncia

A adolescéncia ¢ um estagio do desenvolvimento caracterizado como um periodo de
transicdo entre a infincia e a vida adulta. As etapas desse processo incluem alteragdes
especificas comportamentais e funcionais, sendo considerada assim um periodo critico para o
desenvolvimento (Spear, 2000). Contudo os limites temporais dessa transi¢do ndo sdo bem
definidos. Em humanos esse periodo, segundo a Organizacio Mundial de Satde (OMS),
ocorre entre 10 e 19 anos de idade (Conti et al, 2005). No entanto, o seu inicio e término
variam entre os individuos, de modo que os sinais de adolescéncia podem ser identificados tao
cedo como aos 8§ anos de idade e podem estar presentes até 25 anos (Spear, 2000, 2007). Em
algumas outras espécies também ¢ dificil caracterizar quando a transicdo para adolescéncia
comeca ¢ quando o individuo passa de adolescente a adulto. Em roedores, por exemplo, como
ratos e camundongos, essa faixa etaria ocorre entre o 20° dia de vida pds-natal (PN20) ao 55°
dia pos-natal (PN55) (Lewis, 1997).

Assim, esse periodo € caracterizado por tragos impulsivos, de instabilidade emocional
e comportamento de risco, que por vezes estdo associados com o aumento de vulnerabilidade
para transtornos neuropsiquiatricos, incluindo doencas afetivas e susceptibilidade ao vicio.
(Patton et al.,2009; Spear, 2000). Durante esta etapa, o rapido desenvolvimento do sistema
nervoso central e de outros sistemas interage com o desenvolvimento social, permitindo assim
transi¢des 1mportantes para a vida adulta (Viner et al., 2012). Tais caracteristicas
comportamentais observadas durante a adolescéncia surgem como a necessidade do
adolescente explorar novos dominios e estabelecer novas relagdes durante o processo de
independéncia dos pais, o que pode levar o adolescente a condutas que incluem desobediéncia
aos pais, faltas escolares e uso de substancias (Spear, 2000, 2002).

O cérebro humano, apesar de sua maior complexidade, € como o cérebro do roedor em
relacdo a varios aspectos de sua morfologia e organizacdo funcional (Molnar et al., 2014,
Hevner et al., 2012). Além disso, as caracteristicas comportamentais, neuroquimicas e
morfologicas da adolescéncia sdo grandemente conservadas ao longo da evolugdo, sendo
identificadas tanto em seres humanos como em roedores (Semple et al., 2013). Como

exemplo, estudos em roedores t€ém mostrado que adolescentes exibem diferencas quando
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comparados com adultos em relagdo a medidas de ansiedade, depressao e reatividade ao stress
(Adriani et al, 2004; Slawecki, 2005). Durante adolescéncia, roedores apresentam elevados
niveis de busca pela novidade (Adriani et al, 1998), impulsividade (Adriani e Laviola, 2003) e
comportamento de risco (Macri's et al., 2002), assim como redu¢do da resposta ao estresse
(Adriani e Laviola, 2000). Roedores adolescentes exibem aumento no comportamento
exploratorio e na busca de novidade em relagao a ratos em outras idades (Spear, 2000).

O cérebro apresenta uma maior taxa de desenvolvimento na infincia e estabiliza-se na
idade adulta, sendo desenvolvimento esse pontuado por rapidas transformagdes neurais
durante a adolescéncia, ou seja, o desenvolvimento do cérebro continua ao longo da
adolescéncia até a vida adulta (Spear, 2000; Galvan et al., 2006). Entre alguns eventos do
amadurecimento neuronal que ocorrem na adolescéncia, destacam-se: a remodelacdo de
regides corticais e subcorticais com mielinizagdo progressiva de axonios e declinio na matéria
cinzenta cortical, principalmente devido ao refinamento sinaptico (Laviola et al., 2011, Spear,
2013); uma neuroplasticidade mais intensa em compara¢ao com individuos adultos, como
evidenciado por taxas mais elevadas do remodelamento sindptico mencionado anteriormente,
bem como a neurogénese, que ¢ afetada pela experiéncia, manipulacdes ambientais e
horménios esteroidais (Spear, 2013); aumento da capacidade de resposta do eixo hipotalamo
hipofisario adrenal (HPA) ao estresse (Burke et al., 2014); e um desequilibrio entre a
atividade cortical e subcortical associada a diferengas na taxa de desenvolvimento cerebral,
que ndo ¢ linear em diferentes regides. Também vale enfatizar o fato de que, durante a
adolescéncia, ha um maior nivel de atividade neural nas regides mesolimbicas em resposta a
estimulos emocionais, recompensadores € motivacionais que, juntamente com a imaturidade
das regides corticais frontais envolvidas nos processos de controle cognitivo, refletem muito
impacto no comportamento (Casey et al.,, 2011). Como consequéncia de todos esses
fendmenos, pode-se afirmar que o cérebro adolescente ¢ funcionalmente diferente do adulto

(Eshel et al, 2007).

Uso e Abuso de drogas na adolescéncia

As caracteristicas comportamentais € neurobioldgicas inerentes a adolescéncia
sugerem que tais fatores predispdem o adolescente a experimentar drogas (Kandel e

Yamaguchi, 1993; Martin et al., 2002). Pode-se afirmar entdo, que o inicio do uso de drogas ¢
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conduzido, em parte, por fatores bioldgicos (Volkow et al., 2009). Visto que o cérebro durante
a adolescencia encontra-se ainda em desenvolvimento, os adolescentes podem apresentar uma
maior propensdo para correr riscos, incluindo fumar, beber ou usar outras drogas. Além do
fato de que, quanto mais cedo um individuo inicia o uso de certas substancias, maior a
probabilidade de desenvolver transtornos associados ao seu uso (Grant e Dawson, 1997;
Placzek,2009). De fato, a adigdo ¢ uma complexa e progressiva doenca cerebral (Volkow et
al., 2009), pertubando o funcionamento e a estrutura das areas do cérebro responsaveis pela
tomada de decisdes, autocontrole e sobrevivéncia, incluindo risco, motivacao e avaliacdo de
recompensa, busca por prazer, controle de impulsos e inibi¢do, emocdo, aprendizagem,
memoria e controle do estresse (Dackis e O'brien, 2005; Volkow e Li, 2005).

Além da imaturidade das estruturas cerebrais envolvidas com o estabelecimento da
dependéncia, varios outros fatores podem ajudar a explicar o motivo da alta associacdo do uso
de drogas de abuso e a adolescéncia. Neste sentido, destacam-se: o padrdo de comportamento,
a menor intensidade dos efeitos negativos das drogas e maiores efeitos de recompensa. Dois
comportamentos envolvidos na iniciagdo do uso de drogas sdo: a impulsividade ou um desejo
por novidades e experiéncias excitantes. A intensa busca pela novidade, caracteristica do
periodo da adolescéncia, tem sido associada a um maior consumo de drogas de abuso (Abreu-
Villaga et al., 2006; Spear, 2000). Contudo, em oposi¢do ao fato de apresentarem uma
resposta de recompensa mais intensa, os adolescentes sdo mais susceptiveis aos efeitos
deletérios do uso das drogas de abuso (Spear, 2000).

Interessantemente, estudos em humanos t€ém encontrado forte correlagdo entre altas
taxas de busca por sensagdes novas e uso de alcool e o tabaco (Zuckerman, 1994).
Adicionalmente, a dependéncia ao alcool e ao tabaco tem sido associada a altos niveis de
impulsividade (Mitchell, 1999; Poulos et al., 1998) e mais recentemente a ansiedade (Abreu-
Villaga et al., 2008, 2013b). Essas e outras evidéncias, quando em conjunto, sugerem que a
adolescéncia ¢ um periodo de vulnerabilidade ao consumo de drogas, principalmente o etanol
e o tabaco, e dessa forma, refletem na possibilidade da existéncia de vias neuroquimicas,
particularmente sensiveis durante a adolescéncia, compartilhadas entre as duas drogas. O
desenvolvimento de modelos animais de exposi¢do a drogas de abuso durante a adolescéncia
tem sido extremamente interessante, pois permite a investigacdo destas questdes (Barron et

al., 2005).
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Tabaco

O uso do tabaco possui alto poder de causar adicdo, podendo gerar caracteristicas
clinicas de dependéncia mesmo durante o inicio de seu uso (DiFranza et al., 2000; O'Loughlin
et al., 2003). E também a principal causa de morte evitivel e de doengas em paises em
desenvolvimento, devido ao fato de ser uma das drogas mais consumidas no mundo, pois,
estima-se que haja entre 1 e 2 bilhdes de fumantes no mundo, totalizando cerca de 7 trilhdes e
300 bilhdes de cigarros fumados anualmente e que 6 milhdes de pessoas morrem no mundo
em decorréncia da utilizagao de produtos derivados do tabaco (OPS-BM, 2000; WHO, 2003;
OPAS/OMS 2014).

A maioria dos fumantes inicia o habito de fumar ainda na adolescéncia (Mansvelder e
McGehee, 2002). De acordo com dados da American Lung Association, estima-se que nos
EUA, por ano, cerca de 3900 criancas fumam seus primeiros cigarros antes de atingirem 18
anos de idade e que cerca de 85% dos fumantes adultos comegaram a fumar antes dos 21 anos
de idade. Um levantamento realizado no Brasil demonstra uma prevaléncia de 38% do
consumo de cigarro na faixa de 18 a 24 anos (Neto e Cruz, 2003). Este ¢ o periodo no qual o
individuo parece ser mais susceptivel a dependéncia pelo cigarro. Adicionalmente,
adolescentes ja expressam sintomas de dependéncia ao tabaco apds o consumo de apenas
alguns cigarros (D1 Franza et al., 2000). Em conjunto, estudos mostram que o consumo diario
de cigarros ¢ maior em individuos que iniciam o habito na adolescéncia quando comparados
com individuos que iniciam o habito de fumar na idade adulta (Chen e Millar, 1998; Nelson et
al., 1995; Pierce e Gilpin, 1996).

Nas folhas do tabaco encontra-se um alcaloide chamado nicotina, que vem sendo
descrito como o principal componente ativo da fumaga de cigarro, responsavel por uma série
de efeitos no sistema nervoso decorrentes de seu consumo (Benowitz, 1992; Dani e
Heinemann, 1996). A nicotina ¢ um estimulante do sistema nervoso central, aumenta o estado
de alerta e reduz o apetite (Balbadi ¢ Montovani, 2005). E também conhecida por ser
neuroteratogénica, afetando o cérebro pela interferéncia com mecanismos de mitose e
diferenciag¢do, causando alteragdes na axonogénese e sinaptogénese e, consequentemente,
comprometendo a atividade sinaptica e comportamento (Slikker et al., 2005; Slotkin, 2002). E
um agonista colinérgico e sabe-se que a exposi¢do a nicotina durante a adolescéncia
desencadeia intensa e persistente supra-regulagdo de receptores nicotinicos assim como

intensa redu¢do na atividade colinérgica e catecolaminérgica do mesencéfalo, uma regido que
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tem sido associada a mecanismos de recompensa e dependéncia; Também sdao observadas
alteragdoes da funcdo colinérgica no cortex cerebral e no hipocampo, regides associadas a
funcdes cognitivas (Abreu-Villaga et al., 2003a, 2003b, 2004a; Trauth et al., 2000a, 2001;
Ribeiro-Carvalho et al., 2008).

A ocorréncia de sintomas de dependéncia a nicotina entre os fumantes adolescentes
constitui uma importante barreira para a cessagao do tabagismo (Kleijan et al., 2012). Um
estudo da Duke University Medical Center indica que a exposi¢ao a nicotina em uma idade
precoce pode deixar uma marca duradoura no cérebro, como por exemplo, quando
administrada durante a adolescéncia induz uma resposta neuroquimica no sistema limbico,
induzindo um aumento da serotonina extracelular no niicleo accumbens do rato adolescente, o
que reforga a ideia de que fumantes que adotam o habito em uma idade jovem sdo mais
susceptiveis a continuar a fumar (Duke University Medical Center, 2003; Shearman et al.,
2008). Contudo, no tabaco, além da nicotina, ha uma complexa mistura de componentes
quimicos como 4cidos graxos, isopropenos, ésteres € minerais inorganicos. Desta forma, a
fumaca resultante da queima do tabaco ¢ bastante complexa e dindmica, sendo uma mistura
heterogénea de gases, vapores e particulas liquidas (Adam et al., 2006; Araujo et al., 2004).
Essa mistura possui entdo em torno de 4500 componentes ¢ ha evidéncias que outros
componentes além da nicotina desempenham papéis relevantes nos efeitos do tabaco no
sistema nervoso central (Abreu-Villaca et al., 2010; Bruijnzeel, 2012; Rose, 2006; Villégier et
al., 2010). Neste sentido, o nosso grupo de pesquisa tem-se dedicado nos ultimos anos a
descrever as alteragdes comportamentais € neuroquimicas provocadas pela exposi¢do a
fumaga de cigarro, na tentativa de melhor entender quais efeitos sdo decorrentes da mistura
dos componentes da fumaca de cigarro (Abreu-Villaga et al., 2017; 2016; 2015; 2014; 2013a;
2013b).

Alcool

O Etanol, que ¢ um solvente orginico, ¢ a droga ndo terapéutica mais consumida no
mundo, que em grandes doses pode, além de gerar dependéncia, exercer efeitos prejudiciais
em diversos 0rgdos e sistemas de quem o consome, como por exemplo, no figado, sistema
cardiovascular, rins e sistema nervoso (McGinnis e Foege, 1993) e ¢ também um potente

agente teratogénico (Hannigan e Armant, 2000).
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O consumo de alcool ¢ o fator principal da causa de 60 tipos de doencas e estd
indiretamente relacionada a outras 200. Estima-se, entdo, que o consumo de alcool seja a
causa de 20% a 50% dos casos de cirrose hepatica, epilepsia, intoxicagdes, acidentes
rodovidrios, violéncia e diversos tipos de cancer. Outro dado a se observar ¢ que em torno de
4% de todas as mortes no mundo sdo atribuidas ao alcool, mais do que as mortes causadas por
HIV/AIDS, violéncia ou tuberculose. Vale ressaltar ainda, que além das implicagdes sobre a
saude, o etanol também estd associado com diversas questdes sociais graves, como violéncia,
negligéncia infantil, abuso e auséncia no local de trabalho (WHO, 2011b).

Nos Estados Unidos da América, por exemplo, o consumo de etanol ¢ a terceira causa
de morte evitdvel (McGinnis e Foege, 1993). J4 no Brasil, apesar da escassez de estudos,
estima-se que 10% da populagdo seja dependente do etanol (Laranjeira e Pinsky, 1997,
Moreira et al., 1996). Um estudo realizado pelo Centro Brasileiros de informagdes sobre
Drogas Psicotropicas em 107 cidades com mais de 200 mil habitantes mostrou que
aproximadamente 68% da amostra consumiam 4lcool. Também foi evidenciado que 15,5%
das pessoas na faixa de 18 a 24 anos eram dependentes de alcool (Galduréz e Caetano, 2004).
Conforme indica um relatorio da Research Society on Alcoholism, o abuso de alcool entre
adolescentes e adultos jovens ¢ um dos grandes problemas da sociedade moderna (Research
Society on Alcoholism, 2009).

O consumo de alcool aumenta drasticamente durante a adolescéncia (Johnston et al.,
2009). Estudos realizados nos Estados Unidos mostraram que a prevaléncia de consumo de
alcool na adolescéncia varia entre 20% e 35% (Donovan et al., 2004). Deste modo, esse
consumo observado em adolescentes pode ser devido, em parte, ao fato de sofrerem menos
com os efeitos negativos, visto que estudos em roedores, mostram que animais adolescentes
sd0 menos sensiveis aos efeitos sedativos, perda de controle motor, do que os adultos (Silveri
e Spear, 1998; White et al., 2002). Assim, estudos epidemiologicos sugerem que a idade na
qual se inicia o consumo de alcool pode influenciar profundamente na probabilidade de
desenvolver transtornos no consumo de substancias de abuso em momentos futuros (Clark et
al., 1998; Duncan et al., 1997). Além disso, o uso do etanol durante a adolescéncia promove
danos cognitivos mais severos e maior dano celular cerebral (Spear, 200; Slotkin, 2002).
Desta forma, tem sido proposto que diferentes taxas de desenvolvimento dos sistemas neurais
envolvidos em diferentes efeitos do etanol podem contribuir para o conjunto de diferencas de
idade em relagdo a sensibilidade ao etanol (Spear e Varlinskaya, 2005).

Ao contrario de algumas drogas, o etanol ndo age sobre um receptor especifico. O

etanol tem como sitios de acdo uma grande variedade de alvos nas membranas celulares,
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como também, cascatas de sinalizag¢do intracelulares, induzindo assim, efeitos em receptores
de neurotransmissores, neuro-hormoénios e canais i6nicos. Um dos efeitos mais importantes
do etanol ¢ sua propriedade de alterar fungdes dos receptores ionotrépicos (Koob et al., 1998;
Larsson e Engel, 2004). Esta familia de receptores inclui os receptores inibitdrios da glicina e
GABAA ¢ os receptores excitatorios de NMDA do glutamato, serotonina (5-HT3), como
também, os receptores nicotinicos da acetilcolina nAChRs (Larsson e Engel, 2004; Lovinger,
1999). Desta forma, o etanol promove alteracdes funcionais através de interagdes dose-
dependentes em diversos sistemas neurais, incluindo GABAérgico, glutamatérgico,
dopaminérgico, serotoninérgico e colinérgico (Eckardt et al., 1998). Interessantemente,
muitos desses sistemas neurais ainda estdo em maturacdo durante a adolescéncia, o que
poderia justificar o fato de o cérebro adolescente apresentar grande susceptibilidade aos

efeitos do etanol (Carpenter-Hyland e Chandler, 2007; Schepis et al., 2008).

Uso combinado de alcool e tabaco

Estudos epidemioldgicos demonstram uma forte relacdo entre o consumo de tabaco e
de bebidas alcodlicas (Dawson, 2000; Grant, 1998; Larsson e Engel, 2004; Meyerhoff et al,
2006). Atentando que essas sdo as drogas mais consumidas no mundo (Dani e Harris, 2005),
diversos estudos tém demonstrado que 80% a 90% dos alcoolistas fumam (Burling e Ziff,
1988; Crowley et al., 1974), que o consumo de etanol entre fumantes ¢ duas vezes maior do
que entre os ndo fumantes (Carmody et al., 1985) e estima-se que o alcoolismo seja de 10 a 14
vezes mais comum entre fumantes quando comparados a nao fumantes (D1 Franza e Guerrera,
1990), além do consumo diario de cigarros por alcoolistas ser maior do que o consumo por
fumantes ndo alcoolistas (Rezvani e Levin, 2002). Logo, a maioria dos individuos que sofrem
de transtornos do uso de alcool (D. Falk et al., 2006) ou até mesmo aqueles que bebem
socialmente sdo mais propensos a fumar aqueles que ndo bebem (S.J. Cross et al., 2017).
Como ja mencionado, o tabagismo aumenta o risco de disturbios decorrentes do consumo de
alcool (B.F. Grant et al., 2004) e esse consumo pode aumentar a necessidade de fumar e a
satisfacdo do tabagismo (King et al., 2005; J.E. Rose et al., 2004).

Os estudos de interacdo entre nicotina e etanol sdo de grande complexidade, onde
fatores genéticos e psicossociais podem influenciar. Assim, a existéncia de modelos animais ¢

fundamental para estudar a importancia dessas interagdes, pois permite que o experimentador
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controle esses fatores. Diversos estudos t€ém demonstrado que a exposi¢cdo a nicotina promove
aumento da autoadministragdo de etanol em animais (Larsson e Engel, 2004; L¢ et al. 2000;
Smith et al. 1999). Em estudos de intoxicag¢do pelo etanol, foi demonstrado que nicotina
atenua o aumento na utilizag¢do da glicose no cerebelo de camundongos (Anwer e Dar, 1995),
a descoordenagdao motora (Dar et al., 1994), assim como, reduz o efeito do etanol sobre a
memoria (Tracy et al., 1999). Além disso, tem sido demonstrada tolerancia cruzada entre as
drogas visto que a administragdo cronica do etanol, a qual induz tolerancia para varios efeitos
do etanol, também confere tolerancia para os efeitos de hipotermia e bradicardia gerados pela
nicotina em camundongos e vice-versa (De Fiebre e Collins, 1993).

A maior parte dos estudos sobre mecanismos neurais que tentam relacionar a interacao
entre drogas de abuso, incluindo a nicotina e o etanol, foca seus estudos no funcionamento do
sistema mesolimbico dopaminérgico. Observa-se que ambas as drogas podem ativar esse
sistema, que se projeta a partir da drea do tegumento ventral para o nicleo accumbente, a
amigdala, o hipocampo e cortex pré-frontal (Bien e Burge, 1990; Batel et al., 1995). Alguns
estudos mostram que o efeito da nicotina e também do etanol sobre o sistema mesolimbico
dopaminérgico depende da ativagdo dos nAChR (Abreu-Villaga et al., 2017). Isso tudo em
conjunto indica que uso dessas substancias ¢ frequentemente relacionado aos supostos efeitos
ansioliticos, potencializando os efeitos de recompensa (Bruijnzeel et al., 2011). Desse modo,
As interagdes entre essas drogas também influenciam a interrup¢do € o comportamento de
recaidas (Weinberger et al., 2013)

Em todo esse contexto € importante mencionar que o uso de ambas as drogas
normalmente se inicia durante o periodo da adolescéncia (Nelson et al., 1995; Spear, 2000),
tendo em vista que o consumo precoce de bebidas alcodlicas aumenta a probabilidade do
consumo de outras drogas (Ellickson et al., 2003) e a frequéncia de alcoolismo € maior quanto
menor a idade do adolescente ao comecar a fumar (DiFranza e Guerrera, 1990; Grant, 1998),
evidenciando, assim, a adolescéncia como um periodo de vulnerabilidade. Como exemplo,
nos Estados Unidos, a idade média de inicio do consumo de alcool é de 17,0 anos e de tabaco
¢ de 17,6 anos, com “indicadores iniciais” entre 12-14 anos de idade (NSDUH, 2013). E
importante notar que o consumo de alcool durante a adolescéncia ¢ frequentemente
caracterizado por episddios compulsivos. Curiosamente, o co-consumo ¢ uma via de mao
dupla: ndo s6 os adolescentes fumantes sdo susceptiveis a serem bebedores compulsivos,
assim como os adolescentes que bebem compulsivamente serdo provavelmente fumantes
(Johnson et al., 2000). H4 também consequéncias a longo prazo da iniciagdo precoce, uma vez

que os adolescentes fumantes e bebedores pesados estdo especialmente em risco de
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desenvolver o uso perigoso de substancias mais tarde na adolescéncia ou no inicio da vida
adulta (Riala et al., 2004).

Apesar de ser comum o co-uso do alcool e tabaco, pouco se sabe sobre os efeitos
combinados destas drogas sobre as respostas emocionais em seres humanos (Braun et al.,
2012). A grande maioria dos estudos que se concentram no periodo da adolescéncia vem
analisando a susceptibilidade desta idade para tabaco ou etanol separadamente, sendo entdo,
raros os estudos que investiguem a interacdo entre essas drogas. A partir dessa perspectiva o
laboratorio de Neurofisiologia da UERJ vem concentrando seus esfor¢os em uma série de
estudos visando identificar os efeitos comportamentais, bioquimicos e morfologicos da
exposicdo combinada a nicotina/tabaco e etanol durante a adolescéncia, em camundongos.
Esfor¢o esse iniciado em 2005, desde entdo foram estudados os efeitos sobre a ansiedade
(Abreu-Villaga et al., 2008, 2013b), aprendizado ¢ memoria (Abreu-Villaga et al., 2007,
2013a), neurotoxicidade (Oliveira-da-Silva et al., 2009, 2010) e sistema colinérgico (Ribeiro-
Carvalho et al., 2008, 2009).

Estudos do Laboratério demonstraram que o etanol induz certa diminuicdo da
ansiedade na adolescéncia e que a nicotina, por sua vez, pode reverter este efeito. Além disso,
o mesmo estudo apontou que o etanol e a nicotina podem interagir apos um longo tempo de
retirada, na idade adulta promovendo aumento da ansiedade (Abreu-Villaga et al.,2008), o que
pode contribuir para recaidas no uso de drogas. Outro estudo observou a interagdo entre as
drogas na regulagdo da resposta comportamental quando considerado aprendizado e memoria.
A nicotina e o etanol quando expostos em conjunto promovem danos na memoria
significativamente maiores que cada droga individualmente (Abreu-Villaga et al., 2007). Ja
em relagdo a neurotoxicidade, o etanol promoveu um aumento da morte celular em todas as
areas do hipocampo de camundongos adolescentes, sendo ambas as populagdes de neuronio e
glia afetados, enquanto que a nicotina causa aumento da morte celular em menor intensidade e
de forma regido-dependente. Neste estudo também houve interagdo de efeitos quando as duas
drogas foram expostas simultaneamente, s6 que neste caso a exposi¢do combinada promoveu
efeitos menos severos que na morte celular (Oliveira-da-Silva et al., 2009).

Tendo em vista que a nicotina ¢ um agonista dos nAChRs, e que o etanol interage com
receptores ionotrdpicos, incluindo os colinérgicos, visou-se o estudo deste sistema, no
entendimento das bases neuroquimicas envolvidas no processo de co-uso e co-abuso dessas
drogas. Assim, observou-se que a exposi¢ao combinada a nicotina e etanol promoveu uma
robusta suprarregulacao de a4b2 nAChRs no cortex cerebral e mesencéfalo de camundongos

adolescentes, destacando o efeito sinérgicos das drogas sobre o mesencéfalo (Abreu-villaga et
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al., 2003a; Flores et al., 1992; Happe et al., 1994; Whiting et al., 1987). Considerando entao a
importancia dos circuitos mesencefalicos nos mecanismos de geragdo de recompensa e
dependéncia (Mansvelder e Mc Gehee, 2002; Dani e De Biasi, 2001; Picciotto et al., 2008),
sugeriu-se que se 0 mesmo ocorresse em adolescentes humanos, o efeito sinérgico poderia
facilitar a geragdo do abuso de ambas as drogas. A partir disto, também observou-se, em
camundongos, que a exposi¢do combinada a nicotina e ao etanol promoveu perda da
inervagdo colinérgica a longo prazo e este efeito estava associado a redugdo da atividade
colinérgica (Ribeiro-Carvalho et al., 2008, 2009).

Os resultados descritos acima indicam que a nicotina ¢ o etanol interagem durante a
adolescéncia, causando grande variedade de alteragdes durante a exposicdo e apds seu
término. Contudo, o adolescente fumante ¢ exposto a diversos outros componentes
potencialmente neuroativos presentes na fumaga do cigarro além da nicotina. Estes
componentes podem interagir com a nicotina ¢ quando o adolescente consome bebidas
alcoodlicas. Anteposto a isso, recentemente desenvolvemos uma linha de pesquisa em modelos
animais com o objetivo de verificar os efeitos da dupla exposi¢do a fumaga do cigarro e etanol
durante a adolescéncia, periodo este em que o consumo de tabaco e alcool tem inicio. Nesse
sentido, verificou-se através do teste da esquiva passiva que os animais expostos a fumaga,
etanol e fumaga+etanol apresentam pior performance cognitiva que os animais controle. Além
disso, verificou-se que os déficits de memoria e aprendizado persistiram durante a retirada das
drogas nos machos que foram previamente expostos a fumaga+etanol. Sugerimos entdo que a
combinagdo entre as drogas causou danos mais intensos que as drogas isoladas e que os
machos sdo mais suscetiveis (Abreu-Villaga et al., 2013a). Dando continuidade a essa linha de
pesquisa, investigamos o comportamento associado & ansiedade em camundongos expostos a
fumaga de cigarros, ao etanol ou a ambas as drogas durante a adolescéncia (Abreu-Villaga et
al., 2013b). Tendo em vista a forte associagdo entre desordens do humor e o sistema

serotoninérgico, os resultados encontrados serdo descritos no proximo topico.

Sistema Serotoninérgico: Drogas e Desordens de Humor

A serotonina, identificada quimicamente como 5-hidroxitriptamina (5-HT),
primeiramente foi atribuida a um papel de agente sérico que afeta o tonus vascular, e

posteriormente, foi relacionada a uma ampla gama de papéis fisiologicos (Rang et al., 2003).
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Desse modo, ao sistema serotoninérgico tem sido atribuido papéis relevantes em diversas
fungdes fisioldgicas e/ou comportamentais, como: afeto, agressao, apetite, cognicdo, funcao
endocrina, fungdo gastrointestinal, funcdo motora, neurotrofismo, percep¢do, fungdo
sensorial, sexo, sono e func¢do vascular (Aghajanian, 2002; Davis, 2002; Oquendo, 2003). No
sistema nervoso os neurdnios serotoninérgicos estao agrupados no tronco cerebral (Serreti et
al., 2006), tendo esses neuronios do nucleos da rafe proje¢des ascendentes para o cortex
cerebral, tdlamo, hipotalamo e o sistema limbico. Nessas regides, esses neurOnios estao
envolvidos no ciclo circadiano (ciclo sono-vigilia, secrecdo hormonal e temperatura corporal),
comportamento sexual, apetite ¢ humor (Serretti et al, 2006).

Diferentes sistemas de neurotransmissores tém sido descritos como relevantes na
determinagdo do humor (Olivier, 2015; van Enkhuizen et al., 2015 Yamada et al., 2014).
Particularmente, ¢ indiscutivel a relevancia da participagdo dos sistemas serotoninérgico nos
mecanismos fisioldgicos que regem os estados emocionais, como também, a participagdo
deste sistema nas alteragcdes de humor, como na depressdo ¢ no distirbio de ansiedade
(Olivier, 2015).

As agoes fisioldgicas do 5-HT sdao mediadas através de um amplo grupo de receptores,
existindo pelo menos 14 tipos de receptores em mamiferos, isolados e classificados em sete
principais familias de acordo com critérios farmacologicos, traducionais e estruturais (Hoyer
et al., 1997; 2002). Dentro desse amplo grupo de receptores estdo, de particular interesse para
esse estudo, o SHT1A e SHT2A. Estes receptores estdo concentrados nas areas corticais,
limbicas, associadas a memoria e cognicao (Pazos, 1985; Hall, 1997; Meneses, 2007). O
subtipo SHT1A ¢ particularmente interessante, ja que ¢ um dos principais mediadores da acdo
do 5-HT, regulando a atividade dos neurdnios 5-HT via autorreceptores e a funcdo de varios
sistemas de neurotransmissores através de receptores pos-sindpticos (heteroreceptores) (Ogren
et al., 2008). Alguns dados também suportam um papel potencial para o receptor 5S-HT1A na
consolidacdo da memoria. Os resultados disponiveis também implicam o receptor 5-HT1A na
recuperagdo de memorias aversivas ou emocionais, apoiando um envolvimento na
reconsolidagdo. O subtipo SHT2A esta amplamente distribuido em regides corticais, nucleo
accumbente, ntcleo caudado, tubérculas olfativas e hipocampo (Pazos et al., 1985, 1987b;
Lopez-Giménez et al., 1997, 2001a). Sua fungdo tem sido amplamente associada ao consumo
de drogas, sendo importante no processo de discriminag¢do das propriedades estimulantes do
etanol, como também, associado com as alteragdes no comportamento associado a depressao
induzida pela nicotina. Além disso, parece influenciar na capacidade da nicotina em gerar

sensibilizacdo locomotora (para revisdo ver: Muller e Homberg, 2015).
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Outro componente importante na dinamica da fun¢do serotoninérgica ¢ o transportador
de serotonina (5-HTT). Esta ¢ uma proteina integral de membrana, que esta localizado nos
terminais pré-sinapticos, tendo a fun¢ao de recaptar a serotonina apos sua liberacdo nas fendas
sinapticas, encerrando a acdo sindptica e reciclando-a de maneira dependente do sédio (Lesch
e Balling et al., 1994). O SHTT tem sido relacionado a tragos de personalidade que envolvem
a ansiedade e os disturbios de ansiedade, como também, nos transtornos de humor, resposta
aos antidepressivos, reacdo depressiva a eventos estressantes, assim como, transtornos
psicossomaticos, suicidios, alcoolismo, tabagismo, distirbios alimentares, distirbios de
déficit de atengdo e hiperatividade e autismo. (Serreti et al., 2006).

Quanto ao uso de drogas psicoativas, em geral, o foco principal das pesquisas esta
relacionado a seu uso indevido, visto que, a toxicodependéncia estd associada a maior parte
dos problemas relacionados com os danos individuais e sociais (Davidson, 2002; Nonkes,
2013). Vale ressaltar que a dependéncia a drogas possui alta comorbidade com outros
disturbios psiquiatricos que envolvem alteragdes do humor, como a depressao e os transtornos
de ansiedade (Robbins e Everitt, 1999), sendo considerado que aqueles individuos que sdo
propensos a uma transicdo de uso controlado para uso compulsivo e dependéncia apresentam
patologias psiquiatricas pré e / ou comorbidas (Koob, 2013; Pickard, 2012).

O 5-HT mostrou ser de essencial importincia ndo s6 para manter a neuroplasticidade
ao longo da vida inteira (West et al., 1995), mas também para a geragdo de efeitos hedonicos
(O‘Leary et al., 2010) e motivacionais (Lee et al.,, 2010). Consequentemente, nao ¢
surpreendente que drogas de abuso, que provoquem mudangas profundas na atividade
extracelular de 5-HT e de seus receptores, alterem os circuitos de organizacdo do cérebro
diretamente através da modulacdo do sistema 5-HT ou, indiretamente, por efeitos 5-HT em
outros sistemas de neurotransmissores (Adell et al., 2010).

De particular interesse, varios farmacos aditivos tém efeitos agudos sobre a atividade
serotoninérgica. A exposi¢do cronica a drogas pode alterar os niveis de 5-HT nos tecidos, a
atividade extracelular basal e a resposta do sistema serotoninérgico a administracdo aguda de
outros farmacos. Neste sentido, alteracdes sobre a funcdo serotoninérgica podem contribuir
para a transi¢ao entre o consumo ocasional para dependéncia (Muller et al., 2015).

Existe uma estreita relagao entre fumar ou consumir bebidas alcoolicas e o humor. O
tabagismo, por exemplo, reduz a ansiedade, como também, o aumento da ansiedade tem sido
relacionado como um importante sintoma da abstinéncia do tabaco (Hughes et al., 2000). De
fato, tem sido sugerido que fumantes usam o tabaco visando modular os niveis de ansiedade

(Gilbert et ai, 1989; Picciotto et ai, 2002). Em rela¢do ao etanol, o aumento do consumo por
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individuos ansiosos, um comportamento associado aos seus efeitos ansioliticos agudos, e o
aumento da ansiedade em alcoolistas abstémios conduziram a hipétese de que a ansiedade
também estd envolvida na etiologia do consumo do 4lcool (para revisdo: Heilig et al, 2010).
Desse modo a associagdo entre tabagismo e consumo de bebidas alcodlicas pode ser explicada
por efeitos cumulativos do tabaco e do etanol no humor. Apesar disso, ha poucas informacgdes
quanto as consequéncias da coexposi¢ao ao tabaco e ao etanol nos niveis de ansiedade e nos
sistemas de neurotransmissores relacionados.

Modelos animais tém ajudado a esclarecer essa associagdo entre a exposi¢do ao
tabaco, em especial a nicotina, o alcool e desordens de humor. Recentemente avaliou-se o
comportamento associado a ansiedade em camundongos expostos a fumaca de cigarros, ao
etanol ou a ambas as drogas (fumaga + etanol) durante a adolescéncia. Nesse estudo, o efeito
ansiolitico da exposi¢do foi mais intenso nas fémeas do grupo fumaga + etanol. Este resultado
sugere que, se 0 mesmo ocorrer em humanos, mulheres podem combinar o consumo de
tabaco e bebidas alcoodlicas visando reduzir os niveis de ansiedade. Adicionalmente, um més
apods o término da exposi¢dao, embora ndo tenham sido identificados efeitos do tabaco ou do
etanol, machos e fémeas de camundongo previamente expostos a fumaga + etanol exibiram
uma resposta anxiogénica (Abreu-Villaga et al., 2013b). Este aumento da ansiedade ap6s um
longo periodo de privagdo pode estar associado a maior probabilidade de recaida ao uso de
drogas nos individuos que eram fumantes e consumiam bebidas alcodlicas.

Tendo em vista evidéncias de efeitos da fumacga de cigarro e sua interagdo com o etanol no
comportamento associado a ansiedade e entre outras desordens de humor em camundongos
(Abreu-Villaga et al., 2013b), dando continuidade a esta linha de pesquisa, no presente estudo
iremos investigar a resposta do sistema serotoninérgico a esses insultos. Alteragdes
serotoninérgicas associadas a exposi¢ao ao tabaco e ao etanol podem ajudar no entendimento
do co-abuso e fornecer uma base bioldgica para a associagdo destas drogas e os distirbios do
humor. Igualmente importante, nossos resultados poderdo ajudar a identificar quais os riscos

associados a exposi¢do concomitante a estas drogas de abuso.
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1. OBJETIVOS

Avaliar o sistema serotoninérgico central de camundongos adolescentes expostos a

fumaga de cigarro e/ou etanol.

1.1 Objetivos especificos

a) Avaliar os efeitos da fumaca de cigarro e/ou etanol sobre os marcadores
serotoninérgicos no Cortex cerebral e Hipocampo ao final do periodo de exposicao;

b) Avaliar os efeitos da fumaca de cigarro e/ou etanol sobre os marcadores
serotoninérgicos no Cortex cerebral e Hipocampo apds curto periodo de retirada das
drogas;

c) Avaliar os efeitos da fumaca de cigarro e/ou etanol sobre os marcadores
serotoninérgicos no Cortex cerebral e Hipocampo apds longo periodo de retirada das

drogas em animais adultos.
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2 MATERIAIS E METODOS

Este ¢ um trabalho de natureza experimental sendo integralmente desenvolvido no
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas (DCF) do Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes (IBRAG) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ).

Os experimentos descritos aqui foram previamente aprovados pelo Comité de Etica
para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do IBRAG / UERJ (protocolo n°
CEUA/014/2011) e esta de acordo com o Guia de Cuidados € Uso de Animais de Laboratorio
adotado e promulgado pelo Instituto Nacional de Satde (National Institutes of Health - NIH)
dos Estados Unidos da América.

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados aproximadamente 240 camundongos
suicos do total de 44 ninhadas de ambos os sexos (120 machos e 120 fémeas) produzidos e
mantidos em um biotério proprio do departamento com ciclo didrio de 12 horas claro/escuro
(escuro a partir das 13 horas), temperatura controlada e mantida em torno de 21° C, com livre
acesso a agua e comida. Os tecidos cerebrais utilizados no presente trabalho foram coletados

de animais provenientes de um estudo prévio (Abreu-Villaga et al, 2013b).

2.1 Formacao dos grupos experimentais

Fémeas nuliparas foram acasaladas (3 fémeas:1 macho) e a fim de evitar a influéncia
do tamanho da ninhada, somente foram utilizadas neste estudo ninhadas cujas maes geraram
entre 8 a 12 filhotes. Os filhotes oriundos desses acasalamentos foram desmamados no 21° dia
pos-natal (PN). Em PN30, os animais de cada ninhada foram aleatoriamente distribuidos para
os diferentes grupos experimentais.

Desta forma, o estudo completo do impacto da exposicdo a fumaca de cigarro e/ou

etanol requereu a formacgao de 4 grupos experimentais:

a) Veiculo (VEH). Animais expostos a salina i.p e a ar corrente;
b) Fumaca (SMK). Animais expostos a fumaca de cigarros e a salina i.p;
c) Etanol (ETOH).Animais expostos a etanol i.p. e a ar corrente em uma camara

semelhante a cdmara de exposicao a fumaga;
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d) Fumaga+Etanol (SMK+ETOH). Animais expostos a etanol i.p. e a fumaga de

cigarros.

Os camundongos adolescentes foram expostos a fumacga de cigarro 8h/dia do 30° ao
45° o dia de vida pos-natal (PN30-PN45) visando atingir niveis de exposicdo de fumantes
ativos. A fumaca foi gerada a partir de cigarros para pesquisa (Universidade de Kentucky,
Lexington, KY, EUA) tipo 2R1F (nicotina = 1,74mg/cigarro) em uma maquina de queima de
cigarros (Figura 1, Teague Enterprises, Davis, CA, EUA). Os animais que ndo receberam esta
exposi¢ao foram alocados em uma cadmara com ar corrente localizada na mesma sala da
maquina de queima de cigarros. Os niveis séricos de cotinina ndo deferiram entre os grupos
SMK e SMK+ETOH. Os animais dos grupos VEH e ETOH apresentaram niveis de cotinina
abaixo do limite de detec¢ao da técnica (<8ng/ml) (Abreu-Villaca et al, 2013D).

Em relagdo ao etanol, foi escolhida uma dose moderada (2g/kg, 25%, v/v) a ser
administrada i.p. em dias alternados, visando nos aproximarmos de um padrao intermitente de
consumo. Ja os grupos nao expostos ao etanol receberam uma solugdo salina i.p também em
dias alternados. Os niveis séricos de etanol nao diferiram entre os grupos expostos ETOH e
SMK+ETOH, enquanto os animais VEH e SMK apresentaram valores de etanol ndo

detectaveis (Abreu-Villaca et al , 2013Db).

Figura 1 - Maquina de cigarros (Teague Enterprises, Davis, CA, EUA)

Visando avaliar tanto efeitos da exposicao como da abstinéncia, os tecidos cerebrais
foram coletados em trés momentos: em PN45, ao final da exposi¢ao; em PN50 apds curto
periodo de retirada; em PN75 apo6s longo periodo de retirada. A Figura 2 descreve

resumidamente a linha temporal do desenho experimental.
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Figura 2 - Linha temporal desde o nascimento, desmame, periodo de exposi¢ao e periodos de

retirada
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1 21 30 45 45

Desmame

Exposicao

50
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Os tecidos cerebrais que foram utilizados no presente estudo sdo originarios de
animais que foram submetidos a analise comportamental no labirinto em cruz elevado e no
campo aberto durante a exposi¢ao no periodo da adolescéncia, durante o periodo de retirada e
na idade adulta. Os dados comportamentais gerados deram origem a uma publicacdo (Abreu-
Villaga et al, 2013b). Visando reduzir o nimero de animais utilizados, os animais previamente
submetidos aos testes comportamentais foram decapitados, os tecidos de diferentes regides

cerebrais coletados, congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer -80 °C.

2.2 Escolha das regioes estudadas

Tendo em vista a importancia do cortéx cerebral e do hipocampo e ainda suas relagdes
com o sistema serotoninérgico central, o presente estudo optou por avaliar a marcagdo: do
SHT1A no cortex cerebral e hipocampo; SHT2A somente no cortex cerebral, visto o pequeno
volume do hipocampo dos camundongos sui¢os optou-se por ndo avaliar a marcagdo do SHT2

nesta area; do SHTT no coértex cerebral e hipocampo.

2.3 Medidas Bioquimicas

Para a quantificacdao dos receptores serotoninérgicos SHT14, SHT2 e o Transportador
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SHTT foram utilizados os radioligantes [*H] 8-OH- DPAT, [*H] Ketanserina ¢ a [*H]
Paroxetina, respectivamente.

Os tecidos, que foram previamente congelados, foram descongelados e
homogeneizados (Ultra-turrax T10 basic, IKA, Sao Paulo, SP) em uma dilui¢dao de 20 vezes
em 50 mM Tris-HCl (pH 7,4). Para preparar a fragdo de membrana celular, os
homogeneizados foram sedimentados a 40.000xg durante 10 minutos e a solugdo
sobrenadante foi descartada. Os sedimentos de membrana foram ressuspensos (Ultra-turrax)
no volume original de tampdo, ressedimentados, e os sedimentos resultantes foram
ressuspensos em uma dilui¢do de 10 vezes no mesmo tampao, usando um homogeneizador

equipado com um pildo de vidro Teflon.

a) Para avaliacdo do receptor SHT1a, as fragdes de membrana celular foram
preparadas e incubadas com 1 nM de [*H] 8-OH- DPAT (PerkinElmer Life Sciences, Boston,
MA), na presenga ou auséncia de 10 uM de serotonina para identificar marcagao inespecifica,
por cerca de 30 minutos em banho a 25°C. As membranas marcadas foram separadas da
radiagdo livre e capturadas em filtros de fibra de vidro por filtracdo a vacuo. Os valores foram
entdo calculados como ligagcdo especifica por mg de proteina de membrana (BCA Protein
Assay);

b) Para avaliacio do receptor serotonérgico SHT2, as fragdes de membrana
celular foram preparadas e incubadas com 1 nM de [*H]ketanserina (PerkinElmer Life
Sciences, Boston, MA) na presencga ou auséncia de 10 uM de metilsergideo para identificar
marcacdo inespecifica, por cerca de 15 minutos em banho a 30°C. Membranas marcadas
foram capturadas em filtros de fibra de vidro, por filtragdo a vacuo. Os valores foram entdo
calculados como ligacao especifica por mg de proteina de membrana (BCA Protein Assay);

c) Para avaliagdo do transportador pré-sinaptico de serotonina, as fragdes de
membrana celular foram preparadas e incubadas com 85 pM de [*H] paroxetina (PerkinElmer
Life Sciences, Boston, MA), na presenca ou auséncia de 100 uM de serotonina para
identificar marcagao inespecifica, por cerca de 120 minutos em banho a 20°C. Membranas
marcadas foram capturadas em filtros de fibra de vidro. Os valores serdo entdo calculados
como ligagdo especifica por mg de proteina de membrana (BCA Protein Assay).

Para a medi¢io do contetido proteico deste preparado foi utilizando o kit Acido

Bicinconinico (kit BCA, Sigma) e quantificado em leitora de Elisa.
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2.4 Analise Estatistica

Os resultados foram avaliados pela utilizagdo de ANOVAs para cada regido cerebral e
biomarcador. Foram considerados os fatores Tratamento e Sexo. Efeitos de Tratamento foram
seguidos de andlise post-hoc pelo teste Fisher's Protected Least Significant Difference
(FPLSD) para avaliagao de diferencas entres grupos experimentais. Interacdes entre os fatores

foram seguidas de ANOVAs de menor ordem e testes FPLSD.
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3 RESULTADOS

3.1 Durante o periodo de exposiciao as drogas

3.1.1 Cortex Cerebral

A andlise em PN45 ndo indicou efeito do TRATAMENTO ou interacao entre
TRATAMENTO x SEXO para todos os marcadores estudados no cortex cerebral (Figura 3).

Figura 3 - Avaliagdo dos biomarcadores serotoninérgicos em PN45 no cortex cerebral
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Legenda: Valores representam média + erro padrdo da média. VEH, veiculo; SMK, fumaca; ETOH, etanol;
SMK+ETOH, fumaca + etanol. (A) Marcagdo do receptor serotoninérgico SHT1A, VEH (n=16); SMK (n=17);
ETOH (n=16); SMK+ETOH (n=16). (B) Marcagdo do receptor serotoninérgico SHT2 VEH (n=16); SMK
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(n=16); ETOH (n=16); SMK+ETOH (n=16). (C) Marcagdo do transportador serotoninérgico SHTT, VEH
(n=16); SMK (n=16); ETOH (n=16); SMK+ETOH (n=16). * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.

3.1.2 Hipocampo

A anélise em PN45, periodo de exposicao, ndo indicou efeito do TRATAMENTO ou
interacao significativa entre TRATAMENTO x SEXO (P>0,05) para a marcacao do receptor

serotoninérgico SHT1A no hipocampo (Figura 4).

Figura 4 - Marcagao do receptor serotoninérgico SHT1A pelo [*H] 8-OH- DPAT ao final

periodo de exposi¢do no hipocampo
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Legenda: Valores representam média + erro padrio da média. VEH, veiculo (n=18); SMK, fumaca (n=18);
ETOH, etanol (n=18); SMK+ETOH, fumaga + etanol (n=18). * P < 0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.
Nenhuma diferenga foi observada entre os grupos.

Na avalia¢do da marcagdo do transportador serotoninérgico SHTT pela [*H] paroxetina
foi observado interacao significativa entre TRATAMENTO x SEXO (F3,62) = 5,5; P =0,002).
A avaliagdo separada para cada sexo so indicou efeito do TRATAMENTO para os machos
(Fa, 300 = 7,9; P<0,001). Nos machos (Figura 5A), a exposi¢ao a fumaga de cigarro promoveu
aumento da marcacdo do transportador serotoninérgico (P < 0,05), enquanto que a exposi¢ao
ao etanol produziu reducao (P = 0,05). A analise da coexposi¢dao indicou um efeito aditivo,
nao sendo o grupo SMK+ETOH diferente do grupo controle VEH. Ja a andlise das fémeas

ndo mostrou dados significativos para tratamento (P>0,05).
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Figura 5 - Marcagao do receptor serotoninérgico SHT2 pela [*H] Ketanserina ao final periodo

de exposi¢ao no hipocampo
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Legenda: Valores representam média + erro padrio da média. VEH, veiculo; SMK, fumaga; ETOH, etanol;
SMK+ETOH, fumaga + etanol. (A) Machos, VEH (n=9); SMK (n=9); ETOH (n=9); SMK+ETOH
(n=7). (B) Fémeas, VEH (n=9); SMK (n=9); ETOH (n=9); SMK+ETOH (n=9). * P < 0,05; ** P <
0,01; *** P <0,001.

3.2 Apos curto periodo de retirada (PN50)

3.2.1 Cortex Cerebral

Na avaliacdo da marcagdo do receptor serotoninérgico SHT1A apos curto periodo de
retirada foi observado interagdo significativa entre TRATAMENTO x SEXO (Fg, s6) = 3,5; P=
0,02). Camundongos machos apresentaram efeito significativos do TRATAMENTO (F328) =
2,9; P = 0,04). Machos de ambos os grupos expostos ao etanol (ETOH e SMK+ETOH)
apresentaram reducao da marcacao do receptor SHT1A apos curto periodo de retirada (VEH >

ETOH, P = 0,03; VEH>SMK+ETOH, P=0,04), sendo estes efeitos considerados aditivos
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(Figura 6A). Nas fémeas também se observou efeito do TRATAMENTO (Fipg8) = 3,2; P =
0,03). Fémeas apos curto periodo de retirada da fumaga de cigarro apresentaram redu¢do da
marcagdo do receptor serotoninérgico SHT1A (P=0,02, Figura 6B). A coexposi¢ao com etanol
reverteu parcialmente o efeito de retirada da fumaca de cigarro, onde o grupo SMK+ETOH

apenas apresentou tendéncia a redugao (P = 0,07), sendo este efeito aditivo.

Figura 6 - Marcacdo do receptor serotoninérgico SHT1A pelo [*H] 8-OH- DPAT apo6s curto
periodo de retirada (PN50)
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Legenda: Valores representam média + erro padrio da média. VEH, veiculo; SMK, fumaca; ETOH, etanol;
SMK+ETOH, fumaga + etanol. (A) Machos, VEH (n=8); SMK (n=8); ETOH (n=8); SMK+ETOH
(n=8). (B) Fémeas, VEH (n=8); SMK (n=8); ETOH (n=8); SMK+ETOH (n=8). * P < 0,05; ** P <
0,01; *** P <0,001.

A andlise em PN50, ndo indicou efeito do TRATAMENTO ou interagdo entre
TRATAMENTO x SEXO para marcacdo do receptor serotoninérgico SHT2 pela [*H]

Ketanserina no cortex cerebral (Figura 7).
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Figura 7 - Marcagdo do receptor serotoninérgico SHT2 pela [*H] Ketanserina apos curto

periodo de retirada (PN50)
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Legenda: Valores representam média + erro padrio da média. VEH, veiculo (n=16); SMK, fumaga (n=16);
ETOH, etanol (n=16); SMK+ETOH, fumaga + etanol (n=16). * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.
Nenhuma diferenga foi observada entre os grupos.

Para marcagcdo do transportador serotoninérgico SHTT pela [*H] Paroxetina
observamos efeito do tratamento em PN50 (Fg, 55y = 8,9; P<0,001). O curto periodo de
retirada das drogas promoveu reducdo significativa para todos os grupos experimentais

estudados (P <0,001) em todas as comparagdes com o grupo controle, (Figura 8).

Figura 8 - Marcacao do transportador serotoninérgico SHTT pela [*H] Paroxetina no cortex

cerebral em PN 50

PN50-5HTT-CORTEX
280 -

2 2

H

=
[=)]
=

I

fmol/mg ptn

VEH SMK ETOH SMK+ETOH

Legenda: Valores representam média + erro padrio da média. VEH, veiculo (n=16); SMK, fumaga (n=15);
ETOH, etanol (n=16); SMK+ETOH, fumaga + etanol (n=16). * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <
0,001.
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3.2.2 Hipocampo

Em PN50, periodo de curta retirada, foi observado efeito do TRATAMENTO (F,56) =
3,4; P=0,02) para a marcacao do receptor serotoninérgico SHT1A. Animais em ambos os
grupos expostos ao etanol (ETOH e SMK+ETOH) apresentaram reducdo da marcacao do
receptor SHTIA apos curto periodo de retirada (VEH > ETOH, P < 0,05, VEH >
SMK+ETOH, P < 0,01; Figura 9).

Figura 9 - Marcacdo do receptor serotoninérgico SHT1A pelo [*H] 8-OH- DPAT no

hipocampo apoés curto periodo de retirada das drogas
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Legenda: Valores representam média + erro padrio da média. VEH, veiculo (n=16); SMK, fumaca (n=16);
ETOH, etanol (n=16); SMK+ETOH, fumaga + etanol (n=16). * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.

Para a marcagdo do SHTT, observamos um interagdo significativa entre
TRATAMENTO x SEXO (F3,58)=3,9; P <0,05). Apos a andlise em separado para cada sexo,
observamos que o efeito do TRATAMENTO ocorreu apenas nas fémeas (F;30) = 6,3; P <
0,01). Fémeas de todos os grupos experimentais apresentaram redugdo da marcagao do SHTT
no hipocampo em PN50 (VEH > SMK, P < 0,001; VEH > ETOH, P < 0,01; VEH >
SMK+ETOH, P < 0,001, Figura 10B) em relagdo aos animais controles.



37

Figura 10 - Marcagdo do receptor serotoninérgico SHT2 pela [*H] Ketanserina apds curto

periodo de retirada
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Legenda: Valores representam média + erro padrio da média. VEH, veiculo; SMK, fumaca; ETOH, etanol;
SMK+ETOH, fumaga + etanol. (A) Machos, VEH (n=8); SMK (n=8); ETOH (n=8); SMK+ETOH
(n=8). (B) Fémeas, VEH (n=8); SMK (n=10); ETOH (n=8); SMK+ETOH (n=8). * P < 0,05; ** P <
0,01; *** P <0,001.

3.3 Apos longo periodo de retirada (PN75)

3.3.1 Cortex cerebral

Para a marcacdo do receptor SHTIA foi observado efeito significativo do

TRATAMENTO (F3,59) = 2,8; P < 0,05). Apds longo periodo de retirada animais expostos
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somente a fumaga de cigarro apresentaram aumento da marcacao do receptor SHT1A (VEH <

SMK, P < 0,05), entretanto, a coexposicdo com etanol reverteu este efeito (Figura 11).

Figura 11 - Marcacao do receptor serotoninérgico SHT1A pelo [*H] 8-OH- DPAT no coértex
cerebral em PN 75
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Fonte: Valores representam média =+ erro padrdo da média. VEH, veiculo (n=16); SMK, fumaga (n=17); ETOH,
etanol (n=18); SMK+ETOH, fumaga + etanol (n=16). * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.

A analise da marcagdo do receptor SHT2 também revelou efeito da retirada das drogas
em PN75 (Fi,63) = 3,3; P <0,05). No caso deste receptor ambos os grupos que foram expostos
a fumaca de cigarro durante a adolescéncia (SMK e SMK+ETOH) apresentaram aumento da

marcacao do receptor SHT2 apos longo periodo de retirada (Figura 12).

Figura 12 - Marcac¢ao do receptor serotoninérgico SHT2 pela [*H] Ketanserina no cortex
cerebral em PN 75
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Fonte: Valores representam média =+ erro padrdo da média. VEH, veiculo (n=16); SMK, fumaga (n=19); ETOH,
etanol (n=20); SMK+ETOH, fumaga + etanol (n=16). * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.
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J4 a andlise da marcacdo do transportador SHTT, no cortex cerebral em PN75 ndo
indicou diferencgas significativas entre os grupos experimentais independente do sexo (Figura

13).

Figura 13 - Marcagdo do transportador serotoninérgico SHTT pela [*H] Paroxetina no cortex

cerebral em PN 75
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Fonte: Valores representam média + erro padrdo da média. VEH, veiculo (n=16); SMK, fumaca (n=17); ETOH,
etanol (n=18); SMK+ETOH, fumaga + etanol (n=16). * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.

3.3.2 Hipocampo

A andlise da marcagdo do receptores serotoninérgicos SHT1A e do transportador
SHTT em PN75, periodo de longa retirada, n3o identificou efeitos significativos do

TRATAMENTO, SEXO ou interagdo TRATAMENTO x SEXO no hipocampo (Figura 14).
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Figura 14 - Avaliacdo dos biomarcadores serotoninérgicos apos longo periodo de retirada

(PN75) no hipocampo
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Fonte: Valores representam média + erro padrio da média. VEH, veiculo; SMK, fumaca; ETOH, etanol;
SMK+ETOH, fumaga + etanol. (A) Marcagido do receptor serotoninérgico SHT1A VEH (n=15); SMK
(n=16); ETOH (n=17); SMK+ETOH (n=17). (B) Marcagdo do transportador serotoninérgico SHTT, VEH
(n=14); SMK (n=16); ETOH (n=16); SMK+ETOH (n=19). * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001.
Nenhuma diferenga foi observada entre os grupos.
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4 DISCUSSAO

Alguns estudos tém demonstrado que as drogas de abuso induzem mudangas
profundas na atividade do sistema serotoninérgico central (para revisao ver Muller e
Homberg, 2015). Desta forma, tem sido postulado que essas altera¢des serotonérgicas tornam
0 sistema nervoso suscetivel a transi¢do para comportamentos compulsivos de uso de drogas
e, muitas vezes, se sobrepdoem com fatores de risco genéticos para a dependéncia (Muller e
Homberg, 2015). Particularmente, tem sido observada uma sobreposicao consideravel de
efeitos sobre o sistema serotoninérgico entre a exposi¢do a nicotina (principal componente
psicoativo do tabaco) e o etanol (Muller e Homberg, 2015). Entretanto, ndo sdo conhecidos os
efeitos da exposicdo em separado do tabaco e do etanol durante a adolescéncia, periodo de
susceptibilidade em que se inicia o abuso e no qual a exposicdo tem sido mais fortemente
associada a distirbios do humor. Apesar da forte associagdo entre o consumo de tabaco e
etanol (Dawson, 2000; Grant, 1998; Larsson ¢ Engel, 2004; Meyerhoff et al, 2006) ¢ da
existéncia de evidéncias que apontam para uma base neuroquimica para tal associagdo
(Ribeiro-Carvalho, et al., 2008; 2009; Abreu-Villaca, et al., 2015), os efeitos combinados
sobre o sistema serotoninérgico nunca foram investigados. Apds uma breve reapresentacdo
dos resultados, discutirei o nosso modelo de exposi¢do a fim de avaliar a intensidade da
exposicao gerada e a possivel translagao com o perfil de consumo em humanos adolescentes,
como também as limitagcdes metodoldgicas dos ensaios realizados. Apos, discutirei, a luz do
conhecimento atual baseado em experimentos com animais adultos, os efeitos de cada droga
sobre as alteracdes serotoninérgicas durante a adolescéncia, como também as possiveis
interacoes durante a coexposi¢cdo. Além disso, avaliarei o curso temporal das alteragdes

geradas pela abstinéncia (curto e longo prazo).

4.1 Resumo dos resultados

Nossos dados demonstram que o sistema serotoninérgico ¢ afetado pela exposicao a
ambas as drogas durante a adolescéncia e também que estas programam alteragdes que
aparecem mesmo apods longo periodo de abstinéncia. Nosso estudo ainda indica que o curso

temporal da abstinéncia envolve alteracdes distintas no sistema serotoninérgico dependendo
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da duragdo da retirada. Além disso, observamos que as drogas interagem durante a exposicao
gerando efeitos aditivos e, em alguns casos, promovendo a reversao. Outro fato a destacar ¢
que as alteragdes observadas sdo complexas e muitas vezes dependentes do sexo. Ao final do
periodo de exposi¢ao, animais machos SMK apresentaram aumento da marcagdao do SHTT no
hipocampo, o que pode indicar aumento do nimero de terminais serotoninérgicos, enquanto
animais ETOH apresentaram redugdo. A coexposi¢ao representou a soma dos efeitos
individuais e, consequente, reversdo das alteracdes observadas em cada droga. De modo geral,
apés curto periodo de abstinéncia, animais SMK fémeas foram mais susceptiveis,
apresentando tanto reducao na marcagdo do SHTIA no cortex cerebral quanto reducao do
SHTT no cortex cerebral e hipocampo. Animais expostos ao etanol também apresentaram
reducdo na marcacdo do SHT1A em ambos os sexos no hipocampo. Esta redug¢do s6 ocorreu
no cortex cerebral em machos. Animais ETOH também apresentaram reducao da marcagao do
SHTT, em ambos os sexos no cortex cerebral e somente em fémeas no hipocampo.
Particularmente, nos animais coexpostos houve reducdo da marcagdo do SHT1A em ambos os
sexos, mas a reducdo observada do SHTT foi consistente com o padrao observado por animais
expostos isoladamente ao etanol e ao tabaco. A fumaga de cigarro gerou também
consequéncias apos longo periodo de retirada. Em PN75, que representa o inicio da idade
adulta em roedores, animais SMK apresentaram um aumento da marcacao de SHT1A e SHT2
no cortex cerebral. A coexposi¢do com etanol reverteu este efeito sobre o SHTIA. Os

resultados deste estudo estao apresentados de forma resumida na tabela 1.

Tabela 1 - Resumo dos resultados

Idade Tratamento SHT1A SHT2 SHTT
SMK () (-) 1 nos machos HP
PN45 ETOH () (-) | nos machos HP
SMK+ETOH (-) (-) (-)
SMK | nas fémeas CX (-) | CX | HP nas fémeas
ETOH | nos machos CX (-) | CX | HP nas fémeas
PNS0 | HP
SMK+ETOH |CX em ambos sexos (-) |CX | HP nas fémeas
|HP
SMK T CX 1CX )
PN75 ETOH ) ) (-)
SMK+ETOH ) 1 CX )

Legenda: CX, cortex cerebral; HP, hipocampo. 1 representa aumento da marcagdo; | representa reducdo da
marcacdo; (-) sem efeito.
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4.2 Modelo de exposicao as drogas

Os cérebros usados no presente estudo foram oriundos de animais utilizados em um
projeto anterior publicado na revista Drug and Alcohol Dependence (Abreu-Villaga et al.,
2013b). Neste trabalho, alguns animais em separado tiveram os niveis de exposicao a fumaga
de cigarro e etanol avaliados. Os niveis de exposicdo fumaga de cigarro foram medidos
através da concentracdo plasmatica de cotinina, principal metabdlito da nicotina e que possui
uma meia-vida mais longa que a mesma, apos 4 horas de exposicao do ultimo dia em PN45.
As doses de cotinina em animais SMK foram de 65+2 ng/mL em machos e 69+7 ng/mL em
fémeas. J4 no grupo SMK+ETOH foram de 65+16 ng/mL em machos e 75+13 ng/mL em
fémeas. Nenhuma diferenga entre os grupos foi observada (Abreu-Villaca et al., 2013b). Para
a avaliacdo do etanol plasmatico, o sangue foi coletado 30 minutos apds a ultima inje¢do. Da
mesma forma que para a cotinina, nao foram encontradas diferencas na concentragdo de
etanol em sangue entre os grupos ETOH e SMK+ETOH. Os valores alcangados foram
(machos e fémeas respectivamente): 172422 e 238+26 mg/dL no grupo ETOH e de 164+36 ¢
222422 mg/dL no grupo SMK+ETOH. Considerando as diferencas metabodlicas entre
roedores e humanos, podemos dizer que o nivel de exposi¢do a fumaga gerou valores
equivalentes aos encontrados em humanos adolescentes (Eckardt et al., 1998). Na mesma
direcdo, os valores encontrados na concentragdo de etanol no sangue sdo equivalentes aos
encontrados em episodios de consumo abusivo, forma mais comum de uso entre adolescentes
(Krahe et al., 2017). Vale ainda ressaltar que nossos dados ndo indicam que a fumaga de
cigarro e o etanol possuiram interagdes farmacocinéticas que poderiam explicar as diferengas

neuroquimicas encontradas no presente estudo.

4.3 Interpretaciao dos biomarcadores

O estudo utilizou como técnica de avaliagdo do sistema serotoninérgico ensaios de
“binding”, ou seja, ensaios de marcagdo por moléculas radioativas que possuem afinidades
aos receptores SHTA, SHT2 e ao transpartador SHTT. Ensaios deste tipo sdo capazes de
avaliar respostas de supraregulacdo ou infraregulacdo, sendo estas respostas derivadas de

alteragdes na afinidade ou densidade dos receptores medidos, no caso o SHT1A e SHT2. No
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presente trabalho os ensaios foram realizados utilizando somente uma concentracdo de
radioligante, permitindo apenas deteccao na mudanca de marcagdo, mas nao possibilitando
estabelecer se este fato se d4 por mudanca na sua densidade (Bmax) ou na afinidade do
receptor (Kd). Este desenho experimental se faz necessario devido a limitacdes técnicas do
modelo de estudo. Muitas concentragdes de radioligante envolveriam um maior nimero de
ensaios, tornando necessario um maior volume tecidual e tornando-o invidvel, ja que ¢
necessaria a presenca de todos os grupos experimentais em um mesmo ensaio. Vale ressaltar
que alteragdes cronicas geradas pela exposi¢do de drogas de abuso envolvem principalmente
alteragdo da densidade dos receptores, como demonstrado por Trauth e colaboradores (1999)
que a supraregulagdo dos receptores colinérgicos nicotinicos pela nicotina representa um
aumento do nimero de receptores sem alteragoes de afinidade (Trauth et al, 1999). De
qualquer forma, estudos futuros utilizando varias doses de radioligantes ou outras técnicas de
deteccao seriam necessarios para a confirmacao se as alteragdes observadas aqui sao mesmo
devidas a mudancgas de densidade dos receptores estudados.

A atividade do receptor 5-HT1A esta relacionada a redugcdo dos comportamentos
associados a ansiedade e depressdo. Por exemplo, a buspirona, agonista dos receptores 5-
HTI1A, possui eficacia no alivio da ansiedade e da depressao (Parks et al., 1987; Kennett et
al.,, 1998). A dessensibilizagdo do autorreceptor 5-HT1A e o aumento da ativagdo pOs-
sinaptica do receptor 5-HT1A, através de aumentos gerais nos niveis de serotonina,
demonstraram ser um importante mediador nos beneficios terapéuticos da maioria dos
suplementos antidepressivos, incluindo precursores de serotonina e inibidores seletivos da
recaptagdo da serotonina (ISRS) (Celada et al., 2004). De modo inverso, pacientes em
depressdo e com ideacgdo suicida possuem mais receptores S-HT2A do que pessoas saudaveis
(Eison e Mullins, 1998; Celada et al., 2004). Esses achados sugerem que a supraregulacao
pos-sindptica dos receptores 5S-HT?2 estd envolvida na patogénese da depressao. Em relagdo ao
transportador de 5-HT, vale ressaltar que apesar de realizar a receptacdo de serotonina, e
assim poder refletir uma altera¢do no tempo da presenca de serotonina na fenda sinaptica, esta
proteina tem se mostrado constitutiva. Em outras palavras, alteragdes na sua marcacao t€ém
sido amplamente associadas a mudancas na proliferacdo ou perda de terminais
serotoninérgicos (Slotikin et al., 1999; Raines et al., 2001; Xu et al., 2001; Slotikin et al.,
2014).
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4.4 Efeitos da exposicao e abstinéncia da fumaca de cigarro

Pouco se sabe ainda sobre os efeitos da nicotina e principalmente da fumaga de cigarro
sobre o sistema serotoninérgico. Particularmente, a exposi¢ao aguda de nicotina promove
aumento na liberagdo e turnover de serotonina (Singer et al., 2004) no cortex cerebral e area
tegmental ventral por mecanismos ainda nao conhecidos. Este efeito ainda pode ser
potencializado no tabaco pela presenca de substincias inibidoras da enzima monoamino
oxidase (MAO), enzima que promove a degradacdo de monoaminas, aumentando a
disponibilidade de serotonina nos terminais sinapticos (Guillem et al., 2005). Desta forma, ¢
possivel especular que a fumaca de cigarro promove alteracdes plasticas deste sistema quando
se da de forma prolongada. Entretanto, no presente trabalho ndo observamos nenhum efeito
nos receptores ao final da exposicdo em nenhuma das areas estudadas, sugerindo que estes
receptores ndo sdo alvos importantes de alteracdes promovidas pelo tabagismo durante a
adolescéncia. No entanto, identificamos que a exposi¢do ao tabaco gera supraregulagdo do 5-
HTT em animais machos, sugerindo aumento do nimero de terminais serotoninérgicos no
hipocampo. Podemos levantar a hipotese que este efeito em machos poderia representar uma
resposta compensatoria da estimulacdo serotoninérgica pelo tabaco (nicotina + inibidores da
MAO) que ndo acontece nas fémeas. De fato, uma das caracteristicas do tratamento cronico
de antidepressivos inibidores seletivos da receptacdo da serotonina (SSRI) em roedores € o
aumento da neurogénese no hipocampo (Song et al., 2017). Considerando que efeitos de
subita retirada (“craving”) do tabaco t€ém sido mais comumente descritos em adolescentes
mulheres (Wileyto et al., 2009), podemos ter como hipétese que o aumento dos terminais
serotoninérgicos pode representar uma adaptacdo protetora em machos. Estes efeitos foram
restritos ao hipocampo, isto pode estar associado ao fato do hipocampo possuir sua axogénese
e sinaptogénese mais tardiamente que o cortex cerebral, ocorrendo muito remodelamento
sinaptico durante a adolescéncia (Zimmer, 1978). Além disso, vale ressaltar que ha distin¢des
entre as inervacdes a partir dos nucleos da rafe para o cortex e hipocampo (Hensler et al.,
2006). Em acordo com os nossos dados, Xu e colaboradores (2001) demonstraram que o
transportador serotoninérgico hipocampal € sensivel a alteragcdes quando animais adolescentes
sd0 expostos a nicotina.

Muitas alteragdes de humor sdo frequentes apos a retirada do tabaco. A abstinéncia
deste promove o surgimento de sintomas da depressio e aumento da ansiedade, que

normalmente sdo revertidos ap6s a reintrodu¢ao do habito de fumar (Stage et al., 1996). Um
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recente estudo demonstrou que mulheres jovens tabagistas possuem efeitos negativos mais
intensos no humor durante a privacao do tabacco do que homens da mesma idade (Faulkner et
al., 2018). Estudos em animais ja apontavam para esta possibilidade. Animais fémeas
expostas a nicotina (Ribeiro-Carvalho et al., 2011; Abreu-Villaca et al., 2008) e ao tabaco
(Abreu-Villaga et al., 2013b) apresentam durante curto periodo de retirada efeitos mais
intensos sobre comportamentos associados a ansiedade e depressao. No presente estudo,
observamos que animais fémeas apresentaram redu¢do da marcagdo dos receptores S-HT1A e
SHTT no cortex cerebral, o que pode representar uma disfungdo dréastica na funcdo
serotoninérgica cortical. Além disso, fémeas apresentam redu¢ao da marcagdo do SHTT no
hipocampo. Machos também foram afetados, porém s6 apresentaram redu¢do da marcagao do
SHTT no cértex cerebral, indicando que a perda de terminais serotoninérgicos corticais ¢é
comum a ambos os sexos durante curto periodo de abstinéncia. Tomados em conjunto, esses
dados apontam que ha disfuncdo serotoninérgica durante curto periodo de retirada do tabaco,
sendo esta perda funcional mais proeminente em animais fémeas. Acreditamos que estas
alteracdes podem estar associadas as alteracdes de humor comuns na abstinéncia do tabaco
em adolescentes e ainda corrobora o fato de mulheres jovens serem grupo de risco para efeitos
negativos da abstinéncia.

Apo6s longo prazo de retirada os efeitos encontrados na marcacdo do SHTT sdo
revertidos, mas observamos um aumento da marcagdo cortical de ambos receptores SHT1A e
SHT2. Particularmente, apesar de nao haver evidéncias da participacdo do receptor 5-HT2 na
autoadministragdo de nicotina, a ativagdo deste parece ser necessaria para retorno ao uso
(Yasuda et al., 2002). Mais importante ¢ o fato do receptor SHT2 estar relacionado a
desordens de humor na abstinéncia da nicotina. Zaniewska e colaboradores (2010) mostraram
que o tratamento com o antagonista seletivo do receptor 5-HT2 reverteu o comportamento
associado a depressdo na retirada da nicotina, diminuindo o tempo de imobilidade no teste do
nado forcado (Zaniewska et al, 2010). Deste modo, a supraregulagcdo dos receptores 5-HT2
pode estar relacionado com a manifestacdo de comportamentos associados a depressdao apos
longo periodo de retirada. O balanco da atividade SHT1A e SHT2 pode ser significativo no
desfeixo da resposta cerebral a abstinéncia do tabaco, de tal forma que o aumento dos
receptores SHT1A pode ter efeitos positivos sobre possiveis alteragdes nas manifestacdes do
humor. Estudos futuros que avaliem as alteragdes de marcagdo dos receptores de acordo com
os tipos celulares e locais de distribuicdo (pré ou pos sinapticos no caso do SHT1A) podem

gerar uma melhor compreensao das consequéncias funcionais das alteracdes observadas aqui.



47

4.5 Efeitos da exposi¢cao ao etanol

Estudos tém demonstrado uma forte relagdo entre os componentes do sistema
serotoninérgico € o consumo de alcool. Uma dessas evidéncias ¢ o aumento do conteudo de
serotonina ap6s administracao aguda de etanol no hipocampo de cérebros de roedores (Brand
et al., 2013). Em macacos, a administragdo cronica de etanol foi capaz de promover a redugdo
da densidade dos transportadores de serotonina (SHTT) (Burnett et al., 2012). De forma
semelhante, no presente estudo, animais ETOH machos apresentaram redu¢do da marcacao do
SHTT no hipocampo ao final da exposicdo durante a adolescéncia. Interessantemente, o
“tonus” serotoninérgico parece ser crucial na preferéncia e manutengao do consumo de etanol
(Muller e Homberg, 2015). Esta hipotese foi proposta devido ao fato de animais com alta
preferéncia pelo consumo de etanol possuirem niveis reduzidos de serotonina, metabdlito (5-
HIAA) e baixa densidade de terminais serotoninérgicos em diversas areas cerebrais (Zou et
al.,, 1991; 1994; Gongwer et al., 1989). Em estudo recente foi demonstrado que uma
deficiéncia congénita de 5-HTT no cérebro de camundongos estd associada com maior
consumo de alcool e maior preferéncia em teste de escolha com 2 garrafas (Sachs et al.,
2014). Considerando que essas condi¢des podem predispor o uso de etanol, a reducdo do
SHTT em machos, observado aqui, pode indicar que estes podem ser mais sensiveis a adquirir
comportamentos que levem ao maior consumo. De fato, adolescentes homens possuem maior
consumo de etanol e episodios de “binge” mais intensos que mulheres da mesma faixa etaria
(Wilsnack eyt al., 2009).

Apds 5 dias da ultima exposicdo ao etanol, as alteracdes observadas foram complexas
e afetaram distintamente ambos os sexos. Animais ETOH machos apresentam reducdo do
receptor SHT1A no cértex e no hipocampo e redugdo da marcacao do SHTT apenas no cortex.
Enquanto as fémeas ETOH apresentam somente reducdo do receptor SHT1A no cortex e
apresentam redu¢do do SHTT no hipocampo e no coértex. Varios estudos sugerem um
importante papel dos receptores 5-HT1A nos comportamentos associados ao consumo de
alcool (McKenzie-Quirk et al., 2003; Tomkins et al., 1994). Por exemplo, os niveis mais
baixos de mRNA do receptor 5-HT1A no cértex do cingulado anterior estdo associados com
aumento da autoadministragdo de alcool em macacos (Alexander et al., 2012). Nossos dados
indicam que os efeitos da abstinéncia do etanol variam em funcdo da regido cerebral e sdo
dependentes do sexo, sugerindo que as alteracdes serotoninérgicas apos a abstinéncia podem

gerar consequéncias diferentes entre homens e mulheres. De todo modo, as alteragdes



48

observadas em PN50 apontam para reducdo da atividade serotoninérgica e podem estar
associadas a predisposicdo ao consumo. Apds longo periodo de retirada, os efeitos sdo
revertidos € ndo observamos mais diferengas em relacdo aos animais controles. Em acordo,
estudos comportamentais prévios do nosso grupo de pesquisa apontam que as alteragdes
observadas sdo revertidas apos 30 dias da ultima exposicdo (Abreu-Villaca et al., 2013a;

2013b).

4.6 Efeitos da coexposicao

O tabagismo e o consumo de etanol estdo comumente associados durante a
adolescéncia. Apesar dos estudos epidemioldgicos, pouco se sabe sobre os substratos
neurobioldgicos que regem esta associacdo. Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa
forneceram evidéncias experimentais de que o sistema colinérgico ¢ um denominador comum
na interacao da nicotina e do etanol na adolescéncia, demonstrando mecanismos de associacao
tanto durante a exposicdo das drogas, como também, no periodo de abstinéncia (Ribeiro-
Carvalho et al., 2008; 2009; para revisao ver Abreu-Villaga et al., 2017). Entretanto os efeitos
colinérgicos podem gerar alteragdes em outros sistemas de tal forma que € possivel que haja
uma grande variedade de possiveis alvos de interacdo entre a nicotina e o etanol, sendo este
fato demonstrado em alguns estudos que indicam esta interacdo sobre o sistema
glutamatérgico, nitrérgico e adenosinérgico (Al-Rejaie e Dar, 2006a,b; Inoue et al., 2007). No
presente trabalho, observamos que o sistema serotoninérgico pode representar uma das vias
neurotransmissoras que participam dos mecanismos bioldgicos de interagdo entre o tabaco e o
etanol, podendo ajudar a explicar a forte associagdo do consumo destas drogas durante a
adolescéncia.

Durante o periodo de exposicdo, vimos que a fumaca de cigarro e o etanol
isoladamente apresentaram efeitos somente em animais machos, sendo estes efeitos
antagdnicos. Enquanto que o aumento de terminais serotoninérgicos no hipocampo gerados
pelo tabaco pode ser considerado uma resposta adaptativa em machos, a sua reducdo em
animais expostos ao etanol pode ajudar a explicar porque homens consomem mais alcool que
fémeas. No presente estudo, a coexposi¢ao possui efeitos aditivos, gerando a reversao destes.
Apo6s curto periodo de retirada, a reducdo de SHTT hipocampal observada somente em

fémeas expostas ao etanol ou ao tabaco, também foi observada na coexposi¢ao. Além disso,
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de forma interessante, foi observada reducdo da marcagdo do receptor SHT1A no cortex
cerebral e hipocampo consistentemente em ambos os sexos. Considerando a relevancia da
reducdo da fungdo serotoninérgica na abstinéncia destas drogas (como discutido
anteriormente), podemos postular que coexposi¢do estende a ambos os sexos as alteracodes
corticais observadas apenas em um sexo quando ha a exposicao de apenas uma das drogas
isoladamente. Apesar de ser de dificil interpretacao este efeito, indica que a coexposi¢ao pode
levar a padrdes de alteragdes bioquimicas diferentes a observadas nas exposi¢des individuais.
De tal modo, reforca a ideia de que ¢ fundamental o estudo das consequéncias da exposi¢ao
combinadas de drogas que epidemiologicamente sdo comumente co-abusadas em humanos.
Ap6s longo periodo de retirada, animais SMK+ETOH apresentaram aumento da
marcagdo do receptor SHT2. Este aumento ndo foi acompanhado do aumento da marcagao
dos receptores SHT1A observado nos animais expostos somente a fumaga de cigarro. Desta
forma, podemos considerar que a exposicao ao etanol durante a adolescéncia impediu que este
efeito ocorresse. Como mencionado anteriormente no topico de Interpretacdo dos
biomarcadores, ambos os receptores podem representar respostas diferentes ao papel
funcional da serotonina no cortex cerebral. Ambos os receptores sdo abundantemente
expressos em neurdnios piramidais do cortex pré-frontal. A interacao funcional entre ambos
os receptores pode ser explicada pelo alto grau de co-expressdo (quase 80%) nas mesmas
populagdes neuronais (Amargos-Bosch et al., 2004). A ativagdo farmacoldgica dos receptores
5-HT2A resulta em um aumento geral da atividade piramidal, enquanto que dos receptores 5-
HTI1A inibem a atividade piramidal (para revisdao ver Celada et al., 2004). Estes neurdnios
projetam para a area tegmental ventral e controlam a atividade de neurdnios dopaminérgicos.
O aumento da expressao de SHT2 pode ter consequéncias negativas sobre as vias de
recompensa € na geracdo do humor. Da mesma forma, esta supraregulacdo pode reduzir a
resposta terapé€utica de antidepressivos inibidores seletivos para recaptacdo de serotonina. De
fato, tem se relatado mais sucesso no tratamento de abandono do tabagismo o uso de
antidepressivos atipicos da classe de inibidores da recaptacdo de noradrenalina-dopamina
(IRND), como a bupropriona (Hughes et al., 2014). No mesmo sentido, tem se sugerido o uso
de farmacos antipsicéticos atipicos, que sdao antagonistas dos receptores 5-HT2A, em
pacientes resistentes ao tratamento com inibidores da receptagdo de serotonina (Celada et al.,

2004).
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CONCLUSOES

O presente trabalho indica que o sistema serotoninérgico cerebral ¢ afetado pela
exposi¢ao ao tabaco e/ou ao etanol durante a adolescéncia, assim como também apresentam
repercussdes durante os periodos de retirada. A marcacao do SHTT em animais PN45 ¢
afetada de maneira distita a exposi¢ao do tabaco ou a do etanol, mas ndo a dupla exposi¢ao, o
que pode indicar um efeito balanceador. Em PN50 as alteracdes observadas na marcacao dos
ligantes para SHT1A ou SHTT variaram de acordo com a regido cerebral, sexo ou a ambos. J&
em PN75 boa parte das alteragdes observadas nos periodos anteriores para o SHT1A e SHTT
sessam, mas nao para o SHT2, indicando assim um efeito tardio da exposi¢do a fumaga de
cigarro ou a fumagatetanol. Dessa maneira no presente estudo, observamos que a
coexposi¢do pode gerar interacdes complexas que dependem da regido cerebral e do curso
temporal (exposi¢ao x retirada), e possuir respostas que podem intensificar os efeitos isolados,

reverter alteracdes e até mesmo gerar consequéncias inversas.
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