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RESUMO

A dependéncia ao alcool e ao cigarro € um problema de saude publica e essas drogas
estao relacionados a milhares de mortes por ano. Tanto o alcool como a nicotina, uma
substancia neuroativa presente no cigarro, apresentam propriedade ansiolitica,
possivelmente correlacionada com alteracbes nos sistemas gabaérgico e
glutamatérgico. O objetivo geral, nesta tese, foi avaliar as alteracées comportamentais
e neuroquimicas associadas ao uso combinado dessas duas drogas de abuso.
Inicialmente, foram avaliados os efeitos da associacao de alcool e fumaca de cigarro
sobre o comportamento no teste de campo aberto, em ratos cronicamente tratados
com alcool (4 g/kg/dia) e/ou fumaga de 12 cigarro/dia, 1 hora ap6s a administragdo do
alcool e logo apds a exposicao a fumacga de 3 cigarros. Também foi verificado o
volume encefalico e numero de neur6nios na regido CA1 do hipocampo destes
animais. Os resultados mostraram que o uso combinado aumentou o efeito
psicoestimulante quando comparado ao uso isolado do cigarro. Além disso, 0 uso
combinado produziu efeito ansiolitico adicional quando comparado com o alcool
isolado, além de aumenta o comportamento de grooming. O uso combinado também
preveniu a perda de neurbnios no hipocampo e o aumento no volume cerebral
identificado em ratos tratados apenas com alcool. Posteriormente estendemos a
pesquisa para outros testes comportamentais (caixa de locomocao, labirinto em cruz
elevado e caixa claro/escuro), utilizando o mesmo protocolo experimental, exceto que
neste estudo os animais foram testados 3 horas ap6s a administragdo do alcool e 1
hora apds a fumacga do ultimo cigarro do turno. Também foi avaliado os niveis de
glutamato no liquido cefalorraquidiano e determinado a expressdo do RNAm das
subunidades a1 e a4, do receptor GABAA, bem como as subunidades GIUN2A e
GIuN2B do receptor NMDA do glutamato no hipocampo dos animais. Os resultados
obtidos mostram efeito psicomotor persistente apenas pelo uso combinado de alcool
e fumaca de cigarro, sendo esse comportamento diretamente correlacionado com as
concentragdes de glutamato no liquido cefalorraquidiano dos animais que faziam uso
combinado. Além disso, alcool, cigarro ou seu uso combinado apresentaram um efeito
ansiolitico observado pelo maior tempo de permanéncia dos ratos na area clara da
caixa claro escuro. Contudo, uma hora de abstinéncia ao cigarro produziu efeito tipo-
ansiogénico nos ratos expostos a fumaca do cigarro no labirinto em cruz elevado que
foi revertido pelo uso combinado das drogas. Embora houve o aumento dos niveis de
glutamato no liquido cefalorraquidiano, ndo foi encontrado diferencas significativas na



expressao das subunidades dos receptores do GABA e glutamato no hipocampo. Os
resultados aqui apresentados sugerem que 0 uso associado de alcool e cigarro
prolonga a sensacéo de prazer devido ao aumento persistente do neurotransmissor
glutamato, possivelmente devido ao aumento da transmissdo dopaminérgica. Os
resultados obtidos nesta tese contribuem para a elucidagdo de algumas alteracdes
decorrentes do uso combinado de alcool e cigarro. Portanto, tais resultados sugerem
que os individuos usam as drogas associadas para prolongar os efeitos prazerosos
ou reduzir efeitos adversos associados a abstinéncia de uma ou outra droga.
Palavras-chave: etanol, tabaco, drogadi¢édo, hipocampo, glutamato, GABA



ABSTRACT

Alcohol and cigarette dependence is a public health problem since these drugs are
related to thousands of deaths each year. Both alcohol and nicotine, a neuroactive
substance present in the cigarette, have anxiolytic properties, possibly correlated with
changes in the gabaergic and glutamatergic systems. The general objective in this
thesis was to evaluate the behavioral and neurochemical changes associated with the
combined use of these two drugs of abuse. Firstly, we investigated the effects of the
association of alcohol and cigarette smoke on the behavior of rats chronically treated
rats with alcohol (4 g/kg/day) and/or exposure to the smoke from 12 cigarettes/day in
the open field test, 1 h from alcohol administration and immediately after the smoke
from 3 cigarettes. We also verified changes in the encephalic volume and the numbers
of neurons in the CA1 region of the hippocampus of rats. Results showed that the
combined use increased the psychostimulant effect when compared to the isolated
use of smoke cigarette. Moreover, the combined use produced an additional anxiolytic
effect when compared to the alcohol alone and increased the grooming behavior.
Combined use also counteracted the loss of neurons in the hippocampus and
increased the brain volume found in rats treated with alcohol alone. Posteriorly, we
extended the research to other behavioral tests (locomotor activity cage, elevated plus
maze and light/dark box) following the same experimental protocol, except that rats
were tested 3 h from the alcohol administration am 1 h from the last cigarette smoke
exposure. We also evaluated the glutamate levels in the cerebrospinal fluid and the
MRNA expression of the a1 and a4 subunits of the GABAA receptor, as well as the
GIuN2A and GIuN2B subunits of the glutamate NMDA receptor in the hippocampus of
rats. Results obtained in the second manuscript showed a persistent psychomotor
effect only by the combined use of alcohol and cigarette smoke and this behavior was
directly correlated with the glutamate levels in the cerebrospinal fluid of the animals.
Moreover, alcohol, smoke cigarette, or their combined use showed an anxiolytic-effect
in rats denoted by the longest permanence in the light area in the light/dark box.
However, one hour of cigarette smoke abstinence increased the anxiogenic-like
behaviors in the elevated plus maze, counteracted by the combined use. Although the
increased levels of glutamate in cerebrospinal fluid, we did not find significant
differences in the expression of GABA and glutamate receptor subunits in the
hippocampus. The results presented here suggest that the combined use of alcohol
and cigarettes prolongs the reward effect due to the persistent increase of the



glutamate neurotransmission, possibly due to the increase in dopaminergic
transmission. The results obtained in this thesis contribute to the elucidation of some
changes resulting from the combined use of alcohol and cigarette. Therefore, such
results suggest that individuals use the associated drugs to prolong the pleasurable
effects of either drug or to reduce the side effect by the abstinence from one or other
drug.

Keywords: ethanol, tobacco, drug addiction, hippocampus, glutamate, GABA



APRESENTAGAO

Os resultados desta tese de doutorado estao apresentados sob a forma de dois
artigos cientificos, o primeiro ja publicado no periddico Behavioural Pharmacology em
fevereiro de 2019, e o segundo a ser submetido ao periédico Pharmacology
Biochemistry and Behavior.

O corpo desta tese esta constituido por uma introducao geral, que apresenta
as bases tedricas e justificativa deste trabalho, seguida pelos dois artigos citados
acima, ambos na lingua inglesa e uma discussao geral, que apresenta comentarios
sobre os resultados contidos nos artigos cientificos. O item referéncias se refere
apenas as referéncias da introducao da tese.

Cada artigo apresenta uma introducédo especifica, seguida de materiais e
métodos, resultados, discusséo e lista de referéncias do proprio artigo.
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1 INTRODUCAO

1.1 ALCOOL E CIGARRO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), alcool e cigarro sdo as
drogas licitas mais consumidas no mundo. O uso abusivo de alcool € um dos fatores
de risco de maior impacto para ocorréncia de morbidade, mortalidade e incapacidades
em todo o mundo. Seu uso est4 relacionado a 3,3 milhées de mortes anualmente, o
equivalente a quase 5,3% de todas as mortes no mundo (WHO, 2018a, 2018b). Ainda
nota-se que as faixas etarias mais jovens (20-49 anos) sao as principais afetadas em
relagdo a mortes associadas ao uso do alcool, traduzindo como uma maior perda de
pessoas economicamente ativas (CISA, 2018).

A epidemia de tabaco é uma das maiores ameacas a saude publica que o
mundo ja enfrentou, sendo responséavel pela morte de mais de 7 milhdes de pessoas
por ano. Mais de 6 milhées dessas mortes sdo resultado do uso direto do tabaco,
enquanto mais de 890 mil mortes sdo resultado de nao-fumantes expostos ao fumo
passivo (WHO, 2018b). Globalmente, 12% de todas as mortes de individuos maiores
de 30 anos podem ser atribuidas ao cigarro, projetando-se uma morte a cada 6
segundos (WHO, 2018b). Em adultos, o tabaco provoca graves doencas
cardiovasculares e respiratérias, incluindo doenca coronariana e cancer de pulmao.
Esses usudrios que morrem prematuramente privam suas familias de renda,
aumentam o custo dos cuidados de saude e dificultam o desenvolvimento econdmico
(José et al., 2017).

No Brasil, em 2016, o alcool foi associado a cerca de 70% dos indices de cirrose
hepatica, a 37% dos acidentes de transito e a 8,7% dos indices de céncer.
Especificamente sobre os transtornos relacionados ao uso do alcool, estima-se que
4,2% (6,9% entre homens e 1,6% entre mulheres) dos brasileiros preenchem critérios
para abuso ou dependéncia (Zaleski et al., 2017). As consequéncias do uso de alcool
também oneram a sociedade, de forma direta e indireta, potencializando os custos em
hospitais e outros recursos do sistema de saude, sistema judiciario, previdenciario,
perda de produtividade do trabalho, absenteismo, desemprego, entre outros.

Dados do Ministério da Saude apontam que no Brasil, cerca de 63% dos
homens e 33% das mulheres adultas fumam cigarro, dentre estes, os com menores
condi¢des socioecondmicas e niveis educacionais fumam mais. Estimativas indicam

que o tabagismo é responsavel por aproximadamente 45% das mortes nos homens



com menos de 65 anos, e por mais de 20% de todos os dbitos por doencga coronariana
nos homens com idade maior que 65 anos e por 40% dos O6bitos por doenca
coronariana em mulheres com mais de 65 anos de idade. Além disso, homens
fumantes entre 45 e 54 anos de idade tém quase trés vezes mais probabilidade de
morrer de infarto do miocardio do que os nao-fumantes da mesma faixa etaria
(BRASIL, 2018).

Apesar desses dados, ha poucos estudos avaliando as consequéncias do uso
associado de alcool e cigarro, embora se saiba que mais de 90% dos individuos
dependentes de alcool sdo fumantes (Meyerhoff et al., 2006). Além disso, alcoolistas
pesados fumam mais cigarros por dia que individuos nao alcoolistas e fumantes
consomem duas vezes mais alcool que nao fumantes (Dawson, 2000; DiFranza and
Guerrera, 1990). Sugere-se que essa elevada frequéncia de associacao seja
consequéncia da facilidade de acesso e aquisicdo de ambas, uma vez que sao drogas
licitas. No entanto, ndo se descarta que outros fatores estejam envolvidos como o
aumento ou o prolongamento dos efeitos prazerosos das drogas quando usadas em
associacdao (Narahashi et al., 2001). Outro fator seria a reducdo dos efeitos
indesejados de uma ou outra droga, isto é, reducao do efeito inibitério do alcool sobre
o sistema nervoso central (SNC), ou reducdo do efeito estimulante induzido pela
nicotina, substancia psicoativa presente no cigarro (Proctor et al., 2011).

1.2 VIAS DA DEPENDENCIA AS DROGAS

O ciclo de dependéncia as drogas se caracteriza pela compulsao do uso de
determinada droga, perda do controle na quantidade administrada e o surgimento do
estado emocional negativo durante sua privacao (por exemplo, disforia, ansiedade,
irritabilidade), refletindo em sindrome de abstinéncia quando o acesso a droga é
evitado (Koob and Volkow, 2016). Por exemplo, com relacdo ao abuso de alcool, os
individuos sao inicialmente motivados a beber principalmente por causa dos efeitos
prazerosos, mas acabam sendo atraidos novamente pelo alcool para evitar os
sentimentos afetivos negativos que emergem durante os periodos de abstinéncia
(Ewin et al., 2019).

As drogas de abuso possuem diferentes mecanismos de agdo que parecem
convergir em uma mesma via neural de recompensa, afetando a funcéao celular de
modo diverso quando administradas de forma aguda ou cronicamente (Koob and Le
Moal, 2001). A via de recompensa mais conhecida é a via dopaminérgica



mesolimbica. Essa via, que projeta neurdnios dopaminérgicos da area tegmental
ventral (VTA) até o nucleo accumbens (NAcc) e cortex pré-frontal (CPF) é um dos
mais importantes substratos neurais para a geracao de estimulos de recompensa
provocados por drogas de abuso (Nestler, 2005). Cada droga, apesar de mecanismo
de acao distinto, parece levar diretamente ou indiretamente ao aumento da
transmissdo dopaminérgica nesta via (Koob and Le Moal, 2001).

Outro componente envolvido na via da recompensa possui regiées com
projecoes glutamatérgicas e neurbnios contendo receptores de glutamato, as quais
fornecem uma base anatémica para a transmissao glutamatérgica na dependéncia
(Gass and Olive, 2008). Projecoes glutamatérgicas do coértex pré-frontal (CPF) para
o NAc foram implicadas na iniciagdo e aprendizagem de comportamentos aditivos
(Moussawi and Kalivas, 2010), que sado posteriormente regulados por projecoes
dopaminérgicas da VTA (Deng et al., 2009). Essas vias glutamatérgicas, entre o CPF
e a NAc, também sao consideradas como tendo papel fundamental nos
comportamentos aditivos, sendo importantes para restituir o comportamento de busca
as drogas (Kalivas and Volkow, 2005). Projecdes glutamatérgicas da amigdala (AMG)
e hipocampo (HPC) para o CPF e NAc estabelecem e fornecem informacdes
previamente aprendidas associadas com a experiéncia, influenciando ainda mais as
respostas comportamentais complexas (Kalivas and Volkow, 2005). Curiosamente,
também foi visto que o sistema glutamatérgico desempenha um papel critico na
dependéncia por exemplo, do alcool, incluindo a busca da droga e consequentemente,
a recaida (Goodwani et al., 2017).
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Figura 1 — Neurocircuito da recompensa na drogadicdo. Fonte: Adaptado de Goodwani et
al., 2017.



O Alcool, por meio da ativacédo do receptor de GABA A, pode inibir terminais
GABAérgicos na VTA e, portanto, desinibir os neurénios de dopamina na VTA. O
alcool pode ainda inibir terminais glutamatérgicos que inervam neurénios no NAc
(Nestler, 2005), ou pela liberacao indireta de GABA. Acredita-se que o alcool facilite a
liberagé@o de peptideos opioides na VTA, no nucleo accumbens e no nucleo central da
amigdala, assim como facilita a liberacdo de dopamina no nucleo accumbens através
de sua agao na VTA ou no ndcleo accumbens, contribuindo para a dependéncia
(Figura 2) (Koob and Volkow, 2016). Ja a nicotina parece ativar diretamente os
neurdnios de dopamina na VTA através da estimulacdo dos receptores colinérgicos
nicotinicos nesses neurdnios e indiretamente através da estimulacdo de seus
receptores nos terminais nervosos glutamatérgicos que inervam as células
dopaminérgicas (Nestler, 2005) (Figura 2).
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Figura 2 —Vias dopaminérgicas mesolimbica relacionadas com a drogadi¢éo. Fonte: Adaptado de
Nestler, 2005.

1.3 GABA E GLUTAMATO NA DEPENDENCIA AO ALCOOL E A NICOTINA

O acido glutdmico ou glutamato é o principal neurotransmissor
excitatorio no sistema nervoso central (SNC). E um aminoacido ndo essencial,
sintetizado na mitocdndria do neurdnio e armazenado no citoplasma em vesiculas
sindpticas. A propagagao dos impulsos nervosos promove a libertagdo do glutamato
para a sinapse, por processo de exocitose (Flores-Soto, et al., 2012). Os receptores
NMDA (N-metil-D-aspartato) sdo os que parecem sofrer maior ativacao pelo uso de
drogas. Os receptores NMDA sao na maioria dos casos hetero-oligbmeros compostos
de uma combinagéo de trés subunidades que podem ser dos tipos NMDAR1 (GluN1),
NMDAR2 (GluN2) ou NMDARS (GIuN3) (Paoletti et al., 2013). A subunidade GIuN2
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pode ser ainda subdividida em A, B, C ou D (Paoletti et al., 2013). Majoritariamente a
estrutura do receptor € composta por duas subunidades GIuN1 e duas GIuN2 ou
GIuN3 (Paoletti et al., 2013). A formacao estrutural do NMDAR varia conforme a regiao
e localizagao sinaptica onde ele é expresso, sendo que sua estrutura também é
determinante para funcionalidade do receptor (Paoletti et al., 2013), e tais fatores é
que permitem o NMDAR mediar diferentes acdes glutamatérgicas (Galvan et al.,
2006). De maneira simplificada é possivel considerar que os NMDAR localizados na
fenda sinaptica sdo formados por subunidades GluN1 e GIuN2A, enquanto que os
localizados em regides extrasinapticas sdo formados por subunidades GIuN1 e
GIuN2B (Paoletti et al., 2013).

O élcool afeta o glutamato por meio de sua acéo inibitéria sobre os receptores
de glutamato do tipo N-metil D-aspartato (NMDA), produzindo amnésia e sedacao
(Krystal et al., 1999). O consumo crbnico de alcool leva ao desenvolvimento de
tolerancia por meio de um processo de neuroadaptacdao onde os receptores no
cérebro gradualmente se adaptam aos efeitos do alcool, para compensar a
estimulacdo ou a sedacao. Isto é experimentado pelo individuo quando a mesma
quantidade de alcool provoca menos efeito ao longo do tempo. Isso normalmente leva
o individuo a aumentar o consumo de alcool para alcancar os efeitos psicoativos
desejados. Os principais neurotransmissores envolvidos na tolerancia sdo o GABA e
o glutamato, com a ingestao cronica de alcool esta associada a reducao da funcao
inibitéria do GABA e ao aumento da atividade glutamatérgica do receptor NMDA
(Krystal et al., 2006, 2003). Este desequilibrio GABA-glutamato é aceitavel na
presenca de alcool, onde aumenta o GABA e reduz a atividade NMDA-glutamato. No
entanto, quando o individuo dependente de éalcool deixa de beber, o desequilibrio
entre esses sistemas de neurotransmissores faz com que o cérebro fique hiperativo
apds algumas horas, levando a sintomas desagradaveis de abstinéncia como
ansiedade, sudorese, desejo, convulsdes e alucinagdes (Krystal and Tabakoff, 2002).
Ha evidéncia de que a neurotransmissdo mediada pelo glutamato desempenha um
papel importante na mediacao dos efeitos comportamentais do alcool administrado de
forma aguda e as neuroadaptagdes associadas com a exposicao cronica ao alcool,
que fundamentam a sua dependéncia (Roberto, et al., 2004).

Ja o acido gama-aminobutirico, também conhecido pela sigla inglesa GABA
(Gamma-Amino Butyric Acid), é o principal neurotransmissor inibidor no sistema

nervoso central dos mamiferos. Ele desempenha um papel importante na regulagéao
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da excitabilidade neuronal ao longo de todo o sistema nervoso (Watanabe et al.,
2002). As funcdes do GABA parecem ser desencadeadas pela ligacdo do GABA aos
seus receptores ionotropicos, GABA (A) e GABA (C), que sao controlados por canais
de cloreto e seu receptor metabotrépico, GABA (B). Os receptores GABAA
(GABAARS) sé@o pentameros formados por subunidades que estdo divididas em 8
classes: a (1-6), B (1-3), y (1-3), &, €, 6, m e p (1-3). A maioria dos GABAARs sao
constituidos por duas subunidades do tipo a, duas 3 e uma y, sendo que as isoformas
mais comuns no SNC sao al1p2y2, a2B3y2 e a3B3y2. Os receptores que contém
subunidades 04-6, B1, y1, y3, 8, € e 6 sdo menos numerosos, mas também
apresentam importantes funcdes. As subunidades p formam homo ou heteroligbmeros
que possuem farmacologia distinta dos receptores formados por outras subunidades,
sendo insensiveis a bicuculina, benzodiazepinicos (BZs) e barbitlricos (Goetz et al.,
2007).

A acao do alcool sobre o0 GABA é semelhante aos efeitos de outros sedativos
como os benzodiazepinicos e é responsavel pelas propriedades sedativas e
ansioliticas do alcool (Krystal et al., 2006). A neuroplasticidade induzida pelo alcool
afeta principalmente os receptores do acido gama-aminobutirico A (GABAA). As
acoes do alcool nesses receptores GABAA variam nas diferentes regides do cérebro
e pode estar relacionado com a expressao das subunidades do receptor GABA A
(Simson et al.,, 1991). Este receptor é composto por cinco subunidades que se
associam para formar um canal de cloro. Familias de subunidades (por exemplo, a, B,
y € 0) e isoformas dentro de cada familia (por exemplo,a 1-6) foram identificados
(Hevers and Liddens, 1998). Variacdo na composi¢cdo das subunidades transmite
distingdes funcionais nos subtipos de receptores GABAA que podem ser relevantes
para a ac¢ao do alcool. Estudos mostram que a subunidade a2 do receptor GABA A é
capaz de ativar receptores tipo toll-like 4 (TLR4) na area tegmental ventral que regula
0 abuso de alcool e nicotina (Balan et al., 2018).

Para o cigarro, contudo, ndo ha estudos avaliando o efeito do tabagismo sobre
o sistema glutamatérgico. J& com relagdo a nicotina, os estudos se referem a sua
administracdo por diferentes vias. Se sabe, por exemplo, que administracdo de
nicotina, mesmo em doses moderadas, provoca convulsdes em modelos animais
(Rong, et al., 2014). Por outro lado, a autoadministragcao crénica de nicotina aumenta
seletivamente a expressao das subunidades do receptor ionotrépicos de glutamato de
maneira especifica em regides do cérebro (Wang, et al., 2007). Estudos que examina
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o tecido cerebral dentro de 24 h apds a interrupcao da autoadministracao de nicotina
revelam diminui¢cdo de proteinas envolvidas com a sinalizagdo do glutamato no nucleo
acumbens (NAc), incluindo o transporte de glutamato glial e receptores pré-sinapticos
mGIuR2 e mGIuRS3 (Gipson, et al., 2013). Em relacao ao sistema gabaérgico, estudos
genéticos em humanos sugerem que os receptores GABAA contendo a subunidade
a2 podem ter um papel na dependéncia a nicotina (Agrawal et al., 2008b) e abuso de

canabis (Agrawal et al., 2008a).

1.4 ESTUDOS IN VIVO SOBRE ALCOOL E NICOTINA NO SISTEMA NERVOSO
CENTRAL

O Alcool atravessa facilmente a barreira hematoencefalica, interferindo sobre
uma ampla gama de sistemas neurotransmissores no cérebro, como o GABA, o
glutamato, a dopamina e o opioide, levando as caracteristicas da dependéncia ao
alcool ( Nutt, 1999; Gilpin and Koob, 2008; Koob, 2004). Tais interacdes estao
associadas a alteracdes comportamentais e cognitivas, além de déficit de memoria,
linguagem, atengd@o, aprendizagem, funcdes executivas, habilidades motoras e
funcionamento social e adaptativo (Koob and Volkow, 2010). Em doses baixas o alcool
promove desinibicdo comportamental e aumento da locomogao em animais (Gilpin
and Koob, 2008). Doses elevadas ou administracdes crénica de alcool promovem
depressao do SNC, evidenciado por sonoléncia, ataxia e hiporreflexia (Gilpin and
Koob, 2008). Em animais, estudos mostram que o uso agudo ou repetido de éalcool
reduz a ambulacao (Al-Rejaie and Dar, 2006). Esse comportamento é revertido pelo
uso crénico, evidenciando efeito de tolerancia sobre o efeito depressor do alcool sobre
0 SNC (de Araujo et al., 2009; Martin-Garcia and Pallares, 2005).

A nicotina, por sua vez, principal principio ativo do cigarro, também interage
com diferentes sistemas neurotransmissores como o colinérgico e o dopaminérgico,
este ultimo, como descrito anteriormente estd associado aos efeitos de prazer e bem
estar produzidos pela nicotina e outras drogas de abuso (Benowitz, 2008; Gerasimov
et al., 2000). A nicotina também interage com receptores adrenérgicos, aumentando
o estado de alerta. Administragdo da nicotina em roedores ou sua absorgao por meio
da inalacdo da fumaca do cigarro estd associada a sinais como excitabilidade,
aumento de estado de alerta, ins6nia, aumento da cognicao e reducao da ansiedade
(Olausson et al., 2001; Wooters et al., 2008). Administracdo aguda de nicotina esta
associada ao aumento do desempenho em tarefas cognitivas em roedores (Gulick and
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Gould, 2008; Wooters et al., 2008). A interferéncia da nicotina sobre a ambulacéo é
ainda mais controversa e dependente da dose ou tempo de exposicdo, enquanto
alguns estudos observam reducéao, outros observam aumento da atividade locomotora
em ratos (Turcatel et al., 2012; Olausson et al., 2001).

Percebe-se que tanto o alcool quanto a nicotina estimulam vias comuns de
recompensa associados a mecanismos de dependéncia e também de sindrome de
abstinéncia. Embora o SNC seja o principal alvo da acao do alcool e da nicotina, pouco
se sabe sobre os efeitos do uso do alcool associado a fumaca de cigarro sobre o
comportamento de animais. Em ratos neonatos, uso combinado de alcool e nicotina
potencializou o efeito ansiolitico, evidenciado pelo aumento do locomocéo central dos
animais quando testados no campo aberto (Gilbertson and Barron, 2005). Qutro
estudo mostrou que alcool via oral e nicotina administrada em baixas doses no
hipocampo nao altera comportamentos no campo aberto, no entanto quando
administrada em altas doses promove efeito ansiogénico (File et al., 1998; Martin-
Garcia and Pallares, 2005).

1.5 JUSTIFICATIVA

O uso de alcool e cigarro é extremamente elevado na populagao e apresenta
graves problemas de saude publica. Poucos estudos avaliaram as consequéncias do
consumo dessas drogas associadas, embora haja uma elevada frequéncia da
associacao dessas drogas ilicitas. Levando em consideracao os estudos na area,
grande parte deles, avalia os efeitos da nicotina isolada e administrada por via
intraperitoneal. Nosso modelo experimental difere nesse sentido pois avaliamos a
inalagdo completa de todos os constituintes (cerca de 4.300) da fumaca do cigarro. O
alcool foi administrado por gavagem que tem como vantagem o controle da alcoolemia
dos animais. A duas drogas foram administradas mimetizando o consumo em
humanos.

Devido a caréncia de estudos avaliando a interacao da exposicao a fumaca de
cigarro juntamente com a dependéncia de alcool, testamos a hipétese de que o co-
abuso dessas drogas é mais danoso do que seu consumo isolado. Dessa forma, é de
extrema importancia estudos para elucidar os efeitos comportamentais e

neuroquimicos dessas drogas associadas sobre o sistema nervoso central.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da associacdo entre alcool e fumaca de cigarro sobre

parametros comportamentais e neuroquimicos de ratos machos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Avaliar o efeito cronico da associacao entre alcool e fumaca de cigarro sobre o
comportamento de ratos, pelo emprego do teste de campo aberto (Artigo 1).

b. Determinar o volume encefalico de ratos expostos cronicamente ao alcool e a

fumaca de cigarro (Artigo 1).

c. Avaliar através da técnica imunohistoquimica (NeuN) a densidade neuronal na
regiao CA1 do hipocampo de ratos tratados cronicamente com alcool e fumaca
de cigarro (Artigo 1).

d. Avaliar o efeito crénico da associacao entre alcool e fumaca de cigarro sobre o
comportamento de ratos, pelo emprego dos testes de caixa de locomocao,
labirinto em cruz elevado e caixa claro-escuro (Artigo 2).

e. Determinar os niveis de glutamato no liquor de animais tratados cronicamente

com a associagao entre alcool e fumaca de cigarro (Artigo 2).

f. Avaliar a expressdo de RNAm das subunidades a1 e a4 do receptor GABAA e
GIuN2A e GIuN2B de NMDA pela técnica de PCR em tempo real, no hipocampo
de ratos expostos cronicamente ao alcool e a fumaga de cigarro (Artigo 2).
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3. ARTIGO PUBLICADO

A seguir esta apresentado o primeiro artigo referente a este estudo, que foi
publicado no periédico Behavioural Pharmacology (Fator de impacto 1.854) em
fevereiro de 2019, intitulado “Changes in behavioral and neuronal parameters by
alcohol, cigarette, or their combined use in rats”.



16

Changes in behavioral and neuronal parameters by alcohol,
cigarette, or their combined use in rats

Solange Bandiera®, Greice Caletti®, Clara L.D. Giustina® Alana W. Hansen?®,
Bruna F. Deniz®, Heloisa D. Confortim®, Rianne R. Pulcinelli#, Mauricio S. Nin®®,

Lenir O.P. Silva® and Rosane Gomez®

Few studies have explored the effects of the combined use
of alcohol and cigarette in humans, despite its prevalence.
Here we evaluated the effect of isolated and combined use
on behaviors and neuronal parameters in rats. Male adult
rats were divided into alcohol (AL, 2 g/kg, by oral gavage),
cigarette smoke (TB, six cigarettes, by inhalation), combined
use (ALTB), or control (CT, water by oral gavage and
environmental air) groups, treated twice a day (09.00 and
14.00 h). After 4 weeks, the rats were tested in the open field
for behavioral analysis and euthanized for brain volume
estimation and counting of neurons in the hippocampus. All
treatments increased locomotion, and this behavior was
higher in the ALTB than TB group. Latency to exit from the
central area was lower in the ALTB than in the AL or CT
groups. Rearing behavior increased in TB and decreased in
AL and ALTB rats. Combined ALTB rats significantly
increased their grooming behavior. Only the AL group
showed decreased neuron counts and increased brain

volume. Our results show that the isolated and combined
uses of alcohol and cigarette smoke have diverse effects on
behavioral and neuronal parameters in rats after long-term
treatment. Behavioural Pharmacology 00:000-000
Copyright © 2019 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights
reserved.

Behavioural Pharmacology 2019, 00:000-000
ddiction, anxiely; ethandl. hl

Keywords: NeuN, rat, tobacco

“Department of Pharmacology, Postgraduate Program in Pharmacology
and Therapeutics, hDeparlmenl of Pharmacology, Postgraduate Program
in Neuroscience, Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS) and
“Metodist University - IPA, Porto Alegre, Brazil

Correspondence to Greice Caletti, PhD, Federal University of Rio Grande do Sul,
Institute of Basic Health Sciences, Sarmento Leite street, 500/313, 90050-170
Porto Alegre, Brazil

E-mail: cgreice@hotmail.com

Received 1 August 2018 Accepted as revised 10 January 2019



69

5. DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que uso combinado de alcool e fumaga de cigarro
nao foi capaz de reverter o comprometimento motor induzido apenas pela
administracao de alcool, rejeitado uma das nossas hipéteses onde acreditavamos que
0 uso combinado dessas drogas pudesse reduzir os efeitos indesejados de uma ou
outra droga, ou seja, reducao do efeito inibitério do alcool sobre o sistema nervoso
central ou a reducéo do efeito estimulante induzido pela nicotina presente no cigarro.
Demonstramos ainda, no teste de campo aberto, um efeito ansiolitico adicional do uso

associado, e um efeito robusto no comportamento de grooming desses animais.

Sabendo do envolvimento dos sistemas GABA e glutamato na dependéncia a
essas drogas, avaliamos os niveis de glutamato no liquido cefalorraquidiano e a
expressdao de RNAm de subunidades tanto de receptores GABAA quanto de NMDAR
no hipocampo. Ndo observamos diferenca significativa na expressdo dessas
subunidades e isto provavelmente se deve a area encefélica estudada. Acreditamos
que de fato, ndo existem alteragdes dessas subunidades no hipocampo. Talvez em

outras areas encefalicas envolvidas na dependéncia possam ocorrer variagoes.

Para os niveis de glutamato no liquido cefalorraquidiano, observamos um
aumento significativo nos animais tratados com a associagdo. Esses resultados
sugerem que o uso associado de alcool e cigarro prolongam a sensacao de prazer
devido ao aumento persistente do neurotransmissor glutamato, possivelmente devido
ao aumento da transmissdao dopaminérgica. Os resultados obtidos nesta tese
contribuem para a elucidacao de algumas alteracées decorrentes do uso combinado
de alcool e cigarro. Portanto, tais resultados sugerem que os individuos usam essas
drogas associadas para prolongar os efeitos prazerosos ou reduzir efeitos adversos
associados a abstinéncia de uma ou outra droga.

Frente a esses resultados, ressaltamos a importancia da elucidacdo das
alteracoes existentes nos sistemas GABAérgico e glutamatérgico e assim, o possivel
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento dos individuos que fazem uso

dessas drogas associadas.
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5. CONCLUSAO GERAL

+ O efeito psicoestimulante observado pelo uso combinado de alcool e tabaco
persiste mesmo apds curto periodo de abstinéncia e esta correlacionado com
a concentracao de glutamato no LCF. Tais efeitos podem estar relacionados a
ativacao sustentada das vias de recompensa, justificando em parte a elevada

prevaléncia do uso combinado de alcool e cigarro em humanos.

+ Uso combinado atenua o efeito ansiogénico observado apés curto periodo de
abstinéncia ao cigarro. A reducao da ansiedade também poderia justificar o uso

associado dessas drogas.

» Compreender os mecanismos envolvidos no uso combinado de alcool e cigarro
pode ajudar a identificar alvos terapéuticos para reduzir os sintomas de
abstinéncia e recaida.

+ Uso combinado de alcool e fumaga de cigarro nao foi capaz de reverter o

comprometimento motor induzido apenas pela administracao de alcool.

» Uso associado de alcool e cigarro prolongam a sensacao de prazer (devido ao
aumento do glutamato), possivelmente devido ao aumento da transmissao

dopaminérgica.

* Os individuos usam essas drogas associadas para prolongar os efeitos
prazerosos ou reduzir efeitos adversos associados a abstinéncia de uma ou

outra droga.

« E de extrema importancia a elucidagdo das alteracdes nos sistemas
GABAérgico e glutamatérgico para o possivel desenvolvimento de farmacos
para o tratamento de usuarios dependentes das duas drogas.
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6. LIMITACOES DO ESTUDO E PERSPECTIVAS

Em funcdo do modelo experimental que envolve exposi¢cao a fumaca de cigarro,
nao foi possivel realizar a técnica de microdidlise, na qual poderiamos dosar o
glutamato em areas encefalicas especificas. Dessa forma, dosamos o glutamato no
liguido cefalorraquidiano, o qual demostra uma visdo ampla e ndo especifica dos
niveis de glutamato.

Outra limitacdo do nosso estudo foi a auséncia das dosagens de GABA. Esse fato
se deu em funcao da falha na padronizacao da técnica por HPLC, onde os picos de
GABA sao sobrepostos pelos picos da glicina, ndo sendo possivel padronizar a
técnica para dosar o GABA isoladamente.

Uma perspectiva para a continuacao deste trabalho é analisar as subunidades a1
e a4 do receptor GABAA e GIuN2A e GIuN2B do receptor NDMA de glutamato no
cértex frontal e estriado (amostras armazenadas), areas encefalicas também
envolvidas com a dependéncia. Ainda considerando essa hipotese que a resposta das
drogas é regido especifica, pretendemos se possivel, realizar um novo experimento
para avaliar as subunidades em outras areas encefélicas, como a area tegmental
ventral e amigdala.

Adicionalmente, seria de grande interesse avaliar, ap6s submetidos ao mesmo
protocolo de exposicao crénica ao alcool e a fumaca de cigarro, a expressao das
subunidades de GABAa e NMDA em diferentes protocolos de exposi¢éo, por exemplo,

apds exposicao aguda, e diferentes periodos da abstinéncia apds exposicao cronica.
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5- Organizacao de eventos
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6- Prémios

1- Coautora de Péster e Apresentacao oral contemplados com Mencao honrosa, |l
Simpdsio Gaucho de Farmacologia. 2018.

2- Coautora de Poster e Apresentacao oral contemplados com Destaque, VI Simpédsio
Internacional de Estresse Oxidativo e Doencas Cardiovasculares. 2017.

3- Autora de Poster e Apresentacao oral contemplado com Mencao honrosa, |
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COPAIBA SOBRE O CONSUMO VOLUNTARIO DE ALCOOL EM RATOS. Rianne
Remus Pulcinelli. Curso (Farmacia) - Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
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8- Cursos Auxiliares
Pés-graduacdo em docéncia do ensino superior — UNICESUMAR. Inicio
07/2018. Previsao de término em 01/2020.
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ANEXO B - PARECER DE PROJETO DE PESQUISA ENCAMINHADO AO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS:
FARMACOLOGIA E TERAPEUTICA

=}
% /- ICBS
Birihiui G hade
UFRGS ®|® "UFRGS
UNIVERSIDADE FED?RAL Do EIO GRANDE D'CI SUL
INSTITUTO DE EIEHCIH@ EAEICA_S DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS:

FARMACOLOGIA E TERAPEUTICA
Rua Sarmento Leite, 500/305 - Porto Alegre, RS

PARECER DE PROJETO DE PESQUISA DE DOUTORADD

Aluno(a) de Doutorade: Solangs Bandiera

Titulo do Projeto: Efeito do dlcool, fumaga de cigarro ou a sua associagio sobre o
sistema glutamalérgico em diferentes areas encefalicas de ratos

Crientador: Profa. Rosane Gomez

O projeto referido acima foi analisado pela Comissdo de Pds-Graduacio do
Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas: Farmacologia e Terapéutica.

Com base na avaliagio, a Comissio de Poés-Graduacdo considera que o
projeto tem mérita, e s2 enquadra no perfil do Programa, estande aprovado quanto
a0s aspectos cientificos e éticos

‘Recomendacdo final: Aprovacio

Porto Alegre, 6 de agosto de 2015.

\j’_? VAL, \l":';r—-—

Profa, lonara Rodrigues Siqueira
Coordenadora

Coordenador
de Poa-Graduscho sm
Programa - ook
a Taraphutica

ICBSMUFROS
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ANEXO C - PARECER DE PROJETO DE PESQUISA ENCAMINHADO AO COMITE
DE ETICA EM PESQUISA COM ANIMAIS

UFRGS PRO-REITORIA DE PESQUISA ﬁCE

UNPVERSIDADE FEDERAL Comissdo De Etica No Uso De Animais
00 RIC GRANDE DO SUL

a)

CARTA DE APROVACAO

Comissio De Etica No Uso De Animais analisou o projeto;

Nimero: 29773

He; EFEITO DO ALCOOL, FUMACA DE CIGARRO OU A SUA ASSOCIACAD SOBRE O SISTEMA
GLUTAMATERGICO EM DIFERENTES AREAS ENCEFALICAS DE RATOS

Vigéncia: 05/01/2016 4 04/01/2019

Pesquisadores:
Equipe UFRGS:

ROSANE GOME? - coordenador desde 05/01/2016

ADRIAME RIBEIRD ROSA - pesquisador desde 05/01/2016

Ricardo Schneider Junior - Aluno de Doutorado desde 05/01/2016

AMA LUIZA RODRIGUES FRAGOS(0 - Aluno de Especizlizagido desde D5/01/2018
RIAMNE REMUS PLLCINELLI - Aluno de Especializago desde 05/01/2016

Alana Witt Hansen - Aluno da Doutorado desde 05/01/2016

Solange Bandiera - Aluno de Doutorado desds 05/01/2016

Equipe Externa:

Greice Caletti - Aluno de Doutorado desde 05/01/2016

Comissdo De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo , em reunido realizada em
07/12/2015 - Sala 323 - Anexo | do Prédio da Reitoria- Campus Centro da UFRGS- Bairro
Farroupitha - Porto Alegre - RS, em seus aspectos éticos e metodologicos, para a ufilizagao
de 144 rates machos, Wistar, adultos, proveniantes do Centro de Reprodugao e
Experimentagdo de Animais de Laboratorio(CREAL), UFRGS, de acordo com os preceitos
das Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais, especialmente a Lel 11.794 de 08 de
novembro de 2008, o Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), que disciplinam a
produgédo, manutengao efou utifizagdo de animais do file Chordata, subfilo Vertebrata (excefo
o homem) em atividade de ensino ou pesquisa.

Porio Alegra, Segunda-Feira, 11 de Julho dg 2016 m/u M

MARCELO MELLER ALIEVI
Coordenadar da cormtzsdo de ética




