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Resumo

Mais de 90% dos individuos alcoolistas sdo fumantes e fumantes consomem duas
vezes mais alcool que ndo fumantes. Uma justificativa para a elevada frequéncia do uso
concomitante dessas duas drogas de abuso seria reduzir os efeitos indesejaveis e prolongar
os efeitos prazerosos de ambos. Embora muitos estudos avaliem o efeito isolado dessas
duas drogas sobre funcbes do sistema nervoso central, poucos avaliam o efeito da
associacdo. Portanto, foi nosso objetivoavaliar o efeito da associacao entre alcool e cigarro
sobre a proliferacdo celular hipocampal e a memoéria, em ratos adultos.Ratos Wistar,
machos, adultos (280 a 300g) foram divididos em grupos(n = 10/grupo): a) TAB: expostos
diariamente a fumaca da queima de 6 cigarros, por 2 h, em camara hermética com
circulagdo de ar controlada; b) ALC: administrados com etanol, 2g/kg (20% w/v), via
gavagem (VO), mantidos por 2 h em camara com circulagdo de ar ambiental; c) ALCTAB:
administrados com etanol (2g/kg),VO, e imediatamente ap6s expostos a fumaca de 6
cigarros e d) CTR: administrados com salina, VO, mantidos por 2 h em camara com
circulacdo de ar ambiental. O tratamento se repetiu 2 vezes ao dia (9 e 14h), por 33 dias.
No 25° dia do inicio do experimento foram avaliados para memoria de trabalho no teste de
reconhecimento espontaneo de objetos e no 28° (treino) e 29° (teste) para memdria de
longa duragéo no teste da esquiva inibitoria. No 34° dia do inicio do experimento os ratos
foram anestesiados com cetamina (50 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) apds duas
administracdes de 100 mg/kg de 5-bromo-2-deoxyuridine, via intraperitoneal, 24 e 2 h
antes da eutanasia. Apds perfuséo transcardiaca para fixacao do encefalo os cérebros foram
removidos para posterior inclusdo em parafina. Celulas imunorreativas foram
quantificadas na camada granulare zona subgranular do giro denteado do hipocampo dos
ratos. Os resultados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) de uma via,

seguida do teste de Bonferroni para deteccdo de diferenga entre os grupos (P< 0,05). O



sangue troncular de alguns ratos foi coletado para determinacdo de parametros
bioquimicos. Nossos resultados mostraram quedlcool,cigarroou sua associacdo nao
afetaram a memdria de trabalho ou a memoria de longa duragdo. No entanto, a associagdo
ALCTAB reduziu em cerca de 60% a proliferacdo celular hipocampal. Adicionalmente,
observamos que o uso de alcool, isoladamente,reduziu a proliferacdo hipocampalem 40% e
a exposicao ao cigarro, em 20%. O consumo hidrico aumentou de modo significativo para
0 grupo ALCTAB, do mesmo modo que a glicemia. Portanto, nossos resultados indicam
que a associacdo entre alcool e tabaco afeta negativamente a proliferacdo celular
hipocampal de ratos. A reducdo observada nos animais ALCTAB resulta da soma dos
efeitos observados nos grupos ALC e TAB isoladamente, sugerindo um efeito aditivo.
Todavia, ndo observamos efeitos na memoria de trabalho ou na de longo prazo,
possivelmente relacionados a exposicdo de doses moderadas de alcool ou exposicdo a
fumaca de pouco cigarros ao dia. N&do descartamos, contudo, que um tempo maior de

exposicao possa afetar esses parametros.



Abstract

More than 90% of alcoholics are smokers and smokersdrink twice than
nonsmokers. One possible reason for the high frequency of concomitant use of these two
drugs of abuse could be related to decreasing on undesirable effects and prolong the
pleasurable effects of both. Although there are many studies evaluating the effect of these
two drugs in the central nervous system, few studies evaluate the effect of the combination
between alcohol and tobacco. Therefore, our objective was to evaluate the effect of the
association between alcohol and cigarette smoking on hippocampal cell proliferation and
memory in adult rats. Male Wistar rats, adult (280 to 300g) were divided into groups (n =
10/group): a) TAB: daily exposed to the smoke from burning of 6cigarettes for 2 h in
hermetic chamber with controlled air circulation; b) ALC: administrated with ethanol
29/kg (20% w / v), by gavage (PO), kept for 2 h in a chamber with air circulation
environmental c) ALCTAB: administrated with ethanol (2g/kg) PO, and immediately after
exposure to 6cigarette smoke and d) CTR: administered with glucose solution (5%0 , PO,
kept for 2 h in a chamber with air circulation environment. The treatment was repeated
twice a day (9 am. and 2 p.m.) for 33 days. On the 25th day of the beginning of the
experiment rats were assessed for working memory the in the novel spontaneous objects
recognition task and 28" (training) and 29™(test) to long-term memory in inhibitory
avoidance test. After 34 days from the beginning of the experiment, rats were anesthetized
with ketamine (50 mg / kg) and xylazine (10 mg / kg) after two administrations of 100
mg/kg of 5-bromo-2-deoxyuridine, intraperitoneally, 2 h before the euthanasia. After
transcardiac perfusion the brain were fixed and included in paraffin. Immunoreactive cells
were quantified in the granular layer and subgranular zone of the dentate gyrus(GD) of the
hippocampus of rats. Results were analyzed by analysis of variance (ANOVA)-one way

followed by the Bonferroni test for detecting difference between groups (P <0.05).



Biochemical parameters were analyzed from the trunk blood of some rats. Our results
showed that alcohol, cigarettes or their association did not affect working memory or long
term memory. However, the association ALCTAB reduced the hippocampal cell
proliferation by about 60%. Additionally, we observed that the use of alcohol alone
reduced hippocampal proliferation by 40% and exposure to smoking in 20%. The water
consumption increased significantly in the group ALCTAB in the same way that blood
glucose levels. Therefore, our results indicate that the association between alcohol and
tobacco negatively affects hippocampal cell proliferation in rats. Decreasing on cell
proliferation in the ALCTAB group can be taken as the sum from ALC and TAB groups,
suggesting an additive effect. However, we observed no effects on working memory or
long-term memory, possibly related to exposure to moderate doses of alcohol or few
cigarettes smokes along the day. We do not discard that longer exposition would affect

these parameters.



1. Introducgéo

Alcool e cigarro sdo drogas licitas amplamente consumidas pela populagio em
geral, comumente utilizadas em associacdo (OMS 2010).De acordo com a literatura, 2/3 da
populacdo brasileira adulta consome bebidas alcodlicas, sendo que 30% destas também
possuem o habito de fumar(Galdurdzet al., 2005; Laranjeira, 2007). Curiosamente, estudos
mostram que mais de 90% dos individuos alcoolistas sdo fumantes e que os fumantes
consomem duas vezes mais alcool do que os individuos que ndo fumam (DiFranza e
Guerrera et al., 1990; Falk et al., 2006).Além disso, fumantes tém maior risco de
dependéncia ao alcool do que ndao fumantes (John et al., 2003).

O consumodestas duas drogas € frequentemente estimulado em anudncios
comerciais, filmes, letras de musica e outros meios de comunicacdo (Gigliotti e Bessa,
2004). A apresentacgdo explicita ou implicitado alcool e do cigarro pela midia, associados a
fatores desejaveis como prazer, beleza, sucesso financeiro e sexual, poder, dentre outros,
configura-se como um importante fator estimulador para o uso dessas drogas (Jessor,
1993; Zaslow e Takanishi, 1993).

Contudo, existem questdes ambiguas em relacdo ao consumo dessas substancias:
se,por um lado, sdo produtos de grandecomercializacdo,cujo consumo € estimulado pela
midia, por outro lado, seu abuso pode originar graves transtornos de saude, além de
eventos associados, como criminalidade, violéncia notréansito e acidentes de trabalho,
fazendo com que muitos paises adotem medidas politicas para reducéo e restricdo do seu
consumo(Ministério da Saude, 2003; Mandellet al., 1992; OMS; 2010).

Uma vez que o consumo de alcool e cigarro promove prejuizo a salude, entdo
porque ainda sdo drogas de uso legal? Uma possivel resposta seria que ha grande
movimentacao financeira na venda destas duas substancias, além do que, para o caso do

alcool, seu uso acompanha a humanidade desde seus primdrdios, ocupando um lugar
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privilegiado em todas as culturas, como elemento fundamental nos rituais religiosos, ou
ainda presente nos momentos de comemoracdo e de confraternizacdo, fazendo com que
frequentemente esteja presente no cotidiano da populacdo em geral (Gigliotti e Bessa,
2004).

Embora o estimulo para seu consumo e o fato de serem drogas legais possam
justificar o elevado numero de usudrios, ainda ndo se sabe ao certo porque sao
frequentemente utilizadas em associacdo. Alguns pesquisadores sugerem que, por serem
drogas licitas, sua venda livre aumenta o risco de abuso e dependéncia por individuos
impulsivos, compulsivos ou aqueles geneticamente predispostos a dependéncia (Little,
2000; Falket al., 2006). Outros sugerem o envolvimento de mecanismos farmacoldgicos,
pois alcool e nicotina, a substancia psicoativa presente no cigarro, se contrapdem em
alguns de seus efeitos. Enquanto a nicotina aumenta o estado de alerta, o &lcool promove
perda do controle motor e aumento do tempo de reacdo (Rose et al., 2004; Room, 2004).
Portanto, o uso associado reduziria sinais de intoxicacdo, prolongando os efeitos
prazerosos. Também, nessa linha de pensamento, a associacdo seria justificada pela
reducdo dos sinais de abstinéncia por uma ou outra droga, pois alcool e nicotina
apresentam efeito ansiolitico em comum (Room, 2004; Little, 2000; Falket al., 2006).
Além disso, ndo se descarta que 0 uso concomitante apresente efeito sinérgico, ndo sé

prolongando o prazer, como também o intensificando (Rose et al., 2004; Little, 2000).

1.1 Efeitos do alcool, cigarro e sua associa¢ao
Etanol ou alcool etilico, cuja formula quimica é CH3;CH,OH, é o alcool mais
comum, presente nas bebidas alcodlicas(Ogaet al., 2003). Quando ingerido em pequenas
quantidades, o alcool pode ocasionar sensacdo de bem-estar, alegria, excitagdo

edesinibicdo. Em quantidades maiores, aparecem efeitos como irritabilidade, sonoléncia,

14



tontura, ataxia, que podem ficar mais graves, com perda de consciéncia, hipoglice-
mia,anestesia, coma profundo e morte por depressao respiratoria (Gigliotti e Bessa, 2004).
Néauseas, vomitos, tonturas e fogacho também sdo comuns pelo consumo do alcool (Ogaet
al., 2003; Gigliotti e Bessa, 2004). Além disso, doses elevadas de alcool comprometem o
desempenho cognitivo, dificultando a execugdo das tarefas que avaliam memoria de
trabalho e memdria de longa duracdo (Koelega, 1995). Seus efeitos sobre a saude, quando
utilizado em longo prazo, dependem da dose utilizada. O uso crénico em baixas doses
apresenta efeito cardioprotetor, enquanto doses maiores estdo associadas ao aparecimento
de Ulcera péptica, cirrose, cancer e outras doencas (Cahill e Redmond, 2012; Sinforianiet
al., 2011; Seth et al., 2011).

O cigarro, por outro lado, é a forma industrializada mais comum para consumo
inalatorio da fumaca produzida pela queima das folhas secas de tabaco (Nicotina rusticum
e Nicotina tabacum) (SISP, 2012). Dentre os componentes gasosos da fumaga estdo o
mondxido e o didxido de carbono. Nicotina e alcatrdo compdem a porcdo particulada da
fumaca. Além da nicotina presente nas folhas de tabaco, cerca de 4.700 compostos sdo
produzidos pela queima do cigarro (SISP, 2012). Entre as principais doencas causadas pelo
uso do cigarro, destacam-se cancer de pulmdo, bronquite  cronica,
enfisemapulmonar,coronariopatias, canceresde lingua, faringe, esdéfago e bexiga (OMS,
2010). Também estd comprovado que o fumo durante agravidez estarelacionado com
maior incidéncia de queda ponderal de peso do feto, prematuridade, aborto e mortalidade
neonatal (Tarantino, 1982). Cabe ainda ressaltar que a nicotina, principal componente
psicoativo do cigarro, aumenta o estado de alerta, cognicdo e memoria (Crooks e Dwoskin,
1997).Ela também reduz a irritabilidade e a agressividade (Crooks e Dwoskin, 1997).

Como anteriormente mencionado, 50 a 80% dos individuos dependentes de alcool

fumam regulamente, e estes que fumam consomem maior quantidade de alcool do que
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individuos ndo fumantes (Pomerleauet al., 1997;Room, 2004). Além de consumirem
maiores quantidades de alcool por ocasido, fumantes tendem a ingeri-lo com maior
frequéncia que ndo fumantes. Animais que receberam nicotina aumentaram a auto
administracdo de alcool (York e Hirsch, 1995). Também ha estudos que mostram que
alcoolistas fumantes tém mais dificuldade de se tornarem abstinentes ao cigarro
(Romberger e Grant, 2004). Porém ha poucos estudos avaliando o efeito dessas duas
substancias em associacdo sobre a salde humana, uma vez que o efeito deletério a saude
de cada uma delas, isoladamente, ja € per se bastante grande, quando utilizada
cronicamente e em grandes concentracfes (OMS, 2012). Os efeitos sobre o sistema
nervoso central (SNC) sdo um pouco mais conhecidos, pois estudos mostram que uma
substancia afeta 0 desempenho da outra, em testes de memdria, em seres humanos e
animais (Friedman et al., 2011; Gulicke Gould, 2008;Sanday et al., 2013). Curiosamente,
embora haja uma alta frequéncia de uso em associacao, ha poucos estudos avaliando os
reais efeitos da interacdo entre alcool e cigarro. Ainda mais escassos sdo 0s grupos de
pesquisa que utilizam modelos animais avaliando a associagdo entre alcool e fumaca de
cigarro, uma vez que ndo apenas a nicotina, mas os outros constituintes do cigarro, quando

inalados, podem interferir sobre os efeitos do &lcool e a satde dos usuarios.

1.2 Efeitos do alcool, cigarro e sua associacédo sobre a memaria

Memoria é definida como a aquisicdo, a formacdo, a conservagdo e a evocagao de
informacdes (lzquierdo, 2002). A aquisicdo representa a aprendizagem, enquanto a
formacdo e a conservacdo representam processos complexos, dependentes do tipo de
memoria. A evocagdo, por outro lado, é a recordacdo, a lembranca daquilo que foi

aprendido anteriormente (Squire, 2004).
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Com relacdo aos tipos de memorias, elas podem ser classificadas de acordo com o
tempo. No presente estudo, avaliamos memoria de trabalho e memdria de longa duragéo.
A memoria de trabalho é a memoria imediata (Izquierdo 2002). Nesses casos, no momento
em que a informacéo é recebida, o cérebro determina se esta € uma informagdo nova ou
ndo, se é util para o organismo ou ndo. Ela serve para manter a informacdo por alguns
segundos ou poucos minutos e ndo produz arquivos(lzquierdo, 2002; Dash et al.,2007).

Jad a memodria de longa duracdo é consolidada por células especializadas do
hipocampo e das areas do cortex com as quais ele se conecta (Izquierdo, 2002). Diferente
da memdria de curta duragdo, que perdura de 1 a 3 horas apds o aprendizado, a memoria
de longa duracdo perdura por dias, meses ou anos, sendo também chamada de memoria
remota (Izquierdo, 2002;Moncada e Viola, 2007).

Com relacdo ao éalcool,estudos mostram que h& uma relacdo entre processo
neurodegenerativos e o consumo dessa droga. Pensa-se que isto pode ser o resultado do
efeito direto do alcool sobre os tecidos ou do seu efeito indireto por meio da presenca de
metabdlitos toxicos, estimulando a producdo de espécies reativas de oxigénio, bem como
reducdo das defesas antioxidantes (Neiman, 1998; Das e Vasudervan., 2007).Ja se sabe
que os neurdnios, principalmente os presentes no giro denteado do hipocampo, séo
especialmente vulneraveis aos efeitos nocivos das espécies reativas, pois possuem altas
taxas metabolicas, baixas concentracdes de antioxidantes e capacidade reduzida de
regeneracgdo, estando associados a risco aumentado de neurodegeneragdo e consequente
comprometimento de algumas funcgdes cerebrais(Reynolds et al., 2007).

Este mesmo raciocinio € aplicavel aos produtos inalados apos a queima da folha de
tabaco. A fumaca do cigarro contém substancias também produtoras de espécies reativas

de oxigénio e nitrogénio, afetando funcdes celulares como aquelas dos ribossomos ou das
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mitocondrias, promovendo estresse oxidativo e neurodegeneracdo (Ramachandranet al.,
2007).

Estudos avaliando o efeito do alcool em seres humanos mostram que ele interfere
negativamente sobre o desempenho cognitivo em inimeros testes, especialmente naqueles
que exigem manutencdo da atencdo (Hoffmann e Matthews, 2001; Leitzet al., 2009; Saults
et al., 2007), enquanto o cigarro ou a nicotina aumentam o controle motor fino, o estado de
alerta e a memoria de trabalho (Heishman et al., 2010; Kleykamp et al., 2011). No entanto,
quando avaliados em associacdo, o cigarro ndo melhora o desempenho em testes de
memoria de trabalho verbal, em fumantes crénicos que ingeriram o equivalente a 0,8 g/kg
de &lcool, nem tdo pouco o alcool, nessa dose, isoladamente, afeta a memdria de trabalho
(Greensteinet al., 2010). Em animais, os resultados também sdo controversos. Alguns
estudos mostram que a nicotina ndo reverte o déficit de atengdo produzido pela
administracdo de alcool (Bizarro et al., 2003), enquanto outros mostram que ela aumenta
cognicdo e memdria e que a administracdo de alcool reduz esses parametros (Rezvani et
al., 2002). Um Unico estudo, que avalia a associacdo entre alcool e fumaca do cigarro,
mostra que a memoria, ao contrario do esperado, foi afetada negativamente nos grupos de
camundongos adolescentes expostos a fumaca do cigarro, ndo sendo modificada pela

coadministracdo de alcool (Abreu-Villaca et al., 2012).

1.3 Efeitos do alcool, cigarro e sua associacdo sobre a proliferacdo celular

hipocampal

Embora ndo se possa fazer uma correlacdo direta entre déficit de memoria e
proliferacdo celular hipocampal, alguns autores mostram que o uso de &lcool e nicotina
reduz a neurogénese hipocampal, associado ao déficit de memoria e aprendizado em

roedores (Shorset al., 2012; Janget al., 2002; Abreu-Villaca et al., 2007). Quando
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administrados isoladamente, tanto &lcool quanto nicotina reduzem a taxa de proliferacdo
neuronal em roedores (Scerri et al., 2006;Nixon e Crews, 2002). No entanto, ndo ha
estudos avaliando o efeito da associacéo entre alcool e cigarro sobre a proliferagéo celular
hipocampal. De fato, estudos investigando o efeito da coadministragdo em roedores séo
desenhados comparando-se grupos tratados com diferentes doses de &lcool, por via
intraperitoneal, ou oferecidos na dieta, e grupos tratados com diferentes doses de
nicotina,administrada por via intraperitoneal, subcutanea ou infusdo continua (Matta et al.,
2007). Nesses estudos, a via de administracéo e as elevadas doses séo diferentes daquelas
utilizadas por seres humanos, dificultado a inferéncia dos resultados obtidos em animais.
Além disso, componentes presentes na fumaca do cigarro também podem interferir sobre
fatores farmacocinéticos, modificando a biodisponibilidade tanto do alcool quanto da
nicotina (Horowitzet al., 1991; Chen et al., 2001).

Contudo, ndo ha estudos avaliando o impacto da associacdo do alcool e da fumaca
do cigarro sobre proliferacdo celular hipocampal, tendo em vista que a fumaca do cigarro

agrega, além da nicotina, outras substancias que podem ser neurotéxicas.

1.4 Efeitos do alcool, cigarro e sua associagdo sobre variacGes de peso corporal,

consumos alimentar e hidrico

Os efeitos nocivos do alcool e do ato de fumar cigarro sobre diferentes 6rgaos do

corpo humano ja sdo bem conhecidos. Porém, poucos estudos avaliam os efeitos da

associacdo entre alcool e cigarro sobre parametros metabélicos, como variacGes de peso
corporal e ingestdo de agua e de comida.

Estudos avaliando o efeito do &lcool sobre variagdes de peso corporal s&o

controversos. Embora o alcool apresente valor energético, estudos mostram que 0 consumo

de alcool estd associado & reducdo do peso corporal em roedores. Pereira e
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colaboradores(2012) observaram que a administracdo de alcool, na concentracdo de 30%,
na agua de beber, por 6 meses, reduz o peso de ratos e leva a sinais de desnutrigdo. Estes e
outros autores sugerem que o estado de desnutricdo dos animais tratados cronicamente
com alcool se deve a lesdes de mucosa gastrica, uma vez que o alcool é sabidamente lesivo
sobre essa mucosa, produzindo ulceras e dificultando processos de cicatrizacdo
(Bronchalet al., 2008). Isto poderia explicar, em parte, porque individuos alcoolistas ndo
sdo necessariamente obesos. Outros sugerem que, embora contribua em termos caléricos,
ele representa uma “caloria vazia”, uma vez que os processos envolvidos no metabolismo
do &lcool dispendem energia (Levine et al., 2000;Lieber, 1991). De fato, 0s processos
envolvidos pelo metabolismo do alcool, no sistema microssomal hepatico, consomem mais
de 1/3 do conteudo calérico do proprio alcool, comprometendo a sintese de ATP por
grama de alcool oxidado (Lands e Zakhari, 1991).

Para a ingestdo hidrica, varios estudos mostram que o alcool afeta o sistema
hidroeletrolitico, principalmente por sua interferéncia sobre o sistema nervoso auténomo
simpatico (Akker, 1991; Chan et al., 1985). O aumento das catecolaminas e do cortisol
pela ativacdo do simpatico deflagra a cascata de rea¢des do sistema renina — angiotensina —
aldosterona, promovendo retencdo de sédio e &gua, aumentando a excrecdo de potassio
(Patterson-Buckendahletal. 2005; Tomson e Lip, 2005). Quando a concentracdo de
aldosterona permanece elevadapor longo tempo, essa retencéo de sédio e dgua provoca um
aumento do volume extracelular de 10 a 15%, resultando em edema e elevacdo da pressédo
arterial, comum em alcoolistas cronicos (Tomson e Lip, 2005). Outro fator que pode estar
associado ao aumento da ingestdo hidrica a curto prazo € o efeito do alcool sobre o
horménio antidiurético (ADH), inibindo-o (Guyton e Hall, 2001). Esse efeito esta
associado a desidratacao e a ativagdo do centro da sede no hipotalamo, levando a aumento

da ingestdo hidrica. Estudo recente, conduzido em animais, comprovou o envolvimento da
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aldosterona no aumento da pressao arterial. Porém, ao contrario do esperado, observaram
reducdo da ingestdo hidrica dos ratos (Barreroet al., 2012). Tal resultado foi justificado
pelos autores pelo fato de o &lcool ter sido administrado na agua de beber, tornando-a
pouco palatavel e inibindo esse comportamento (Barreroet al., 2012).

Para o cigarro, variacdes de peso corporal j& sdo mais estudadas, indicando que a
nicotina e os constituintes do cigarro promovem perda de peso. A ativagdo de receptores
dopaminérgicos e serotonérgicos pela nicotina, no centro da fome, no hipotalamo, parece
contribuir para esse efeito em camundongos (Chen et al., 2005). Além disso, estudos
emsees humanos mostram que fumar aumenta a atividade adrenérgica, promovendo
termogénese (PisingereJorgensen, 2007). Outro fator que pode contribuir para reducédo de
peso em usuarios de tabaco é o retardo do esvaziamento gastrico, associado aos efeitos da
nicotina sobre a motilidade intestinal, aumentando a sensagéo de saciedade e promovendo
a liberacdo de peptideos intestinais sabidamente anorexigenos, como o peptideo
semelhante ao glucagon-1 (GLP-1) (Gritzel al., 1988). Afora isso, a nicotina também atua
diretamente sobre o metabolismo do tecido adiposo, promovendo oxidagdo lipidica,
associada a reducgdo do indice de massa corporal (IMC) em seres humanos (Ferrara et al.,
2001).

N&o ha, no entanto, estudos avaliando os efeitos da associacdo do alcool e do

cigarro sobre variacdes de peso corporal, ingestdo hidrica ou alimentar, em usuarios.

1.5 Efeitos do alcool, cigarro e sua associa¢do sobre parametros bioquimicos

Também sdo conhecidos os efeitos do alcool e do cigarro sobre parametros
metabdlicos e bioquimicos e sua relacdo com risco de doencas metabolicas entre usuarios

(Balhara, 2012, Alkerwiet al., 2009).
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Embora se tenha ideia de que a hipoglicemia é comum em pacientes alcoolistas,
estudos mostram que ela ocorre apenas em pacientes severamente intoxicados
(SucoveWoolard, 1995). Mais comum é se observar aumento da glicemia pelo consumo de
alcool (Hoffman eGoldfrank, 1989).Estudos em individuos sadios revelam que mesmo em
doses moderadas, o &lcool aumenta a glicemia pds-prandial, possivelmente associadaa
reducdo da sensibilidade a insulina (H&tonenet al., 2012).Em animais, o consumo
moderado de alcool por ratos diabéticos tratados com 2 g/kg, trés vezes por semana, por
trés semanas, ndo mostrou alteracdo significativa nos niveis glicémicos, nem na
hemoglobina glicada(Adaramoye e Oloyede, 2012).

Fumar cigarro, do mesmo modo, tem sido associado com redugéo da sensibilidade
e desenvolvimento de resisténcia a insulina, mesmo ap6s uso agudo (Fratiet al., 1996).
Além disso, fumar aumenta os niveis sanguineos de cortisol, catecolaminas e horménio do
crescimento, que, sabidamente, apresentam acdo antagonista da insulina (Attvallet al.,
1993). Associado a esses efeitos, 0 aumento dos acidos graxos circulantes em tabagistas
acentua ainda mais o0 aumento da resisténcia a insulina e de frequéncia cardiaca,
evidenciando o risco de sindrome metabdlica entre usuarios (Palatiniet al., 1997). Embora
esses achados levem a suposicdo de que a associacao entre alcool e tabaco possa ter um
efeito sinérgico sobre a glicemia, um estudo avaliando essa associagcdo em seres humanos
ndo mostrou evidéncia de aumento de risco para desenvolvimento de sindrome metabdlica
(Santos et al., 2007). No entanto, mais estudos sdo necessarios para relacionar o padrao de
consumo e aumento de glicemia entre usuarios de alcool e de cigarro.

Além da glicemia, quando se considera sindrome metabdlica, outros parametros
sdo também considerados marcadores de risco. Dentre eles, estdo triglicerideos e
lipoproteinas plasmaticas. Para o alcool, sdo bem conhecidos os efeitos benéficos

associados ao uso crénico de doses moderadas na prevencdo de doengas coronarianas e
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acidente vascular cerebral isquémico, associado a alteracdes na concentragdo sérica de
lipoproteinas (Brinton, 2010; Dancygieret al., 2010). No entanto, estudos em coelhos
mostram que doses de 30 mL/kg/dia aumentam, além do HDL, também o colesterol total,
LDL e triglicerideos, apds 4 semanas de tratamento (lkemura et al., 1992). Também ratos
diabéticos tratados com alcool apresentam aumento de triglicerideos, colesterol e LDL
(Adaramoye e Oloyede., 2012).

Estudos conduzidos em fumantes mostram reducdo da concentracdo plasmatica de
HDL, entre fumantes ativos e fumantes passivos (Gluecket al., 1981; Moffat et al,
1995;Whig et al., 1992). Outros estudos mostram que, além de reduzir o HDL, fumar esta
associado ao aumento da concentracdo plasmatica de triglicerideos e colesterol LDL
(Gluecket al., 1981; Croft et al., 1987). Em ratos, no entanto, a exposi¢do a fumaca do
cigarro ndo alterou a concentracdo plasmatica de triglicerideos, HDL, LDL ou colesterol
total (RahimeNaveed, 2011). A associacdo entre alcool e cigarro parece ndo afetar de
modo significativo a concentracdo plasmatica dessas lipoproteinas, embora os niveis de
triglicerideos permanecam elevados (Glueck et al., 1981).

Considerando ainda alteraces bioquimicas pelo alcool e tabaco, vale lembrar que
figado e rins sdo os principais responsaveis pelo metabolismo e excre¢do de todos os
constituintes dessas drogas de abuso, tornando-os vulneraveis a danos pelo uso/abuso
(Bunout, 1999; Thurman et al., 1999). Alguns parametros sdo marcadores de dano nesses
tecidos, como a enzima alanina amino-transferase (ALT), encontrada principalmente no
citoplasma, ou como a enzima aspartato amino-transferase (AST), encontrada no
citoplasma e nas mitocondrias dos hepatocitos (Satyapalet al., 2008). A elevagdo das
concentragdes séricas destas duas enzimas, resultado da ruptura da membrana plasmatica
do hepatécito, é indicativa de dano (Limdi e Hyde, 2003). Outra enzima marcadora de

dano hepatatico a a gama-glutamiltransferase (GGT), encontrada em hepatdcitos e células
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epiteliais biliares. Apesar de ser um teste sensivel, a utilidade da GGT é limitada pela falta
de especificidade, pois niveis elevados podem ser observados ndo s6 no alcoolismo
cronico, mas também em infarto agudo do miocardio, insuficiéncia renal, doenca pulmonar
obstrutiva cronica e diabetes (Goldberg e Martin, 1975). Quando analisadas no seu
conjunto, alteracBes das concentragbes dessas enzimas indicam dano hepaético.
Usualmente,os niveis de AST e ALT estdo abaixo de 300 U/Lquando do dano hepatico
pelo &lcool, sendo que a ALT pode inclusive estar com 0s niveis hormais, mesmo perante
severo dano causado pelo uso abusivo desta droga (Cohen e Kaplan, 1979).

Com relacdo a funcao renal, estudos sugerem que o alcool ndo apresenta efeito
danoso sobre o rim, embora o0 uso cronico esteja associado a outras complicagdes, como,
por exemplo, aumento da pressédo arterial e alteracdes de ureia e creatinina (Majumdaret
al., 1982). Entretanto os resultados de testes bioquimicos para detectar disfungéo renal pelo
uso de &lcool sdo controversos. Enquanto, em ratos, o tratamento por 12 semanas com 1,6
g/kg de alcool aumenta a concentracdo de ureia e creatinina (Das et al., 2008), em seres
humanos, o consumo de alcool estd associado a reducdo da concentracdo de ureia e
creatinina (Chan-Yeung et al., 1981). O tabagismo, por outro lado, também esta associado
a disfuncdo renal, relacionada com tempo de uso e numero de cigarros fumados por dia
(Tylickiet al., 2006). No entanto, ndo ha estudos avaliando o efeito da associagéo &lcool e

tabaco sobre a fungdo renal.

2. Justificativa

Apesar de diversos estudos mostrarem os efeitos deletérios do alcool e do cigarro
em diferentes tecidos, quando utilizados de modo isolado, a literatura é escassa no que se
refere ao uso concomitante dessas duas drogas de abuso, apesar da elevada frequéncia de

uso em associagao.
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Segundo a Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS, 2012), o uso abusivo de alcool é
responsavel por mais de 2,5 milhGes de mortes anualmente, estando ele associado a
aumento de risco de mais de 60 diferentes tipos de doengas. Ainda mais alarmantes s&o 0s
dados obtidos para o cigarro. Cerca de 6 milhdes de pessoas morrem por ano em
consequéncia do uso cronico dessa droga, projetando-se uma morte a cada 6 segundos
(OMS, 2012). Globalmente, 12% de todas as mortes de individuos maiores de 30 anos
podem ser atribuidas ao cigarro, decorrentes principalmente de problemas respiratorios,
cardiovasculares ou cancer (OMS, 2012).

N&o ha levantamentos epidemioldgicos avaliando os efeitos de sua associagao.
Portanto, faz-se necessariaessa avaliagdo, além da proposicdo de modelos animais que
mimetizem a condi¢do humana de uso concomitante de alcool e cigarro.

Para o estudo dos efeitos da associacdo entre alcool e cigarro, criamos
recentemente o Laboratério de Alcool e Tabaco (LAT), situado no ICBS-UFRGS, sala
204-A. Nesse laboratério, cAmaras especiais permitem a exposi¢do de ratos a fumaca do
cigarro. Associado a essa exposicdo, passamos a administrar &lcool por via oral, na
tentativa de elucidar os mecanismos fisioldgicos, bioguimicos e farmacoldgicos
relacionados ao uso concomitante dessas duas drogas de abuso.

Entender os detalhes envolvidos pelo uso concomitante dessas duas drogas de
abuso pode auxiliar no desenvolvimento de farmacos que possam prevenir a dependéncia
ou mesmo aliviar sinais de abstinéncia, reduzindo a recaida. Tais resultados poderiam
contribuir para reducéo de risco associado ao uso dessas drogas.

No momento, este estudo pretendeu responder algumas questdes relacionadas a
essa associacdo, no que se refere a potencializacdo dos efeitos deletérios dessas duas
drogas sobre a proliferacdo neuronal hipocampal e fun¢Ges de memoria em ratos. Nossa

hipotese inicial era de que a associacdo entre alcool e fumaca de cigarro potencializaria os
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efeitos deletérios das drogas isoladas, reduzindo a taxa de proliferacdo celular hipocampal

ainda mais, e afetaria negativamente a memoria de trabalho e a de longa duracéo em ratos.
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3. Objetivos

3.1 Geral

Avaliar o efeito da associacao do alcool e da fumaca de cigarro sobre a proliferacdo

celular hipocampal e memaria em ratos.

3.2 Especificos

e Avaliar alteracGes deproliferagéo celular hipocampal em ratos expostos cronicamente
ao etanol, a fumaca do cigarro ou a sua associacao;

e Avaliar alteracbes de aprendizado e memdria de trabalho em ratos expostos
cronicamente ao etanol, a fumaca do cigarro ou a sua associac¢do, utilizando o teste de
reconhecimento espontaneo de objetos;

e Avaliar alteracbes de aprendizado e memdria de longa duracdo em ratos expostos
cronicamente ao etanol, a fumaca do cigarro ou a sua associacdo, utilizando o teste de
esquiva inibitoria;

e Determinar variacdes de parametros metabdlicos (variacdes de peso corporal, ingestdes
hidrica e de racdo) e bioquimicos (glicemia, colesterol total e HDL, transaminases,
ureia e creatinina), em ratos expostos cronicamente ao etanol, a fumaca do cigarro ou a

sua associacao.
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4. Materiais e métodos

4.1 Animais

Foram utilizados 40 ratos Wistar machos, adultos, com peso corporal entre 250 e
270 g, provenientes do Biotério da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS.
Os animais foram mantidos em grupos de 5, em caixas de polipropileno (33 x 17 x 40 cm),
sob condicBes de iluminacdo claro/escuro de 12 horas, temperatura (22 = 2° C) e umidade
(55%) controladas. Durante todo o experimento, 0s animais tinham livre acesso a agua e
ao alimento e eram pesados a cada 3 dias para ajuste das doses. O projeto foi aprovado

pelo CEU-UFRGS, sob o nimero 19.566.

4.2 Solucdes e exposicdo a fumaca do cigarro

A solucdo alcodlica foi preparada com etanol (95%, Labsynth, Sdo Paulo, SP),em
concentracdo de 20 % (peso/volume), diluido em solugdo glicosada a 5%. Os animais
controle recebiam,via gavagem, apenas solucdo glicosada no volume de 10 mL/kg. A
dissolucdo do etanol na solucdo glicosada, utilizada com o objetivo de aumentar a
palatabilidade da solucdo alcodlica, foi feita imediatamente antes da administracdo, e a
solucéo glicosada era preparada semanalmente e mantida sob refrigeracéo.

O 5-bromo-2'deoxiuridine (BrdU; AmershamBiosciences do Brasil Ltda, S&o
Paulo, SP) foi dissolvido em solu¢cdo de NH;OH, 0,1 M, levemente aquecida para
completa dissolucdo, na concentracdo final de 100 mg/kg/mL, preparada imediatamente
antes das administragoes.

A exposicdo a fumaca do cigarro se deu em cAmaras hermeticamente fechadas, com
fluxo de ar de 10 L/min, mantido constante por bomba de vacuo, de acordo com o modelo
proposto por Pereira e colaboradores(2007). Nestas camaras, os animais foram agrupados
em numero de 5 e expostos a fumaca de cigarro (Marlboro Gold, Philip Morris Brasil,
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Campinas, SP) ou ao ar ambiente, de acordo com o grupo ao qual pertenciam. Segundo o
fabricante, esse cigarro contém 0,8mg de nicotina por unidade. A concentracdo de
monoxido de carbono dentro da cédmara foi monitorada com aparelho manual
(BacharachMonoxor 11, PA, USA), de amodo a manter as mesmas condic¢des para todos 0s

animais.

4.3 Procedimentos Experimentais

Os animais foram aleatoriamente divididos em grupo controle (CTR, n = 20) e
grupo alcool (ALC, n = 20), recebendo solucdo glicosada ou solucdo alcoodlica, na dose de
2 g/kg, via gavagem, respectivamente. Essa dose foi selecionada com base em estudos
anteriores e € considerada representativa de consumo moderado de bebida alcodlica.
Imediatamente ap6s a administracdo das solucdes, os animais foram subdivididos e
colocados em camaras (n = 5 animais/camara), com ventilacdo de ar ambiental ou saturado
com fumaca de cigarro (TAB e ALCTAB). Pela manhd, durante duas horas, foram
expostos a fumaca de 6 cigarros, com intervalo de 10 minutos entre eles (Esquema 1). Este
procedimento se repetia a tarde, com intervalo minimo de 2 horas entre as exposi¢des. A
concentracdo de monoxido de carbono era monitorada durante a queima do cigarro e
durante os intervalos, por meio de um pequeno tubo na parte superior da caixa, aberto nos
tempos 1, 3, 5 e 7 minutos, para introducdo da haste do aparelho.

Os animais foram tratados por 34 dias. Do 25° ao 27° dia, foram habituados ao
ambiente do teste de reconhecimento de objetos e no 28° dia, testados para avaliagdo dos
efeitos da associacdo entre alcool e cigarro sobre memoria de trabalho (Esquema 1). No
29° dia, foram treinados para o teste de esquiva inibitoria, sendoavaliados, 24 horas apos,
para a memoria de longa duragdo. Ambos os testes foram realizados 60 minutos apds o

término da primeira exposi¢do a fumaca do cigarro, perfazendo 3 horas da administragcdo
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do alcool.

No 33° dia, os animais receberam a primeira dose de BrdU, 100mg/kg, via
intraperitoneal, seguindo-se outra administragdo, no 34° dia, 2 horas antes do inicio da
perfusdo transcardiaca, realizada sob anestesia geral (cetamina e Xxilazina - 50:10
mg/kg)por via intraperitoneal, e programada para ocorrer depois da queima do 3° cigarro,
para posterior fixacdo e retirada do encéfalo. Nesse mesmo dia, alguns animais foram
mortos por decapitacdo, e o sangue troncular foi coletado para determinacdo de variacGes

dos parametros bioquimicos.

Esquema 1 — Procedimento experimental

Etanol 2g/kg Periodo de 2 horas de exposi¢do a fumaca de 6 cigarros
Gavagem _ - g 2x/dia (inicio: 9h e 14h) AN
e N\
= N
v Fumaca Fumaca Fumaca Fumaca Fumaca Fumaca |

I 10 min 10 min 10 min 10 min 10 min 10 min |

Y N A A M

Queima do cigarro

I

Distribuicdo temporal do experimento

Perfusdo

0

1 25 28 29 30 33 34dias
| | | | | | |
[ | | I | [
Exposicdo a fumaga do cigarro/ Y . Yo
administragao do &lcool Reconhecimento de Esquiva  InjecGes
objetos (as 12h) Inibitéria(as  BrdU
12h)

Durante todo o periodo experimental os ratos foram monitorados quanto ao ganho

de peso corporal, ingestdes hidrica e de ragdo, sendo avaliados duas vezes por semana,
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todas as segundas e quintas-feiras.
4.4 Avaliacdo da memdria de trabalho: teste de reconhecimento esponténeo de

objetos

Para avaliacdo da memdria de trabalho,os animais foram submetidos ao teste de
reconhecimento espontaneo de objetos. O equipamento consistia de uma caixa, de cor
ocre, onde os animais foram habituados por 3 dias consecutivos, por um periodo de 10
minutos (Figura 1). No dia do teste, os ratos foram colocados nessa mesma arena, por 3
minutos, sendo-lhes apresentados dois objetos iguais (Al e A2). Ap0Os, 0s animais
retornaram a caixa de residéncia por 1 minuto, enquanto a arena foi higienizada e um dos
objetos (A2),foi substituido por outro objeto com cor e geometria diferentes (B), ndo

familiares.

Figura 1. Aparato utilizado para o teste de reconhecimento espontaneo de objetos para
avaliacdo de memdria de trabalho em ratos. A: objetos iguais, B: objeto novo

introduzido no ambiente (—). C e D: detalhes dos objetos.

Os animais foram colocados novamente na caixa, € Seus comportamentos
observados por 3 minutos, para analise do tempo de investigacdodos objetos (cheirar ou
morder), considerando-se a distancia minima de 2 cm dos mesmos. A exploracdo dos

objetos foi registrada por camara filmadora, sendo a investigacdo dos objetos (A1+A2)
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tomada como medida de ambulagéo (Jobim et al., 2012). O indice de reconhecimento do
objeto foi calculado pela formula (IR): B/(Al + B), sendo B o objeto ndo familiar e Al o
objeto familiar. Este teste é descrito para avaliagdo da memoria de trabalho (lzquierdoet

al., 1998).

4.5 Avaliacdo da memoria de longa duracgdo: esquiva inibitoria

Para avaliacdo da memodria de longa duragdo, foi utilizado o teste da esquiva
inibitéria. O aparelho consiste de uma caixa de madeira automatizada (50 x 25 x 25 cm). O
assoalho da caixa é constituido por uma grade de barras metalicas conectadas a uma fonte
de eletricidade. Num dos cantos da caixa, ha uma plataforma com altura de 7 cm, sobre a
qual o animal é colocado no primeiro dia de treino, virado com a cabeca para a parede da
caixa. Apds alguns segundos de atividade exploratoria, o animaltende a descer dessa
plataforma para a grade metalica. No momento em que o rato toca com as quatro patas nas

barras metalicas, ele recebe um choque intermitente de 0,4mA, por 2 segundos (Figura 2).

Figura 2. Aparelho de Esquiva Inibitoria, conectado a fonte elétrica (0,4mA, 2 s), para

avaliacdo da memoria de longa duracéo (24 horas) em ratos.

O teste é realizado 24 horas ap6s o treino, quando cada animal é colocado
novamente na mesma caixa de tarefa sobre a plataforma, em condi¢6es idénticas ao treino,

com excecdo de que ndo ha choque presente. O tempo de descida da plataforma é
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novamente registrado, sendo este, o indice de memoria da tarefa. Os animais que
aprenderam e consolidaram a memoria aversiva da tarefa permanecempor mais tempo
sobre a plataforma. O indice de aprendizado foi considerado como o tempo para descida da
plataforma no teste, dividido pelo somatoério do tempo no dia do treino e no dia do teste
(indice de aprendizado = tieste)/tieinot treste). Para todos os grupos, o teto méaximo de

permanéncia foi de 180segundos(lzquierdoet al., 2002).

4.6 Proliferacdo celular: Imunoistoquimica do BrdU

Para avaliacdo do efeito da exposi¢do cronica ao alcool e ao cigarro sobre a
proliferagdo neuronal hipocampal, 0s animais receberam, nos dias 33° e 34° via
intraperitoneal, 100 mg de BrDU, um anélogo sintético da timidina, incorporado na Fase S
ao DNA das células em replicacdo. No 34° dia, apds 2 horas da administracdo do BrDU, os
ratos foram anestesiados com cetamina e xilasina (50:10 mg/kg), iniciando-se perfuséo
transcardiaca com salina, seguida de fixacdo do encéfalo com solucdo de paraformaldeido.
Os encefalos foram posteriormente incluidos em parafina, contendo polimeros plasticos
(Paraplast®, Sigma Aldrich, Sdo Paulo, SP) e seccionados em fatias de 4 um, no
micrétomo, obtendo-se 10 cortes coronais por animal, com intervalos de 50 um entre os
cortes. A imunoistoquimica para quantificacdo das células marcadas foi realizada de
acordo com as instrucdes do fabricante do kit de BrDU (AmershamBiosciences do Brasil
Ltda, Sdo Paulo, SP; 1:100). O intestino foi utilizado como controle positivo. As células
imunorreativas (cor marrom) presentes na camada granular (GCL) e na zona subgranular
(SGZ) do giro denteado, no hipocampo, foram quantificadas em microscépio (40X). Os
dados foram expressos como a média de células BrdU marcadas em ambos o0s hemisférios.
Foram consideradas como pertencentes a GCL as células que estavam até dois nucleos de

distancia do giro denteado (Piazza et al., 2010).
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4.7 Analises bioquimicas e alcoolemia

O sangue coletado foi centrifugado, e o soro,congelado até 0 momento das anélises
bioquimicas. Glicose, triglicerideos, colesterol total e HDL, bem como Aspartato
Aminotransferase (AST), Alanina Aminotransferase(ALT), ureia, creatinina e Gama —
Glutamiltransferase(GGT), foram determinados pelo emprego de kits (Wiener, Buenos
Aires, Argentina),por método colorimétrico ou enzimatico, em aparelho automatizado (CT
600 I, Labimbraz, Buenos Aires, Argentina). A concentracdo de alcool no soro de 4

animais que receberam esta substancia foi determinada por cromatografia gasosa.

4.8 Analise estatistica

Os resultados foram reunidos em banco de dados e foi feita analise de variancia
(ANOVA) de uma via, considerando como variaveis dependentes os diferentes tipos de
exposicao. Para avaliagdes semanais de ganho de peso corporal, consumos hidrico e de
racdo, foi utilizada andlise de varidncia de uma via de medidas repetidas. Quando
detectada diferenca significativa, foi utilizado o teste de Bonferroni para deteccdo de
diferenca entre os grupos. Os resultados foram representados como média + erro padréo,
sendo considerados significativos os resultados com P< 0,05. O software utilizado nas

andlises foi o Sigma Stat (JandelCientificCo., San Jose, CA — 11.0).

5. Resultados

5.1 Proliferacéo celular
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Nossos resultados mostraram que o alcool e a associacéo alcool e tabaco reduziram

significativamente a proliferagdo celular no giro denteado de ratos tratados cronicamente

(Pacool = 0,030 € Passociacio=0,006, respectivamente) (Figura 3).
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Figura 3. Fotos e grafico. Efeito da exposicdo crénica ao alcool (ALC) (B), fumaca de
cigarro (TAB) (C) ou sua associacdo (ALCTAB) (D) sobre a proliferacao celular
hipocampal de ratos. n = 10/grupo; ANOVA-1 via + Bonferroni. Resultados
expressos como média + erro padrdo. * Diferente docontrole (CTR) (A)P< 0,05.

O numero de células marcadas foi 40% menor para o grupo do alcool, enquanto a
associacdo alcool e cigarro reduziu essa marcacdo em cerca de 60%. Embora ndo
apresentando diferenca estatisticamente significativa, observamos uma redugéo de 26% na

proliferacdo hipocampal de ratos expostos apenas a fumaca do cigarro (P = 0,601).

5.2 Memoria de trabalho e memdria de longa duracéo

Adicionalmente, mostramos aqui, que nas nossas condi¢cdes experimentais, alcool,
cigarro ou sua associacdo ndo afetaram a memoria de trabalho e a de longa duracédo
(Figuras4 e 5). Esses resultados ndo podem ser atribuidos a comprometimento da
ambulacdo, uma vez que, no primeiro dia do teste de reconhecimento de objetos, nédo

observamos diferencga entre os grupos na exploracdo dos dois objetos (Figura 4-B, P =

E ol I | 2
\ /
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Figura 4. Efeito da exposicdo cronica ao alcool (ALC), fumaca de cigarro (TAB) ou sua
associacdo (ALCTAB) sobre a memdria de trabalho de ratos, avaliada no teste
de reconhecimento esponténeo de objetos.A: indice de memoria; B: exploracdo
dos objetos no momento do treino. n = 10/grupo; ANOVA-1 vias. Resultados

expressos como media + erro padrao.
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Figura 5.Efeito da exposicéo cronica ao alcool (ALC), fumaca de cigarro (TAB) ou sua
associacdo (ALCTAB) sobre a memoria de longa duracdo em ratos, avaliada na
tarefa de esquiva inibitéria. n = 10/grupo; ANOVA-1 vias. Resultados expressos

como meédia * erro padrao.
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5.3 Concentracdo de mondxido de carbono na cadmara de exposicao e alcoolemia

Como observado na Figura 6, a concentracdo de mondxido de carbono variava ao
longo do tempo de 2 horas de experimentacdo, comprovando a eficiéncia do sistema de
exposicdo a fumaca do cigarro para prevenir intoxicagdo por monoxido de carbono. Cada
cigarro levava entre 8 e 10 minutos para queimar, sendo avaliada a concentragéo de
mondxido apenas nos tempos de 1, 3, 5 e 7 minutos durante a queima (Figura 6A). Apos a
queima de cada cigarro circulava ar ambiental pela cdmara, por 10 minutos, de modo que
0s ratos pudessem se recuperar desse periodo de exposicdo. Também para esse intervalo
foi avaliado o decréscimo da concentragdo de mondxido de carbono (Figura 6B) nos
tempos 1, 3, 5 e 7 minutos.

A concentracdo de alcool nas amostras de sangue de 4 animais que receberam esta
substancia foi determinada por cromatografia gasosa, obtendo-se valores de 0,6 + 0,2
mg/dL, ap6s 2 horas da ultima administracdo. Essa concentracdo é semelhante a observada
em experimento piloto, avaliando a biodisponibilidade do &lcool em administragdo de 2

g/kg, em ratos (dados ndo publicados).
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Figura 6. Concentracdo de monoxido de carbono durante a queima do um cigarro (A) ou
durante o intervalo da queima (B). O tempo mé&ximo de queima do cigarro como

o intervalo entre a queima de um e outro cigarro era de 10 minutos.

5.4 Peso corporal, consumos alimentar e hidrico

Para avaliar os efeitos da exposicdo cronica ao alcool, fumaca do cigarro ou sua
associacdo sobre pardmetros metabolicos, acompanhamos alteracbes no peso corporal,
ingestdo hidrica e de racdo ao longo do experimento.

A figura 7 mostraincremento semanal significativo do peso dos animais, conforme
esperado(P< 0,001). No entanto, o ganho de peso médio foi maior para os ratos tratados
com éalcool (ALC), mesmo quando este era associado a fumaca do cigarro (ALTAB)(P =
0,032), emcomparagdo aos grupos CTR e TAB. De fato, ap6s a 4% semana, 0 ganho de
peso para os grupos ALC e ALCTAB foi de cerca de 40 g, enquanto os CTR e TAB

ganharam menos de 15g.
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Figura 7. Efeito da exposi¢do cronica ao alcool (ALC), fumaca de cigarro (TAB) ou sua

associacdo (ALCTAB) sobre o ganho de peso semanal em ratos. n = 10/grupo;
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ANOVA-1 via de medidas repetidas + Bonferroni. Resultados expressos como
média £ erro padrédo; * Diferentes de CTR e TAB, P =0,032.

Embora todos os ratos tenham ganhado peso, o0 consumo de racéo reduziu de modo
néo significativo em torno de 3,5 g ao longo do experimento (Figura 8). Apenas 0 grupo
TAB apresentou consumo mais elevado na 32 semana, diferenciando-se dos ratos do grupo
ALC (P =0,012).Esta tendéncia de aumento do consumo ja pode ser percebida na segunda
semanapara este grupo TAB, pois, enquanto os ratos CTR e ALC reduziram em torno de
10% a ingestdo de racdo/semana, o grupo ALCTAB reduziu 6% e o grupo TAB reduziu

apenas 4%.
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Figura 8. Consumo diério de racdo de ratos expostos ao alcool (ALC), fumaca de cigarro
(TAB) ou sua associacdo (ALCTAB), ao longo de 4 semanas. n = 10/grupo;
ANOVA-1 via de medidas repetidas + Bonferroni. Resultados expressos como
média £ erro padrédo; * Diferentes de ALC, P =0,012.
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Para a ingestdo hidrica, observamos que,ja na primeira semana, 0s animais dos
grupos ALC e ALCTAB ingeriram significativamente mais agua que os grupos CTR e
TAB (P< 0,001) (Figura 9). Porém, apds a 3% semana, apenas O grupo associacdo
ALCTAB ingeriu mais agua que os demais (P< 0,001).

O consumo médio de &gua ao longo do experimento, para os ratos do grupo CTR,
foi de 15 mL/dia, enquanto que o grupo associagdo ALCTAB consumiu em media 21

mL/dia, resultando em incremento de 36% do consumo de &gua.
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Figura 9.Consumo diario de agua por ratos expostos ao alcool (ALC), fumaca de cigarro
(TAB) ou sua associacdo (ALCTAB) ao longo de 4 semanas. n = 10/grupo;
ANOVA-1 via de medidas repetidas + Bonferroni. Resultados expressos como
média * erro padrdo; * Diferentes de CTR e TAB, P< 0,001; ** Diferente de
CTR, ALC e TAB, P<0,001.

5.5 Parametros bioquimicos
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A administracdo de alcool(2g/kg), ou a exposicdo a fumaca de seis cigarros, duas
vezes ao dia, por 30 dias, aumentou significativamente (P< 0,001)a glicemia dos animais.
Para o grupo ALC esse aumento foi de 10%, enquanto que, para o grupo ALCTAB, foi
del3%, mais do que o dobro do que para aqueles expostos apenas a fumaca do cigarro
(TAB: 6%).

Enguanto no grupo ALC, houve aumento significativoda concentracdo plasmatica
de triglicerideos ( 38%), sem afetar colesterol total ou HDL, no grupo cigarro houve
reducdo de todos estes parametros ( 50%, 13% e 18,5%, respectivamente). Porém,
nogrupo da associacao entre alcool e fumaca do cigarro, os valores de triglicerideos foram
similares ao grupo controle, mas mantiveram-se os niveis de colesterol total ( 19,3%) e de

HDL mais baixos ( 18,7%).

Tabela 1- Efeito da administracdo cronica de alcool (ALC), exposicao a fumaca do cigarro
(TAB) ou associacdo entre essas duas drogas de abuso (ALTAB) sobre alguns

parametros metabolicos no plasma de ratos.

Grupos n Glicose Triglicerideos Colesterol total HDL
(g/dL) (g/dL) (g/dL) (g/dL)
CTR 10 127.8+4.5 05.3+5.4 45.4+4.1 25.4 +1.9
ALC 9 141.043.32 131.6 +4.9%¢¢ 48.44+2.6 26.4+2.3
TAB 10 135.643.6°2 47.8 +5.8%¢¢ 39.1+2.5%° 20.7+1.1%°
ALC+TAB 10  144.6+2.9°¢ 96.8 + 6.6 36.9 £1.7%° 20.5+1.1%°
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

a: diferente do CTR; b: diferente do ALC ; c: diferente do TAB; d: diferente de ALC+TAB;ANOVA-1 vias
+ Bonferroni. Média + desvio padréo;

Outros parametros também foram avaliados (Tabela 2) e revelaram que o alcool
isoladamente reduz significativamente AST ( 17%) e ureia ( 17,2%), enquanto a fumaca do
cigarro esta associada a reducdo de AST ( 14,5%) e aumento de creatinina ( 32,5%). A
associacao entre alcool e tabaco reduziu significativamente a ureia ( 24%) e aumentou a

gama-GT ( 200%).
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Tabela 2 - Efeito da administracdo cronica de alcool (ALC), exposicéo a fumaca do cigarro
(TAB) ou associacdo entre essas duas drogas de abuso (ALTAB) sobre

pardmetros bioquimicos no plasma de ratos.

Grupos n AST ALT Creatinina Ureia Gama-GT
(g/dL) (g/dL) (g/dL) (g/dL) (g/dL)
CTR 10 2409+14.2  83.1+86 0.40 £0.01 44.742.9 0.7£0.9
ALC 9 199.7+6.8%¢ 83.747.1 0.38 £0.03¢ 37.0+ 2.9 1.1+0.7
TAB 10 205.9+14.9*¢ 817459 0.53+0.04*"¢  409+2.3 1.4+ 0.8
ALCTAB 10 2303+21.9  86.7+2.9 0.43 +0.01 34.0+£2.6*°  2.1+1.1°
P <0.001 0.540 <0.001 <0.001 0.041

a: diferente do CTR; b: diferente do ALC ; c: diferente do TAB; d: diferente de ALC+TAB;ANOVA-1 via +
Bonferroni. Média + desvio padrao.

6. Discussao

6.1 Proliferacéo celular

Mostramos aqui que a exposi¢do cronica ao alcool e fumaca do cigarro reduz em
60% a proliferacdo celular hipocampal de ratos. Em humanos, estudos por neuroimagem
mostram que o volume hipocampal estd diminuido em dependentes de alcool
(Mechtcheriakovet al., 2007). Aqui n6s mostramos que o alcool, isoladamente, reduz a
proliferacdo neuronal em ratos, ap6s administracdo de 2g/dia, duas vezes ao dia, por 34
dias. Nossos resultados corroboram com outros que também avaliaram uso cronico de
alcool e observaram reducédo de 40% a 60% da taxa de proliferacdo celular (células BrDU-
marcadas), independentemente da via de administracdo (intraperitoneal, gavagem, agua ou
racdo) ou regime de administracdo (agudo ou cronico) (Anderson et al., 2012; Jang et al.,
2002). Divergindo desses resultados, Rice e colaboradores(2004), observaram aumento
ndo significativo de cerca de 20% das células marcadas com BrDUem camundongos
tratados por 4 semanas com dieta liquida contendo alcool. Aqueles autores sugeriram que
0 uso cronico de alcool produziria uma resposta compensatéria, restabelecendo a taxa de

proliferacdo de células progenitoras, na dependéncia da dose administrada (Rice et al.,
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2004). Para o grupo de ratos expostos apenas a fumacga do cigarro, observamos uma
reducdo ndo significativa de 26% na proliferacdo celular. Esse é o primeiro estudo a
avaliar o efeito da fumaca do cigarro sobre a proliferagdo celular hipocampal de ratos.
Outros estudos avaliaram apenas o efeito da administracdo de nicotina. Os resultados
observados com a administragdo de nicotina mostram que sua autoadministragéo, por 2
semanas, ndo altera o nimero de células BrDU-marcadas (Wei et al., 2012); porém, o
tratamento por 4 ou 8 semanas reduz em 40 a 50% o numero de celulas marcadas no
hipocampo de ratos adultos (Abrous et al., 2002;Wei et al., 2012). A infusdo continua de
4mg/kg/dia de nicotina, por 10 dias, também reduz em mais de 60% a proliferacdo celular
no hipocampo de ratos, enquanto doses menores, como 0,25 mg/kg/dia, ndo afetam a taxa
de proliferacdo (Scerri et al., 2006). A administracdo dessa menor dose de nicotina esta
associada a concentracdes plasméaticas em torno de 7ng/mL, comumente encontrada no
plasma de fumantes leves a moderados (Rose et al., 2004). No nosso modelo experimental,
os animais foram expostos a fumaca do cigarro, de modo intermitente, 2 horas pela manha
e 2 horas a tarde, aspirando a fumaca de 6 cigarros contendo nicotina e outras substancias,
mimetizando condi¢des humanas de uso. Acreditamos que a exposi¢do continuada, por 30
dias, a quantidades moderadas de fumaca do cigarro seja responsavel pela reducdo de
apenas 26% da proliferagdo celular. Ndo descartamos que o aumento do nimero de
cigarros por exposicdo ou prolongamento do tratamento ndo possam mudar esses
resultados.

Nosso principal objetivo aqui foi avaliar o efeito da associacdo entre alcool e
cigarro sobre proliferacdo celular hipocampal de ratos tratados/expostos cronicamente a
essas duas drogas de abuso. Observamos que a associagdo entre elas reduziu em cerca de
60% o numero de células BrDU-marcadas. Um Unico estudo avaliando o efeito da

associacdao entre alcool e nicotina, mas ndo a fumaca do cigarro, mostrou reducéo de 59%
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na proliferacdo neuronal no hipocampo de ratos (Janget al., 2002). Esse mesmo estudo
mostrou reducdo significativa das células de BrDU-marcadas também no grupo tratado
apenas com nicotina (¥ 39%). Embora a reducéo da proliferacdo tenha sido semelhante a
obtida no nosso estudo, esses resultados ndo sdo comparaveis, uma vez que aqueles autores
utilizaram altas doses de nicotina (1 mg/kg/dia) associadas ao alcool (2g/kg/dia), por via
intraperitoneal, por apenas 3 dias (Jang et al., 2002). De acordo com nossos resultados, o
tratamento crénico com o alcool interfere mais importantemente sobre a taxa de
proliferacdo celular (40%), enquanto o cigarro apresenta efeito modesto e ndo significativo
(26%). No entanto, a associacao entre alcool e cigarro parece reduzir ainda mais a taxa de
proliferacdo celular (60%), sugerindo um possivel efeito deletério aditivo sobre a
proliferacdo hipocampal. Tais resultados poderiam justificar maior risco de déficit
cognitivo, de memoria e doencas psiquiatricas em usuarios de alcool e tabaco

(Greensteinet al., 2010, Hurley et al., 2012).

6.2Memdria de trabalho e memoria de longa duracéo

Portanto, sob nossas condicBes experimentais, ndo observamos alteracdo da
memoria de trabalho e memoria de longa duracdo apos tratamento crénico com alcool,
fumaca de cigarro ou sua associa¢do. Estudos avaliando o efeito do uso do alcool sobre a
mem@aria sdo controversos e muitos revelam dependéncia do tempo de uso, dose utilizada,
via de administracdo e alcoolemia no momento de aprendizado ou execucdo da tarefa. Em
seres humanos, o uso agudo de alcool afeta negativamente a cogni¢do e a tomada de
decisdes, quando as concentragdes plasméticas estdo proximas de 50 mg/dL (Friedman et
al., 2011). Contudo, doses diarias moderadas de alcool parecem aumentar o desempenho
em algumas tarefas e promover neuroprotecdo (Panzaet al., 2012). Em animais, a maioria

dos testes avalia prejuizo cognitivo e de memdria pela administracdo aguda de alcool,

45



imediatamente antes do aprendizado ou durante o periodo de retencdo. Doses elevadas,
como 2,4 g/kg de alcool, administradas via intraperitoneal, antes ou apds o treino,
interferem negativamente sobre a cognicdo e memoria em camundongos (Sandayet al.,
2013). Adicionalmente, doses baixas de 1,25 g/kg de alcool ndo comprometem a memoria,
enquanto doses maiores, como 1,75 g/kg, afetam a memoria espacial e doses de 2,25 g/kg
comprometem tanto memoria espacial quanto ndo espacial nessa mesma espécie animal
(Berry e Matthews, 2004). Interessantemente, doses ainda menores como 0,25 g/kg de
alcool, ao contrario, melhoram a memaoria em camundongos ,cuja alcoolemia é de cerca de
50 mg/mL (Gulick et al., 2008). Nosso planejamento experimental tinha como objetivo
avaliar o efeito da administracdo crénica do alcool sobre a memoria e ndo o efeito dele per
se.Por isso, escolhemos treinar os animais apenas ap6s 180 minutos da administracdo do
alcool, quando a alcolemia era inferior a 50 mg/dL. Para a esquiva inibitoria, que prevé 24
horas entre o treino e o teste, 0s animais receberam a segunda dose diaria apenas ap6s 120
minutos do treino. Portanto, para ambos os testes ndo observamos interferéncia do alcool
sobre processos de aprendizagem e consolidacdo da memdria. Resultados semelhantes
foram encontrados por outros autores que também ndo observaram prejuizo cognitivo na
esquiva inibitoria apés 120 minutos da administracdo de 2 g/kg alcool, mesmo sendo
administrado via intraperitoneal (Bammer e Chesher, 1982). Porém ndo podemos descartar
efeitos de tolerancia ao alcool, pois a administracdo de 2 g/kg de alcool por 15 dias, via
intraperitoneal, ou por 15 dias na dieta, ou ainda por 45 dias na 4gua de beber também néo
afetam a memaria em roedores (Abreu-Villaga et al., 2012; Anderson et al., 2012; Garcia-
Moreno e Cimadevilla., 2012).

Um anico estudo, avaliando o efeito da fumaca do cigarro sobre a memoria em
camundongos adolescentes, mostra que a memdria de longa duragcdo esta comprometida

pela exposicdo por 15 dias a fumaca do cigarro (Abreu-Villaca et al., 2012). No entanto,
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ndo descartamos que o tempo de exposicdo, de 8 horas/dia naquele estudo, e o fato de
serem camundongos adolescentes possam justificar as discrepancias com nossos
resultados. Mais comuns sdo os estudos avaliando o efeito da nicotina, tanto em seres
humanos quanto em roedores (Heishmanet al. 2010; Gould e Higgins 2003; Kenney e
Gould 2008; Hahn et al., 2002, Puma et al, 1999). Como j& foi dito, em seres humanos,
cigarro ou nicotina aumentam o controle motor fino, o estado de alerta e a memoria de
trabalho (Heishmanet al., 2010; Kleykamp et al., 2011). Em ratos, a administracéo
subcutanea de nicotina aumenta, de modo dependente de dose, 0 nimero de acertos e
acelera o tempo de reacdo (Hahn et al., 2002). De fato, apenas doses superiores a 0,2 g/kg,
via intraperitoneal, administrada antes do treino parecem melhorar a memoria de trabalho
em ratos (Puma et al., 1999). Da mesma forma, apenas doses maiores de nicotina séo
capazes de melhorar o desempenho de ratos em testes para avaliar memoria de longa
duragéo, sendo que doses menores, como 0,1 mg/kg ou 0,5 mg/kg, via intraperitoneal néo
afetam a memoéria de ratos (Haroutunian et al.,, 1985). Abreu-Villaga e
colaboradores(2012), avaliaram a concentracdo de cotinina, 0 mais importante metabdlito
plasméatico da nicotina, apds 4 horas de exposicdo continua a fumaca do cigarro, e
detectaram concentra¢des em torno de 68 ng/dL. E de se supor que, sob nossas condi¢des
experimentais, apds 1 hora da Gltima exposicdo a fumaca do cigarro, a concentracdo de
nicotina plasmatica fossem muito baixas. Isso poderia justificar, em parte, 0 motivo pelo
qual ndo observamos alteracdo da memdria. Além disso, ndo descartamos efeitos de
tolerancia aos efeitos que melhoram a memoria pelo uso cronico da nicotina, presente na
fumaca do cigarro.

Para a associacdo &lcool e cigarro, estudos mostram que alcool e cigarro nédo
melhoram a memoria de trabalho em seres humanos (Greensteinet al.,, 2010). Em

camundongos adolescentes, a exposicdo a fumaca de cigarro por 15 dias (8 h/dia) em
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associacdo com a administracdo de 2 g/kg de alcool, via intraperitoneal, afetou
negativamente a memdria apenas nos camundongos expostos a fumaca ou a sua associagdo
com alcool. Porém, o alcool, isoladamente, ndo afetou processos de consolidacdo de
memoria, apds 24 horas do treino (Abreu-Villaga et al., 2012). Estudos, avaliando o efeito
da associacdo aguda entre alcool e nicotina mostram que, isoladamente, nem &lcool (1,5
g/kg, via IP), nem nicotina (0,15; 0,3; 0,6 e 1,2 mg/Kkg, via subcutanea) afetam a memadria
de trabalho em ratos testados no labirinto radial de 8 bragcos (Rezvani et al., 2002). Apenas
a dose de 0,3 mg/kg de nicotina foi capaz de melhorar o desempenho dos ratos, quando
coadministrada com 1,5 g/kg de alcool (Rezvani et al., 2002). Portanto, ndo s6 o tempo de
exposicdo, mas também a concentracdo de nicotina parece determinante para deteccdo de

alteracOes de aprendizado e memoria dos animais.

6.3  Concentracdo de mondxido de carbono na camara de exposicdo e
alcoolemia

O modelo proposto aqui tenta mimetizar uma situacdo humana, em que o uso de
alcool se da por via oral, enquanto o uso de tabaco se d& por via inalatéria. No nosso
modelo, os animais ficam sob o efeito de diferentes concentracdes de alcool, nicotina e
outros produtos presentes na fumaga do cigarro, melhorando a validade de constructo,
embora o padréo de consumo humano seja muito individualizado. Nossa intencdo aqui ndo
era avaliar o efeito toxico pela exposicdo a essas duas drogas. Por isso, selecionamos
concentragéo de alcool que, administrada por via oral, apresenta pico de 120 mg/dL, em 60
minutos, e mantém as concentragdes plasmaticas em torno de 60 mg/dL, mesmo ap6s 180
min da administracdo (dando do laboratorio, ndo publicados).

A modelagem animal do padrdo de consumo humano de cigarro também é

importante, pois outros componentes da fumaca do cigarro, além da nicotina, apresentam
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acdo biologica. A partir do estudo da cinética da fumaca do cigarro, em diferentes tempos,
pela determinagdo da cotinina, pretendemos estudar alteragbes nos sistemas
neurotransmissores, como GABA e glutamato, e seu envolvimento na adicdo a essas duas
drogas de abuso, avaliando efeitos sinérgicos ou aditivos que pudessem justificar a elevada

prevaléncia de uso concomitante entre seres humanos.

6.4 Variacdes de peso corporal, consumos alimentar e hidrico

Embora os ratos do grupo ALC tenham reduzido consumo alimentar, ainda assim
ganharam peso corporal. O alcool parece ser determinante para o ganho de peso, pois 0
grupo TAB, mesmo ingerindo 6% a mais de ragcdo ndo aumentou seu peso de modo tdo
significativo quanto os grupos que ingeriram alcool.

Diferente dos nossos resultados, alguns estudos mostraram reducdo de peso
corporal em animais tratados com alcool, quando comparados a ratos controle (Levine et
al., 2000; Pereira et al., 2012). Tais resultados sdo questionaveis, pois, em muitos desses
estudos, o alcool ¢ oferecido na dieta ou 4gua de beber, promovendo aversao e reducdo das
ingestdesalimentar e hidrica. O tratamento prolongado com alcool ndo sé resulta em
reducdo de peso dos animais como evidencia sinais de desnutricdo (Pereira et al., 2012).
Para o caso da administragdo por gavagem, se espera, de fato, perda de peso, pois o
estresse pela contencdo (Maniame Morris, 2012), bem como por pequenas eventuais lesdes
no esdfago reduzem o comportamento alimentar (Bronchalet al., 2008). No entanto, entre
os intervalos da administracdo, os animais ndo se privam de alimento ou agua. Esse
modelo, portanto, poderia melhor avaliar comportamento alimentar pela administracdo de
alcool.

Também mostramos que os ratos dos grupos ALC e ALCTAB ganharam duas

vezes mais peso que os ratos dos grupos CTR ou TAB, indicando que o alcool foi o
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responsavel pelo aumento do aporte calérico e deposicdo do mesmo na forma de gordura.
O alcool apresenta valor caldrico de 7 kcal por g e seria natural de se esperar que sua
ingestdo estivesse associada a ganho de peso corporal, comumente observado em seres
humanos (Levine et al., 2000). De fato, o consumo moderado de &lcool pode aumentar o
armazenamento de gordura, especialmente em individuos com sobrepeso, especialmente
entre mulheres(Lands, 1993; Colditzet al., 1991). Diferente do esperado, ndo observamos
perda de peso nos animais do grupo TAB, possivelmente porque esses animais ingeriam
mais alimento que o grupo CTR. Em camundongos expostos a fumaca do cigarro por 3
dias se observou reducdo do comportamento alimentar, atribuido ao possivel efeito
anorexigeno da nicotina no centro da fome (Chen et al., 2005). Em seres humanos, estudos
mostram que fumar aumenta a atividade adrenérgica, associada a reducdo do apetite, e
promove termogénese, com consequente perda de peso (Pisinger e Jorgensen, 2007). E
possivel que o tempo de exposicdo e 0 nimero de cigarros/dia sejam determinantes para o
aparecimento desses efeitos, ndo descartando diferentes vias de controle do apetite entre
ratos e seres humanos.

Com relacdo a ingestdo hidrica, o maior consumo de &gua no inicio do
experimento, para os grupos ALC e ALCTAB, pode ser justificado pela inibicdo do
hormonio anti-diurético pelo alcool (Patterson-Buckendahl et al., 2005). Estudo recente,
conduzido em ratos comprovou o efeito do alcool sobre a aldosterona no controle do
balanco hidrico. Porém, ao contrario do esperado, aqueles autores observaram reducdo da
ingestdo hidrica dos ratos (Barreroet al., 2012). Tal resultado foi justificado pelo fato de o
alcool ter sido administrado na agua de beber, tornando-a pouco palatavel e inibindo sua
ingestdo (Barreroet al., 2012). Aqui, mostramos que o alcool aumenta a ingesta hidrica,

possivelmente por mecanismos relacionados a aldosterona. No entanto, observamos
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tolerancia a esses efeitos, uma vez que, apds a terceira semana, esse efeito ja ndo mais foi
percebido.

Curiosamente, a associagdo entre alcool e fumaca do cigarro manteve o consumo
de 4gua elevado ao longo do experimento. Embora sejam escassos os estudos avaliando
variacOes de ingestdo hidrica em animais, alguns mostram que o carbacol, um agonista de
receptores muscarinicos e nicotinicos, aumenta a ingesta hidrica em roedores (Saad et al.,
1985). Aqui ndo observamos aumento do comportamento hidrico em ratos expostos apenas
a fumaca do cigarro (grupo TAB), mas sim, quando esta era associada ao alcool. Embora
mais estudos sejam necessarios para elucidar esse aspecto, podemos inferir que a
associagdo com o cigarro foi determinante para reducdo dos mecanismos de tolerancia do
alcool ao controle da ingestdo hidrica por sensibilizacdo de receptores nicotinicos,
sabidamente envolvidos no controle do comportamento de ingesta hidrica ou por

sensibilizag&o do sistema aldosterona.

6.5 Parametros bioquimicos

Com respeito a glicemia, nossos resultados estdo de acordo com a literatura, pois
estudos mostram que tanto alcool quanto tabaco aumentam a glicemia. E sabido que,
dentre as complicacdes pelo uso cronico de alcool, esta o Diabete mellitus (DM) (Hodgeet
al,, 2007). De fato, o alcool é um fator de risco para hiperglicemia, independentemente do
DM, pois perturba a homeostasia da glicose, estando associadoao desenvolvimento de
resisténcia a insulina (Wannametheeet al., 2002). Contudo, a frequéncia de uso e a dose de
alcool parecem ser determinantes para alteracdo da glicemia. Isso foi observado por
Cullmann e colaboradores(2012),que evidenciaram que o0 consumo crénico moderado de
bebidas alcoodlicas reduz o risco de pré-diabetes e DM entre seres humanos, enguanto

usuarios pesados aumentam esse risco. Outros estudos revelam que fumantes apresentam
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maior risco de desenvolvimento de DM, e o risco esta aumentado de acordo com 0 nimero
de cigarros fumados por dia (Rimmet al. 1993). Ndo ha estudos avaliando o efeito da
associacdo do &lcool e do cigarro. Nossos resultados indicam essa associacdo pode ser
ainda mais importante para a elevacdo da glicemia (113%), o que poderia aumentar ainda
mais o risco de desenvolvimento de resisténcia a insulina e diabete.

Porém, com relacdo ao perfil lipidico, nossos resultados sdo intrigantes em alguns
aspectos. Com relacdo ao alcool, encontramos um aumento nos triglicerideos pela
administracao diaria, sem afetar o colesterol total e o HDL dos ratos. Estudos, em coelhos
ou ratos, mostram aumento tanto de triglicerideos, quanto do colesterol total e do HDL
(Ikemuraet al., 1992;Adaramoye e Oloyede., 2012). Contudo, as doses administradas e o
tempo de tratamento sdo diferentes daqueles utilizados aqui. Enquanto coelhos foram
tratados com 15 ou 15 e 30 mg/kg/dia, por 4 semanas, os ratos foram submetidos a
administracdo de 2 g/kg, trés vezes por semana, por 3 semanas. Doses diarias de 2g/kg,
administradas duas vezes ao dia, por 30 dias, afetaram apenas os triglicerideos.

Igualmente intrigante, a exposicdo a fumaca do cigarro mostrou uma diminuicéo
dos triglicerideos, colesterol total e HDL em ratos, sendo que a literatura mostra que fumar
aumenta os niveis de colesterol total e triglicerideo, além de diminuir HDL (Gluecket al.,
1981; Croft et al., 1987). N&o descartamos que a resposta observada nos animais possa ser
diferente daquela observada em seres humanos. Para a associa¢do entre alcool e cigarro, 0s
poucos estudos conduzidos mostram ndo haver afetacdo do HDL, mas, ainda assim, 0s
triglicerideos estdo aumentados (Gluecket al., 1981).

Para os demais parametros bioquimicos, o resultado que mais chama a atencdo é o
aumento da GGT no grupo associacdo ALCTAB. Conforme ja mencionado, 0s niveis de
GGT podem estar elevados ndo somente no alcoolismo crénico, mas também em infarto

agudo do miocardio, insuficiéncia renal, doenca pulmonar obstrutiva cronica e diabetes
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(Goldberg e Martin, 1975). Sendo alcool e cigarro, drogas de abuso potencialmente
nocivas a salde e estando relacionadas a obesidade, hipertensdo, diabetes e outras
sindromes metabolicas, podemos inferir que o grupo associagdo ALCTAB tenha um maior
risco a apresentar alguma das patologias descritas.

Durante a revisao da literatura nos chamou realmente a atencdo que hd poucos
estudos avaliando os efeitos da associagdo entre alcool e tabaco, apesar da espantosa
proporcdo de individuos que usam essas duas drogas de abuso de abuso
concomitantemente. Como ja mencionado, a Organizacdo Mundial da Satude mostra que o
uso abusivo de alcool é responsavel por mais de 2,5 milhGes de mortes anualmente,
enquanto o tabaco é responsavel por cerca de 6 milhGes de mortes por ano. Os poucos
modelos que consideram a associacao entre alcool e cigarro, o fazem pela associacao entre
alcool e nicotina, ignorando as outras substancias nocivas também presentes no fumo. No
entanto, as mortes relacionadas ao cigarro estdo importantemente ligadas a exposi¢do do
organismo a outras substancias presentes na fumaga do cigarro e inaladas pela queima da
folha de tabaco. Ainda ha muito a explorar utilizando esse mesmo modelo de associagdo

entre &lcool e fumaca do cigarro.

7 Concluséo

Nosso principal objetivo aqui foi avaliar o efeito da associacdo entre alcool e a
fumaca de cigarro sobre a proliferacéo celular hipocampal e memoria de ratos. Com base
nos nossos resultados, podemos concluir que a exposi¢cdo concomitante ao alcool e ao
cigarro apresenta efeito aditivo,inibindo a proliferagcdo celular, de modo ainda mais
importante do que o uso isolado dessas drogas. Todavia, ndo observamos alteragdona

mem©riade trabalho ou de longo prazo, possivelmente relacionada a exposicdo de doses
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moderadas de alcool ou exposic¢do a fumaca de pouco cigarros por dia. Ndo descartamos,
contudo, que um tempo maior de exposi¢do possa afetar esses parametros.

Embora ndo tenha sido objetivo principal, também observamos que a associa¢do
entre alcool e cigarro aumentou a ingestdo hidrica, persistindo mesmo apés 4 semanas de
tratamento. Mais estudos sdo necessarios para avaliar os efeitos dessa associacdo sobre
mecanismo de sensibilizacdo envolvido no controle da sede que desapareceram com 0 USO

continuado do alcool.
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