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RESUMO

SANTOS, Monique Corréa Santos. Efeitos da exposicdo de camundongos adolescentes a
fumaca de cigarros contendo diferentes niveis de nicotina: alteracdes bioquimicas e
comportamentais. 2014. 121 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2014.

Consumo de tabaco é um dos mais importantes desafios de salde publica. A despeito
disso, ha poucos estudos experimentais que investiguem os efeitos da exposicdo a fumaca de
tabaco durante a adolescéncia. O presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos da
fumaca gerada a partir de cigarros contendo altos ou baixos niveis de nicotina no
comportamento e no sistema colinergico de camundongos expostos durante a adolescencia.
Foram utilizados camundongos Sui¢os de ambos 0s sexos e expostos a fumaca do dia pos
natal (PN) 30 a 45 (exposic¢do do corpo inteiro de 8 horas/dia e 7 dias/semana) gerada a partir
de cigarros de referéncia para pesquisa tipo 2R1F (grupo AltaNic — 1,74 mg/cigarros) ou tipo
4A1 (grupo BaixaNic - 0,14 mg/cigarros). Camundongos Controle (CT) foram expostos a ar
corrente. Ao final da exposicdo (PN45), nos avaliamos os niveis de cotinina sérica
(metabdlito da nicotina) de um grupo separado de camundongos. No final da exposicéo
(PN44-45), durante o curto periodo (PN49-50) e longo periodo (PN74-75) de retirada, 0s
camundongos foram submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado, e ao teste do campo
vazado. Nao existiram diferencas na ansiedade entre os grupos no labirinto em cruz. No
campo vazado, os efeitos foram dependentes do tipo de cigarro utilizado. No final do periodo
de exposicdo, os animais AltaNic exploraram um numero maior de orificios e camundongos
BaixaNic exploraram menos orificios quando comparado aos animais CT. Durante o curto
periodo de retirada, camundongos BaixaNic ainda exploraram menos orificios enquanto,
durante o longo periodo de retirada, existiu um aumento tardio na exploracdo em fémeas
AltaNic. Quanto ao sistema colinérgico, foram quantificados a ligacdo ao receptor de
colinérgico nicotinico (nAChR), a ligacdo do [(3)H]hemicholinio-3 (HC-3) ao transportador
pré-sinaptico de colina, a atividade da colina acetiltransferase (ChAT) e da acetilcolinesterase
(AChE) no cortex cerebral de camundongos decapitados ap6s o ultimo teste comportamental.
Ambos 0s grupos apresentaram aumento na expressdao dos nAChRs durante a exposicdo, no
entanto, estes efeitos ndo persistiram durante a retirada. Os efeitos na ligacdo ao HC-3 e
ChAT foram sexo-dependentes. Em relacdo ao HC-3, os efeitos foram identificados durante a
retirada: no curto periodo, camundongos machos BaixaNic e AltaNic apresentaram aumento
na ligacdo, enquanto, em fémeas, ocorreu diminuicdo. Distintamente, no longo periodo de
retirada, machos do grupo BaixaNic apresentaram diminui¢do, e um aumento foi evidente em
fémeas do grupo AltaNic. Ao final do periodo de exposicdo, a atividade da ChAT estava
diminuida em machos do grupo BaixaNic. A diminuicdo foi seguida por um efeito tardio de
aumento da atividade em machos do grupo AltaNic durante o curto periodo de retirada.
Atividade da AChE néo foi afetada durante ou ap6s o término da exposi¢do. Estes resultados
indicam que a exposicdo a fumaca de cigarro altera a busca por novidades como tambem,
causa alteragcdes em biomarcadores da fungéo colinergica. O padrdo de mudanca depende do
tipo de cigarro

Palavras-chave: Adolescente. Cigarro. Comportamento. Sistema colinérgico.



ABSTRACT

SANTOS, Monique Corréa Santos. Effects of adolescent mice exposed to cigarette smoke
with different levels of nicotine: biochemical and behavioral . 2014. 121 f. Tese (Doutorado
em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

Tobacco consumption is one of the most important public health challenges. Despite
that, there is a lack of experimental studies that investigate the effects of tobacco smoke
exposure during adolescence. The current study was undertaken to investigate the effects of
tobacco smoke generated from cigarretes containing either high or low levels of nicotine in
the behavior and cholinergic system of mice exposed during adolescence. From postnatal day
(PN) 30 to 45, Swiss mice of both sexes were exposed to tobacco smoke (whole body
exposure for 8 hr/day and 7 days/week) generated from one of two reference research
cigarettes: type 2R1F (HighNIC group - nicotine = 1.74 mg/cigarette) or type 4A1 (LowNIC
group - nicotine = 0.14 mg/cigarette). Control mice (CT) were exposed to current air. At the
end of the exposure period (PN45) we assessed the levels of cotinine (nicotine metabolite) in
serum of a separate group of mice. By the end of exposure (PN44-45), during short-term
(PN49-50) and long-term withdrawal (PN74-75), mice were submitted to the elevated plus
maze and hole board tests. There were no differences in anxiety among groups in the maze. In
the hole board, the effects were largely dependent on the type of cigarette. By the end of the
exposure period, HighNic animals explored a larger number of holes and LowNic mice
explored fewer holes when compared to CT animals. During a short-term withdrawal,
LowNic mice still explored fewer holes while, during long-term withdrawal, there was a late-
emergent increase in exploration in HighNic females. Regarding the cholinergic system, we
assessed nicotinic acetylcholine receptor (nAChR) binding, [(3)H]hemicholinium-3 (HC-3)
binding to the high-affinity choline transporter, choline acetyltransferase (ChAT), and
acetylcholinesterase (AChE) activities in the cerebral cortex of mice decapitated after the last
behavioral test. Both Low and HighNic mice presented nAChR upregulation during exposure,
however, this effect failed to persist at withdrawal. Effects on HC-3 binding and ChAT were
sex-dependent. Regarding HC-3, effects were identified during withdrawal: In the short-term,
while male mice from both Low and HighNic groups presented increased binding, it was
decreased in females. Distinctively, in the long-term, a late-emergent decrease was identified
in LowNic males and an increase was evident in HighNic females. ChAT activity was
decreased in Low and HighNic males by the end of exposure. The decrease was followed by
late-emergent increased activity in HighNic males during a short-term withdrawal. AChE
activity was not affected by tobacco smoke exposure and withdrawal. These results indicate
that exposure to cigarette smoke affects novelty seeking behavior and alters biomarkers of
cholinergic function. The pattern of changes depends on the type of cigarette.

Keywords: Adolescent. Cigarette. Behavior. Cholinergic System.
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INTRODUCAO

A adolescéncia é uma fase de expansdo de fronteiras e teste de limites que inclui
comportamentos impulsivos e arriscados. O comportamento de risco, comum em mamiferos,
¢ uma parte normal do desenvolvimento, necessaria para o processo de evolucdo de
dependéncia para a independéncia (Spear, 2000). A adolescéncia é considerada um periodo
critico ou sensivel do desenvolvimento cerebral. Surgem muitas desordens psicoldgicas
durante este periodo, e varias delas exibem uma caracteristica impulsiva (Whelan e cols.,
2012). O sistema nervoso em desenvolvimento é mais vulneravel a danos que o sistema
nervoso do adulto. O periodo de formacao do cérebro é mais longo que o de outros 6rgaos.
Seu desenvolvimento continua até a adolescéncia quando ainda ocorre proliferacdo de
neurdnios, apoptose e rearranjo sinaptico em diversas regibes (Bayer e cols., 1982;
Huttenlocher, 1990; McWilliams e Lynch, 1983; Spear, 2000; Cunningham e cols., 2002;
Durston e cols., 2001; Koshibu e cols., 2004), assim, pode-se supor que o cérebro do
adolescente ainda € vulneravel a efeitos deletérios da exposicéo a agentes externos.

O periodo da adolescéncia é verdadeiramente um periodo revolucionério em qualquer
vida, a idade que ocorre desenvolvimento explosivo tanto emocional quanto cognitivo. Esta €
uma fase guando surgem as paixdes, quando hd um pico na criatividade, idéias inovadas e
amizades sdo estabelecidas. No entanto, adolescentes marcam este periodo com o aumento no
numero de suicidios, acidentes, homicidios, desordens de humor, gravidez ndo planejada,
anorexia, bulimia, e abuso de substancias (Resnick e cols., 1997; Ozer e cols., 2004).

Em algumas espécies é dificil caracterizar quando a transicdo para adolescéncia
comeca a acontecer e quando o individuo passa de adolescente a adulto. Na espécie humana, a
adolescéncia compreende toda a segunda década de vida (Petersen e cols., 1996),
particularmente, o periodo de 12 a 18 anos de idade (Spear, 2000). Alguns autores consideram
ainda uma adolescéncia tardia, que se estende até os 25 anos de idade (Baumrind, 1987). Em
roedores como ratos e camundongos, as primeiras alteracfes associadas a adolescéncia podem
ocorrer ja a partir do vigésimo dia de vida pds-natal (PN20) e as ultimas mudangas podem
ocorrer até PN55. Em camundongos, a adolescéncia pode ainda ser dividida em precoce (PN
24 a 35), média (PN 37 a 48) e tardia (PN 50 a 61) (Adriani e cols., 2002). Contudo, alguns
autores consideram que a adolescéncia ocorre propriamente entre PN28 e PN42 (Spear, 2000)
e que, em PN56, o animal se encontra na fase adulta jovem (Andersen, 2003; Spear, 2000).

Outros grupos de pesquisa consideram o periodo de PN30 a PN45 (Abreu-Villaca e cols.,
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2006, 2007; Oliveira-da-Silva e cols., 2010; Ribeiro-Carvalho e cols., 2009; Slotkin &
Seidler, 2009).

Em alguns testes comportamentais, a performance dos adolescentes é igual a dos
adultos. Entretanto, o que se observa é que para uma mesma tarefa, o cérebro adolescente age
como um cérebro adulto desempenhando uma tarefa muito mais dificil, logo, eles despendem
mais trabalho para atingir essa igualdade de performance (Powell, 2006).

O cérebro do adolescente, particularmente o cortex pré-frontal e areas que atuam em
mecanismos de recompensa ainda estdo em desenvolvimento (Van e cols., 2010), o que leva a
adolescentes apresentarem uma propensao a comportamentos de risco, incluindo o uso de
cigarros, bebidas alcoolicas e uso de outras drogas (Dahl RE, 2004; Steinberg e cols., 1994).
Estruturas subcorticais como o hipotalamo, mesencéfalo, ndcleo accumbens, estriado dorsal e
ventral e amigdala sdo importantes para processar emocdes e impulsos no inicio da puberdade
(Sowell e cols., 2003; Casey e cols., 2005). A maturacdo dessas areas também contribui para
o desenvolvimento do comportamento social e sexual e aumento dos niveis de horménios
sexuais que ocorre caracteristicamente durante a puberdade.

A iniciacdo do uso de substancias durante a adolescéncia estd direcionada, em parte,
por fatores bioldgicos. O vicio é um processo progressivo e complexo de desordem cerebral
(Volkow e cols.,, 2009) que altera o funcionamento e as estruturas de areas cerebrais
responsaveis por prazer, tomada de decisdo, autocontrole, e sobrevivéncia, incluindo
motivacao, risco e recompensa, busca do prazer, controle e inibi¢cdo de impulsos, entre outros
(Dackis e cols., 2005; Volkow ND, 2005).

Diversos estudos mostram que adolescentes tendem a usar mais de um tipo de droga
(Elders e cols., 1994; Galdur6z e cols., 2004; Lucas, 2006; Pillon e cols., 2005). Também foi
demonstrado que tabaco é uma das drogas preferidas entre os adolescentes (Galduréz e cols.,
2004) e que a iniciacdo precoce de uso de tabaco aumenta a probabilidade do uso de
substancias ilicitas (Grant e cols., 1997; Plazek e cols., 2009).

A analise de dados da National Survey on Drug Use and Health indica que de 9 a 10
pessoas que reunem critérios de desordem por uso de substancias envolvendonicotina, alcool
e outras drogas, iniciaram 0 uso das mesmas antes de completarem 18 anos (The National
Center on Addiction and Substance Abuse, 2011). Individuos que iniciam o uso de alguma
substancia aditiva (incluindo nicotina, alcool ou outras drogas) antes dos 15 anos de idade
apresentam 6,5 vezes mais chances de desenvolver desordens quando comparados a
individuos que iniciam o uso aos 21 anos de idade ou mais (The National Center on Addiction
and Substance Abuse, 2011)
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De fato, o uso de tabaco por adolescentes tém fatores de risco para a iniciagdo, como
fatores sociodemograficos (sexo, idade, classe social, etnia), familiares (relacdo pais-filhos,
morar ou ndo com os pais, historia social e estado civil dos pais) e comportamentais (Bobo &
Husten, 2000; Fisher e cols., 2007; Little, 2000; Tavares e cols., 2004), além da pressdo
exercida pelo grupo social no qual o jovem esta inserido contribuir significativamente para
que o adolescente se torne um usuario de cigarro (Bobo e Husten, 2000; Little, 2000; Mallett
e cols., 2006). Contudo, estudos indicam que fatores fisioldgicos também sdo determinantes
do uso e abuso de tabaco por adolescentes (Grucza e Bierut, 2006).

Em paralelo, estudos em camundongos adolescentes expostos a cigarros com
diferentes niveis de nicotina, mostram que existem diferencas funcionais na sensibilidade
entre cepas de camundongos inbred e outbred sugerindo que ha influéncias genéticas no uso e
abuso de drogas (Overstreet, 1995).

A maioria dos fumantes inicia o habito de fumar durante a adolescéncia, de modo que a
dependéncia ao tabaco é frequentemente considerada uma doenca pediatrica. De fato, no
mundo, entre 82.000 e 99.000 dos jovens comecam a fumar diariamente, e4 milhdes de
mortes por ano sdo atribuidas ao fumo (Prokhorov e cols., 2006).

O fumo de cigarros esta associado a uma vasta gama de efeitos adversos a saude,
incluindo alguns tipos de cancer, disfuncdo cardiovascular, doenca dental, alteracdo
respiratoria, problemas reprodutivos, disfuncdo de erecdo, Ulcera péptica e doencas 0sseas
(United States Department of Health and Human Services, 2004).

Estudos em humanos com fumaca de cigarros, apresentam um achado comum que é a
diminuicao global da atividade cerebral (Yamamoto e cols., 2003) observado por imagens de
tomografia computadorizada. E outros demonstram diminuicdo do fluxo sanguineo cerebral
observado com exame de Doppler (Kodaira e cols., 1993; Terborg e cols., 2002).

Fumantes sdo mais propensos a apresentar critério de diagnostico para doenca mental,
como desordens de humor, ansiedade e psicoses quando comparados a ndo-fumantes (Breslao,
1995; Degenhardt, 2001). Nos Estados Unidos, fumantes adultos apresentam o dobro de
diagnostico de depressdo (43%) quando comparados a ndo-fumantes (22%) (Pratt & Brody,
2010).0s mecanismos que envolvem o vinculo de condicdo de saude mental e fumantes séo
complexos e se diferenciam para cada tipo de desordem. No entanto, muitas das desordens
psiquiatricas sdo intensificadas durante a intervencdo para cessacdo do ato de fumar (Peterson
e cols., 2011).

Estudos em humanos com fumaca de cigarros, apresentam um achado comum que é a

diminuicao global da atividade cerebral (Yamamoto e cols., 2003) observado por imagens de
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tomografia computadorizada. E outros demonstram diminuicdo do fluxo sanguineo cerebral
observado com exame de Doppler (Kodaira e cols., 1993; Terborg e cols., 2002).

O nimero de fumantes permanece em queda no Brasil. E o que revela a pesquisa
Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doengas Crénicas por Inquérito Telefonico
(Vigitel 2011), realizado pelo Ministério da Saude. Segundo a pesquisa, de 2006 a 2011, o
percentual de fumantes passou de 16,2% para 14,8%. A incidéncia de homens fumantes no
periodo 2006-2011 diminuiu a uma taxa média de 0,6 % ao ano, segundo o Vigitel 2011. A
frequéncia é menos da metade do indice de 1989, quando a Pesquisa Nacional de Salde e
Nutricdo (PNSN), realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
apontou 34,8% de fumantes na populacdo (Ministério da Saude de Sao Paulo). De acordo com
0 Relatorio Mundial da Saude (OMS, 2002b), no Brasil, adultos com baixa ou sem
escolaridade tém cinco vezes mais chances de fumar que aqueles que atingiram o Ensino
Médio.

No Brasil, na regido Sul tinha, em 2008, o maior percentual de fumantes de tabaco
(19,0%), sendo os menores percentuais verificados no Centro-Oeste (16,6%) e Sudeste
(16,7%). Entre os homens, 0s maiores percentuais de fumantes estavam no Nordeste (22,9%
ou 4,2 milhdes de pessoas) e no Sul (22,5% ou 2,3 milhdes); j& entre as mulheres, eles foram
verificados no Sul (15,9%) e Sudeste (13,3%) (Petab, 2008).

Embora a prevaléncia do consumo de tabaco venha diminuindo em paises
desenvolvidos, 0 mesmo ndo acontece em boa parte dos paises em desenvolvimento, nos
quais vivem 80% dos fumantes (Rosemberg e cols., 2004). O marketing agressivo e as
regulamentacfes permissivas, com tarifas mais leves, favorecem o incremento das industrias
de tabaco em paises mais pobres (Bartecchi e cols., 1995).

Os cigarros de tabaco contém cerca de 4.500 substancias quimicas — algumas
cancerigenas e outras toxicas (Rosemberg e cols., 2004). Desta forma, o cigarro de tabaco
predispde o fumante a um grande numero de doencas. Dentre 0os componentes da fumaca de
cigarro, a nicotina, um alcal6ide natural presente nas folhas de tabaco, € um dos principais
componentes ativos da fumaga do cigarro.

Durante o uso de cigarros foi observado que a nicotina € rapidamente distribuida para o
cérebro e pulmdes (Benowitz e cols., 1988; Rucktooa e cols., 2009). No cérebro, a mesma
apresenta alta afinidade com os receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs), resultando
em rapida liberagcdo de alguns neurotransmissores, como a dopamina no sistema mesolimbico

(Olincy e cols., 1997; Pomerleau e cols., 1995).
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A inalacdo é a via mais rapida de absorcdo da nicotina. Variages na absorcdo séo
encontradas dependendo da via de administracdo da droga. Adesivos transdérmicos ou
pastilha mastigavel € sempre inferior a 50% em comparacdo ao cigarro (Lebargy, 2003). Um
estudo com fumantes adultos cujo consumo médio é de 18 cigarros/dia, mostra que o pico
plasmético da nicotina é atingido 5 minutos apos tragar a fumaca do cigarro, seguido de um
rapido declinio em apenas 12 minutos, enquanto que, apos a administracéo via oral, tipo goma
de mascar, a nicotina atinge seu pico plasmatico em cerca de 30 minutos e decresce
lentamente nas proximas horas (Benowitz e cols., 1988).

A absorcdo da nicotina é pH-dependente (Svensson, 1987), a fumaca do cigarro
disponibiliza a nicotina em sua forma &cida, o que promove uma maior absorcéo nos alvéolos
pulmonares enquanto a nicotina via oral se encontra em sua forma alcalina e € rapidamente
absorvida pela mucosa oral (Galvdo & Moreau, 2003; Tutka e cols., 2005).

A nicotina é considerada uma das substancias psicoativas mais importantes na fumaca
de cigarro e responsavel pela adi¢do ao tabaco (Para revisdo: Fowler, Arends, e Kenny, 2008).
A nicotina é considerada o principal responsavel pelos efeitos comportamentais da exposi¢do
a fumaca de cigarro (Jacobsen e cols., 2005, 2007; Levin e cols., 2006; McGehee, 2007). Este
alcaldide atua em grande nudmero de processos fisiologicos e patoldgicos como
neurotransmissao da dor, controle do movimento, processos cognitivos, respostas emocionais
e abuso de drogas associadas a exposicdo ao tabaco (Buisson & Bertrand, 2002; File e cols.,
2002; Jain, 2004; Katner e cols., 2004).

Como consequéncia, durante as ultimas décadas, a industria do tabaco tem direcionado
esforcos para reduzir a nicotina contida nos cigarros, mas, a despeito disso, a nicotina ainda
esta presente, ainda que em niveis menores (Dunsby e Bero, 2004; Walker e cols., 2009).

Estd estabelecido que a nicotina é neuroteratogénica, afetando o cérebro pela
interferéncia em mecanismos de mitose e diferenciacdo, causando alteragcdes na axonogénese
e sinaptogénese e consequentemente comprometendo a atividade sinaptica. A ligacdo da
nicotina a receptores pré-sinapticos indiretamente afeta uma grande variedade de sistemas de
neurotransmissores; sendo que, como um analogo da acetilcolina, os receptores de acetilcolina
nicotinicos inotropicos (NAChRs) sdo os mediadores celulares primarios destes efeitos.
Porem, ha estudos que sugerem que existe a possibilidade de outros componentes alem da
nicotina estarem participando nos efeitos colinérgicos existentes resultantes da exposicao a
fumaca de cigarro (Slotkin, 2008).

A prevaléncia de dependéncia a nicotina é altamente frequente entre os individuos com

algum transtorno de ansiedade, com dados indicando 31,5% para fobia social e 54,6% para
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desordens de ansiedade generalizada em pessoas fumantes (Laviolette & van der Kooy,
2004).

Um estudo transversal em humanos indicou que fumantes quando comparados a néo-
fumantes apresentam mais sintomas associados ao panico (McClave e cols., 2010; Zvolensky
e cols., 2002). A associacdo pode ser por fatores como a predisposicdo genética ou, por
exemplo, apré disposicdo a experimentacao de drogas (Comings e cols., 1996; Gilbert, 1995).

O consumo de tabaco aumenta o risco de desenvolvimento de ansiedade. Fumantes
apresentam maiores taxas de ansiedade quando comparados a ndo-fumantes, Odds Ratio (OR)
entre 1,5 e 4,2. No entanto, € importante considerar a co-ocorréncia de tabagismo com o
consumo de alcool e outras substancias, o que pode artificialmente inflacionar as estimativas
de prevaléncia de tabagismo em individuos com perturbacdes de ansiedade (Morissette e
cols., 2007).

Algumas evidéncias ddo suporte a idéia de que a ansiedade € um sintoma que aumenta a
probabilidade de se iniciar o habito de fumar (Morissete et al., 2007). Estudos com fumantes
adultos tém mostrado que o tabaco pode reduzir a ansiedade, sendo que este efeito €
normalmente atribuido a nicotina presente nos cigarros (Kassel & Unrod, 2000).

Em humanos, estudos epidemioldgicos mostram que adolescentes também apresentam
maiores niveis de ansiedade durante a abstinéncia (Horn e cols. 2004). Adicionalmente,
adolescentes que apresentaram resposta ansiolitica quando fumaram seu primeiro cigarro
apresentam maior probabilidade de se tornarem dependentes e de relatarem que estresse causa
urgéncia em fumar e recaidas durante a abstinéncia (DiFranza e cols., 2004).

O labirinto em cruz elevado (LCE) € um teste comportamental que foi criado ha cinco
décadas (Montgomery, 1955), foi primeiro descrito por Handley and Mithani (1984) como um
método usado para investigar os comportamentos associados a ansiedade e para estudar o
envolvimento de neurotransmissores na ansiedade ( Dorow e cols., 1983; Pellow & File,
1986; Moster, 1989; Cruz e cols., 1994; Rodgers & Cole, 1994; Anseloni & Brandao, 1997,
Anseloni e cols., 1995). O método foi considerado ser confiavel e validado para medidas de
ansiedade, com base em extensivas investigacbes analisando muitos aspectos
comportamentais, fisiolégicos e farmacoldgicos (Pellow ecols.,1985; Cruz e cols., 1994;
Rodgers & Cole, 1994; Anseloni & Brandao, 1997).

Estudos sugerem que efeitos da fumaca de cigarro sobre os niveis de ansiedade sdo
devidos a nicotina. Estudos mostram que a nicotina pode afetar os niveis de ansiedade de
diferentes formas (Picciotto e cols., 2002). Em roedores, tem se mostrado que a nicotina pode

ser ansiogénica, ansiolitica ou ndo causar alteracdes nos niveis se ansiedade (Broni e cols.,
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1993; Irvine e cols., 1999, 2001; Ouagazzal e cols., 1999). Estas diferencas dependem da
dose, tempo entre as injecdes e teste, a forma de administracdo e do teste comportamental
utilizado (Salas e cols., 2003). Estudos em animais com nicotina administrada de forma aguda
em animais inexperientes tém sido um pouco inconsistentes nos resultados encontrados.
Pesquisas realizando a administracdo de nicotina em doses baixas usando o teste de labirinto
em cruz elevado ou teste de interacdo social, tém apresentado nos resultados propriedades
ansioliticas (Brioni e cols., 1993; File e cols, 1998; Irvine e cols., 1999; Cheeta e cols., 2001),
enquanto altas doses tém demonstrado a producdo de efeitos ansiogénicos (File e cols., 1998;
Ouagazzal e cols., 1999; Cheeta e cols., 2001; Balerio e cols., 2006). Outros tém descrito
efeitos ansiogénicos da nicotina em doses baixas (Biala &Budzynska, 2006; Biala & Kruk,
2008).

Um trabalho do nosso laboratdrio de 2008 comparou camundongos expostos a nicotina,
0s quais bebiam uma solucdo de nicotina oferecida ad libtum controle, que bebiam somente
agua durante 15 dias do periodo da adolescéncia (Periodo de Exposicdo). Apds este periodo,
0s animais eram submetidos a uma periodo de 3 dias de abstinéncia, seguido por um periodo
de 7 dias de re-exposicdo Ao final de cada etapa foram realizados testes comportamentais em
um aparelho classicamente utilizado para avaliar alteracbes nos niveis de ansiedade e
possiveis diferencas comportamentais, no qual indicou que durante o periodo de exposi¢cdo 0s
animais apresentaram reducdo do comportamento associado a ansiedade, contudo, durante o
periodo de abstinéncia da nicotina, os animais se tornaram mais ansiosos. Durante o periodo
de re-exposicdo, 0s animais previamente expostos a nicotina que exibiram os mais altos niveis
de ansiedade durante o periodo de abstinéncia apresentaram uma significante reducdo do
consumo de nicotina quando comparados com aqueles camundongos que também
previamente receberam nicotina mas que apresentaram menores niveis de ansiedade
(Manh@es e cols., 2008) Estes resultados indicam que a influéncia da nicotina nos niveis de
ansiedade € complexa e pode estar relacionada com o aumento de liberacdo de diferentes
neurotransmissores em uma variedade de estruturas cerebrais.

A busca pela novidade, representada em animais experimentaispelo aumento da
exploracdo de objetos ou estimulos desconhecidos, é um dos comportamentos mais estudados
como fator predisponente para o uso drogas. Diversos trabalhos tém sugerido que a busca pela
novidade em roedores pode ser utilizada para avaliar alguns aspectos da “busca por sensacoes
estimulantes” em humanos (Dellu-Hagerdon, 2006; Kliethermes e cols., 2007). Modelos
experimentais em animais tém mostrado que a busca por drogas é mais freqliente na presenca

deste comportamento (Piazza e cols., 1989; Wills e cols., 1994; Bardo e cols., 1996; Bardo &
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Dwoskin, 2004; Abreu-Villaga e cols., 2006; Pelloux e cols., 2006). De acordo com estes
achados, a busca pela novidade, assim como o uso de drogas psicoestimulantes, compartilham
um substrato neurobioldgico similar, que é a ativacdo de estruturas e vias mesolimbicas. A
exploragdo a um novo ambiente tem sido associada, em ratos, com o aumento dos niveis de
dopamina no nucleo accumbens, o qual é freqlentemente associado com o fenémeno de
recompensa (Hoebel e cols., 1983; Robbins & Everitt, 1996; Wise, 1996; Ikemoto & Wise,
2004). Diversos estudos em animais avaliam este comportamento submetendo-os ao teste de
campo vazado (CV) (Escorihuela e cols., 1999; Vaglenova e cols., 2004). O CV foi
padronizado por Boissier e Simon (1962) como medida geral da atividade motora e de
exploracdo (File & Wardill, 1975; Durcan & Lister, 1989; File, 2001). O nimero de orificios
explorados no CV é utilizado como medida da atividade exploratoria (Escorihuela e cols.,
1999; Abreu-Villaga e cols., 2006; Fraga-Marques e cols., 2009).

Os efeitos da nicotina sdo em parte mediados via NAChRs, ativando 0s canais ionicos
pos-sinapticos, que medeiam uma rapida neurotransmisséo sinaptica (Corringer e cols., 2000)
e pré-sinapticos, que participam da modulacdo da liberacdo de neurotransmissores em
diferentes tipos de neuronios (Para revisao: Abreu-Villaga, Filgueiras & Manhées, 2010). Os
nNAChRs sdo encontrados em musculos e neurdnios e sdo compostos das subunidades a (0.2 —
al0) e B (B2 — P4). A diversidade dos subtipos de nAChR, sua localizacdo (pré ou pds
sinaptica) e sua distribuicdo cerebral contribuem para a variedade de mecanismos que estes
receptores participam no sistema nervoso central. (Elgoyhen e cols., 1994, 2001; Lindstrom e
cols., 1996; McGehee & Role, 1995; Sargent, 1993; Tassonyi e cols., 2002) . Os receptores
nicotinicos a4 e B2 (denotados como a4B2 NAChRS) sdo 0s mais frequentemente encontrados
no sistema nervoso central (SNC) (Flores e cols., 1992) e sdo considerados um dos principais
subtipos envolvidos na regulacao das a¢oes de adig¢do da nicotina (Buisson & Bertrand, 2002).

Estudos anteriores em animais experimentais em sistemas colinérgicos indicam que a
exposicdo a nicotina durante a adolescéncia causa suprarregulacdo de nAChRs e
hipoatividade colinérgica e catecolaminérgica do mesencéfalo, uma regido que tem sido
associada a mecanismos de recompensa e dependéncia; assim como no cortex e no
hipocampo, regides associadas a funcdes cognitivas (Trauth e cols. 2000; 2001; Abreu-Villaga
e cols., 2003; 2003a; 2004b, Ribeiro Carvalho e cols., 2008)

Existem evidéncias que indicam caracteristicas Unicas da resposta do cérebro do
adolescente a nicotina, como suprarregulacdopersitente dos nAChRs quando comparados a
adultos (para revisdo: Slotkin, 2008). De fato, foi demonstrado que exposi¢des por curtos

periodos de tempo (2 dias) e com doses que produzem niveis plasmaticos de nicotina
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correspondentes a fumar 2 cigarros, ja causam suprarregulacdo denAChRs em ratos
adolescentes (Abreu-Villaga e cols., 2003a). Acredita-se que a suprarregulacdoconstitui uma
resposta celular a desensibilizacdo (Fenster e cols., 1999).Quanto aos efeitos da fumaca de
cigarro, foi demonstrado em humanos que a exposicdo causa suprarregulacdo de receptores
colinérgicos, de forma semelhante ao que ocorre em roedores expostos a nicotina (Dani &
Bertrand, 2007; Falk, 2005).

Considerando que o cigarro contém cerca de 4500 substancias, pode-se levantar a
hipotese que outros componentes além da nicotina tenham papel relevante nos efeitos do
tabaco no sistema nervoso central. Infelizmente, o grande nimero de substancias presentes no
cigarro e a falta de dados sobre suas propriedades psicoativas tém vindo a adiar o progresso
nesta area.

Quanto a estudos que investigaram o papel de componentes da fumagca de cigarro, foi
demonstrado que exposicdo a Anabaseina, um alcaloide, causou um aumento nos niveis
intracelulares de ACh no cortex (Summers e cols., 1997). O Acetaldeido, o metabdlico
primario do etanol, causou uma diminuicdo na captacdo de ACh no cértex (Jamal e cols.,
2005). A fumaca de cigarro contem altas concentracdel de -carbolina, outro alcal6ide
tambem conhecido como norharman e harman, que inibe a monoamina oxidase (MAO). A
norharman e harman tem efeitos antidepressivos em roedores (Aricioglu & Altunbas, 2003;
Farzin & Mansouri, 2006) e estudos clinicos indicam que drogas que inibem a MAO-A, tem
efeitos antidepressivos em humanos (Blier & de Montigny, 1994).

Ainda ha& poucos estudos que descrevem os efeitos da fumaca de cigarro em
camundongos e estes visam obter informacg6es sobre os efeitos aditivos e comportamentais,
para correlacionar aos efeitos encontrados em humanos. Um grupo que trabalha com fumaca
de cigarros em animais € do Slotkin nos USA, porem, na maioria destes estudos, a exposi¢cdo
a fumaca de cigarro ocorreu durante o periodo gestacional e/ou lactagdo (Chistyakov e cols.,
2010; Bush e cols, 2000; Navarro e cols., 1989; Tizabi e cols., 1997).

Assim, visando nos aproximarmos do padrdo de exposicdo de humanos fumantes, nos
ultimos anos, nosso laboratério de Neurofisiologia da UERJ iniciou estudos visando
investigar os efeitos da exposicdo de camundongos adolescentes a fumaca de cigarros.Um
estudo recente realizado em nosso laboratorio teve como objetivo investigar os efeitos da
exposicdo a fumaca de cigarro quando combinada ou ndo com a exposicdo ao etanol nos
niveis de ansiedade. Ao final do periodo de exposicdo foram observados efeitos
significativosem fémeas nos comportamentos associados a ansiedade, provocadospela

exposicdo a fumaca e a fumaga+etanol quando comparado ao grupo controle, indicando assim
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uma resposta ansiolitica. Alguns dias apds o término da exposicdo, as fémeas previamente
expostas a fumaca de cigarro apresentaram uma resposta ansiolitica, contudo, os niveis de
ansiedade voltaram ao normal com o passar dos dias de abstinéncia. Interessantemente, um
més appos o término da exposicdo, observamos que, apesar dos animais expostos a fumaca ou
etanol ndo apresentares alteracdes, o grupo fumaca+etanol se mostrou ansiogénico, sugerindo
que a exposicdo combinada a estas drogas durante a adolescéncia tem efeitos deletérios
evidentes com a persisténcia da abstinéncia (Abreu-Villaga e cols., 2013).

Duranteas ultimas décadas, a industria do tabaco temdirecionadoesforgos parareduzir o
teor denicotina nos cigarros, mas, apesar disso, a nicotinaainda esta presente, mesmo que em
niveis mais  baixos, nos  cigarroscomercializados(Dunsby  &Bero, 2004,
Walker,Bullen,&McRobbie, 2009). Apesar destes esfor¢os,o impacto doteor de nicotina estar
sendo reduzido ainda écontroverso (Dunsby &Bero) e, de particular relevancia paranosso
estudo, se osistema colinérgicoé efetivamenteafetado pelareducdo dos niveisde nicotina
emcigarrospermanece pouco conhecido. Neste sentido, em outro trabalho do nosso grupo,
expusemos camundongos adolescentes a cigarros contendo alto teor de nicotina (0,73
mg/cigarros), baixo teor de nicotina (0,14 mg/cigarros) ou a ar corrente. Verificamos que, ao
final da exposicdo, o cortex cerebral de ambos os grupos expostos a fumacga de cigarros
apresentouaumento na captacao de colina quando comparado ao grupo controle exposto a ar,
enguanto que, no hipocampo, foi observado aumento na captacéo de colina somente no grupo
exposto a fumacga de cigarro com alto teor de nicotina. Estes resultados sugerem que
componentes da fumaca de cigarro que nédo a nicotina afetam o sistema colinergico central e
que os componentes da fumaca de cigarro tem papeis diferentes em modular a atividade deste
sistema neurotransmissor, dependendo da regido crerebral analisada (Abreu-Villaca e cols.,
2010).

Apesar do grande nimero de estudos dos efeitos da nicotina no sistema colinérgico, ha
poucos estudos em modelos animais dos efeitos da fumaca de cigarro sobre o comportamento
e a neurotoxicidade. Adicionalmente, temos pouco conhecimento de estudos sobre a base
neuroquimica e comportamental das alteracbes promovidas pela exposi¢do da fumaca de
cigarro durante o periodo da adolescéncia. Considerando que a nicotina é um agonista dos
nAChRs e que tem sido demonstrado que a nicotina atua em receptores ionotrépicos,
incluindo os colinérgicos, o estudo do sistema colinérgico possui grande relevancia no
entendimento das bases neuroquimicas envolvidas nos processos de uso e abuso e

dependéncia. Entre os fatores que tem papel importante no uso de cigarro por adolescentes, o
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estudo da ansiedade e da busca por novidade pode fornecer contribuicdes importantes
(DiFranza e col, 2005; Laviola e col, 2003).
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivosgerais

Investigar os efeitos de curto e longo prazo da exposicdo de camundongos
adolescentes a fumaca de cigarros contendo diferentes niveis de nicotina no sistema

colinérgico central e comportamentos associados.

1.2 Objetivos especificos

a) Quantificar cotinina plasmatica (principal metabdlito da nicotina) em animais
adolescentes expostos & fumaca de cigarro contendo alto ou baixo teor de nicotina.

b) Investigar se ha diferencas marcantes na performance comportamental (ansiedade,
busca por novidade e atividade locomotora) associadas a exposi¢cdo a fumaca de
cigarro contendo alto ou baixo teor de nicotina durante a adolescéncia.

¢) Uma vez que nAChRs sdo alvos primarios da nicotina, verificaremos os efeitos da
fumaca do cigarro contendo alto ou baixo teor de nicotina no sistema colinérgico

central durante a adolescéncia.
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2 MATERIAISE METODOS

2.1 Animais

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

Saude.

2.2 Formacao dos grupos experimentais

Os animais progenitores foram organizados em gaiolas com um macho e maltiplas (de
duas a quatro) fémeas. Assim que a gravidez foi verificada, a gravida era individualizada e
acompanhada diariamente para determinacdo do dia do nascimento. A data de nascimento foi
considerada dia pds-natal um (PN1). Para este estudo foram utilizadas apenas ninhadas com 8
a 12 animais. Ninhadas com 9 a 12 animais que se encaixam nesse critério foram reduzidas
para 8 animais em PN2. Ao completarem 21 dias de vida pés-natal (PN21), os animais
foramdesmamados e separados por sexo; 0s irmaos do mesmo sexo permanecem juntos até
PN30, quando se dé inicio a exposi¢do a fumagca de cigarro contendo diferentes concentragoes
de nicotina. Com duracdo de 15 dias, periodo que abrange a adolescéncia destes animais, a

exposicao € encerrada em PN45.
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2.3 Exposicéo afumacadecigarro

Animais foram expostos a fumaca gerada a partir de um dos dois tipos de cigarros para
pesquisa descritos a seguir: cigarros 2R1F contendo 1,7mg de nicotina por cigarro
(Universidade de Kentucky, Grupo AltaNic) ou cigarros 4A1 contendo 0,14mg de nicotina
por cigarro (Universidade de Kentucky, Grupo BaixaNic). Outras caracteristicas conhecidas
destes cigarros sdo descritas na tabela 1 e 2. Foi realizada a exposi¢do de todo o corpo do
camundongo a fumaca de cigarro no periodo de 8hr/dia, de 9 am a 5 pm, 7
dias/semana(Abreu-Villaca et al., 2010; 2013; Slotkin et al., 2001) em uma camara que
recebeu fumaca a partir de uma maquina automatica que gerava fumaca de cigarro (Teague
Enterprises, Davis, CA, USA). Animais controle foram expostos a ar corrente em uma camara
idéntica aquela usada para expor os animais a fumaga (Grupo CT).

Tabela 1 - Concentracdes de diferentes componentes dos cigarros 2R1F e 4A1

Analise da Fumaca

PT MG/CIG | Alcatrdo MG/CIG | NICOTINA MG/CIG
30 mm! 30 mm! 30 mm!
2R1F 28,6 23,4 1,74
4A1 29,7 26,8 0,14

IComprimento daponta de cigarroremanescente apésfumar
Abreviacoes:

PT — Particulas Totais em Suspensao

Fonte: A autora, 2014

Tabela 2 - ConcentracOes de diferentes componentes dos cigarros 2R1F e 4Al

Analise da Fumaca

AGUA MG/CIG COMG/CIG NOX MG/CIG
30 mm* 30 mm' 30 mm'
2R1F 3,52 22,0 0,33
AL 271 17,2 0,35

'Comprimento daponta de cigarroremanescente aposfumar
Abreviacoes:

CO - Monoxido de carbono

NOX — Oxidos de Nitrogénio

Fonte: A autora, 2014




26

Desta forma, um estudo completo do impacto da exposicdo a fumaca de cigarros com

diferentes concentragdes de nicotina durante a adolescéncia requereu 3 grupos experimentais:

Grupo exposto a fumaca de cigarros de baixa nicotina (Baixa Nic)
Animais foram expostos a fumaca de cigarros para pesquisa (tipo 4Al) com baixa

concentracdo de nicotina (0,14mg/cigarro), durante 8 horas por dia.

Grupo exposto a fumaga de cigarros de alta nicotina (Alta Nic)
Animais expostos a fumaca de cigarros para pesquisa (tipo 2R1F) com alta

concentracdo de nicotina (1,74mg) durante 8 horas por dia.

Grupo controle (CT)
Os animais foram ambientados na mesma sala, em uma camara separada com ventilacdo

propria, durante 8 horas por dia.

2.4 Maquina de queima decigarros

Dada a complexidade do aparelho, este pode ser melhor explicado se dividido em
partes.

A porcdo superior (Figura 1-a) tem como funcdo principal a queima de cigarros e
entdo distribuicdo da fumaca gerada para as camaras abaixo. Inicialmente, os cigarros
posicionados manualmente descem por uma esteira (b), onde ao final se localiza uma porcao
metalica a partir da qual cada cigarro é empurrado por um pistdo a cada oito minutos e
quarenta segundos. Apos o cigarro estar posicionado adjacente a um disco (c) onde ficara ao
longo do tempo em que serd queimado, esse disco gira de modo a deixar o cigarro
posicionado a 90 graus do eixo vertical. Ao lado oposto h4 uma resisténcia metélica (d), pela
qual passa uma corrente elétrica no momento em que o cigarro fica na posicao correspondente
a da propria resisténcia. A corrente entdo faz a resisténcia se aquecer, gerando calor suficiente
para acender o cigarro. O disco que prende o cigarro entdo gira 360 graus ap6s alguns
segundos, em um momento em que a resisténcia se aquece de novo, para garantir que o
cigarro seja aceso. O disco entdo gira novamente, 90 graus, fazendo que com o cigarro saia

da posicéo paralela a resisténcia e se aloque em uma posicéo de repouso, onde fica até o final
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de sua queima. Durante estes 8 minutos e quarenta segundos, a fumaca é gerada de 2 formas:
1° pela queima passiva continua do cigarro e 2° por sua queima ativa. Para que ocorra a
gueima ativa, a cada minuto, uma pequena bomba de suc¢do simula uma tragada do cigarro
(35ml por 2 segundos), de forma que cada cigarro sofre este processo nove vezes. Ao final
destes ciclos, o disco gira mais uma vez, até a posi¢do final, onde um pistéo (e)ejeta o cigarro
e entdo o ciclo recomeca.

A fumaca de cigarro gerada pela queima passiva e ativa do cigarro é sugada de forma
continua para uma camara de mistura (f). Assim, utilizamos uma mistura de 89% de fumaca
sidestream (fumaga liberada pela extremidade do cigarro durante a queima) e 11% de fumaca
mainstream (fumaca gerada pela simulacdo da inalacdo do cigarro), de forma a simular o
tabagismo ativo (Abreu-Villaga e cols., 2010; 2013; Slotkin e cols., 2001). Esta mistura é
sugada para as camaras onde 0s animais experimentais permanecem durante o periodo de
exposi¢do. A porcdo inferior da maquina de queima de cigarros é constituida de duas
camaras, cada uma dividida em uma porcdo superior e uma por¢do inferior. Essas camaras
tém como funcdo a exposicdo dos animais experimentais a fumaca de cigarros, oriunda da
porgéo superior do aparelho. A fumaca entdo vem da porgao superior a partir de tubos, passa
as camaras de exposicdo e é continuamente eliminada para o exterior do prédio também por
um sistema de tubos. Todo o fluxo da fumaca desde seu local de geracdo até 0 meio externo é
determinado por um exaustor que funciona de forma continua durante o periodo de exposicéo.
Desta forma, a fumaca a qual os animais sdo expostos é sempre renovada por esse sistema de
exaustdo. A pressdo interna na cadmara, assim como o fluxo, é regulada por uma vélvula na
porcdo anterior do aparelho, que € associada a um barémetro, cujo valor é constantemente
mantido em 0,4 polegadas de coluna d’agua. As cdmaras sdo vedadas com portas de plastico,
e as suas entradas sdo vedadas com uma borracha, de modo a impedir a entrada ou saida de ar
de fora do sistema.
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Figura 1 - Foto da maquina de queima de cigarro

Legenda: a) Porgdo superior, b) Esteira, ¢) Disco, d) Resisténcia Metélica, €) Pistdo, f) Camara de
Mistura
Fonte: A autora, 2014.

2.5 Cotinina

Para analise dos niveis de cotinina sérica, apos o periodo e exposi¢do, em PN45, um
grupo separado de animais (4 animais por grupo experimental) foram decapitados para a
coleta de sangue. O sangue foi centrifugadopor 10mina 3.000x ga 4 °C, e o soro foi
armazenadoa -20 °C.os niveis séricosforam determinados utilizando umkit de ELISA para
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cotinina em soro(OraSure Technologies - Bethlehem, PA), em conformidade com as

recomendacdes do fabricante.

2.6 Testes comportamentais

Cada animal foi submetido ao teste de Labirinto em cruz elevado e do campo
vazadodurante o pendltimo e dltimo dia de exposicdo (PN44/45), apds curto (PN49/50) e
longo periodo de retirada (PN74/75).

2.6.1 Labirinto em cruz elevado (LCE)

O teste de labirinto em cruz elevado (LCE) é um dos mais populares testes em uso
atualmente para se quantificar os niveis de ansiedade em animais experimentais (Carobrez &
Bertoglio, 2005). O LCE foi validado para uso em espécies como ratos (Pellow e cols., 1985)
e camundongos (Lister, 1987). As expressdes comportamentais observadas no teste LCE
representam uma combinacdo de comportamentos exploratorios e de esquiva, assim como de
atividade geral (Carobrez &Bertoglio, 2005).

Os testes foram realizados em trés idades, PN44, PN49, PN74. O LCE é um aparelho
de acrilico pintado de cinza. O equipamento tem formato em cruz e consiste em 2 bracos
abertos (sem paredes, 28.5 x 5 cm) e dois bragos fechados (com paredes 28.5 x 5 x 14 cm)
perpendiculares entre si e elevados 50 cm acima do chéo.
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Figura 2 - Foto em vista superior do labirinto em cruz elevado

Brago Aberto (BA)

Brago Fechado
(BF)

Legenda: Braco aberto (BA); Braco fechado (BF)
Fonte: A autora, 2014.

Antes do inicio de cada teste, as gaiolas dos animais eram transportadas para a sala de
teste onde os animais foram ambientados por 30 minutos. Os camundongos foram colocados
individualmente no centro do equipamento, e foi permitido que explorassem o labirinto por 10
minutos. Os testes foram realizados entre 10:00 e 13:00 horas. ApGs o término de cada teste, 0
labirinto foi limpo com um pano umedecido com agua com o intuito de eliminar as excretas e
minimizar odores que podem interferir no comportamento dos demais animais a serem
testados.

Os testes foram realizados na fase clara, numa sala com protecdo acustica e gravados
por uma camera de video digital posicionada a 1m acima do labirinto para analise posterior,
sendo o percentual de tempo passado nos bragos abertos (% Tempo BA: o tempo de
permanéncia nos bragos abertos dividido pelo tempo permanéncia nos bragcos abertos +
fechados)e o percentual de entradas nos bragos abertos (% Entradas BA: o nimero de
entradas nos bracos abertos dividido pelo nimero de entradas nos bragos abertos + fechados),
quantificados e usados como medidas de ansiedade (Ferandes & File, 1996; Hogg, 1996;
Rodgers & Dalvi, 1997). Considerando que a atividade locomotora pode ser afetada pelos
efeitos de estimulantes ou depressores da nicotina, 0 que pode confundir a interpretagédo dos
resultados, a atividade foi avaliada pela quantificagdo do nimero de entradas nos bragos
fechados (Entradas BF). Portanto, a medida de Entradas BF foi usada como uma medida
independente de atividade. Em adicdo, o percentual de tempo gasto no centro do labirinto

(Tempo Cen: o tempo gasto no centro) foi usado como uma medida independente de tomada
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de decisdo (Rodgers & Dalvi, 1997; Rodgers e cols., 1997).A postura de alongamento do
corpo do animal com as quatro patas no chdo nos bragos abertos (Alongamentos) foi usado
como medida de avaliacdo de risco (Abreu-Villaca e cols, 2006; Carola e cols., 2002).

Atividade vertical e auto-limpeza também foram quantificados.

2.6.2 Teste do campo vazado

O teste do campo vazado (CV)foi utilizado para avaliar os niveis de busca por novos
estimulos (“busca por novidades”) (FILE, 2001). O aparelho consiste em uma caixa
retangular branca de polipropileno (30cm x 38 cm x 17cm), cujo chdo é dividido em 16
retangulos (7.5 cm x 9.5 cm), sendo 12 periféricos e 4 centrais, e no centro de cada um deles
h& um buraco de 1,5 cm de didmetro (Fig.2). Os testes foram realizados em trés idades, PN45,
PN50, PN75.

Antes do inicio de cada teste os animais eram levados a sala de teste para ambientacao,
onde permaneciam durante 30 minutos. No inicio do teste, cada animal foi colocado no centro
da caixa, onde é permitido explorar o espaco e os orificios livremente. Cada teste dura 10
minutos e todos os testes foram realizados em uma sala com isolamento acustico. Apos o0
término de cada teste, 0 CV era limpo comagua com o intuito de eliminar as excretas e
minimizar odores que podem interferir no comportamento dos demais animais a serem
testados. Todos os testes eram gravados por uma camera para posterior analise. Os testes

foram realizados na fase clara, entre 9h e 11h.



32

Figura 3 - llustracdo representando o equipamento utilizado no teste do campo vazado

38cm
A

20 cm

30 cm

1,5cm

Fonte: A autora, 2014.

As variaveis avaliadas foram o nimero de vezes que os animais colocaram o focinho
nos orificios do centro e da periferia (nimero de orificios explorados), foi usado como medida
de busca por novidade (Abreu-Villaga e cols., 2006), quantificado utilizando-se as imagens
gravadas dos testes. E foi quantificado a soma do nimero de retdngulos explorados do centro
e da periferia (Cen+Pe) para avaliacdo da atividade locomotora(Filgueiras et al., 2009). A
postura de alongamento do corpo do animal com as quatro patas no chdo em direcao ao centro
da arena (Alongamento) foi usado como medida de avaliacdo de risco (Fraga e cols., 2011).
Atividade vertical e auto-limpeza também foram quantificados.

2.7 Analise do Sistema Colinérgico

O sistema colinérgico foi estudado no cortex cerebral e mesencéfalo, sendo estas
regies escolhidas por estarem envolvidas com os processos de vicio, recaida, e também com
funcBes cognitivas. Tais areas foram avaliadas durante o periodo de exposicdo (PN45), no
periodo de retirada (PN50) e durante a idade adulta (PN75). Nestes periodos de estudo, 0s

animais sofrerameutanasia logo apos o teste comportamental do campo vazado, seus cérebros
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foram dissecados e as regides cerebrais foram congeladas rapidamente por imersdo em

nitrogénio liquido e, entdo, guardadas a -45°C para posterior analise bioquimica.

2.7.1 Medidas bioguimicas de avaliacdo do sistema colinérgico

Todas as medidas bioguimicas que foram realizadas em animais em PN45, PN50 e
PN75foram corrigidas pela concentracdo de proteina total presente no tecido (no caso das
enzimas ensaiadas) ou de proteinas de membrana presentes no preparado de membrana (no caso
dos receptores e transportadores analisados). As proteinas foram medidas por ensaio do acido
bicinconinico (BCA).

Os tecidos foram descongelados, e homogeneizados em tampdo Tris a 50mM na
diluicdo de 40x (39volumes de tamp&o por massa de tecido) utilizando um homogeneizador
tipo Ultra-Turrax T10 basic (MERSE, Sédo Paulo, Brasil). Aliquotas deste homogenado foram
separadas para o ensaio da colina acetil transferase (ChAT) e da acelilcolinesterase (AChE) e
para quantificacdo do teor total de proteinas presente no tecido. O restante do tecido
homogeneizado foi entdo sedimentado através de centrifugacdo a 39000 x g durante 15 min. O
pellet gerado foi ressuspendido com adicdo do mesmo volume de tampdo foi novamente
homogeneizado. A seguir o tecido era novamente centrifugado e novamente ressuspendido no
mesmo tampéo, mas desta vez com ¥ do volume original e utilizando um pistilo de teflon
(Teflon pestle). Este processo resulta no rompimento das membranas celulares e o
homogenado final é uma fracdo de membrana. Aliquotas da fracdo de membrana foram
utilizadas para quantificagdo dos receptores nicotinicos de acetilcolina subtipo a4f2 ¢ do
transportador pré-sinaptico de colina.

A medicdo de receptores nicotinicos de acetilcolina subtipo o4p2 (nAChR), a
marcacdo por [*H]citisina (Abreu-Villaca et al. 2003, 2004b) foi realizada com as aliquotas da
suspensdo de membrana (duas aliquotas para marcacdo total e duas para marcacdo nao-
especifica). Neste sentido, a cada amostra de marcacdo totalfoi acrescentada uma solucao
contendo concentracdo final de 2nM [*H]citisina em um volume total 250p! de 120mM NacCl,
5mM KCI, 2.5mM CaCl2, ImM MgCI2 e 50mM Tris HCI (pH 7,4). Para avaliar a marcacgéo
inespecifica, as aliquotas contendo tecido e a solu¢do descrita acima foram acrescentados
100pM de nicotina. A nicotina foi utilizada para deslocar a [*H]citisina do sitio especifico de

marcagao, ou seja, os receptores a4p2. O material era entdo incubado a 4°Cdurante 75 min.
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ApOls o periodo de incubacdo, 3ml de tampdo era adicionado para a realizacdo da
filtracdo através do Cell Harvester (Brandel, Gaithersburg, Maryland, EUA), sendo seguido
por 3 lavagens do preparado de membrana marcado com 4ml de tampdo. Os filtros eram
previamente tratados com tampdo contendo 0,1% de polietilenamina por 30min. As porcoes
de filtro referentes a cada amostra foram coletadas e guardadas em potes plasticos com 5ml de
liquido cintilografico por 12h. A quantificacdo da radioatividade foi realizada por
espectometria de cintilacdo liquida. A marcacéo especifica era calculada pela diferenca entre a
marcacdo total da amostra e a marcagdo inespecifica encontrada. O valor encontrado para
marcacdo especifica foi corrigido pela quantidade de proteina de membrana existente na
amostra. Desta forma, os valores apresentados foram calculados como marcacdo especifica
por miligrama de proteina de membrana.

A atividade colinérgica foi avaliada através da ligagdo ao transportador pré-sindptico
de colina por uma molécula de Hemicolinium-3 (HC3) marcado radioativamente (HC-3
tritiado, ou [°PH]HC-3). Para as medidas de marcacdo por [°H]JHC-3, quatro aliquotas do
mesmo preparado de membrana utilizado para a4p2foram incubadas por 20min a temperatura
de 20°C em tampdo fosfato (pH 7,4) e 150mM de NaCl, com a adicdo de 2nM de [*H]HC-3
em um volume final de 1ml. Para avaliar a marcacdo inespecifica, duas das aliquotas
utilizadas também foram incubadas na presenca de uma concentracdo excedente de 10mM de
HC-3 ndo marcado para deslocar o sitio especifico de marcacdo. Apos a incubacéo, todo o
procedimento, desde a filtracdo até a contagem da radiacdo, foi realizado como descrito
anteriormente. A marcacdo especifica para o transportador de colina era calculada pela
diferenca entre a marcacéo total da amostra e a marcacéo inespecifica encontrada. Os valores
para esta marcacdo também eram corrigidos pela quantidade de proteina de membrana
(marcagdo especifica por mg de proteina de membrana).

A densidade colinérgica foi medida através da atividade da colina acetiltransferase
(ChAT). Para avaliacdo da atividade da ChAT, amostras contendo 44 pL do homogenato
geral, ou seja, a suspensdo obtida na primeira homogeneizacdo tecidual, foram diluidas em
tampdo fosfato (pH 7,9) e distribuidas em triplicatas. A cada tubo da triplicata foi adicionada
uma mistura contendo NaCl a 200mM, MgCl2 a 17mM, EDTA a 1mM, Triton X-100 a 0,2%
em tampdo, fisostigmina a 0,12mM, albumina de soro bovino a 0,6mg/ml, cloreto de colina a
20mM e [*'C]acetil-coenzima A a 50mM (“mix™). Aos “brancos” da reacio, foi adicionado
tampdo de diluicdo no mesmo volume de tecido que foi adicionado as triplicatas do ensaio e 0
“mix”. Todos os tubos, entre amostras e brancos, em triplicata, foram pré-incubados por

15min a 4°C e em seguida eram incubados por 3min a 37°C. Sob estas condi¢des a reagédo
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enzimatica se passa durante a incubacdo e a ChAT presente no tecido catalisa a reacdo de
sintese da acetilcolina a partir da [**C]acetil-coenzima A e colina fornecidas as amostras. Uma
vez que o substrato de acdo da enzima estd marcado radioativamente, o produto da reacao
medido ao final também est4, ou seja, ha formacdo de moléculas de acetilcolina acopladas ao
atomo de®*C. A fracdo contendo acetilcolina marcada foi extraida por centrifugacdo e o
sobrenadante foi transferido para tubos plasticos e a ele foi adicionado liquido cintilogréafico.
A emissdo radioativa foi mensurada por espectrometria de cintilacdo liquida. A atividade da
enzima era expressa em relagdo a concentragdo de proteinas totais presentes no tecido.

A atividade da acetilcolinesterase foi medida por espectrofotometria comodescrito por
Ellman (Ellman e cols., 1961). Os tecidos foram homogeneizados (aproximadamente a 90
mg/mL) em tampao fosfato de sdédio (0,12M, pH 7,6) em um homogeneizador tipo Ultra-Turrax
T10 basic. A seguir, em uma cubeta de 1 mL, foram adicionados 52 pL do tecido
homogeneizado a uma solucdo contendo 784L de tampfo fosfato de sodio a 0,12M (pH=7,6),
182,6 uL de acido ditiobis(2-nitrobenzéico) (DTNB, 0,63 mM em tampao fosfato 0,12M, pH7,6)
e 182,6 uL de acetiltiocolina (acetylthiocholine iodide, 6,6mM em &gua destilada).
Imediatamente apds a adi¢do do tecido homogeneizado, a solucdo foi lida a 412nm, em modo
cinético a cada 10 segundos, durante 2 minutos. A absorbéancia do branco foi subtraida dos
valores finais de leitura.

Para obtermos os valores de atividade da acetilcolinesterase em nmoles de produto
formado por unidade de tempo, fizemos uma correlagdo com uma curva padrdo de L-cisteina,
previamente construida.A curva padrdo de L-cisteina (dados ndo apresentados) foi construida a
partir da utilizacdo de diferentes concentragdes do aminoacido L-cisteina, o qual reage
diretamente com o DTNB sem que seja necessaria a hidrdlise da molécula ou qualquer reacdo

enzimatica.

2.8 Linha Temporal

A figura 4 apresenta a linha temporal dos principais procedimentos realizados neste

desenho experimental.
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Figura 4 - Linha temporal

Periodo de Exposicao

A
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Teste comportamental
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Quantificacdo da cotinina

Teste com portamental

Analise dos biomarcaderes colinérgicos

Fonte: A autora, 2014.

2.9 Andlise estatistica

Massa corporal: Os dados foram apresentados como médias e erros padrdo. Para 0s
dados obtidos durante a exposicao foi realizada analise de variancia de repeticdo (rANOVAS),
Tratamento ( CT, BaixaNic e AltaNIc) e Sexo foram utilizados como fatores e o Dia foi
considerado como fator de repeticdo. Foram realizadas ANOVASs separadas para massa
corporal durante o periodo de retirada.

Medidas comportamentais: Os dados foram apresentados como medias e erros padro.
Para reduzir a probabilidade de erros tipo 1 que resultariam da realizacdo de multiplos testes
a partir da mesma base de dados, os resultados foram avaliados primeiro por andlises de
variancia (ANOVAGs). Para o LCE e CV, ANOVAs foram realizadas para cada variavel (LCE:
%Tempo BA, %Entradas BA, Entradas BF, Atividade vertical, Auto-limpeza, Alongamento e
Tempo Cen; CV: Orificios explorados, Cen+PE, Atividade vertical, Auto-limpeza,
Alongamento). Tratamento, Idade e Sexo foram usados como fatores.

Sstema colinérgico. Os dados foram apresentados como médias e erros padrdo. Os
resultados foram avaliados primeiro por ANOVAs em cada variavel (nAChR, HC3, ChAT e
AChE). Tratamento, Idade e Sexo foram usados como fatores.

ANOVAs de menor ordem foram utilizadas toda vez que interagdes de Tratamento com
outros fatores eram detectadas. Essas determinacGes foram feitas antes de ser decidido se ha
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separacao por sexo dentro de cada grupo de tratamento. Diferencas entre grupos individuais
ou diferencas entre as idades foram analisadas utilizando FPLSD (Fisher Protected Least
Sgnificant Difference) como teste post-hoc. Entretanto, toda vez que ndo houve interacdo
entre Tratamento e outros fatores, apenas o efeito do Tratamento é considerado. O valor de
significancia assumido é de p<0,05 para o efeito do Tratamento. Para intera¢cdes com p<0,1,
foi avaliado também se ANOVAs de menor ordem detectavam efeitos de Tratamento apds a

subdivisédo dos fatores de interacdo (Snedecor & Cochran, 1967).
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3 RESULTADOS

3.1 Niveisdecotinina sérica

Os camundongos expostos a AltaNic apresentaram niveis séricos de cotinina de
109,1+24,0 ng/ml. E camundongos CT e expostos a BaixaNic apresentaram niveis de cotinina
sérica abaixo do limite de deteccéo da técnica (< 8 ng/ml).

3.2 Efeitos na massa cor poral

Como indicado pela ANOVAr, o peso corporal aumentou (DIA: F=451,6, df=15,
P<0,001) durante o Periodo de Exposi¢cdo (PN30-PN45) e como esperado, os machos foram
mais pesados do que as fémeas (rANOVA - Sex: F=53,9, df=1, P<0,001). O efeito de
Tratamento (F=4,7 , df=2, P<0,01) variou ao longo do Periodo de Exposicao (Tratamento x
Dia: F=4,1 , df=30, P<0,001): Os grupos AltaNic e BaixaNic apresentaram menor peso
corporal quando comparado ao grupo CT a partir do terceiro dia (P<0,05, FPLSD). Apesar de
significativas, as diferencas entre os grupos foram de pequena magnitude. Diferencas entre 0s
grupos CT e BaixaNic variaram de 4,8% a partir do terceiro dia a 6,4% no ultimo dia de
exposicdo, enquanto diferencas entre os grupos AltaNic e CT variaram de 5,8% no terceiro
dia a 7,4% no ultimo dia de exposicdo. Os efeitos do tratamento ndo foram identificados apds
o final da exposic¢do, tal como indicado pela anélise de massa corporal durante a retirada
(Figura 5).
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Figura 5 - Massa corporal dos animais dos trés grupos experimentais durante o tratamento e
apos seu término
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Legenda: ae b) A massa corporal aumentou de PN 30 — 45 tanto para machos quanto para fémeas. ().
Machos foram mais pesados que as fémeas.

Nota: Os grupos AltaNic e BaixaNic apresentaram menor peso corporal quando comparado ao CT desde o 3°
dia até o final do periodo de exposicao. Valores sdo médias + erros padrdo da média. CT, camundongos
que foram expostos a AR durante a adolescéncia (PN30-PN45); BaixaNic e AltaNic, camundongos que
foram expostos a fumaca de cigarro durante a adolescéncia (PN30-PN45). * P>0,05 AltaNic e BaixaNic
vs. CT como demonstrado pelo FPLSD.

Fonte: A autora, 2014.
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3.3 Medidas comportamentais classicas

Com o objetivo de simplificar a apresentagdo dos resultados, os dados estatisticos
obtidos pela utilizacdo de ANOVAs realizadas para cada variavel comportamental classica,
utilizando como fatores Tratamento, Idade e Sexo estdo apresentadas na tabela 1. Quando
houve efeitos de Tratamento ou interacBes entre Tratamento e outros fatores, ANOVAs Nos
subitens a seguir estdo descritos os resultados das ANOVAs de menor ordem.

Nos subitens a seguir, ha a descricdo dos resultados de ANOVAs de menor ordem
realizadas quando intera¢fes de Tratamento com outros fatores foram detectadas assim como

as diferencas entre grupos individuais descritas pelo teste post-hoc FPLSD.

Tabela 3 - Analise estatistica global das medidas comportamentais classicas

Variaveis Classicas Efeitos e Interacbes
Labirinto em cruz elevado

Ansiedade (% Tempo BA) NS

Ansiedade (%Entradas BA) NS

Atividade locomotora(Entradas BF) Tratamento: F=7,6, gl=2, P<0,001
Tratamentoxldade: F=2,4, gl =4, P<0,05

Campo vazado

Busca por novidade Tratamento: F=11,5, gl =2, P<0,001

(N° de orificios explorados) TratamentoxSexo: F=4,7, gl =2, P<0,05
Tratamentox|dadexSexo: F=4,3, gl =4, P<0,01

Atividade locomotora(Cen+Pe) Tratamento: F=6,9, df=2, P<0,01

Tratamentox|dadexSexo: F=2,6, gl =4, P<0,05

%Tempo BA, percentual de tempo nos bracos abertos; %Entradas BA, percentual de
entradas nos bragos abertos; Entradas BF, percentual de entradas nos bracos fechados;
Cen+Pe, soma do nimero de quadrados percorridos no centro e na periferia
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3.4 Efeitos no labirinto em cruz elevado

Em relacdo as medidas classicas usadas para avaliar comportamento associado a
ansiedade no LCE (% Tempo BA e %Entrada BA), as ANOVAs néo indicaram efeitos ou
interacdes com Tratamento (Tabela 1). Consequentemente, as analises de menor ordem para
cada idade ou sexo ndo foram realizadas. Estes resultados sugerem que ndo existiram

alteracGes de ansiedade durante o periodo de exposicdo e retirada (Figura 6).
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Figura 6 - Percentual de tempo e entradas nos bracos abertos do labirinto em cruz elevado
(LCE).
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Nota: Né&o houve efeito significativo nos niveis de ansiedade durante a exposicdo a fumaca de cigarro (ae b), e
no curto (c e d) e longo (e ef) periodo de retirada. Valores sdo médias terros padrdo da média. CT,
camundongos que foram expostos a ar durante a adolescéncia (PN30-PN45); BaixaNic e AltaNic,
camundongos que foram expostos a fumaca de cigarro durante a adolescéncia (PN30-PN45). % Tempo
BA, percentual de tempo nos bracos abertos; % Entradas BA, percentual de entrada nos bracos abertos.

Fonte: A autora, 2014.
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N&o existiram efeitos na atividade locomotora (Entrada BF) durante o periodo de
exposicdo e curto periodo de retirada (PN44 e PN49 respectivamente), no entanto, houve um
efeito tardio (PN74 — Tratamento: F=4,5, df=2, P<0,05). Um més ap06s o final da exposicéo, o
aumento na atividade locomotora em animais do grupo AltaNic obteve significancia
(HighNIC > CT: P=0,05; FPLSD) (Figura 7).

Figura 7 - Atividade locomotora no labirinto em cruz elevado (LCE) durante a exposi¢ao, nos
periodos curto e longo de retirada.
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Nota: N&o houve efeito significativo na atividade Locomotora durante a exposi¢do a fumaca de cigarro e no
curto periodo de retirada (b). Um més apds o término da exposicdo (longo periodo de retirada) (c), houve
aumento da atividade no grupo AltaNic quando comparado ao grupo CT. Valores sdo médias terros
padrdo da média. CT, camundongos que foram expostos a AR durante a adolescéncia (PN30-PN45);
BaixaNic e AltaNic, camundongos que foram expostos a fumaga de cigarro durante a adolescéncia
(PN30-PN45).* P<0,05, diferencas entre os gruposséo demonstradas pelo FPLSD.

Fonte: A autora, 2014.
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3.5 Efeitosno campo vazado

Em relagdo ao nimero de orificios explorados, as andlises separadaspara cada
idadeindicaramefeitos significativos durantea exposicdo a fumacade cigarro (PN45 -
Tratamento: F=9,8, df=2, P<0,001) e na retirada (PN50 — Trtamento: F=5,6, df=2, P<0,01;
PN75 — Tratamento: F=3,4, df=2, P<0,05). Durante a exposicdo, o grupo BaixaNic explorou
menos orificios (P<0,05; FPLSD) enquanto o grupo AltaNic explorou mais orificios (P<0,05;
FPLSD) quando comparado ao grupo CT. Durante o curto periodo de retirada, o grupo
BaixaNic continuou explorando menos orificios (P<0,01; FPLSD) enguanto que durante o
longo periodo de retirada, o efeito foi sexo-dependente (Tratamento x Sexo: F=5,7, df=2,
P<0,01) e restrito as fémeas ( Tratamento: F=4,7, df=2, P<0,05). Houve uma diminuicéo
tardia no numero de orificios explorados por fémeas do grupo AltaNic quando comparado ao
grupo CT (P<0,01; FPLSD) (Figura 8).
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Figura 8 - Numero de orificios explorados no campo vazado (CV) durante a exposi¢do, nos
periodos curto e longo de retirada.
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Nota: Durante a exposi¢do (a), o grupo BaixaNic explorou menos orificios enquanto o grupo AltaNic
explorou mais orificios quando comparado ao grupo CT. Durante o curto periodo de retirada (b),
0 grupo BaixaNic explorou menos orificios. Durante o longo periodo de retirada (c), o efeito foi
sexo-dependente e restrito as fémeas. Houve uma diminuicdo tardia no nimero de orificios
explorados por fémeas do grupo AltaNic quando comparado ao grupo CT. Valores sdo médias +
erros padrdo da média. CT, camundongos que foram expostos a AR durante a adolescéncia
(PN30-PN45); BaixaNic e AltaNic, camundongos que foram expostos a fumaca de cigarro
durante a adolescéncia (PN30-PN45). *P<0,05 ** P<0,01, diferencas entre 0s grupos sao
demonstradas pelo FPLSD.

Fonte: A autora, 2014.
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Durante a exposicdo (Tratamento: F=3,7, df=2, P<0,05), o grupo BaixaNic apresentou
reducdo na Atividade locomotora (Cen+Pe) quando comparado ao grupo CT (P<0,05;
FPLSD), no entanto, durante o curto periodo de retirada (Tratamento: F=4,6, df=2, P<0,05)
existiu somente uma tendéncia na reducdo na atividade locomotora nos animais de BaixaNic

(P=0,07; FPLSD). As diferencas entre os grupos ndo persistiram a longo prazo(Figura 9).

Figura 9 - Atividade locomotora no campo vazado (CV) durante a exposi¢ao, nos periodos
curto e longo de retirada
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Nota: Durante a exposicdo (a), o grupo BaixaNic apresentou reducdo na atividade locomotora quando
comparado ao grupo CT. No curto periodo de retirada (b), existiu somente uma tendéncia na reducéo na
atividade locomotora nos animais de BaixaNic. No longo periodo de retirada (c), ndo houve diferencas
significativas entre os grupos. Valores sdo médias + erros padrdo da média. CT, camundongos que foram
expostos a AR durante a adolescéncia (PN30-PN45); BaixaNic e AltaNic, camundongos que foram
expostos a fumaca de cigarro durante a adolescéncia (PN30-PN45). Cen, centro do CV; Pe, periferia do
CV. *P<0,05, PS = Proximo a significancia (0,05>P<0,1). Diferencas entre os grupos sdo demonstradas
pelo FPLSD.

Fonte: A autora, 2014.
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3.6 Medidas etol6gicas

Com o objetivo de simplificar a apresentacdo dos resultados, os dados estatisticos
obtidos pela utilizacdo de ANOVAs realizadas para cada variavel comportamental etoldgica,
utilizando como fatores Tratamento, Idade e Sexo estdo apresentadas na tabela 2. Quando
houve efeitos de Tratamento ou interacGes entre Tratamento e outros fatores, ANOVAs Nos
subitens a seguir estdo descritos os resultados das ANOVAs de menor ordem

Nos subitens a seguir, ha a descricdo dos resultados de ANOVAs de menor ordem
realizadas quando intera¢fes de Tratamento com outros fatores foram detectadas assim como

as diferencas entre grupos individuais descritas pelo teste post-hoc FPLSD.

Tabela 4 - Andlise estatistica global das medidas comportamentais etologicas

Variaveis Etolégicas Efeitos e Interacdes

Labirinto em cruz elevado

Atividade vertical TratamentoxSexo: F=3,2, gl =2, P<0,05
Auto-limpeza Tratamento: F=3,9, gl =2, P<0,05

Tratamentoxldade: F=3,7, gl =4, P<0,01
Tratamentox|dadexSexo: F=2,7, gl =4, P<0,05

Alongamentos para 0 BA Tratamento: F=4,1, gl =2, P<0,05
Tratamentoxldade: F=4,8, gl =4, P<0,01

Tempo no centro Tratamento: F=7,5, gl =2, P<0,001
Tratamentoxldade: F=2,3, gl =4, P=0,06

Campo vazado

Atividade vertical NS

Auto-limpeza Tratamentoxldade: F=3,4, gl =4, P<0,01

TratamentoxSexo: F=3,0, gl =2, P=0,05

Tratamentox|dadexSexo: F=2,2, gl =4, P<0,07
Alongamentos para o centro Tratamentoxldade: F=2,9, gl =4, P<0,05

TratamentoxldadexSexo: F=2,2, gl =4, P=0,07

Fonte: A autora, 2014.
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3.7 Efeitosno Labirinto em cruz elevado

Os efeitos na atividade vertical (Rodgers e cols., 1997; Rodgers & Dalvi, 1997) foram
sexo-dependentes (Tratamento X Sexo). N&o existiram interacbes Tratamento x Ildade,
consequentemente, testes de menor ordem nas diferentes idades ndo foram justificadas
(Tabela 2). Ap6s a separacdo por sexo, os efeitos foram restritos aos machos (Tratamento:
F=4,3, df=2, P<0,05). Houve aumento na atividade vertical dos machos do grupo AltaNic
quando comparado aos machos CT (P<0,01; FPLSD).
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Figura 10 - Atividade vertical no labirinto em cruz elevado (LCE) durante a exposi¢do, nos
periodos curto e longo de retirada

Atividade Vertical
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Nota: Houve um aumento na atividade vertical dos machos do grupo AltaNic quando comparado aos machos do
grupo CT (P<0,01; FPLSD). Valores sdo médias + erros padrdo da média. CT, camundongos que foram
expostos a AR durante a adolescéncia (PN30-PN45); BaixaNic e AltaNic, camundongos que foram
expostos a fumaca de cigarro durante a adolescéncia (PN30-PN45). Diferengas entre 0s grupos sdo
demonstradas pelo FPLSD.

Fonte: A autora, 2014.
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A auto-limpez aapresentou efeitos distintos dependendo da idade (Tabela 2). A
exposicdo a fumaca de cigarro (PN44 - Tratamento: F=4,0, df=2, P<0,05) e o curto periodo
de retirada (PN49 - Tratamento: F=6,9, df=2, P<0,01) provocaram alteracGes
comportamentais significativas. Durante a exposi¢do, o efeito foi dependente do sexo
(Tratamentol 1Sexo: F=2,6, df=2, P=0,08) e restrito para fémeas (Tratamento: F=4,1, df=2,
P<0,05), as quais apresentaram diminuicdo na auto-limpeza no grupo AltaNic quando
comparado ao grupo CT (P=0,01, FPLSD). Durante o curto periodo de retirada, ambos 0s
camundongos machos e fémeas apresentaram diminuicdo na auto-limpeza comefeito
significativo no grupo BaixaNic (BaixaNic < CT: P<0,001; FPLSD) e uma tendéncia a valores
reduzidos para o grupo AltaNic (AltaNic < CT: P=0,06; FPLSD) (Figura 11).
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Figura 11 - Auto-limpeza no labirinto em cruz elevado (LCE) durante a exposi¢do, nos
periodos curto e longo de retirada.

Auto - Limpeza

Durante a Exposigao (PN44)

7 A
B 4
5 4

BB Wﬁm

CT BalxaNm AItaNlc BaixaNic AltaMic

Machos Grupos Fémeas

Numero de Auto-Limpeza
e

Periodo curto de retirada (PN49)

b § .. PS

E_ ;_ —— k¥k ‘
I'-Il 54 T
L T

39 T +
[}
- 1
P
E U T ] ] T ] 1

CT BaixaNic AltaNic
Grupos
Periodo longo de retirada (PN74)
cl §s.

S

49 1 T T
5 31 .
£,
N
E 0 T T

CT BaixaNic AltaNic
Grupos

Nota: Durante a exposi¢do (a),0 efeito foi dependente do sexo e restrito para fémeas que apresentaram
diminui¢do na auto-limpeza no grupo AltaNic quando comparado ao grupo CT. Durante o curto periodo
de retirada (b), ambos os camundongos machos e fémeas apresentaram diminui¢do na auto-limpeza
com efeito significativo no grupo BaixaNic (BaixaNic < CT: P<0,001; FPLSD) e uma tendéncia a
valores reduzidos para o grupo AltaNic (AltaNic < CT: P=0,06; FPLSD). Valores sdo médias + erros
padrdo da média. CT, camundongos que foram expostos a AR durante a adolescéncia (PN30-PN45);
BaixaNic e AltaNic, camundongos que foram expostos a fumaca de cigarro durante a adolescéncia
(PN30-PN45). **P<0,01, ***P<0,001, PS = Proximo a significancia (0,05>P<0,1). Diferencas entre os
grupos sdo demonstradas pelo FPLSD.

Fonte: A autora, 2014.
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A analise de alongamento, uma medida de avaliacdo de risco (Rodgers e cols., 1997;
Rodgers & Dalvi, 1997) ndo indicou efeitos significativos durante a exposi¢cdo nem durante o
curto periodo de retirada (PN44 e PN49 respectivamente), no entanto, houve um efeito tardio
um més apods a exposicdo (PN74 - Tratamento: F=10,7, df=2, P<0,001). Os animais do grupo
BaixaNicapresentaram diminuicdo do alongamentona direcdo dos bragos abertos do LCE
(P<0,001; FPLSD) (Figura 12).

Figura 12 - Alongamentos em dire¢é&o aos bragos abertos do labirinto em cruz elevado (LCE)
durante a exposi¢édo, nos periodos curto e longo de retirada.

Alongamentos
Durante a Exposicao (PN44) Periodo curto de retirada (PN49)
a 35 b %
0 w X
$§ = 3is . i
g E 20 £ .t gED® T =
E =] 15 ESI
250 2Ew
=T, 5 = B
o1 T 1 O+ T
CT BaizaMic AltaMic cT BaizaMic AlaMic
Grupos Grupos
Periodo longo de retirada (PN74)
C
35 - *hk
w
o 304
S £ 25 - T -
2 g 20
£ & 15 T
3 5 10-
< 57
U T T 1
CT BaixaNic AltaNic
Grupos

Nota: Apesar de ndo ter havido diferencas entre os grupos durante a exposi¢ao (a) e no curto periodo de retirada
(b), um més ap6s o término da exposi¢do (c) os animais do grupo BaixaNic apresentaram diminuic¢do no
nimero de alongamento. Valores sdo médias + erros padrdo da média. CT, camundongos que foram
expostos a AR durante a adolescéncia (PN30-PN45); BaixaNic e AltaNic, camundongos que foram
expostos a fumaca de cigarro durante a adolescéncia (PN30-PN45). ***P<0,001. Diferencas entre o0s
grupos sdo demonstradas pelo FPLSD.

Fonte: A autora, 2014.
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Similarmente, a medida de tomada de decisdo (Tempo Cen) ndo foi alterada pela
exposicdo a fumaca e curto periodo de retirada (PN44 e PN49 respectivamente), no entanto, a
ANOVA detectou um efeito tardio (PN74 - Tratamento: F=6,6, df=2, P<0,01). Os animais do
grupo BaixaNic apresentaram diminuicdo no tempo gasto no centro do LCE um més ap0s a
exposicdo (P<0,01; FPLSD) (Figura 13).

Figura 13 - Tempo de permanéncia no centro do labirinto em cruz elevado (LCE) durante a
exposi¢do, nos periodos curto e longo de retirada
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Nota: Apesar de ndo ter havido diferencas entre os grupos durante a exposicao (a) e no curto periodo de
retirada (b), um més ap6s o término da exposicdo, os animais do grupo BaixaNic apresentaram
diminuicdo do tempo no centro do LCE. Valores sdo médias *+ erros padrdo da média. CT,
camundongos que foram expostos a AR durante a adolescéncia (PN30-PN45); BaixaNic e AltaNic,
camundongos que foram expostos a fumaca de cigarro durante a adolescéncia (PN30-PN45). Tempo
Cen, tempo de permanéncia no centro do LCE. **P<0,01. Diferengas entre 0s grupos s&o
demonstradas pelo FPLSD.

Fonte: A autora, 2014.
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3.8 Efeitosno Campo vazado

Quanto a atividade vertical, a ANOVA inicial ndo indicou efeitos de tratamento e
interacdes (Tabela 2). Assim, analise de menor ordem para cada idade ou sexo ndo foram

justificadas (Figura 14).

Figura 14 - Atividade vertical no campo vazado (CV) durante a exposi¢do, nos periodos curto
e longo de retirada.
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Nota: N&o houve efeito significativo na atividade vertical em nenhuma das idades testadas (a, b, c). Valores séo
médias + erros padrdo da média. CT, camundongos que foram expostos a AR durante a adolescéncia
(PN30-PN45); BaixaNic e AltaNic, camundongos que foram expostos a fumaga de cigarro durante a
adolescéncia (PN30-PN45).

Fonte: A autora, 2014.

Distintamente, a auto-limpeza foi diminuida: A exposi¢do a fumaca de cigarro (PN45 -
Tratamento [1[1Sexo: F=2,5, df=2, P=0,08), curto periodo de retirada (PN50 - Tratamento:
F=5,3, df=2, P<0,01) e longo periodo de retirada (PN75 - Tratamento [1Sexo: F=4,6, df=2,
P<0,05) induziram alteragdes comportamentais significativas. Durante a exposicao, os efeitos

foram restritos a fémeas (Tratamento: F=4,5, df=2, P<0,05), as quais apresentaram
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diminuicdo na auto-limpeza no grupo AltaNic quando comparado ao grupo CT (P<0,05,
FPLSD). Durante o curto periodo de retirada, ambos os camundongos machos e fémeas
apresentaram  diminuicdo na auto-limpeza, com efeito significativono  grupo
AltaNic(AltaNic< CT: P<0,05, FPLSD). No longo periodo de retirada, os efeitos foram
evidentes nas fémeas (Tratamento: F=6,8, df=2, P<0,01), houve uma diminuicdo tardia no
grupo BaixaNic quando comparado ao grupo CT (P<0,01, FPLSD) (Figura 15).
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Figura 15 - Auto-limpeza no campo vazado (CV) durante a exposi¢do, nos periodos curto e
longo de retirada.
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Nota: Durante a exposicdo (a), os efeitos foram restritos a fémeas que apresentaram diminuigdo na auto-limpeza
no grupo AltaNic quando comparado ao grupo CT. Durante o curto periodo de retirada (b), ambos o0s
camundongos machos e fémeas apresentaram diminui¢do na auto-limpeza, com efeito significativono
grupo AltaNic. No longo periodo de retirada (c), o efeito foi sexo- dependente e evidente nas fémeas;
houve uma diminuicéo tardia no grupo BaixaNic quando comparado ao grupo CT. Valores sdo médias
+ erros padrdo da média. CT, camundongos que foram expostos a AR durante a adolescéncia (PN30-
PN45); BaixaNic e AltaNic, camundongos que foram expostos a fumaca de cigarro durante a
adolescéncia (PN30-PN45). *P<0,05 **P<0,01. Diferencgas entre os grupos sdo demonstradas pelo
FPLSD.

Fonte: A autora, 2014.
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A analise do numero de alongamentos no centro+periferia do campo vazadonao
apresentou efeito significativo durante a exposicdo e o curto periodo de retirada (PN45 e
PN50 respectivamente), no entanto, houve um efeito tardio no longo periodo de retirada
(PN75 - Tratamentol [ 1Sexo::F=2,4, df=2, P=0,09). As fémeas do grupo BaixaNic

apresentaram diminuicdo do alongam entono centro do CV (P<0,05; FPLSD) (Figura 16).

Figura 16 - Numero de alongamentos no centro+periferia do campo vazado (CV) durante a
exposicao, nos periodos curto e longo de retirada.
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Nota: N&o houve diferencas entre 0s grupos durante a exposicdo e no periodo curto de retirada (a e b
respectivamente). Um més ap6s o término da exposicdo (c) houve um efeito tardio e sexo-dependente.
As fémeas do grupo BaixaNic apresentaram diminuicdo no nimero de alongamentos do CV (P<0,01;
FPLSD). Valores sdo médias + erros padrdo da média. CT, camundongos que foram expostos a AR
durante a adolescéncia (PN30-PN45); BaixaNic e AltaNic, camundongos que foram expostos a fumaca
de cigarro durante a adolescéncia (PN30-PN45). **P<0,01. Diferencas entre 0s grupos sao
demonstradas pelo FPLSD.

Fonte: A autora, 2014.
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3.9 Medidas Colinérgicas

Com o objetivo de simplificar a apresentagdo dos resultados, os dados estatisticos
obtidos pela utilizacdo de ANOVAs realizadas para cada variavel comportamental etoldgica,
utilizando como fatores Tratamento, Idade e Sexo estdo apresentadas na tabela 2. Quando
houve efeitos de Tratamento ou interacBes entre Tratamento e outros fatores, ANOVAs Nos
subitens a seguir estdo descritos os resultados das ANOVASs de menor ordem.

Nos subitens a seguir, ha a descricdo dos resultados de ANOVAs de menor ordem
realizadas quando intera¢fes de Tratamento com outros fatores foram detectadas assim como

as diferencas entre grupos individuais descritas pelo teste post-hoc FPLSD.

Tabela 5 - Andlise estatistica global do sistema colinérgico cortical

Variaveis analisadas Efeitos e Interagdes

Ligac&o ao nAChR Tratamento: F=4,8, gl=2, P<0,01
Tratamento xldade: F=5,7, gl=4, P<0.001
Tratamento xldade xSexo: F=3,8, gl=4, P<0.05

Ligacéo ao transportador prée- Tratamento xldade: F=7,3, gl=4, P<0,001
sinaptico de colina Tratamento xSexo: F=5,8, gl=2, P<0,01
Tratamento x|dade xSexo: F=19,4, df=4, P<0,001

Atividade da CHAT Tratamento: F=10,3, gl=2, P<0,001
Tratamento xldade: F=2.4, gl=4, P<0.05
Tratamento xldade xSexo: F=3,8, gl=4, P<0.01

Atividade da AChE NS

Nota: nAChR, receptor nicotinico colinérgico; CHAT, colina acetiltransferase; AChE, acetilcolinesterase
Fonte: A autora,2014.
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3.10 Efeitos na ligacdo da citissna aos NnAChRs

A exposicdo de camundongos adolescentes a fumaca de cigarros teve profundo efeito na
ligacdo do agonista citisina aos nAChRs (Efeito do Tratamento). Estes efeitos estdo
expressados distintamente dependendo da idade e sexo (Interacdo Tratamentol][lldade;
Interacdo Tratamentol [ /Idadel 111 1Sexo)(Tabela 3). Como resultado, os dados de cada idade
foram analisados separadamente. Considerando que Tratamento também apresentou interagdo
com Sexo, apossubdividiros dados, mantivemos esse fatorna analisepara ver seas interacéesde
tratamentopermaneceramdetectaveis.

Durante a exposi¢do (Tratamento: F=4.9, gl=2, P=0.009), uma robusta suprarregulacéo
de nAChRs foi identificada. Isto foi evidente tanto para o grupo BaixaNic(P=0.02, FPLSD)
quanto para o grupo AltaNic (P=0.007, FPLSD) independente do sexo (Figura 17a). Durante
0 curto periodo de abstinéncia os efeitos foram sexo-dependentes (Tratamento [][]1Sexo:
F=3.7, P=0.030) e restritos a fémeas. Enquanto para o grupo de animais AltaNic a ligagcéo ao
NAChR retornou a valores semelhantes aos encontrados nos animais VEH, uma
infrarregulacao significativa dos nAChRs foi evidente nas fémeas do grupo BaixaNic quando
comparadas aos animais controle (Figura 17b). Um més apds o término da exposi¢cdo, ndo

houve diferencas significativas entre 0s grupos experimentais (Figura 17c).
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Figura 17 - Ligacdo da [3H] citisina aos nAChRs durante a exposi¢édo, nos periodos curto e
longo de retirada
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Nota: Houve suprarregulacdo de receptores durante a exposicdo a fumaca de cigarro (a) .No curto
periodo de retirada, fémeas do grupo LowNic apresentaram infrarregulacdo de nAChR (b). Néo
houve diferencas entre 0s grupos um més apds o término da exposicdo (c)Valores sdo médias
+erros padrdo da média. nAChR, receptor nicotinico colinérgico; CT, camundongos que foram
expostos a ar durante a adolescéncia (PN30-PN45); BaixaNic e AltaNic, camundongos que
foram expostos a fumaca de cigarro durante a adolescéncia (PN30-PN45).* P<0,05, ** P<0,01,
diferengas entre os grupos sdo demonstradas pelo FPLSD.

Fonte: A autora, 2014.
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3.11 Efeitosnaligacéo do[3H]HC-3 ao transportador pré-sinaptico de colina

A ANOVA que incorpora todos os fatores indicou que os efeitos da fumaca de cigarro
foram dependentes da idade e do sexo (Interagdes Tratamentol /[ 1ldade; Tratamentol [ ]1Sexo;
Tratamento | []1dadel [ ]Sexo) (Tabela 3). De acordo com isso, os dados foram subdivididos
em idades separadas para analise posterior e o fator sexo foi mantido na analise para se
observar se as interagdes com o tratamento permaneciam detectaveis.

Durante a exposicdo, ndo houve efeitos significativos (Figura 18a), contudo, durante o
curto periodo de retirada (TratamentoxSexo: F=20.8, gl=2; P<0.001) e o longo periodo de
retirada (Tratamento: F=14.0, gl=2; P<0.001; TratamentoxSexo: F=3.6, gl=2; P=0.03), os
efeitos foram dependentes do sexo. Assim, durante o curto periodo de retirada (Figura 18b),
em machos, a ligacdo ao HC-3 estava aumentada tanto para o grupo de BaixaNic (P<0.001,
FPLSD) quanto para o grupo de AltaNic (P=0.049, FPLSD). Enquanto isso, nas fémeas, a
ligacdo estava diminuida em ambos os grupos de tratamento (BaixaNic e AltaNic< CT:
P<0.001, FPLSD). Durante o longo periodo de retirada (Figura 18c), um padrdo diferente
aconteceu: em machos, os animais do grupo BaixaNic apresentaram diminuicéo da ligacdo do
HC-3 (BaixaNic < CT: P<0.001, FPLSD), e nas fémeas, a ligacdo estava aumentada no grupo
AltaNic (AltaNic > CT: P=0.02, FPLSD).
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Figura 18 - Ligacdo do [3h]HC-3 ao transportador pre-sinaptico de colina durante a
exposicdo, nos periodos curto e longo de retirada.
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Nota: N&o houve diferencas significativas durante a exposi¢do (a). Ap6s o término da exposicao, os efeitos
foram diferenciados para machos e fémeas (b e ¢) Valores sdo médias erros padrdo da média. CT,
camundongos que foram expostos a ar durante a adolescéncia (PN30-PN45); BaixaNic e AltaNic,
camundongos que foram expostos a fumaca de cigarro durante a adolescéncia (PN30-PN45). *
P<0,05, *** P<0,001, diferencas entre os grupos sdo demonstradas pelo FPLSD.

Fonte: A autora, 2014.
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3.12 Efeitosna atividadeda CHAT

A ANOVA inicial indicou que a exposicdo a fumaca de cigarros afetou a atividade da
CHAT (Efeito Tratamento) e os efeitos foram dependentes da idade (Interacdo
Tratamento | []1dade; Interacdo Tratamentol[! []ldadel][1Sexo) (Tabela 3). Portanto, os dados
foram subdivididos em idades separadas para analise posterior. Considerando que o
Tratamento também interagiu com o Sexo, ap06s a subdivisdo dos dados, nds mantivemos este
fator na analise.

A analise separada para cada idade indicou efeitos significativos tanto durante a
exposicdo a fumaca de cigarro (PN45 - Tratamento: F=4,4, gl=2; P=0,016)quanto no curto
periodo de retirada (PN50 - Tratamento: F=6,1, gl=2; P=0,003). Em ambas as idades o efeito
foi sexo dependente (TratamentoxSexo: PN45 - F=4.3;gl=2; P=0.016, PN50 - F=3.4,gl=2;
P=0.042) e restrito aos machos. Assim, durante a exposicdo (figura 19a), tanto os machos do
grupo BaixaNic (P<0.001; FPLSD) quanto do grupo AltaNic (P=0.009; FPLSD)
apresentaram reducdo da atividade da CHAT quando comparados aos animais do grupo
controle. Durante o curto periodo de retirada(figura 19b), a atividade voltou aos niveis
normais nos animais do grupo BaixaNic enquanto os animais do grupo AltaNic apresentaram
aumento da CHAT (P=0.010; FPLSD). Esses efeitos ndo foram persistentes a longo prazo
(figura 19c).
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Figura 19 - Atividade da CHAT durante a exposi¢édo, nos periodos curto e longo de retirada.
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Nota: Durante a exposicdo, machos em ambos 0s grupos expostos a fumaca de cigarros tiveram reducdo da
atividade da ChAT (a). No curto periodo de retirada, machos HighNic apresentaram aumento da atividade
(b). Nao houve alteracfes no longo prazo (c). Valores sdo médias *erros padrdo da média. CT,
camundongos que foram expostos a ar durante a adolescéncia (PN30-PN45); CHAT, colina
acetiltransferase; BaixaNic e AltaNic, camundongos que foram expostos a fumaga de cigarro durante a
adolescéncia (PN30-PN45). * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, diferencas entre 0s grupos sao
demonstradas pelo FPLSD.

Fonte: A autora, 2014.
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3.13 Efeitos na atividade da AChE

Em relacdo a AChE, a ANOVA inicial considerando os fatores Tratamento, ldade
e[ 1Sexo ndo indicarou efeitos do Tratamento nem interacGes (Tabela 3). De acordo com isso,
as analises de menor ordem para cada idade ou sexo nao foram justificadas. Esse resultado
sugere que ndo houve alteracdo na sintese de AChtanto durante a exposicdo a fumaca de
cigarros quanto no periodo de retirada (figura 20).

Figura 20 - A atividade da AChE durante a exposi¢do, nos periodos curto e longo de retirada
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Nota: Nao houve diferencas entre os grupos. Valores sdo médias erros padrdo da média. CT, camundongos que
foram expostos a ar durante a adolescéncia (PN30-PN45); AChE, acetilcolinesterase; BaixaNic e AltaNic,
camundongos que foram expostos a fumaga de cigarro durante a adolescéncia (PN30-PN45).

Fonte: A autora, 2014.
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4 DISCUSSAO

O uso do tabaco causa danosa saudedevido & exposigdoa inimerassubstancias toxicas
(Instituto  Nacional de Céancer, 2004). O tabagismo apresenta amaior taxa
dedependénciaentredrogas licitas eilicitase (Aradjo AJ e cols, 2004) e ¢
aindaidentificadocomoa principal causa demortalidade evitavel, sendo responsavel por cerca
de 6milhdes de mortesa cada ano eenormes prejuizospara a economia mundial. Se a
tendénciaatual continuar, em 20300 tabagismocausarécerca de 8 milhdesde mortes por anono
mundo (World Health Organization, 2011).

A nicotina € considerada o principalcomponente psicoativodo tabaco. E embora a
maioria dos estudos cientificos avaliem os efeitos somente da nicotina, existem evidéncias de
que os outros componentes do tabaco que atingem o sistema nervoso central em conjunto com
a nicotina também causam alteracGes na atividade cerebral(Abreu-Villaga e cols., 2010;
Bruijnzeel 2012; Rose 2006; Villégier e cols., 2010). Estudos mostram que o inicio do habito
de fumar ocorre freqlientemente durante a adolescéncia, periodo no qual alteracBes
neuroadaptativas, hormonais e comportamentais ocorrem (Lopez e cols., 2001). Contudo,
apesar do grande numero de estudos experimentais descrevendo efeitos da nicotina no cérebro
e no comportamento adolescente, ha poucos estudos em modelos animais dos efeitos da
fumaca de cigarro sobre 0 comportamento e a neurotoxicidade.

O presente estudo utilizou cigarros contendo alta e baixa concentracdo de nicotina,
visando preencher esta lacuna no conhecimento cientifico. A caracterizagdo das alteragdes
causadas pelo cigarro pode ser de grande utilidade para esclarecer o adolescente e adulto
fumantes sobre os riscos do uso do tabaco. O presente estudo demonstra que a exposicao a
fumaga de cigarro com diferentes concentragdes de nicotina durante a adolescéncia de
camundongos, causa alteracdes comportamentais e bioquimicas e que varias destas alteracdes

podem se manifestar mesmo longo tempo apos o termino da exposicao.
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4.1 Resumo dosresultados (Tabelas4 e 5)

Durante o periodo de tratamento, 0s animais expostos tanto a fumaga de cigarro
contendo alta concentracdo de nicotina quanto aqueles expostos a cigarros com baixa
concentracdo desta substancia apresentaram reducdo no ganho de peso. Contudo, as
diferencas ndo persistiram apds o término da exposicao.

Nos testes comportamentais utilizados (LCE e CV), ndo foram observadas alteragdes
nos niveis de ansiedade nos animais expostos a fumaca de cigarros com diferentes
concentracfes de nicotina, em nenhuma das idades testadas. As alteracbes comportamentais
relacionadas a busca por novidade no CV, variaram em funcédo do tipo de cigarro utilizado, e
nas diferentes idades testadas. Camundongos fémeas e machos expostos aos cigarros com
baixa concentracdo de nicotina apresentaram diminuicdo da busca por novidade durante a
exposicéo e no periodo curto de retirada. Distintamente, 0s animais expostos a cigarros com
alta concentracdo de nicotina apresentaram maior busca por novidades durante a exposicdo
mas, um mé&s apos o termino da exposi¢édo, identificamos diminui¢do da busca por novidade
em fémeas. Além das variaveisclassicamente avaliadas nos testes LCE e CV, quantificamos
comportamentos considerados etologicos. Como detalhado na tabela abaixo, foram
identificadas alteracGes comportamentais associadas a exposicdo e/ou retirada dos cigarros
contendo alta e baixa concentracdo de nicotina. Para algumas variaveis, os efeitos foram
dependentes do sexo e na maioria destes casos, fémeas foram mais sensiveis que machos.

Neste estudo, verificamos também os efeitos no sistema colinérgico. Para os efeitos na
ligacdo da citisina aos nAChRs durante a exposicdo a ambos 0S cigarros, ocorreu uma
supraregulacdo dos receptores. Enquanto, alguns dias apds o término da exposicao, as fémeas
do grupo previamente exposto a fumaga de cigarro com baixo teor de nicotina apresentaram
infrarregulacdo de nAChR. Para os efeitos no transportador pré-sinaptico de colina ([3H]HC-
3 ligacdo), apo6s o término da exposicdo, nos periodos curto e longo de retirada, os efeitos
foram diferenciados para machos e fémeas. Para a atividade da CHAT, os efeitos foram
restritos a machos e dependentes da idade. E para a atividade da AChE, ndo houve efeito de

tratamento em nenhum dos grupos testados.



Tabela 6 - Resumo dos resultados comportamentais (continua)
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Variaveis Classicas BaixaNic AltaNic
Labirinto em cruz elevado

Ansiedade (%Tempo BA, %Entradas BA)

PN44 NS NS
PN49 NS NS
PN74 NS NS
Atividade Locomotora (Entrada BF)

PN44 NS NS
PN49 NS NS
PN74 NS 1
Campo vazado

Busca por novidade (N° de orificios explorados)

PN45 ! 1
PN50 ! NS
PN75 NS | (Fémeas)
Atividade Locomotora (Cen+Pe)

PN45 ! NS
PN50 NS NS
PN75 NS NS
Variaveis Etologicas

Labirinto em cruz elevado

Atividade vertical

PN44+PN50+PN75 NS 1 (Machos)
Auto-limpeza

PN44 NS | (Fémeas)
PN49 ! NS
PN74 NS NS
Alongamentos para o BA

PN44 NS NS
PN49 NS NS
PN74 ! NS
Tomada de decisdo (Tempo no centro)

PN44 NS NS
PN49 NS NS
PN74 | NS
Campo vazado

Atividade vertical

PN45 NS NS
PN50 NS NS
PN75 NS NS
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Auto-limpeza

PN45 NS | (Fémeas)
PN50 NS !
PN75 | (Fémeas) NS
Alongamentos para o centro

PN45 NS NS
PN50 NS NS
PN75 | (Fémeas) NS

Legenda: NS, Néo significativo
Fonte: A autora, 2014.



Tabela 7 - Resumo de resultados do sistema colinérgico cortical
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Variaveis analisadas BaixaNic AltaNic
Ligacdo ao nAChR
PN45 1 1
PN50 | (Fémeas) NS
PN75 NS NS
Ligacdo ao transportador pré-sinaptico de colina
PN45 NS NS
PN50 1 (Machos) 1 (Machos)
| (Fémeas) | (Fémeas)
PN75 | (Machos) 1 (Fémeas)
Atividade da CHAT
PN45 | (Machos) 1 (Machos)
PN50 NS 1 (Machos)
PN75 NS NS
Atividade da AChE
PN45 NS NS
PN50 NS NS
PN75 NS NS

Legenda: NS, N&o significativo
Fonte: A autora, 2014.
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4.2 Efeitos sobreamassa corporal

Uma grande parte dos efeitos do fumo sobre o peso corporal é mediada pela nicotina. Os
seus efeitos incluem aumento de gasto de energia, através de agdes simpaticomiméticas,
aumento de acOes de leptina no hipotdlamo para suprimir a ingestdo de alimentos e aumento
dos niveis de norepinefrina, dopamina, serotonina e de GABA no sistema nervoso central,
substancias quimicas que influenciam na supressdao alimentar e no aumento da taxa
metabolica (Audrain-McGovern & Benowitz, 2011). De acordo com isso, Varios estudos
demonstram que a massa corporal de fumantes adultos € menor do que a ndo fumantes
(Kendig e cols., 2011).Podemos notar que apesar de adolescentes de ambos 0s sexos
relatarem que comecam a fumar e continuam com o hébito para fins de perda de peso
(Fulkerson & French, 2003), precisa-se de mais estudos para averiguar se 0 fumo durante a
adolescéncia exerce influéncia sobre a massa corporal (Audrain-McGovern & Benowitz,
2011). Nossos resultados indicam que a exposi¢do a fumaca de cigarrocontendo alta e baixa
concentracdo de de nicotina durante a adolescéncia de camundongos causa redugéo do ganho
de massa corporal, o que corrobora com estudos anteriores no qual camundongos adolescentes
foram expostos a fumaca de cigarros para pesquisa (Abreu-Villaca e cols., 2010; 2013) e
sugere que outros componentes da fumaca de cigarro que ndo a nicotina podem também afetar
a massa corporal. Futuros estudos serdo importantes para identificar se 0s mecanismos que
causam esta reducdo do ganho de massa corporal no adolescente sdo 0s mesmos que aqueles

descritos para adultos e se outros componentes da fumaga de cigarro estdo sendo relevantes.

4.3 Niveis séricos de cotinina

Foi utilizado cigarros para pesquisa produzidos pela Universidade de Kentucky
(Garcia e cols,. 2012; Rinaldi e cols., 2012), do tipo 2R1F contendo 1,7mg de nicotina por
cigarro (Universidade de Kentucky, Grupo AltaNic) e cigarros 4A1 contendo 0,14mg de
nicotina por cigarro (Universidade de Kentucky, Grupo BaixaNic). . Os nossos resultados
indicam que a exposicdo a fumaca de cigarro contendo alta concentracdo de nicotina gerou
niveis séricos de cotinina que sdo comparaveis aos encontrados em adolescentes fumantes

(Caraballo e cols., 2004, Wood e cols., 2004). Em contrapartida, nos animais do grupo
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BaixaNic, os niveis de cotinina estavam abaixo do limite de deteccdo da técnica, 0 que sugere
que outros componentes da fumaca de cigarro tem papel relevante nos resultados
comportamentais e bioquimicos deste grupo experimental, como detalhado nos proximos

topicos.

4.4 Testes comportamentais

Para a analise comportamental utilizamos o Labirinto em Cruz Elevado e o Teste de
Campo vazado. O Labirinto em Cruz Elevado é um teste comportamental utilizado para
quantificar os niveis de ansiedade em animais experimentais, sendo um dos mais populares
testes in vivo em uso atualmente (Carobrez & Bertoglio, 2005). Os animais de forma geral
evitam as areas abertas do labirinto, pois sdo0 mais aversivas e mostram preferéncia pelas
partes fechadas e protegidas pelas paredes do aparelho (Carobrez & Bertoglio, 2005). O Teste
de Campo vazado é um teste amplamente utilizado para avaliar a atividade locomotora(Prut e
Belzung,2003). A medida da ambulagéo neste teste tem se mostrado uma ferramenta
importante em neurociéncia, sendo muito utilizada como um indicador de comportamento
exploratério (Crusio, 2001).

Podemos notar que os resultados obtidos a partir do Teste de Campo vazado e do
Labirinto em Cruz Elevado sdo complexos, pois a avaliacdo da reatividade emocional em

animais € complexa e aberta a multiplas interpretacdes (Cryan e cols., 2002; Ramos 2008).

4.4.1 Discussdo comportamental

Para a andlise comportamental utilizamos o Labirinto em Cruz Elevado e o Teste de
Campo Vazado. O Labirinto em Cruz Elevado é um teste comportamental utilizado para
quantificar os niveis de ansiedade e de atividade locomotora em animais experimentais, sendo
um dos mais populares testes in vivo em uso atualmente (Carobrez e Bertoglio, 2005). Os
roedores de forma geral evitam as areas abertas do labirinto, as quais presume-se sejam as
mais aversivas e mostram preferéncia pelas partes fechadas e protegidas pelas paredes do

aparelho (Carobrez e Bertoglio, 2005). O Teste de Campo Vazado é um teste amplamente
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utilizado para avaliar a busca por novidade e a atividade locomotora em roedores (Prut e
Belzung, 2003). A medida da ambulacdo neste teste tem se mostrado uma ferramenta
importante em neurociéncia, sendo muito utilizada como um indicador de comportamento

exploratério (Crusio, 2001).

4.4.2 Labirinto em Cruz Elevado

Efeitos no comportamento associado a ansiedade e atividade locomotora

Estudos com fumantes adultos tém mostrado que uso do tabaco pode reduzir a
ansiedade, sendo este efeito normalmente atribuido a nicotina presente nos cigarros (Kassel e
Unrod, 2000). Assim, tem sido sugerido que fumantes continuam a fumar a fim de regular seu
estado de ansiedade (Gilbert e cols., 1989; Picciotto e cols., 2002). Em contraste, em
adolescentes hd& um aumento dos niveis de ansiedade durante a exposicdo, além de ser
sugerido que a ansiedade possa ser sintoma de retirada da nicotina (Hughes e cols., 2000;
Parrot, 2003), podendo estar envolvida como fator para a manutencao do habito de fumar em
humanos (Koob e cols., 1993; Watkins e cols., 2000). Em roedores, tem se mostrado que a
nicotina pode ser ansiogénica, ansiolitica ou ndo causar alteracbes nos niveis se ansiedade
(Broni e cols., 1993; Irvine e cols., 1999, 2001; Ouagazzal e cols., 1999). Em um estudo
anterior do nosso laboratorio, utilizando um modelo de administracéo oral de nicotina durante
a adolescéncia de camundongos (entre PN30 e 45), observamos que, apds curto periodo de
retirada, a nicotina promoveu aumento da ansiedade apenas em camundongos fémeas no
Labirinto em Cruz Elevado (Abreu-Villaga e cols., 2008). Seguindo este raciocinio, outro
estudo recente do nosso laboratério (Naiff, 2014), que tinha como objetivo investigar 0s
efeitos da nicotina por via oral em comportamentos associados a ansiedade e/ou do estresse
em camundongos adolescentes (PN30 a PN40), ndo encontrou alteracdo no comportamento
associado a ansiedade em nenhuma das idades testadas. Apesar do tempo de exposigdo ser
menor do que do presente estudo, os resultados encontrados estdo semelhantes aos
encontrados no presente estudo. Outro estudo anterior de (Adriani e cols., 2004) em
camundongos adolescentes demonstrou que a nicotina por via oral pode aumentar os niveis de
ansiedade, no entanto, neste estudo, os ratos foram submetidos a uma baixa concentragéo de
nicotina (Adriani e cols., 2004). No presente trabalho, ndo observamos efeito da exposicéo a

fumaca de cigarro sobre as variaveis associadas a ansiedade. Esta auséncia de resultado pode
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ser explicada pelos outros componentes da fumaca de cigarro estarem interagindo com a
nicotina de forma a reduzir seus efeitos. Contudo, uma vez que, como descrito acima, fumar
causa alteracdes nos niveis de ansiedade (Hugles e cols., 2000), esperdvamos encontrar
alteracdes em nosso modelo de exposicdo a fumacga de cigarros. Para 0 nosso conhecimento,
ndo ha estudos anteriores que tenham investigado os efeitos da exposicao a fumaca de cigarro
em modelo animal durante a adolescencia. E possivel que o estresse inerente a exposicio a
fumaca de cigarro comprometa a identificacdo dos efeitos relacionados a ansiedade. Apesar
do fato de que a exposicdo a fumaga do cigarro, como utilizada no presente estudo, minimizar
0 estresse fisico que teria ocorrido com outros meios de exposicdo, tais como a retencdo do
corpo em tubos cilindricos para administracdo somente via nasal, ambiente de fumo pode ser
estressante quando comparado com o ambiente controle, possivelmente devido aos
componentes do cigarro que irritam o trato respiratorio. Outra possibilidade € a existéncia de
diferencas na suscetibilidade a alteracdo da resposta ansiogénica entre as diferentes cepas de
camundongos, pois em nosso estudo previo foram utilizados camundongos da cepa C57BL/6.
De fato, tem sido reportado que cepas diferentes podem apresentar diferentes sensibilidades a
efeitos ansiogénicos/ansioliticos no teste do Labirinto em Cruz Elevado (Hogg, 1996).

No presente estudo, ndo foi observada alteracdo na atividade locomotora no periodo de
exposicdo, nem no curto periodo de retirada. No entanto, no longo periodo de retirada foi
encontrado um aumento da atividade locomotora para o grupo AltaNic. Como dito
anteriormente, a atividade locomotora é o somatorio de entradas no braco aberto + bracos
fechados. Como a alteragédo na atividade poderia influenciar as medidas de ansiedade. Neste

estudo, optamos por utilizar o percentual de entradas nos bracos abertos.

4.4.3 Campo Vazado

Efeitos sobre a busca por novidades e atividade locomotora

A exposicdo ao cigarro com alto nivel de nicotina provocou aumento no
comportamento de busca por novidade no Campo Vazado, 0 que é consistente com a
evidéncia de gque a exposicao a nicotina aumenta 0 comportamento exploratério de roedores
(para revisdo: DiFranza & Wellman, 2007) . Em contrapartida, 0 comportamento de busca de
novidade reduzido de camundongos expostos a fumaca de cigarro com baixos niveis de

nicotina, sugere ou que niveis muito baixos de nicotina provocam efeitos contrarios do que
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aqueles provocados por altos niveis de nicotina ou que outros componentes da fumaca do
cigarro sdo determinantes para este resultado. Estes animais também apresentaram atividade
locomotora reduzida, o que sugere um efeito depressivo geral da exposi¢do. Para 0 nosso
conhecimento, ndo ha estudos anteriores que investigaram os efeitos da exposi¢do a fumaca
de cigarro com niveis muito baixos de nicotina sobre a atividade locomotora ou busca por
novidades, 0 que é consistente com o fato de que ha um numero relativamente pequeno de
estudos em modelos animais de exposicdo a fumaca de cigarro. Em um estudo recente do
nosso grupo (Abreu-Villaca e cols., 2013), identificamos reducdo da atividade locomotora no
campo aberto em camundongos expostos a fumagca de cigarro durante a adolescéncia. Neste
estudo, o delineamento experimental gerou niveis de cotinina detectaveis, mas aqueles eram
36-40 % mais baixos do que os encontrados no grupo AltaNic do estudo atual. Baseado no
fato de que os niveis mais baixos de exposi¢do a nicotina no grupo BaixaNic no estudo atual
(associada com niveis de cotinina indetectaveis) reduziu as medidas de atividade no Campo
Vazado, é razoavel sugerir que a nicotina mascara um efeito depressivo da fumaca de cigarro.
Deste modo, 0s niveis baixos de nicotina em camundongos BaixaNic permitiu a atividade
reduzida provocada pela fumaca de cigarro. Considerando que os efeitos estimulantes de
drogas de abuso na atividade locomotora tém sido associados aos seus efeitos de recompensa,
e gue tanto a exposicao a novidade quanto a drogas de abuso ativam substratos neurais que
medeiam esses efeitos (Kalivas e cols., 1993; Bardo e cols., 1996; Belin & Deroche -
Gamonet , 2012; Covey e cols., 2014), a atividade diminuida identificada no CV pode indicar
uma resposta central reduzida a fumaca de cigarro, devido aos seus baixos niveis de nicotina.
Enquanto a atividade reduzida de camundongos BaixaNic foi mantida durante o curto
periodo de abstinéncia, ndo houve diferencas entre camundongos AltaNic e CT . Estes
resultados distintos novamente indicam que o tipo de cigarro foi determinante para os
resultados. A meia-vida da nicotina no sangue de camundongos € de 6 a 7 minutos (Petersen e
cols., 1984), portanto, dentro de um periodo de abstinéncia de cinco dias, espera-se que toda
nicotina absorvida durante a exposi¢cdo a fumaca de cigarro ja tenha sido metabolizada e
excretada. Apesar do fato, de que ndo podemos descartar a possibilidade de que alguns
componentes do cigarro ainda estarem presentes neste momento, informages sobre o
metabolismo de varios componentes potencialmente neuroativos presentes na fumaca de
cigarros indicam que um periodo de cinco dias é o suficiente para limpar o organismo de
todos eles (por exemplo, Acetaldeido: Blakley & Scott, 1984; Acetona : EPA , 2003;
Benzeno: Hoffmann e cols., 2001; monodxido de carbono: Watson e cols., 1987) . Estes

resultados sugerem que a abstinéncia de curto prazo a nicotina foi o principal contribuinte
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para o retorno do comportamento de busca por novidades a niveis basais semelhantes ao CT.
Distintamente, a reducdo persistente do comportamento de busca por novidade em
camundongos expostos a BaixaNic, sugere que, na situacdo em que a nicotina nunca esteve
presente em niveis significativos, a privacdo de outros componentes da fumaca de cigarro
desempenha um papel importante no efeito comportamental.

Curiosamente, a longo prazo, houve uma reducdo no comportamento de busca por
novidades somente em fémeas do grupo AltaNic. Este resultado é consistente com o0s
anteriores que demonstram que as fémeas sdo mais suscetiveis a diversos efeitos do tabaco e
da nicotina (para revisdo: Carroll e cols., 2009; Lynch, 2006). Efeitos tardios da retirada da
nicotina foram descritos anteriormente (por exemplo, Adriani e cols., 2004;. Irvine e cols.,
1999; Kota e cols., 2009) e parecem indicar que a exposi¢do a nicotina é capaz de programar
alteragdes funcionais. O conjunto de resultados compreende a primeira evidéncia em modelos
animais indicando que a exposicdo a fumaca de cigarro durante a adolescéncia afeta os
resultados comportamentais apés a privacao de longo prazo.

Nossos resultados indicam que as diferencas entre os compostos inalados durante a
exposicdo a fumaga de cigarro sdo responsaveis por niveis distintos de busca de novidade,
durante a exposicdo e a retirada. Varias caracteristicas comportamentais, incluindo busca por
novidade, tém sido associados ao uso de drogas (Abreu-Villaga e cols., 2006; Belin &
Deroche - Gamonet de 2012; Redolat e cols., 2009), de modo que tem sido sugerido que a
exposicdo a drogas de abuso altera essas caracteristicas comportamentais e que essas
caracteristicas facilitam experimentacdo de drogas de abuso e/ou a transicdo para a
dependéncia de drogas (para revisdo: Belin & Deroche - Gamonet , 2012). Os mecanismos de
associacdo ndo estdo estabelecidos: Considerando que tanto a exploragdo de um novo
ambiente e exposicdo / e uso de drogas de abuso (para revisdo: Bardo e cols., 1996; 2004;
Belin & Deroche - Gamonet de 2012; Covey e cols., 2014) aumentam o0s niveis de dopamina
no ndcleo accumbens de roedores, € possivel que estes eventos compartilhem uma via
neuroguimica semelhante; no entanto, este traco comportamental também pode ser um
marcador de vulnerabilidade para mecanismos neurobiolégicos do processo de dependéncia
de drogas (para revisdo: Belin & Deroche - Gamonet, 2012 ).

Tendo em vista 0 mencionado acima, a associacdo entre drogas de abuso e de busca
por novidade, 0s nossos resultados sugerem que a nicotina, quando combinada com o0s outros
componentes da fumaca do cigarro aumenta o tragco comportamental que, por sua vez, pode
facilitar a resposta a uma segunda exposicdo a droga de abuso. No entanto, este efeito ndo

persiste durante a retirada e ainda diminuiu a longo prazo, sugerindo que esta susceptibilidade
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estd presente apenas durante o periodo de exposicdo. Supondo que diminuicdo do
comportamento de busca por novidade apresenta efeito oposto, a fumaca de cigarro com
baixos niveis de nicotina pode proteger o organismo contra os efeitos de uma segunda
exposicao a droga de abuso ou mesmo reduzir o consumo. Futuros estudos com camundongos
expostos a fumaca de cigarro com niveis distintos de nicotina pode esclarecer se os resultados
comportamentais sdo capazes de prever a vulnerabilidade a nicotina e outras drogas de abuso

em curto e longo prazo.

4.4 .4 Efeitos sobre as variaveis etoldgicas

A auto-limpeza é um comportamento etolégico altamente representado em roedores e
tem mostrado ser sensivel ao estresse e a farmacos ansiogenicos e ansioliticos (Kalueff e
cols., 2010). Apesar disso, a diminuicdo da auto-limpeza durante e apds a exposicdo a fumaca
de cigarro foi acompanhada por alteracfes nos niveis de ansiedade. Curiosamente, 0 aumento
dos niveis de dopamina no corpo estriado e no nicleo accumbens, diminui a auto-limpeza no
Campo Vazado (de Souza Silva e cols., 2008), sem alteracGes significativas na ansiedade no
Labirinto em Cruz Elevado (Buddenberg e cols., 2008). Assim, sugerimos que O NO0SSO
modelo de exposicdo a fumaca de cigarro leva ao aumento dos niveis de dopamina, o que é
consistente com os resultados anteriores de efeitos estimulantes tanto da nicotina (Mansvelder
& McGehee, 2002) quando do fumo (Brody e cols., 2009; Takahashi e cols., 2008) na via
mesocorticolimbica dopaminérgica. De particular interesse para 0 nosso estudo, Brody e
colaboradores (2009) descobriram que, quando os fumantes fumam um cigarro contendo
nicotina, a liberacdo de dopamina no estriado/nucleo accumbens é maior quando comparado
aos fumantes que fumam um cigarro com um nivel muito baixo de nicotina (0,05 mg de
nicotina), tal como medido durante as sessdes de tomografia por emissdo de positroes
realizadas utilizando infusdo de *'C - raclopride . Este resultado indica que a nicotina tem um
papel importante na liberacdo de dopamina, mas ndo descarta a possibilidade de que outros
componentes quimicos da fumaca de cigarro interferem com os efeitos da nicotina ou tem
efeito proprio. Finalmente, no presente estudo, encontramos somente diminuicdo da auto-
limpeza em fémeas durante a exposi¢cdo e no momento do longo periodo de retirada. Isto
poderia ser explicado pelo fato do estrogénio ser um modulador de comportamento da auto-

limpeza (Kalueff e cols., 2010). De fato, ha evidéncias de que o estrogénio aumenta a
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liberacdo de dopamina no nucleo accumbens (O'Dell & Torres, 2014), e que as células
sensiveis ao estrogéno estdo presentes em regibes do cérebro que controlam este
comportamento (Kalueff e cols., 2010).

No longo periodo de retirada ocorreu uma diminuicdo no alongamento BA do
Labirinto em Cruz Elevado e do alongamento CEN no Campo Vazado no grupo BaixaNic
sugerindo reducdo no comportamento de risco (Rodgers e cols., 1997; Rodgers & Dalvi,
1997). Estudos anteriores sugerem que o alongamento BA esta inversamente relacionada aos
efeitos classicos de medidas de ansiedade no Labirinto em Cruz Elevado (%de entrada BA e
% de tempo BA) (Rodgers & Johnson, 1995). No entanto, no presente estudo, as reducdes no
alongamento BA e Alongamento CEN ndo foram acompanhados por alteracdes nas medidas
classicas relacionadas com a ansiedade, o que sugere que as altera¢cbes no comportamento de
avaliacdo de risco podem ocorrer independentemente dos identificados na ansiedade.

Alteracdes tardias no Labirinto em Cruz Elevado também incluem aumento do tempo
gasto no centro do labirinto. Houve uma diminuicdo nesta medida para o grupo BaixaNic um
més apos o fim da exposicdo. Ha evidéncias de que o Tempo CEN reflete a tomada de deciséo
(Rodgers e Johnson, 1995; Rodgers e cols., 1997). A escolha entre as duas alternativas, neste
caso, 0s bragos abertos e fechados do labirinto, é considerada uma tarefa cognitiva. Para
realiza-lo, o animal recolhe e interpreta as informacgdes do ambiente, e uma deciséo é tomada
guando ha um empenho com uma alternativa em particular (para revisdo: Ouro e Shadlen,
2007). A diminuicdo do tempo gasto no centro do labirinto sugere uma deficiéncia tardia na
tomada de decisdo, o que pode estar associado tanto para a coleta insuficiente de dados a

partir do ambiente ou ao pobre processamento cognitivo destes dados.

4.5 Medidas Colinérgicas

4.5.1 Efeitos naligacdo da citisina aos nAChRs

A supraregulacdo de nAChRs ocorre em fumantes (Fowler e cols., 2008; Kalman e
cols., 2002; Picciotto, 2003) e em modelos animais de exposic¢do a nicotina (Abreu-Villaga e
cols., 2003; Alisson e cols., 2009; Doura e cols., 2008), de forma que estudos de diferentes

grupos de pesquisa atribuem esta alteracdo colinérgica a nicotina presente na fumaca de
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cigarro. No presente estudo, observamos um aumento na expressdo de nAChR tanto nos
animais expostos a fumaca de cigarro contendo alta concentracdo quanto no grupo exposto a
fumaca contendo baixa concentracdo de nicotina. Apesar de ndo podermos descartar a
possibilidade que a quantidade de nicotina absorvida pelos animais BaixaNic seja suficiente
para causar a supraregulacdo de nAChR, o fato dos dois grupos experimentais apresentarem
similar magnitude de suprarregulacdo, juntamente ao fato de o grupo BaixaNic ter
apresentado niveis ndo detectaveis de cotinina plasmatica, enquanto o grupo AltaNic ter
apresentado este metabdlito da nicotina em niveis encontrados em fumantes adolescentes
(Caraballo e cols., 2004) indicam que a nicotina ndo é o Unico responsavel por esta
suprarregulacdo. Esta conclusdo é relevante devido ao papel atribuido a suprarregulagdo no
desenvolvimento da adicdo ao cigarro; ha estudos que demonstram que a suprarregulacdo de
receptores nicotinicos é um evento necessario para o desenvolvimento da adicdo (Benowitz,
1992; Dani & Heinemann, 1996; Nuutinen ecols., 2005; Sparks & Pauly, 1999). Assim,
nossos resultados sugerem que o consumo de cigarros com baixo teor de nicotina nao esta
associado a reducdo dos niveis de dependéncia ao cigarro.

Estudos anteriores demonstram que a exposigdoa nicotina em ratos e camundongos
adolescentes causa aumento da expressdo de receptores de NAChR de forma persistente na
fase adulta (Abreu-Villaca e cols., 2003; Doura e cols., 2008; Flores e cols., 1992; Miao e
cols., 1998; Nuutinen e cols., 2005; Trauth e cols., 1999). Nossos resultados mostram que em
nosso modelo experimental, a suprarregulagdo ndo persistiu apds alguns dias do termino da
exposicdo a fumaca de cigarro. Ndo temos conhecimento de outros estudos que investiguem a
dindmica de mudancas na expressdo ou atividade de nAChRs em animais adolescentes
expostos a fumaca de cigarros. A divergéncia entre resultados obtidos com roedores
adolescentes expostos a nicotina (Engle e cols., 2012) quando comparados aos nossos
camundongos adolescentes expostos a fumaca sugere que a exposicdo prévia a outros
componentes de fumaca de cigarro interfere com os eventos celulares e moleculares que
influenciam a expressdo destes receptores (Holladay e cols., 1997; Allison e cols., 2009).
Alguns dias ap6s o termino da exposi¢do identificamos a infrarregulacdo dos nAChRs
somente em fémeas do grupo BaixaNic,. Este resultado indica que a exposi¢do prévia a
fumaca de cigarros com baixos niveis de nicotina modifica a expressdo dos nAChR durante
uma retirada de curto prazo, o que supora a hipdtese que componentes da fumaca que nédo a
nicotina afetam o sistema colinérgico central. Interessantemente, este efeito foi identificado
somente em fémeas. Um estudo com humanos, que pesquisou diferencas na expresséo de

receptores nicotinicos em homens e mulheres por meio de exame de imagem apos alguns dias
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de cessacdo do ato de fumar, observou-se que mulheres apresentavam uma diminui¢do na
expressao destes receptores quando comparado a homens (Cosqrove e cols., 2012). Nenhum
dos efeitos foi persistente a longo prazo, o que esta de acordo com achados prévios que
mostram que a expressdo de receptores nicotinicos volta a niveis normais apds o termino da
exposicdo a nicotina (Happe & Murrin, 1992; Trauth e cols; 1999, 2000, 2001) ou fumaga de
cigarro (Abreu-Villaga, 2003; Mamede e cols., 2007).

4.5.2 Efeitos na ligacdo do[3H]HC-3 ao transportador pré-sinptico de colina

A ligacdo do HC-3 ao transportador pré-sinaptico de colina é responsiva a atividade
colinérgica, entdo, quanto maior a atividade, maior a ligacdo do HC-3 ao transportador, e
reducdes no HC-3 podem envolver perda de terminais sinapticos colinérgicos ou reducdes na
atividade neuronal (Simon e cols., 1976; Klemm & Kuhar, 1979).

A exposicdo a fumaca de cigarro ndo foi capaz de gerar altera¢Ges durante o periodo
de exposicdo com nenhuma das concentracOes de nicotina presente na fumaca de cigarro
utilizada no presente estudo. Ap6s um curto periodo de abstinéncia foi observado reducéo da
marcacdo do HC-3 nas fémeas dos grupos BaixaNic e AltaNic, resultado que esta de acordo
com trabalhos anteriores que demonstram que a nicotina induz reducdo do HC-3 apds a
interrupgdo do tratamento (Abreu-Villaga e cols., 2003) mas diverge dos resultados de
Ribeiro-Carvalho e colaboradores (2009), onde a nicotina ndo causou alterac6es significativas
da ligacdo ao HC-3. Porém, em machos foi observado aumento da marcagdo do HC-3.

Apo6s um longo periodo de abstinéncia ocorreu uma diminui¢do da marcacéo ao HC-3
em machos do grupo AltaNic e em fémeas foi observado um aumento nesta marcagéao.
Resultados divergentes entre nosso estudo e estudos anteriores pode ser resultado de
diferentes rotas de administracdo. Estudos anteriores utilizaram vias de administracdo
diferentes, como minibombas osméticas (que produzem niveis plasmaticos de nicotina
constantes), injecfes (controla-se o tempo entre a Ultima exposicdo € o momento do
sacrificio), ou via oral de nicotina (que a solucdo de nicotina fica a disposi¢cdo do animal).

De acordo com Trauth 2000, as alteracbes no HC-3 dependem da idade e regido
tratada. Neste trabalho, foram utilizados ratos de ambos os sexos, com inicio do tratamento
em PN30 com duracdo de 17 dias, e realizado administracdo de nicotina atraves de um

adesivo transdermico, com o objetivo de avaliar as alteragdes no sistema colinérgico em areas
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cerebrais envolvidas na adi¢cdo. No cortex cerebral, ao final do periodo de exposi¢do nédo foi
observado nenhuma alteracdo. Resultado similar ao encontrado em nosso estudo.Em outro
estudo, animais tratados por nicotina em minibombas, em um periodo de exposicdo de PN2 a
PN19, foi observada reducgdo da ligacdo do HC-3 ao transportador pré-sinaptico de colina em
PN15. Ap6s um curto periodo de retirada (3 dias) ndo houve diferencas entre 0s grupos.
Porem, apds um longo periodo de retirada (PN90) um aumento na expressdo do HC-3
ocorreu. Nossos resultados para o longo periodo de retirada estdo consistentes com estes
dados encontrados (Nunes-Freitas e cols., 2011). Outro trabalho que utilizou exposi¢cdo a
fumaca de cigarro com concentragdo de nicotina alta e baixa em camundongos adolescentes,
teve como resultado aumento da captacdo de colina em ambos os grupos tratados em
comparagdo ao grupo controle (Abreu-Villaca e cols., 2010). Uma possivel explicacdo para 0s
resultados encontrados neste trabalho e no presente estudo serem diferentes, pode ser pela
exposicao ter sido mais intensa no estudo de 2010, o que gerou também niveis de cotinina

mais altos.

4.5.3 Efeitos na atividade da CHAT

Durante a exposicdo, a fumaca de cigarro com alta e baixa concentragdo de nicotina
promoveu efeitos sexo-dependentes. Foi encontrada uma diminuicdo da atividade da CHAT
somente em machos durante a exposi¢cdo a ambos os tipos de cigarros e, durante o curto
periodo de retirada houve um aumento da atividade da CHAT em machos somente no grupo
AltaNic. Considerando que a CHAT é um marcador constitutivo da sinapse colinérgica
(Aubert e cols., 1996; Navarro e cols., 1989; Happe & Murrin, 1992; Zahalka e cols., 1992,
1993) a reducdo da CHAT indica perda da inervacdo colinérgica, podendo refletir em morte
de neurénios (Trauth e cols., 2000). Desta forma, podemos sugerir que durante a exposi¢do
machos foram mais sensiveis aos efeitos a fumaca do cigarro. E 0 aumento encontrado em
machos no curto periodo de retirada somente no grupo AltaNic, sugere que somente a fumaca
de cigarro com alto teor de nicotina promove um aumento significativo da inervacgéo
colinérgica, podendo representar uma resposta compensatoria ao dano celular, como podemos
constatar em varios trabalhos que estudam os efeitos da exposicao a nicotina (Abreu-Villaga e
cols., 2003, 2004; Nunes-Freitas e cols., 2011). A auséncia de alteragdes no longo prazo

sugere que, com o término da exposic¢do, ha recuperacdo, de forma que a densidade de
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sinapses colinérgicas volta aos niveis encontrados em animais controle.

4.5.4 Efeitos na atividade da AChE

Estudos demonstram que a atividade da AChE pode estar alterada dependendo do tipo
de tratamento, do tempo de exposicdo, e da idade estudada Nunes-Freitas e colaboradores
(2011) infundiram nicotina por minibombas em ratos fémeas lactantes Durante o periodo de
exposicdo (PN21) e no longo periodo de retirada (PN90) ndo foi observado alteracdo na
atividade da AChE. Porem em outras idades estudadas foi observado alteracdo na atividade
desta enzima, como em PN30 que houve um aumento da atividade da AChE no mesencéfalo
da prole. Porém, quando foi observado na idade de PN30, no hipocampo, foi observado uma
diminuicdo desta atividade. No presente estudo, observamos que a atividade da AChE nao se
mostrou alterada em nenhum dos grupos testados, nem durante a exposicao, no curto e longo
periodo de retirada. De acordo com essa idéia, sugerimos que a atividade desta enzima nao
tem papel relevante nos efeitos da exposicdo a fumaca de cigarro, nos modelos animais

utilizados neste estudo.
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CONCLUSSAO

Efeitos sobre a cotinina:
A cotinina plasméatica dos camundongos AltaNic foi semelhantes a de fumantes.
Camundongos CT e BaixaNic apresentaram niveis de cotinina sérica ndo detectaveis, ou seja,

semelhantes aos encontrados em ndo-fumantes

Efeitos sobre a per formance comportamental:

N&o obtivemos efeitos sobre os niveis de ansiedade em nenhuma das idades e tipo de
cigarros testados.

A busca por novidade foi diminuida nos camundongos expostos a BaixaNic em PN45 e
PN50, porém esse efeito ndo foi persistente para PN75. Para o grupo AltaNic, foi observado
um aumento da busca por novidade em PN45, efeito ndo persistente para PN50. Em PN75 foi
observada uma diminui¢do somente em fémeas. Sugerindo uma correlagdo hormonal. A partir
destes resultados concluimos que o tipo de cigarro utilizado determinou o comportamento de
busca por novidades, 0 que sugere que a nicotina tem papel relevante na determinagédo deste
comportamento mas que outros componentes da fumaca de cigarro, também tem papel.

Para a atividade locomotora, foi observado no EPM, hiperatividade somente no grupo
AltaNic para o longo periodo de abstinéncia. E no CV, foi observada somente hipoatividade
durante o Periodo de exposi¢&o.

Efeitos sobre o sistema colinér gico:

Os nAChRs apresentaram uma supraregulacdo em PN45 nos grupos AltaNic e
BaixaNic, o que indica que outros componentes da fumaca de cigarro que ndo a nicotina
afetam o sistema colinérgico do camundongo adolescente.

A ligacdo ao transportador pré-sinaptico de colina ndo apresentou efeito significativo
em PN45 nos grupos testados. Em PN50, ocorreu suprarreguagdo nos machos e
infrarregulacdo nas fémeas dos grupos AltaNic e BaixaNic.

A atividade da CHAT foi diminuida em machos de PN45 de ambos 0s grupos
experimentais quando comparado ao grupo controle. No curto periodo de retirada foi
observado aumento desta atividade somente para machos. Efeitos ndo persistentes para um
longo periodo de abstinéncia. O que sugere uma recuperac¢do da densidade das sinapses.
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A atividade da AChE, os efeitos ndo foram significativos em nenhuma das idades e
grupos testados. Sugerimos que a atividade desta enzima ndo tem papel relevante nos efeitos

da exposicdo a fumaca de cigarro.
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