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RESUMO

LOTUFO, Bruna Messias. Anélise comparativa entre os efeitos da exposi¢éo a nicotina e
retirada na adolescéncia ou na vida adulta sobre 0s comportamentos associados a ansiedade,
a atividade locomotora e a fungdo adrena de camundongos machos e fémeas.. 2016. 102 f.
Tese (Doutorado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

O tabagismo € a principal causa de morte evitavel em todo 0 mundo e é um dos principais
fatores de risco para uma série de doencas. A Organizacdo Mundial da Salde estima que um
terco da populacdo mundial adulta, isto é, 1 bilhdo e 200 milhdes de pessoas sejam fumantes.
A adolescéncia é considerado um periodo critico de vulnerabilidade para iniciar o habito de
fumar e a maioria dos fumantes iniciam o habito durante a adolescéncia. Neste estudo, 0s
objetivos foram avaliar os comportamentos associados a ansiedade e atividade locomotora e a
funcdo da glandula adrenal em animais expostos a nicotina durante a adolescéncia ou vida
adulta e subsequentes periodos de abstinéncia da nicotina. Este estudo utilizou 462
camundongos Suigos adolescentes e adultos (de ambos 0s sexos). Os animais foram expostos
a solucdo aquosa de nicotina (50ug/ml — NIC e 2% - SAC) ou de sacarina (2% - SAC) do 30°
dia de vida pos-natal (PN) a PN45, durante a adolescéncia, ou de PN75 a PN91 para a idade
adulta. Os animais foram testados no labirinto em cruz elevado (LCE) nas seguintes idades:
durante a exposi¢do (PN45; PN90), cinco dias de retirada da droga (PN50; PN95) ou 10 dias
(PN55; PN100). Para o Campo aberto (CA): durante a exposicdo (PN46; PN91), cinco dias de
retirada (PN51; PN96) ou 10 dias (PN56; PN101). Os animais foram submetidos ao LCE por
5 min, e no dia seguinte foram submetidos ao CA também por 5 min. Os animais foram
sacrificados 2 horas apds o término do CA e as adrenais coletadas para a verificacdo do
conteido de catecolaminas, expressdo da tirosina hidroxilase e sangue para a dosagem de
cotinina e corticosterona. Para avaliar somente os efeitos da exposicdo a nicotina,
adicionalmente foi acrescentado um grupo de animais ndo submetidos aos testes
comportamentais. Os nossos resultados demonstraram que durante a exposi¢éo a nicotina ou
durante os periodos de retirada da droga ndo foram encontradas diferengas entre 0s grupos em
ambas as idades estudadas nos comportamentos associados a ansiedade no LCE. No CA, o
grupo nicotina, durante 10 dias de retirada, apresentou aumento do tempo no centro durante a
adolescéncia. Enquanto para os adultos, as fémeas nicotina apresentaram aumento do tempo
no centro. Para 0 tempo na esquina, a exposi¢do a nicotina gerou aumento do tempo na
esquina para os animais durante a adolescéncia. Em relacdo ao numero de entradas no centro,
durante a vida adulta, o grupo nicotina apresentou menor nimero de entradas durante 10 dias
de retirada. As fémeas nicotina tiveram o numero de entradas na esquina aumentados. O
grupo nicotina apresentou aumento das entradas totais durante a adolescéncia. Do ponto de
vista enddcrino, o contedo adrenal de catecolamina foi aumentado pela exposicdo a nicotina
nos animais machos durante a vida adulta, os niveis séricos de corticosterona foram afetados
pela nicotina enquanto a expressao de tirosina hidroxilase foi reduzida no grupo nicotina
machos durante a vida adulta. Nosso estudo indica que exposi¢do a nicotina foi capaz de
afetar tanto os aspectos comportamentais como enddcrinos durante a exposicdo e em
diferentes periodos de retirada da droga.

Palavras-chave: Nicotina. Adolescéncia. Adulto. Comportamento. Glandula Adrenal.



ABSTRACT

LOTUFO, Bruna Messias. Comparative analysis of the effects nicotine exposure and
withdrawal in adolescence ou adulthood onthe behaviors associated with anziety, locomotor
activity and adrenal gland function in male and felame mice. 2016. 102 f. Tese (Doutorado
em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

The tobacco epidemic is the single most preventable cause of death in the world and tobacco
use is a risk factor for a number of diseases. WHO estimates that one-third of the adult
population, 1 billion and 200 million, people are smokers. Adolescence is a critical period of
vulnerability to smoking initiation and most adult smokers began smoking during
adolescence. The aim of the present work is to study the behaviors associated with anxiety
and locomotion activity, as well as adrenal function, in animals exposed to nicotine during
adolescence or adult age and subsequently periods of withdrawal. This study used 462
adolescents and adults Swiss mice of both sexes. The animals were exposed (orally) to a
nicotine (50pg/ml — NIC e 2% - SAC) solution or a saccharine (2% - SAC) solution from the
30" postnatal day (PN) to PN45 during adolescence, or PN75 to PN91 for adult age. The
animals were tested in the elevated plus maze (EPM) during exposure (PN45; PN90), 5 days
withdrawal (PN50; PN95) and 10 days withdrawal (PN55; PN100). For Open Filed (OF)
animals were tested during exposure (PN46; PN91), 5 days withdrawal (PN51; PN96) and 10
days withdrawal (PN56; PN101). The animals were tested in the EPM for 5 min and, in the
next day, they were tested for 5 min on the OF. The tissue samples were collected 2h later the
OF test (after the animals sacrifice). The tissue samples collected were: left adrenal gland for
the analysis of catecholamine content; right adrenal gland for the analysis of tyrosine hidroxilase
expression; serum for the analysis of cotinine and corticosterone concentration. To analyze only
the nicotine effects a group of animals were not subjected to behavioral tests. Our results show
that by during exposure or withdrawal period no differences were observed between groups
regarding behaviors associated with anxiety in the EPM. In the OF, the NIC group during 10 days
withdrawal presented a higher time in center during adolescence. For adults, females NIC showed
a higher time in center. Regarding time in the corner, NIC group presented a higher time than
SAC group at adolescence. For adults, at 10 days withdrawal period, NIC group showed fewer
entries in center. Besides, female NIC group presented a higher number of entries in the corner.
At adolescence, NIC group showed higher locomotion activity. Regarding the endocrine system,
the catecholamine content was higher in NIC male group in adults. The corticosterone levels were
affect by nicotine exposure besides the tyrosine hidroxilase expression was reduced in male NIC
group at adulthood. Our study indicates that, behavioral as well as endocrine parameters were
affected in our model of nicotine exposure during adolescence or adult and different withdrawal
periods.

Keywords: Nicotine. Adolescence. Adult. Behavioral. Adrenal gland.
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INTRODUCAO

Tabagismo no mundo e no Brasil

O tabagismo é a principal causa de morte evitavel em todo o mundo. O uso do tabaco é
um dos principais fatores de risco para uma série de doencas, incluindo cancer, doencas
pulmonares e doencas cardiovasculares. No século XX, cem milhdes de mortes foram
causadas pelo tabaco. Segundo a Organizacdo Mundial da Satde — OMS (2015) (World Health
Organization — WHQO), o fumo mata cerca de 6 milhdes de pessoas por ano. Mais de 5 milhdes
dessas mortes séo o resultado do uso direto do tabaco, enquanto mais de 600 mil resultam da
exposicao passiva ao fumo. Além disso, o nimero anual de mortos pode subir para 8 milhdes até
2030, e 80% desses Obitos acontecerdo nos paises em desenvolvimento. O tabaco ira matar até 1
bilhdo de pessoas ainda neste século. No Brasil, estima-se que, a cada ano, 200 mil brasileiros
morram precocemente devido as doencas causadas pelo tabagismo (Instituto Nacional de Cancer —
INCA, 2015).

A OMS (2015) estima que um terco da populacdo mundial adulta, isto é, 1 bilhdo e
200 milhGes de pessoas sejam fumantes. Aproximadamente 47% de toda a populacdo
masculina e 12% da populacdo feminina no mundo fumam. Enguanto nos paises em
desenvolvimento os fumantes constituem 48% da populacdo masculina e 7% da populacdo
feminina, nos paises desenvolvidos o nimero de mulheres fumantes mais do que triplica: 42%
dos homens e 24% das mulheres apresentam o habito de fumar.

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2009) (IBGE) no
Brasil, cerca de 24,6 milhdes de brasileiros de 15 anos ou mais de idade fumavam derivados
de tabaco em 2008. Os percentuais de fumantes eram maiores entre 0s homens, entre 45 e 64
anos de idade. Além disso, a maior parte dos fumantes comecou a fumar com 17 a 19 anos de
idade, e entre os fumantes diarios, 0 mais comum era consumir cerca de 15 a 24 cigarros por
dia. A adolescéncia é considerada um periodo critico de vulnerabilidade para iniciar o habito
de fumar (Kandel e Logan, 1984). Aproximadamente 90% dos fumantes iniciam o habito de
fumar durante a adolescéncia (Chen et al., 1998; Pierce et al., 1996) e a grande maioria serdo
fumantes diarios quando atingirem a idade adulta (Nelson et al., 1995). Além disso,
individuos que comegaram a fumar na adolescéncia apresentam maior dificuldade para cessar

0 habito do que aqueles que iniciam em idades posteriores (Chen e Millar, 1998). Individuos
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que ndo iniciam o habito durante a adolescéncia raramente iniciardo tardiamente (Chen e
Kandel 1995; Kandel e Logan, 1984).

Atualmente o percentual de brasileiros que fumam caiu 30,7% nos Gltimos nove anos.
Segundo dados do Vigitel 2014, 10,8% dos brasileiros fumam. Apesar da reducdo do nimero
de fumantes, um estudo realizado pelo INCA, demonstrou aumento do consumo de cigarros
industrializados de origem ilicita. Em 2008, 2,4% dos brasileiros com idade maior ou igual a
18 anos fumavam cigarros industrializados obtidos por meio do mercado ilegal; em 2013,
foram 3,7%. O aumento do preco dos cigarros esta entre os principais motivos para a reducao
do consumo de tabaco no Brasil. Segundo a Pesquisa ICT/INCA 2013, 62% dos fumantes
pensaram em parar de fumar devido ao custo do cigarro. Importantes ac6es para o controle do
tabagismo foram promovidas como a aprovacdo da Lei dos Ambientes Livres; a
regulamentacdo da Lei antifumo proibiu o consumo de cigarros, assim como cigarrilhas,
cachimbos e outros produtos, derivados ou ndo do tabaco, em locais de uso coletivo, publico
ou privados. Ainda dentro das a¢fes que vem sendo desenvolvidas esta a politica de prego
minimo para o cigarro e aumento dos impostos, e a proibi¢cdo da propaganda comercial de
cigarros em todo territério nacional, sendo permitida a exposicdo dos produtos nos locais de
vendas. Além da obrigatoriedade da industria colocar adverténcias sobre os maleficios do
cigarro nas embalagens.

A despeito das campanhas realizadas em diversos paises do mundo, incluindo o Brasil,
e da reducdo do consumo de produtos derivados de tabaco em diversos destes paises, a
dependéncia quimica a nicotina é, e continuara sendo por décadas, um grave problema de
salde. De particular interesse para o presente estudo é o fato de que o consumo de tabaco,
principalmente na forma de cigarro, tem inicio na adolescéncia. Como ja indicado
anteriormente, a adolescéncia é considerada um periodo vulneravel do ponto de vista dos
efeitos de diferentes tipos de substancias psicoativas sobre o desenvolvimento e maturacéo do
sistema nervoso central. Infelizmente, a despeito dos dados epidemioldgicos concernentes ao
consumo de tabaco na adolescéncia e das evidéncias de maior vulnerabilidade deste periodo
da vida aos efeitos de drogas neste sistema, sdo comparativamente poucos 0s estudos
disponiveis sobre a acdo da nicotina no cérebro durante a adolescéncia. Assim, o presente
estudo utilizou um modelo experimental de exposicdo a nicotina em roedores com o qual o
Laboratdrio de Neurofisiologia da UERJ tem grande experiéncia para verificar se existem
diferencas do ponto de vista dos comportamentos associados a ansiedade e da atividade
locomotora entre a exposicdo a esta droga durante a adolescéncia ou na vida adulta, no

periodo da vigéncia e retirada. Adicionalmente, como a ansiedade esta associada a funcéo do
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eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, pardmetros funcionais deste sistema enddcrino foram

avaliados no presente estudo nas duas idades.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Nicotina

O cigarro é composto por varias substancias quimicas como, a nicotina, o tiocianato, o
monoxido de carbono e outros gases toxicos (Stellman e Djordjeciv, 2009). A nicotina,
principal componente aditivo que causa dependéncia do cigarro, é uma substancia alcaldide
presente nas folhas de tabaco. A nicotina é absorvida pelo trato respiratdrio, mucosas orais e
pele. A metabolizacdo ocorre principalmente no figado (cerca de 80 a 90%) e em menor
proporcdo em outros 6rgdos como pulmédo e rins (Hukkanen e Jacob, 2005). Em seres
humanos, sua meia-vida € de aproximadamente 2 horas (Rang et al, 2004; Jacob et al, 1988).
Foram identificados 6 metabdlitos da nicotina, sendo o principal um produto da oxidacdo da
nicotina em um metabdlito cet6nico inativo, a cotinina (Rang et al, 2004). A metabolizacdo da
nicotina em cotinina ocorre inicialmente pelo complexo citocromo P450 onde a isoenzima
CYP2A6 e outras como a CYP2B6 e a CYP2D6 transformam inicialmente no ion nicotina-
A1’ (5")-iminium, o qual sofre uma oxidacdo citoplasmatica gerando a cotinina (Meyer e
Maurer, 2011; Benowitz, 2009; Hukkanen e Jacob, 2005). Por possuir meia-vida de
eliminacdo longa, cerca de 20 horas em seres humanos (Taylor 1996) e de 5,2 horas em
roedores (Kyerematen e Vesell, 1991), os niveis de cotinina em diferentes fluidos corporais
sdo excelentes parametros para avaliar a intensidade da exposicdo ao tabaco, sendo
considerados inclusive mais eficientes do que a propria nicotina, que possui meia-vida
relativamente curta (Eskenazi et al, 1995). Desta maneira, a concentracdo de cotinina pode ser

medida no sangue, urina, saliva (Nel e Morgan, 1996).

1.1.1 Mecanismo de acdo da nicotina

A nicotina se liga a receptores nicotinicos colinérgicos (nNAChR) nos ganglios
autdénomos, na medula adrenal, na juncdo neuromuscular e no sistema nervoso central (SNC),
exercendo um efeito dose-dependente. No SNC, a nicotina ativa os nAChRs, 0s quais estdo

amplamente distribuidos pelo tecido, localizando-se, do ponto de vista celular, principalmente
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na membrana pré-sindptica e atuando como receptores ionotropicos que promovem a
liberacdo de neurotransmissores (Wonnacott, 1997).

Estes receptores sdo canais i6nicos pentameéricos, que quando ativados adquirem uma
conformacado de canal aberto permeével aos ions Na* e K*, e estdo amplamente distribuidos
no cérebro de humanos e roedores em todas as fases do desenvolvimento (Pentel et al., 2006;
Broide & Leslie, 1999; Zoli et al. 1995). Os nAChRs sdo constituidos pelas subunidades
homomérica (a7-010) e heteromérica (a2—ab6, p2—B4). Cada NAChR consiste da unido de 5
subunidades, sendo o subtipo homomérico constituido apenas das subunidades o e o subtipo
heteromérico constituido pela unido dos subtipos o e B. Essas combinagdes sdo responsaveis
pela grande quantidade de receptores que irdo desempenhar inumeras a¢Ges importantes em
diversos processos fisiologicos e patoldgicos, incluindo o desenvolvimento neuronal,
ansiedade, aprendizado e memdria (Dani et al., 2011; Dwyer et al., 2008; Dani et al., 2007,
Bergink., 2004).

Como dito anteriormente, 0os nAChRs podem modular a liberacdo de
neurotransmissores assim como a a¢do sinaptica e atividade neural através de alteracdes em
seus estados conformacionais (Dani et al, 2000). Também estdo envolvidos nas vias de
sinalizagdo de dependéncia (Leslie et al, 2013; Dani & Balfours, 2011), estando amplamente
distribuidos em areas implicadas na dependéncia do tabaco (Gotti e Clementi 2004). A
ativacdo destes receptores nestas regibes regula o sistema de neurotransmissores de
monoaminas, particularmente a dopamina, que estd fortemente envolvido em processos de
recompensa e reforco de drogas (Albuquerque et al. 2009; Gotti et al. 2006).

A nicotina age sobre o sistema mesolimbico-dopaminérgico (Rosemberg, 2004). A via
de recompensa cerebral é composta pela area tegmental ventral (VTA) e o ndcleo accumbens
(NAc). Esse sistema compreende os neurbnios dopaminérgicos que se originam no VTA e
liberam dopamina em regiGes envolvidas com processamento da informacdo, memoria e
emoc0des, como o NAc, hipocampo, amigdala e cortex pré-frontal (CPF) (Little, 2000). Em
humanos, a administracdo de nicotina atraves do fumo produz euforia, aumento da excitacéo,
reducdo de fadiga e relaxamento (Henningfield et al., 1985). Esses efeitos desempenham
papel importante na iniciagdo e na manutencgdo do fumo (Markou, 2008; Watkins et al., 2000).
Vérias outras espécies, como ratos e primatas ndo humanos, apresentam evidéncias

comportamentais de reforco por administracdo de nicotina (Rose e Corrigall, 1997).



19

1.1.2 Dessensibilizacdo e suprarregulacdo dos receptores nicotinicos

A dessensibilizacdo pode ser definida como uma diminuicdo ou perda da resposta
bioldgica em resposta a uma estimulacdo prolongada ou repetitiva. A dessensibilizacdo € uma
caracteristica destes tipos de canais do tipo portdo dependentes de neurotransmissores e
representa uma forma de comportamento alostérico de proteinas, onde o receptor estd
distribuido entre um nimero discreto de conformacdes. Preferencialmente um ou mais estados
dos receptores serdo estabilizados pelos agonistas (Carr et al., 1989). Apds a exposi¢do a um
agonista, o tempo de curso de dessensibilizacdo ser4 governado por taxas constantes de
transicdo, mas de forma geral, devido aos estados dessensibilizados terem maior afinidade
pelos agonistas, apds um tempo, todos os receptores serdo dessensibilizados (Wang e Sun,
2005). Para nAChRs, a dessensibilizacdo pode ser descrita como um declinio na resposta a
nicotina ap6s uma exposicdo repetitiva a nicotina. O inicio da dessensibilizagdo é tempo e
concentracdo-dependente (Karlin, 2002; Garrido et al.,2001).

A suprarregulacdo (upregulation do original em inglés) de nAChRs pode ser definida
como 0 aumento do nimero e/ou aumento da afinidade de nAChRs, e pode ser observada em
cérebros de fumantes e animais expostos a nicotina. Abreu-Villaca e colaboradores (2003a),
demonstrou que mesmo a exposicdo por curtos periodos, de apenas 2 dias, e com doses
plasméaticas de nicotina que correspondem a fumar 2 cigarros, foi capaz de causar
suprarregulacdo de nAChRs. Acredita-se que a suprarregulacdo constitui uma resposta celular
a dessensibilizacdo (Fenster et al., 1999). Contudo, ndo se sabe se as mudancas ocorridas sao
acompanhadas por um aumento de funcdo dos receptores (Buisson e Bertrand, 2002). A
tolerancia a nicotina observada em fumantes, assim como os sintomas de abstinéncia, ocorre
por dessensibilizacdo e suprarregulacdo dos NAChRs apds a exposi¢do crénica a nicotina. Ao
fumar, a concentracdo de nicotina que chega ao cérebro ndo € suficiente para gerar um
potencial de acdo comparado as concentracdes fisiologicas de acetilcolina. No entanto, a
nicotina ndo € degradada pela acetilcolinesterase, enzima responsavel pela hidrélise do
neurotransmissor acetilcolina, e essa exposicdo prolongada da nicotina pode promover
dessensibilizacdo (Dani, 2001). O uso cronico da nicotina pode resultar no aumento dos
receptores associados a uma desativacdo funcional; acredita-se que esse seja 0 mecanismo
responsavel pelos efeitos de dependéncia (Dani, 2001).

Os subtipos de receptores nicotinicos mais abundantes presentes no cérebro e que
sofrem suprarregulagdo apds exposicdo a nicotina, sdo o 04p2 e o a7 (Abreu-Villaga et al.,

2004a, 2003; Buisson e Bertrand, 2002). Cada subtipo de nAChR exibe padrdes distintos de
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expressdo e funcdo em todo SNC e periférico (Gotti et al., 2006; Perry et al., 2002). O mais
abundante subtipo neuronal é o 04p2, que possui grande afinidade pela nicotina (Dani e
Bertrand, 2007). Este receptor dessensibiliza em concentracdes mais baixas de nicotina do
que a requerida para a ativacdo (Fenster et al., 1999) e, como resultado, sdo mais
dessensibilizados em cérebro de fumantes (Brody et al., 2006). Outro subtipo neuronal
comum ¢ a isoforma homomérica a7. Esta possui baixa afinidade por nicotina quando
comparada com outros subtipos do receptor e dessensibiliza rapidamente em altas
concentracdes de nicotina (Dani & Bertrand, 2007; Albuquerque et al. 1998). Receptores que
contém as subunidades o4, f2 e outras subunidades parecem ser a chave reguladora do
sistema mesolimbico dopaminérgico, mediando a atividade induzida pela nicotina dos
neurdnios dopaminérgicos do mesencéfalo no VTA (Leslie et al. 2013; Li et al. 2011; Zhao-
Shea et al. 2011; Livingstone et al. 2009).

A exposicdo cronica a nicotina durante a adolescéncia produz alteracOes
neuroquimicas e comportamentais que diferem das observadas na vida adulta. Estudos
mostram que adultos sdo mais responsivos do que os adolescentes a suprarregulacdo dos
sitios a4P2 e a7 nos nAChRs. Em contraste, os adolescentes apresentam maior

infrarregulacdo dos nAChRs a6 do que os adultos (Doura et al., 2008; Collins et al., 2004).

1.1.3 Efeitos da retirada da nicotina

O uso cronico da nicotina induz neuroadaptacdes do sistema de recompensa do
cérebro que resulta no desenvolvimento da dependéncia a nicotina. Alguns sintomas de
abstinéncia ao cigarro podem ser descritos, tais como: depressdo, ansiedade, irritabilidade,
dificuldade de concentragé&o, fissura, bradicardia, insénia, desconforto gastrointestinal e ganho
de peso (Hughes et al., 1991; Shiffman e Jarvik, 1976). Ratos e camundongos exibem o0s
sintomas de retirada da nicotina, como 0s humanos, incluindo os sintomas somaticos e 0s
efeitos negativos (Malin et al., 2006; Watkins et al., 2000). Os efeitos somaticos da retirada da
nicotina incluem elevagdes, saltos, constricdes abdominais, mastigacdo, alongamentos e
tremores faciais. O efeito negativo da retirada da nicotina caracteriza-se pela diminuicdo da
capacidade de resposta a estimulos anteriormente gratificantes, chamado de anedonia.

Fumantes em abstinéncia sdo propensos a recaida por semanas, meses ou até mesmo

anos apoés terem cessado o habito de fumar. A retomada ao habito de fumar, como a recaida
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de outras drogas de abuso, muitas vezes ocorrem sobre a influéncia de pessoas, lugares,
objetos ou outros estimulos que os individuos aprenderam a associar com os efeitos positivos
de recompensa da droga (Hughes et al., 2004). Adicionalmente, adolescentes fumantes séo
mais propensos a relatar tolerancia do que os adultos e apresentam maiores taxas de
dependéncia do que os adultos, mesmo embora os adolescentes fumem menos cigarros por dia

comparados aos adultos (Kandel, 2000).

1.2 Desenvolvimento do sistema nervoso central

O periodo de formacdo do cérebro é mais longo que o de outros Orgaos, e seu
desenvolvimento continua até a adolescéncia. O aumento da capacidade cognitiva durante a
adolescéncia coincide com uma diminuicdo da espessura da camada cortical cinzenta,
resultante da perda de sinapses e fortalecimento das conexdes remanescentes (Paus, 2010;
Gogtay & Thompson, 2010; Ostby et al. 2009). O volume e a densidade da substancia
cinzenta diminui em algumas regides, como o cortex pré-frontal, o cortex parietal e 0s
ganglios da base, estruturas que sdo fundamentais para a funcdo executiva, 0 processamento
sensorial e comportamentos motivados (Sowell et al., 1999, 2001; Giedd et al., 1999). A
reducdo do volume do cértex pré-frontal € observado tanto em humanos (Jernigan et al.,
1991) quanto em ratos (Van Eden et al., 1990). Entretanto, na substancia branca ocorre um
aumento da mielinizagdo e do diametro axonal, resultando num aumento na velocidade de
conducgdo do impulso nervoso (Paus, 2010).

As mudancas que ocorrem nas substancias cinzenta e branca ndo sdo homogéneas em
todo o cérebro, diferindo regionalmente, com as regides filogeneticamente mais antigas
amadurecendo mais cedo do que as mais recentes (Gogtay et al., 2004). A dessincronizacéo
entre a maturacdo da regido subcortical envolvida com a emocdo e o sistema de recompensa e
a area envolvida com as funcdes executivas e o controle do impulso é tida como a responsavel
pela propensdo ao comportamento de risco em adolescentes (Smith 2013; Casey et al., 2011).
As pronunciadas mudancas estruturais e neuroquimicas durante a adolescéncia estdo em
paralelo com o0 aumento da conectividade funcional, que desempenham um papel significativo

no desenvolvimento do controle cognitivo (Luna et al., 2010).
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1.3 Adolescéncia

A adolescéncia é um periodo de transicdo da infancia para a idade adulta. Em
humanos, a adolescéncia se estende dos 12 aos 18 anos de vida (Spear, 2000). O periodo em
que um roedor € considerado adolescente varia bastante entre os estudos (Yetnikoff et al., 2013).
Em roedores, como ratos e camundongos, as primeiras alteracfes associadas a adolescéncia podem
ocorrer a partir do 20° dia de vida pds-natal (PN20) e as Gltimas mudancas podem ocorrer até
PN55. Em roedores, a adolescéncia pode ainda ser dividida em precoce (PN24 a 35), média (PN37
a 48) e tardia (PN50 a 61) (Adriani et al., 2002a).

Humanos e roedores exibem alteracGes fisiologicas e comportamentais semelhantes (Spear
2013; 2007). A adolescéncia ndo apresenta eventos 6bvios que sinalizem o seu inicio ou fim, assim
como deve ser considerado que, em humanos, diferencas socioculturais influenciam o momento e
a duracdo deste periodo (Yuan et al., 2015). Muitos autores definem a adolescéncia como um
periodo de maturacédo sexual, ou puberdade. A puberdade é temporalmente restritiva, com duracao
de cerca de 5 anos em seres humanos (Sun et al, 2002) e 10-20 dias em roedores (Schneider, 2013;
Sisk e Zehr, 2005). Entre os humanos, o inicio da puberdade € considerado como o inicio da
adolescéncia, porém, como ja dito, o inicio pode variar amplamente dependendo do sexo, status
socioecondmico e estado nutricional (Spear, 2000).

VariacOes relacionadas com o sexo durante a puberdade também sdo observadas em ratos
(Schneider 2013; Varlinskaya et al., 2013; Vetter-O"Hagen e Spear, 2012), e o pico de busca pela
novidade observado durante a adolescéncia parece ser independente das alteragbes hormonais
gonadais (Vetter-O'Hagen e Spear, 2012). Individuos adolescentes e adultos diferem
comportamentalmente. Em humanos, a adolescéncia é caracterizada por tragos comportamentais
como labilidade emocional, impulsividade e comportamento de risco, que estdo associadas com
0 aumento de vulnerabilidade para transtornos neuropsiquiatricos, incluindo doencas afetivas
e dependéncia (Volkow e Li, 2005; Andersen, 2003; Teicher et al., 2003; Wallace et al., 2003,
Spear, 2000;Arnett, 1999).

Roedores também apresentam tracos comportamentais caracteristicos da adolescéncia, tais
como: elevados niveis de busca pela novidade (Adriani et al., 1998), impulsividade (Adriani e
Laviola, 2003) e comportamento de risco (Macri et al., 2002), assim como reducdo de resposta ao

estresse (Adriani e Laviola, 2000).
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1.4 Nicotina e comportamento

Diversos estudos demonstraram que a nicotina é uma substancia neuroteratogénica que
exerce, a longo prazo, efeitos na maturacdo em fases criticas do desenvolvimento do cérebro
(Dwyer et al., 2008, 2009; Ginzel et al., 2007; Slotkin, 2004). A adolescéncia é um periodo
sensivel de maturacdo de circuitos do cérebro que regulam a cognicdo e a emocdo, e
consequentemente é um periodo de vulnerabilidade aos efeitos da nicotina e tabaco. Desta
forma, o cérebro adolescente imaturo possui diferentes sensibilidades a drogas e a exposi¢do a
nicotina durante esse periodo da vida pode promover alteracfes a longo prazo em circuitos
neurais e também no comportamento (Yuan et al., 2015).

Os efeitos da exposicdo a nicotina durante a adolescéncia diferem dos individuos adultos.
Estudos com roedores demonstraram que a nicotina produz respostas comportamentais especificas
por idade. A exposicdo aguda a nicotina aumenta a atividade locomotora em adolescentes, porem
reduz a atividade em adultos (Cao et al., 2010). E também reduz a ansiedade em ratos machos
adolescentes (Cao et al., 2010; Elliott et al., 2004; Cheeta et al., 2001). Além disso, adolescentes
apresentam um maior efeito gratificante da nicotina, como observado no teste de preferéncia
condicionada pelo lugar (conditioned place preference test do original em inglés) (Torres et al.,
2008; Brielmaier et al., 2007; Kota et al., 2007; Vastola et al., 2007; Shram et al., 2006; Belluzzi et
al., 2004) e exibem maior vulnerabilidade a autoadministracdo oral de nicotina durante a
adolescéncia precoce (Adriani et al., 2002).

Estudos apontam que ratos adolescentes desenvolvem rapidamente o habito de
autoadministrar nicotina e que os adolescentes consomem mais nicotina quando comparados
aos adultos (Natividad et al. 2013; Chen et al. 2007; Levin et al. 2007). Em contraste,
adolescentes demonstram menor aversdao a nicotina do que os adultos (Torres et al., 2008;
Shram et al., 2006; Adriani et al., 2002) e menos sintomas de abstinéncia seguido da
exposicao cronica (Shram et al., 2008; O"Dell et al., 2006). Essas mudancas entre os efeitos
positivos e negativos da nicotina, que ocorrem durante a adolescéncia, podem ser o motivo da
vulnerabilidade ao tabagismo e ao uso de cigarros.

A exposicdo crbnica a nicotina durante a adolescéncia tem consequéncias a longo
prazo sobre o comportamento e a cognicdo. Adolescentes expostos a nicotina apresentam
diminuicdo da capacidade cognitiva, assim como os adultos, com reducdo de atencdo e
aumento da impulsividade (Counotte et al., 2011; Counotte et al., 2009; Trauth et al., 2000).

Ratos adolescentes exibem aumento no comportamento exploratorio e na busca de novidade em
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relacdo a ratos em outras idades (Spear 2000; Spear et al, 1980). Adicionalmente, estudos do nosso
laboratorio demonstraram que a nicotina esta relacionada com alteragBes comportamentais como
0s associados aos niveis de ansiedade, memdria e aprendizado e busca por novos estimulos
(Abreu-Villaca et al., 2006; 2007; 2008). Além disso, respostas emocionais a longo prazo
também sdo observados, com aumento da ansiedade e medo (Smith et al., 2006; Slawecki et
al., 2003). Adicionalmente, a exposic¢do a nicotina durante a adolescéncia, pode resultar em
um estado de depressdo na idade adulta, que é normalizado pelo tratamento com nicotina ou

com antidepressivos (Ifiiguez et al. 2009).

1.4.1 Ansiedade

A ansiedade é um sintoma comum de dependéncia fisica e sintoma de retirada de
diversas drogas, incluindo o tabaco. Algumas evidéncias corroboram a nocdo de que a
ansiedade ¢ um fator que aumenta a probabilidade de iniciar o habito de fumar (Morissete et
al., 2007). Estudos com fumantes adultos mostraram que o tabaco pode reduzir a ansiedade,
sendo que este efeito € normalmente atribuido & nicotina presente nos cigarros (Kassel e
Unrod, 2000). Desta forma, sugere-se que os fumantes continuam o habito de fumar a fim de
regular seu estado de ansiedade (Pciiotto et al 2002; Gilbert et al, 1998; Pomerleau, 1986).
Apesar de ser sugerido que a ansiedade também é um sintoma de retirada da nicotina (Parrot
2003; Hughes et al, 2000a), ao contrério do observado em individuos adultos, adolescentes
fumantes relatam aumento nos niveis de ansiedade durante a exposicao ao cigarro.

Estudos em roedores tém demonstrado que a nicotina pode ter efeito ansiolitico,
ansiogénico ou ndo causar alteracdes nos niveis de ansiedade (Irvine et al 1999; 2001a;b;
Ouagazzal et al, 1999; Bioni et al, 1993). Estas diferencas dependem da dose utilizada, idade,
sexo, via de administracdo e modelo experimental utilizado (Elliot et al, 2004; Picciotto et al,
2002; Cheeta et al, 2001; 2001b; Dayas et al., 2001a; Szyndler et al., 2001; Ouagazzal et al.,
1999; Vale and Green, 1996; Brioni et al., 1993; Costall et al., 1989).

Utilizando um modelo de exposicéo a nicotina durante a adolescéncia (PN30 a PN45)
através da agua de beber em camundongos, Abreu-Villaca e colaboradores (2008)
demonstraram os efeitos de curto e longo prazo da exposi¢do a nicotina. Neste estudo foi
observado uma tendéncia de efeito ansiolitico da nicotina durante a exposi¢do. Durante um

curto periodo de retirada da droga (PN50) foi observado efeitos sexo-dependentes onde a
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exposicdo a nicotina foi ansiogénica apenas para as fémeas. Ap6s um periodo longo de
retirada (PN75) ndo foram observados efeitos da nicotina.

1.4.2 Atividade locomotora

Outro comportamento afetado pela nicotina é a atividade locomotora. Como ja
descrito anteriormente, alguns autores demonstraram efeitos depressores em ratos adultos,
enquanto em adolescentes a atividade locomotora é estimulada pela nicotina (Belluzzi et al.,
2004; Elliot et al., 2004; Vastola et al., 2002). Falco e cols. (2014) demonstraram através de
uma Unica injecdo de nicotina que adolescentes jovens apresentaram aumento da atividade
locomotora, enquanto que durante a adolescéncia tardia e vida adulta foi observado uma
reducdo da atividade locomotora. Assim como observado na ansiedade, os efeitos da nicotina
na locomocgdo dependem da dose, sexo, via de administracdo, idade estudadas. Diferentes
doses de nicotina podem promover diferentes efeitos. Administracdo aguda de nicotina pode
causar reducdo da atividade locomotora, porém esse efeito € dose-dependente, e a
administracdo cronica pode aumentar a atividade locomotora (Zarrindast et al., 2012; Cohen
et al., 2009; Irvine et al., 2001; File et al., 2000; Brioni et al., 1993; Costall et al., 1989).
Efeitos dependentes do sexo também foram observados: as fémeas sdao mais sensiveis do que
0s machos aos efeitos locomotores da nicotina, tanto em ratos adolescentes quando nos
adultos (Elliott et al., 2004; Kanyt et al., 1999).

1.5 Nicotina e funcéo adrenal

A exposicdo a nicotina produz mudancas neuroenddcrinas (Tziomalos e Charsoulis,
2004), e a nicotina € um potente ativador do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA)
(Balfour, 1989). A resposta do organismo ao estresse resulta na ativagcdo do eixo HPA e do
sistema nervoso simpatico (Bugajski, 1999). As glandulas adrenais sdo componentes
fundamentais do sistema enddcrino, contribuindo de modo significativo para a manutencao da
homeostase devido ao seu papel na regulacdo da resposta adaptativa do organismo ao estresse.

Os principais hormonios produzidos por essas glandulas nos seres humanos pertencem a duas
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familias diferentes, com base em sua estrutura: os horménios esteroides (glicocorticoides,
mineralocorticoides e androgénios) e as catecolaminas, noradrenalina e adrenalina (Molina,
2014).

As adrenais estdo localizadas no retroperitdnio, acima dos rins (Guyton e Hall, 1996).
Cada glandula é formada por uma porcdo mais externa, o cOrtex adrenal, que sintetiza
hormonios esteroides em resposta a estimulagdo hormonal do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal; e uma porcdo mais interna, a medula adrenal, que sintetiza as catecolaminas em
resposta a estimulacdo simpatica (simpatoadrenal) (Molina, 2014). As adrenais recebem um
dos maiores fluxos sanguineos do organismo em funcéo da sua elevada producao hormonal. O
sangue arterial de capilares do cortex € drenado para vénulas da medula, que, portanto, €
exposta a relativamente altas concentracfes de hormonios esteroides (Navegantes et al.,
1999d). O cortex da adrenal consiste em trés zonas, as quais variam em suas caracteristicas
morfolégicas e funcionais e, portanto, nos hormonios esteroides que produzem: a zona
glomerulosa (mais externa) que secreta o mineralocorticoide a aldosterona, a zona fasciculada
(regido média) que secreta glicocorticoides e a zona reticular (mais interna) que secreta 0s
androgenos (Molina, 2014; Navegantes et al., 1999c).

A secrecdo do cortex da adrenal é regulada pelo eixo hipotalamo-hipofisario (Guyton
e Hall, 1996). Um estimulo, como por exemplo, estresse e/ou nicotina, chega ao hipotalamo e
estimula a liberacdo do hormonio liberador de corticotrofina (CRH) para o sistema porta-
hipofisario, que atua nos corticotrofos da adenoipéfise estimulando a sintese e liberagdo do
horménio adrenocorticotréfico (ACTH), que chega a corrente sanguinea e age no cértex da
adrenal estimulando, principalmente, a secrecdo dos glicocorticéides (Pauly et al., 1992),
cortisol em humanos e corticosterona em roedores.

A medula da adrenal pode ser considerada um ganglio do sistema nervoso simpatico,
que, em resposta a estimulacdo dos neurbnios simpaticos pré-ganglionares, a liberacdo de
acetilcolina (ACh) e a sua ligacdo a um receptor colinérgico nas células cromafins, estimula a
producdo e a liberacdo de catecolaminas plasmaticas: adrenalina (80% do produto da
secrecdo) e noradrenalina (20%) (Molina, 2014). Os receptores nNAChRs expressos nas células
cromafins da medula adrenal de humanos sdo compostos pelas subunidades a6 e f4 e estas
subunidades controlam principalmente a exocitose (Pérez-Alvarez et al., 2012). As
catecolaminas séo sintetizadas a partir do aminoacido tirosina. A maior parte da tirosina é
obtida da dieta, e uma pequena proporcdo também pode ser sintetizada no figado a partir da
fenilalanina (Guyton e Hall, 1996).
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A tirosina presente na circulacdo sanguinea, entra na célula cromafim e sofre
hidroxilagdo em 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina (L-DOPA) pela enzima tirosina hidroxilase
(TH). Essa enzima representa o principal ponto de controle na sintese das catecolaminas. Em
seqguida, a L-DOPA é descarboxilada pela enzima dopa-descarboxilase (DOPA-d) em
dopamina (DA) no citoplasma. A DA entra para os granulos cromafins, e é convertido em
noradrenalina (NA) através da acdo da dopamina p-hidroxilase (DPH). Nas células
adrenérgicas, a NA pode ser transportada para o citoplasma para ser convertida entdo em
adrenalina (AD) pela enzima feniletanolamina N-metiltransferase (FNMT). A adrenalina é
transportada para o interior do granulo e armazenada até ser secretada (Guyton e Hall, 1996).
Os produtos finais da via (AD ou NA) inibem a TH, atuando como um mecanismo regulatorio
da via. Além disso, a TH também sofre modificacdes alostéricas por fosforilacdo em serina
(Guyton e Hall, 1996). Os glicocorticdides encontram-se em altas concentracdes em torno das
células ganglionares da medula adrenal. Constituem um dos principais estimuladores da
sintese da FMNT e, consequentemente, da sintese de adrenalina (Navegantes et al., 1999b). A
nicotina estimula o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal aumentando 0s niveis de
glicocorticéides (Pauly et al., 1992).

A nicotina aumenta a producao e liberagdo de catecolaminas na medula adrenal (Sala
et al., 2008). Atuando como um agonista exdgeno da acetilcolina, podendo assim ativar os
receptores nicotinicos (Wakade e Wakade, 1983), incluindo os que estdo presentes na medula
adrenal. A literatura descreve que a administracdo cronica de nicotina aumenta de forma dose
dependente a atividade e os niveis de RNA mensageiro (RNAm) para TH (Sun e Tank, 2002).
Em ratos, foi observado que a infuséo de nicotina durante 14 dias consecutivos elevou os
niveis de RNAm para TH na adrenal, e ndo foi observado reducdo de corticosterona
plasmatica (Cheng et al., 2005). Os niveis plasmaticos de adrenalina sdo aumentados em
fumantes em relacdo a cada cigarro fumado (Roseland et al., 2005). Adicionalmente, a
nicotina aumenta os niveis plasmaticos de corticosterona (Matta et al., 1998; Cam and
Bassett, 1983; Balfour et al., 1975).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente estudo procurou avaliou dois parametros comportamentais frequentemente
associados ao uso e retirada do cigarro, niveis de ansiedade e atividade locomotora, em um
modelo experimental de exposicdo a nicotina durante a adolescéncia ou vida adulta.
Adicionalmente, o projeto procurou avaliar alteragcdes na fungdo da glandula adrenal, tendo
em vista que alteracdes nestes comportamentos podem estar associadas a disfuncdes desta

glandula.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar os comportamentos associados a ansiedade atraves do teste do Labirinto em
Cruz Elevado;

b) Avaliar os comportamentos associados a atividade locomotora através do teste do
Campo Aberto;

c) Analisar o contetudo adrenal de catecolaminas totais atraves do método fluorimétrico
do trihidroxiindol;

d) Analisar a expressdo da enzima tirosina hidroxilase na adrenal através de Western
blotting;

e) Analisar as concentragdes séricas de corticosterona através de radioimunoensaio.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Neste trabalho foram utilizados 462 camundongos Suicos de 59 ninhadas (tabela 1). 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 (claro a partir das 13:00), temperatura controlada (21 + 1°C) e com livre acesso a
agua filtrada (exceto quando indicado) e comida (racdo comercial padrdo para roedores). O
protocolo experimental utilizado, descrito a seguir, foi aprovado pelo Comité de Etica Para o
Cuidado e Uso de Animais Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes
(IBRAG), sob o numero CEUA/037/2014 e estdo de acordo com a declaracdo de Helsinki e
com o0 Guia de Cuidados e Uso de Animais de Laboratério adotado e promulgado pelos
Institutos Nacionais de Saude (National Institutes of Health - NIH) dos E.U.A.

Para a formacdo das ninhadas foram utilizados camundongos adultos, os acasalamentos
foram realizados com pareamento de trés fémeas para um macho. A medida que a gravidez
era constatada, as fémeas gravidas eram separadas em gaiolas individuais e observadas
diariamente até o dia do nascimento da prole, considerado como o 1° dia pés-natal (PN1).
Neste estudo foram utilizadas ninhadas entre 8 e 12 filhotes com o objetivo de padronizar o
aporte nutricional. O desmame foi realizado em PN25, momento em que cada ninhada foi
separada da respectiva progenitora. Em PN30 os animais foram separados por sexo e grupo
experimental. Em nenhum momento ao longo do estudo, animais foram alojados
isoladamente no biotério: no minimo dois animais da mesma ninhada e do mesmo sexo foram

mantidos por gaiola para evitar os efeitos deletérios do isolamento.
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Tabela 1 — Numero de animais utilizados no projeto por idade, periodo, sexo e tipo de

avaliacdo
Avaliagao Exposig¢ao Sexo Adolescente Adulto Adolescente Adulto
VIG RET5 RET10 VIG RET5 RET10 VIG RET5 RET10 VIG RET5 RET10
Labirinto em Variaveis principais Varigveis etoldgicas
cruz elevado SAC Fémea 11 10 11 9 9 7 11 10 10 9 8 7
Macho 13 9 10 7 9 11 11 9 9 7 9 10
Total 24 19 21 16 18 18 22 19 19 16 17 17
NIC Fémea 12 10 11 8 7 7 12 10 11 8 8 7
Macho 12 10 9 9 8 8 11 8 9 9 9 7
Total 24 20 20 17 15 15 23 18 20 17 17 14
Campo aberto Variaveis principais Variaveis etolégicas
SAC Fémea 9 9 8 9 7 7 11 10 9 9 9 7
Macho 13 9 7 8 8 11 13 8 7 8 8 11
Total 22 18 15 17 15 18 24 18 16 17 17 18
NIC Fémea 13 9 8 8 9 7 13 9 7 8 11 7
Macho 12 7 12 8 9 8 12 8 10 9 10 8
Total 25 16 20 16 18 15 25 17 17 17 21 15
Catecolamina Animais no testados comportamentalmente Animais testados comportamentalmente
SAC Fémea 6 6 1 8 4 6 6 7 8 6 8 6
Macho 8 7 8 7 6 8 7 9 4 4 9 10
Total 14 13 19 15 10 14 13 16 12 10 17 16
NIC Fémea 9 8 8 6 7 8 7 9 8 6 10 6
Macho 6 9 9 7 8 5 5 7 9 7 11 6
Total 15 17 17 13 15 13 12 16 17 13 21 12
Corticosterona Animais ndo testados comportamentalmente Animais testados comportamentalmente
SAC Fémea 8 8 9 9 5 4 6 8 8 7 9 6
Macho 10 7 10 5 8 10 6 7 7 4 9 9
Total 18 15 19 14 13 14 12 15 15 11 18 15
NIC Fémea 12 6 7 7 6 8 6 11 7 7 9 7
Macho 6 8 9 8 6 8 7 6 8 9 8 9
Total 18 14 16 15 12 16 13 17 15 16 17 16
Tirosina Animais ngo testados comportamentalmente
hidroxilase SAC Fémea 4 6 5 6 4 4
Macho 7 5 B 5 5] 5
Total 11 11 10 11 9 9
NIC Fémea 6 6 6 5 7 6
Macho 5 5 7 5} 5} 7
Total 11 11 13 10 12 13

Legenda: Os nimeros indicam o tamanho da amostra em cada condi¢do. SAC: animais expostos a sacarina; NIC:
animais expostos a nicotina; VIG: animais avaliados durante a vigéncia; RET5: animais avaliados
apos uma retirada de 5 dias; RET10: animais avaliados ap6s uma retirada de 10 dias. Em relagdo aos
testes comportamentais, as amostras sdo apresentadas separadamente para as variaveis principais e
para as variaveis etoldgicas de cada teste. As amostras das avaliagBes hormonais sdo apresentados
separadas em funcdo do animais ter sido ou ndo previamente submetido aos testes comportamentais.

Fonte: A autora, 2016.
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3.2 Grupos experimentais

Este projeto foi conduzido com animais iniciando os procedimentos de exposicao
durante a adolescéncia ou durante a vida adulta (grupos diferentes de animais foram utilizados
em cada idade). Apds a determinacdo da idade em que seriam conduzidos os procedimentos
experimentais, os animais foram separados em dois grupos de exposicdo: grupo Sacarina
(SAC) e grupo Nicotina (NIC). O periodo de exposi¢do na adolescéncia iniciou-se em PN30 e
estendeu-se a PN46, periodo aproximado no qual os camundongos de ambos 0s sexos exibem
caracteristicas comportamentais tipicas da adolescéncia e padrdes neurogquimicos e
enddcrinos que se diferenciam dos observados na vida adulta e na pré-puberdade (Spear,
2000c). O periodo de exposi¢do na vida adulta iniciou-se em PN75 e estendeu-se a PN91.
Durante o periodo da exposicdo o0s bebedouros eram preenchidos, em funcdo do grupo
experimental, ou com uma solugdo aquosa contendo 20 ml de sacarina 2% (SAC) ou com
uma solucdo aquosa contendo nicotina free base (50 pg/ml) diluida em solucdo de sacarina
2% (NIC). As solucBes contidas nos bebedouros foram substituidas a cada 24 h. Apds o
periodo da exposicdo e durante os periodos de retirada (5 e 10 dias; ver adiante) os
bebedouros foram preenchidos com agua filtrada. O protocolo de exposi¢do a nicotina do
presente estudo (incluindo a dose utilizada) vem sendo empregado com sucesso no laboratério
desde 2004, tendo resultado em diversas publicacdes (Abreu-Villaca et al., 2006, 2007, 2008;
Ribeiro-Carvalho et al., 2009, 2011). Este protocolo é facil de ser implementado, tem custo
baixo quando comparado a outros métodos de exposi¢do a nicotina (via fumaca do cigarro,
por exemplo), é bem tolerado pelos animais, 0 consumo é feito principalmente durante a fase
ativa dos animais (tal como em humanos) e apresenta niveis de exposic¢ao consistentes.

Além da andlise realizada em duas idades diferentes (adolescéncia e adulta), em cada
idade, as avaliacbes comportamentais e endocrinas foram feitas em 3 periodos diferentes
(animais diferentes em cada periodo): 1) uma parte dos animais foi avaliada durante o Gltimo
dia de exposicdo (VIG); 2) uma outra parte foi avaliada ap6s 5 dias de retirada (RET5) da
solucdo de nicotina ou solugdo de sacarina; 3) uma Ultima parte foi avaliada apds 10 dias de
retirada (RET10). Assim sendo, o presente estudo envolveu analises dos efeitos
comportamentais e enddcrinas (descritas em detalhes adiante) da exposicdo a nicotina
(animais SAC e NIC) em duas idades distintas (animais adolescentes e adultos), em trés
periodos diferentes (VIG, RET5 e RET10) em cada idade e nos dois sexos. O quadro 1
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apresenta os grupos utilizados no presente estudo e a figura 1 apresenta a linha do tempo do
estudo.

Tendo como objetivo avaliar os efeitos enddcrinos da exposi¢do a nicotina sem as
possiveis interferéncias resultantes da realizacdo prévia de testes comportamentais,
adicionalmente, foram avaliados os parametros endécrinos de um grupo de animais que nao

havia sido submetidos anteriormente a avaliagdo comportamental.

Quadro 1 — Grupos avaliados no projeto

GRUPOS
#|ldade [Exposigao|Periodo |Sexo Idade |Exposigao|Periodo|Sexo
1|ADOL|SAC VIG F ADULT [SAC VIG F
2 M M
3 RET5 |F RET5 |F
4 M M
5 RET10 |F RET10 |(F
6 M M
7 NIC VIG F NIC VIG F
8 M M
9 RET5 |F RET5 |F
10 M M
11 RET10 |F RET10 |F
12 M M

Legenda: ADOL.: animais expostos na adolescéncia; ADULT: animais expostos adultos SAC: animais expostos
a sacarina; NIC: animais expostos a nicotina; VIG: animais avaliados durante a vigéncia; RET5:
animais avaliados apds uma retirada de 5 dias; RET10: animais avaliados apds uma retirada de 10
dias; F: fémeas; M: machos.
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Figura 1 — Linha do tempo do estudo

ouaqy odwed (q)
opeAa|3 zniD wa ojuuige (e)
:sreyuswenodwod sa1sa)

A (oA ‘%e)
il N euleses
1 ] Tu s~ no
/ IIII (oA Juybr 0g)
TOTNd 00TNd \ 2UN0DIN
(a) (e) “ o
/II' I Ay
\j 2 ]lllllll:lll
/4 ~~o

~
S\ sonpy

\
\
N\

96Nd S6Nd T6Nd S/Nd

1
@ () ]

f
I
]
I

“_

|

i

|

“

- \

|

\

\ @ @

\\|IIIA[I

9YNd

\ - \
AN 7@ ® \
o\ aSe|IX0IPIH BuISolIL J S G _.
- SeuIwe|osare) P \
BU0J]S021110D o "Wl m m %
“eul120pUs asijeuy \ = ="
\ P
1 (@) (e) /
\  9SNd sSNd ]
N x[- d
~ IIII\.\.\
\. J
Y

ouaqy odwed ()
opeAs|3 zniD wa ojulige (e)
:srejuaweliodwod saisa)

/
!
I
]
..
| \\\j\ ///II
\ | / (@ (e e L|’
\ \ T6Nd 06Nd 9YNd S¥Nd 7
\
\
\

.fll.. ||.\_
~
(‘oA ‘%2)
eulledes
no
(oA “wyBri og)
BUIOJIN

0ENd

ojuswioseu
opeig
INd

awewsag
GZNd

4

/

1

I

“ S91U89S8|0pY
[}

]
/

1VHOdINTL VHNI'

Legenda: Esquema mostrando a linha temporal utilizada no estudo.

Fonte: A autora, 2016.
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3.3 Consumo liquido e massa corporal

A ingestdo de liquido foi medida a cada 24 h durante a etapa de exposicao. Para estimar
os efeitos causados por gotejamento e evaporagdo nos volumes medidos, uma gaiola sem
animais com um bebedouro preenchido de solucdo foi utilizada para medir diariamente as
perdas ndo associadas ao consumo. Estas perdas foram subtraidas dos valores de consumo
obtidos em cada gaiola.

A massa corporal dos animais foi também medida a cada 4 dias durante os periodos de
exposicdo e retirada. Para tanto, os animais foram individualmente retirados da gaiola e
colocados em um recipiente apropriado em cima de uma balanca digital (precisdo em
centigramas). O valor da massa foi anotado assim que o animal ficava voluntariamente imovel
dentro do recipiente, ndo levando o procedimento mais do que 30 segundos. O recipiente foi
lavado com uma solugdo de alcool (50%) e secado sempre que se notava residuo de urina ou

fezes, e sempre entre as medidas feitas com animais de gaiolas diferentes.

3.4  Testes comportamentais

Antes do inicio dos testes, as gaiolas dos animais foram transportadas para a sala de
teste, onde os animais foram ambientados por 10 min. Foram realizados dois testes
comportamentais em dois dias consecutivos. Os animais foram primeiramente submetidos ao
teste do labirinto em cruz elevado (LCE). No dia seguinte, esses animais foram submetidos ao
teste do campo aberto (CA).

Tal como indicado anteriormente, os animais adolescentes foram submetidos ao LCE
em um dos seguintes periodos: durante a exposicao, em PN45; com cinco dias apds o termino
da exposicdo, em PN50; ou com dez dias ap6s o término da exposicdo, em PN55. Para o CA,
0s animais adolescentes foram testados em um dos seguintes periodos: durante a exposicao,
em PN46; com seis dias apos o termino da exposi¢do, em PN51; ou com dez dias apo6s o
término da exposicdo, em PN56. Os animais adultos foram submetidos ao LCE em um dos
seguintes periodos: durante a exposi¢do, em PN90; com cinco dias ap6s o termino da
exposicao, em PN95; ou com dez dias ap06s o término da exposi¢do, em PN100. Para o CA, 0s

animais adultos foram testados em um dos seguintes periodos: durante a exposi¢ao, em PN91;
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com seis dias ap6s o termino da exposi¢do, em PN96; ou com dez dias ap6s o término da
exposicdo, em PN101.

3.4.1 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Os animais foram testados no LCE (figura 2; elevated plus maze no original em inglés),
que €é considerado como um dos melhores testes para analise de ansiedade em modelos
experimentais, sendo frequentemente utilizado para a avaliagdo do efeito de drogas
ansioliticas (Sala-Roca et al., 2002; Carobrez e Bertoglio, 2005). O labirinto em cruz elevado
é construido em acrilico preto, e é constituido por 4 bracos, 2 abertos (sem paredes - BA),
medindo 28,5 x 5 cm, e 2 fechados (com paredes - BF), medindo 28,5 x 5 x 14 c¢cm, dispostos
perpendicularmente, e uma area central (CN) entre os bracos (em forma de cruz), elevados 50

cm acima do chéo.

Figura 2 — Labirinto em cruz elevado

Legenda: Foto em vista superior-obliqua do labirinto em cruz elevado
Fonte: A autora, 2016.

Os camundongos foram colocados individualmente no centro do equipamento, virados
para um dos bracos abertos, tendo 5 min para explorar o labirinto. Apds o término de cada
teste, o LCE era limpo com um pano umedecido com solucédo alcodlica (50%) com o intuito
de eliminar as excretas e minimizar odores que pudessem interferir no comportamento dos

demais animais a serem testados. Os testes foram realizados na fase escura do biotério, numa
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sala com protecdo acuUstica e gravados com uma camera digital posicionada a 1 m acima do
labirinto para posterior anélise.

A partir das imagens gravadas, foram quantificados o tempo (em milisegundos) de
permanéncia dos animais nos bracos abertos, nos bracos fechados e na area central, assim
como o numero de entradas em cada uma destas estruturas; para tal foi utilizado o programa
ACC PlusM 102 - Avaliagdo Computadorizada de Comportamento (desenvolvido no
Laboratorio de Neurofisiologia / DCF / IBRAG / UERJ). As seguintes variaveis principais
associadas aos niveis de ansiedade (Lal et al., 1991; Pellow et al., 1985a) foram utilizadas: 1)
Tempo gasto nos bracos abertos (Tempo BA) — medido a partir do momento que o animal
colocava as quatro patas no braco aberto. A contagem era interrompida quando o animal
retirava as quatro patas do brago aberto; 2) Percentual de tempo nos bracos abertos (%Tempo
BA) — calculado a partir da razdo entre 0 tempo gasto nos bragos abertos (Tempo BA) e a
soma dos tempos gastos nos bracos abertos e fechados (Tempo BA+BF): %Tempo BA =
Tempo BA / Tempo BA+BF; 3) Entradas nos bragos abertos (Entradas BA) — Foram contadas
como entradas todas as vezes em que o animal colocava as quatro patas no braco aberto; 4)
Percentual de entradas nos bracos abertos (%Entradas BA) — calculado a partir da razéo entre
0 numero de entradas nos bragos abertos e a soma do nimero de entradas nos bracos abertos e
bragos fechados (Entradas BF): %Entradas BA = Entradas BA / Entradas BA + BF; 5)
Percentual de tempo gasto no centro do labirinto (%Tempo CN): foi usado como uma medida
independente de tomada de decisdo e correspondia ao tempo gasto no centro dividido pelo
tempo total (Rodgers e Dalvi, 1997); 6) Entradas nos bracos fechados (Entradas BF): Foram
contadas como entradas todas as vezes em que o animal colocava as quatro patas no braco
fechado. Esta variavel foi considerada como medida independente de atividade. As variaveis
etologicas utilizadas foram: 1) nimero de elevacBes sobre as patas traseiras (atividade
vertical); 2) o numero de autolimpezas (tomada de decisdo); 3) numero de alongamentos
(avaliacéo de risco); 4) o numero de exploragfes com a cabeca (quando esta era colocada

abaixo do plano dos bragos) cabeca (avaliagdo de risco).



37

3.4.2 Campo Aberto (CA)

O teste de campo aberto (figura 3; open-field no original em inglés) foi desenvolvido
originalmente por Hall (1934) e é largamente utilizado para avaliar a ansiedade e a atividade
locomotora (Matsuo et al., 2010; Sansar et al., 2010; Filgueiras et al., 2009; Zubkov e
Kulikov, 2009; Elliott et al., 2005; Elliott e Grunberg, 2005; Choleris et al., 2001). A arena do
campo aberto utilizada consiste em uma caixa preta (45 x 45 x 45 cm) cujo fundo é dividido
em 16 retangulos iguais (12 periféricos e 4 centrais). Entre os retangulos periféricos, foram
considerados como sendo da borda aqueles que ndo compreendiam os vértices (esquinas) da

arena. Os dois tipos de retangulos periféricos foram contados separadamente.

Figura 3 — Foto em vista superior-obliqua do Campo aberto

Legenda: Foto em vista superior-obliqua do campo aberto
Fonte: A autora, 2016.

Os camundongos foram posicionados individualmente com a cabecga voltada para um
dos quatro cantos do equipamento, tendo 5 min para explorar o campo aberto. Apos o término
de cada teste, o CA era limpo com um pano umedecido com solugédo alcodlica (50%) com o
intuito de eliminar as excretas e minimizar odores que pudessem interferir no comportamento
dos demais animais a serem testados. Os testes foram realizados na fase escura do biotério,
numa sala com protecdo acustica e gravados com uma camera digital posicionada a 1 m acima

da arena para posterior analise.
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A partir das imagens gravadas, foram quantificados o tempo (em milisegundos) de
permanéncia dos animais em cada area do equipamento, assim como a ambula¢do com base
no numero de retangulos cruzados pelo animal ao longo do teste. Um cruzamento foi contado
sempre que o animal passava completamente com as quatro patas por um retangulo. O tempo
em um retangulo era medido a partir do momento em que o animal entrava com as quatro
patas em seu interior. Para as contagens, foi utilizado o programa ACC HB Ultra Avaliagéo
Computadorizada de Comportamento (desenvolvido no Laboratorio de Neurofisiologia / DCF
/ IBRAG / UERJ). As seguintes variaveis principais foram utilizadas: 1) Ambulagdo no centro
(Amb C) (ansiedade); 2) Ambulacdo na esquina (E); 3) Ambulacdo na borda (Amb B); 4)
Ambulacéo total (Amb TOT = C + E + B) (locomocgdo); 5) Tempo gasto no centro (Tempo C)
(ansiedade); 6) Tempo gasto na esquina (Tempo E); 8) Tempo gasto na borda (Tempo B); 7)
Tempo gasto na periferia (Tempo Pe = Tempo E + B). As variaveis etoldgicas utilizadas
foram: 1) nimero de elevagdes sobre as patas traseiras (atividade vertical); 2) o nimero de
autolimpezas (tomada de decisdo); 3) niumero de alongamentos (avaliagdo de risco).

35 Coleta de tecidos

Duas horas apdés o término dos testes no CA, os animais foram sacrificados e 0s
tecidos foram retirados para posterior analise. Os tecidos coletados para a determinacdo dos
parametros endocrinos foram: adrenal esquerda e direita (para determinacdo do contetdo de
catecolaminas e expressao da tirosina hidroxilase respectivamente), e sangue para dosagem de
cotinina e de corticosterona. Os animais que ndo foram submetidos aos testes
comportamentais foram sacrificados dentro do mesmo periodo. Apos a retirada dos tecidos, as
amostras obtidas foram imediatamente congeladas e armazenadas a -80° C para posterior
analise. As amostras do sangue foram centrifugadas (8.848xg / 20 min, 4°C) para a obtencao

do soro, que foi mantido em freezer a -20°C até a dosagem de cotinina e de corticosterona.
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3.6  Dosagem de cotinina

Amostras de soro foram utilizadas para a dosagem de cotinina por Elisa imunoensaio
(Sierra Resources International, E.U.A.). A cotinina é um metabdlito da nicotina que é
frequentemente utilizado para estimar a intensidade da exposicdo (Caraballo et al., 20044,
Kyerematen e Vesell, 1991).

3.7  Determinacdo do conteudo adrenal de catecolaminas totais

Para extrair o conteudo de catecolaminas totais (adrenalina e noradrenalina), as glandulas
adrenais esquerdas foram homogeneizadas em 200 ul de &cido acético 10%. Os homogenatos
foram centrifugados (1.120xg / 5 min) e os sobrenadantes foram analisados pelo método
fluorimétrico do trihidroxiindol (Trevenzoli et al., 2007b).

Para a realizacdo do ensaio, utilizamos padrdes de adrenalina (Adren®) diluida em acido
acético 10%. Em 50 ul de cada padrao ou amostra, adicionamos 250 pl de tampao fosfato (0,5
M, pH 7,0) e 25 ul de ferricianeto de potassio (0,5%). Esta mistura foi incubada por 20 min e
a reagdo paralisada com 500 pl de 4cido ascorbico (60 mg/ml) / NaOH (5 N), na proporcao
1:19.

Adicionamos 2 ml de &gua destilada e a solucdo foi novamente homogeneizada e
submetida a leitura em espectrofluorimetro (Plate CHAMELEON V - Hidex, Turku,
Finlandia). Os comprimentos de onda para a leitura foram de 420 nm de excitacdo e 510 nm
de emissdo. Os resultados foram obtidos a partir da regresséo linear da curva padrédo de
adrenalina e os dados de catecolaminas foram expressos em uM/mg de tecido. Todas as
dosagens foram feitas em duplicata, com os tubos de ensaio sob refrigeracdo durante todo o

procedimento.



40

3.8 Andlise da expressdo de proteinas por Western blotting

Avaliamos o contetdo de tirosina hidroxilase (TH) na adrenal direita. As adrenais
foram homogeneizadas em 200 ul de tampéo fosfato pH 7,4. Foi adicionado ao tamp&o um
coquetel de inibidores de protease (aprotinina 1 mg/ml, leupeptina 1 mg/ml e SBTI 1 mg/ml).
Em seguida, 0 homogenato foi centrifugado (8.848xg /5 min) a 4° C.

Apds centrifugacéo, as proteinas do sobrenadante foram quantificadas utilizando o Kit
Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific, Rockford, E.U.A.), por ensaio colorimétrico
em Leitor de Elisa (540 nm). As amostras foram desnaturadas (95°C, 5 min) em presenca de
B-mercaptoetanol. As proteinas foram separadas em gel de acrilamida e bisacrilamida
(concentracdo de 12% para TH e actina) (SDS-PAGE). Utilizamos 10 pg de proteinas totais
por slot do gel. Em seguida, as proteinas foram transferidas por eletroforese para membranas
de nitrocelulose (Hybond-P ECL membrane; Amersham Pharmacia Biotech, E.U.A.). Para
inibir ligacdes inespecificas do anticorpo, as membranas foram incubadas em T-TBS
acrescido BSA (albumina de soro bovino) (5%, 25°C) sob agitacdo constante. Posteriormente,
as membranas foram lavadas com T-TBS e incubadas com o anticorpo primario especifico
para cada proteina (quadro 2) (overnight, 5°C). Apos este periodo, as membranas foram
lavadas e incubadas com o 2° anticorpo conjugado a biotina por 1 h (25°C) sob agitacéo
constante. Ap6s mais uma sequéncia de lavagens, as membranas foram incubadas com
estreptavidina conjugada a peroxidase, na mesma concentracdo do anticorpo secundario
utilizado (1 h, 25°C). As membranas foram lavadas novamente com T-TBS e tratadas por
quimioluminescéncia (ECL, Amersham Biosciences, E.U.A.) com auxilio do aparelho Image
Quant (LAS 500, GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido). As imagens das bandas
foram analisadas e quantificadas com auxilio do programa Image J (Media Cybernetics,
E.UA).

Quadro 2 — Anticorpos utilizados

Anticorpo primario Anticorpo secundario
TH anti-TH, mouse, 1:1.000 anti-mouse, 1: 10.000
(Sigma) (Santa Cruz Biotechnology)
ACTINA [anti-actina, goat, 1:200 anti-goat, 1:5.000
(Santa Cruz Biotechnology) |(Santa Cruz Biotechnology)
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3.9  Radioimunoensaio (RIE)

A corticosteronemia total foi avaliada utilizando o kit especifico para murinos
(ImmuChemTM 1251, duplo anticorpo, ICN Biomedicals, Inc, E.U.A.). O coeficiente de
variacdo intra-ensaio foi 7%, sendo o limite minimo de deteccdo de 50 ng/ml. Todas as

amostras foram analisadas em um unico ensaio em duplicatas.

3.10 Analise estatistica

Todas as distribuicdes de dados foram avaliadas quanto a normalidade pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov (K-S) para uma amostra. As avaliagdes de normalidade foram feitas
para cada grupo experimental separadamente. Todas as distribuicGes desse estudo foram
paramétricas [valores de P > 0,05 (bi-caudal)] e as analises posteriores foram realizadas
considerando-se esta caracteristica. Os dados serdo apresentados como médias + erros padréo
das medias.

3.10.1 Consumo liguido e massa corporal

O consumo de liquidos durante o periodo de exposi¢do foi analisado através de uma
ANOVAr. Os fatores utilizados foram IDADE, EXPOSICAO e SEXO. O fator de repeticio
utilizado foi o DIA e as variaveis utilizadas foram o volume ingerido de solucdo diariamente
corrigido pela massa corporal do animal (liquidos: ml/g).

A evolugdo da massa corporal dos animais durante o periodo de exposicdo (VIG) e dois
periodos de retirada (RET5 e RET10) foi analisada através de uma analise de variancia com
medidas repetidas (ANOVAr). Os fatores utilizados foram: IDADE (adolescentes e adultos),
EXPOSICAO (sacarina e nicotina), PERIODO (vigéncia, 5 e 10 dias de abstinéncia) e SEXO
(machos e fémeas). O fator de repeticdo utilizado foi o DIA e a variavel utilizada foi a massa

corporal em gramas (g).
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3.10.2 Pardmetros comportamentais

A analise dos comportamentos apresentados no LCE iniciou-se com analises de
variancia multivariada (ANOVAmM) em que os seguintes fatores foram utilizados: IDADE,
EXPOSICAO, PERIODO e SEXO. Foram realizadas duas ANOVAs separadas, uma para as
variaveis principais (Tempo BA, %Tempo BA, Entradas BA, %Entradas BA, %Tempo CN e
Entradas FC) e uma para as variaveis etologicas (Elevacdo, Autolimpeza, Alongamento e
Exploragéo com a cabega).

Os comportamentos apresentados no CA foram analisados atraves de ANOVAs
multivariadas onde os fatores analisados foram IDADE, EXPOSICAO, PERIODO e SEXO.
Tal como para o LCE, foram realizadas duas ANOVASs separadas, uma para as variaveis
principais e uma para as varidveis etoldgicas. As variaveis principais analisadas foram:
Ambulacdo C, Ambulacédo B, Ambulacdo E, Ambulacdo Pe, Ambulacdo TOT, Tempo C,
Tempo B, Tempo E, Tempo Pe. As varidveis etoldgicas analisadas foram: Elevacdo,
Autolimpeza e Alongamento.

Anaélises post hoc foram realizadas com o teste de Fisher para comparacGes par a par
(Fisher protected least square difference test no original em inglés). O nivel de significancia
foi estabelecido em P < 0,05. Para as interacOes entre fatores em que o valor de prova
observado foi P < 0,10 (bi-caudal), os fatores interativos foram separados e as ANOVAs

repetidas para verificar se os efeitos eram mantidos (Snedecor e Cochran, 1967).

3.10.3 Pardmetros enddcrinos

O contetdo de catecolaminas foi analisado através de uma analise de varidncia
univariada (ANOVAu). Os fatores utilizados foram IDADE, EXPOSICAO, PERIODO e
SEXO, e a variavel utilizada foi a concentragdo de catecolaminas em uM/mg de tecido.

A concentragdo de corticosterona no soro foi analisada através de uma anélise de
variancia univariada (ANOVAu). Os fatores utilizados foram IDADE, EXPOSICAO,
PERIODO e SEXO, e a variavel utilizada foi a concentracio de corticosterona em ng/ml.

O conteudo de tirosina hidroxilase foi analisada através de uma analise de variancia
univariada (ANOVAWu). Os fatores utilizados foram IDADE, EXPOSICAO, PERIODO e
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SEXO, e a variavel utilizada foi o valor de unidades arbitrarias correspondente a
quantificacdo das bandas realizada com o programa Image J.
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4 RESULTADOS

4.1 Cotinina

Nos camundongos que receberam nicotina, o nivel sérico de cotinina foi de 243 £+ 19
ng/ml. Nao observamos diferencas significativas entre as idades estudadas, assim como nédo

foram identificadas diferengas entre 0s sexos.

4.2 Consumo de liquidos

A avaliacdo da ingestdo de liquidos corrigida pelo peso dos animais ao longo do
periodo da exposicdo mostrou efeito do dia (F = 22; g.l. = 3; P < 0,001), indicando que ambos
0S grupos, tanto os animais expostos a sacarina quanto 0s animais expostos a nicotina,
apresentaram reducdo no consumo de liquido ao longo deste periodo (figura 4). As analises
par a par indicam que ndo houve reducdo significativa de consumo somente entre PN42 e
PNA46.

A ANOVA global também indicou efeitos significativos de Idade (F =57;9.l.=1;P <
0,001), de Exposicdo (F = 39; g.I. = 1; P < 0,001) e de Sexo (F =9,2; g.I. = 1; P = 0,003).
Com relacdo a idade, animais adolescentes (0,33 £ 0,007 ml/g) apresentaram um consumo
relativo de liquidos maior que os adultos (0,24 + 0,011 ml/g). Por sua vez, a exposicao a
nicotina reduziu o consumo relativo de liquido tanto na adolescéncia (figura 4A) quanto na
vida adulta (figura 4B). Finalmente, enquanto nos adolescentes (figura 4C) néo se verificou
diferencas entre machos e fémeas no consumo corrigido, nos adultos 0os machos consumiram

menos liquido do que as fémeas (figura 4D).



45

Figura4 — Consumo de liquidos em adolescentes ¢ adultos, segmentados por exposi¢do ou

sexo
A consumo corrigido de liquido B Consumo corrigido de liquido
Adolescentes Adultos
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Legenda: Dados de consumo de liquidos durante o periodo de exposicdo em adolescentes (A e C) e adultos (B e
D). Em A e B os dados sdo segmentados por grupo de exposi¢do. Em C e D os dados sdo segmentados
por sexo. SAC: animais expostos a sacarina; NIC: animais expostos a nicotina; F: fémeas; M: machos.
Valores sdo média + E.P.M.

Fonte: A autora, 2016.
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4.3 Massa corporal

A avaliacdo da massa corporal dos animais ao longo do periodo da exposicdo mostrou
um efeito do Dia (F = 1063; g.I. = 4; P < 0,001), indicando um crescimento de massa
corporal, e uma interacdo Dia x ldade (F = 22; g.I. = 3; P < 0,001), observacdo esta que é
explicada pelo fato de que o crescimento de massa corporal € muito mais acentuado nos
adolescentes do que nos adultos. Apds a separacdo por idade, somente foram observados
efeitos de Dia (ADOL: F = 1765; g.l. = 4; P < 0,001. ADULT: F =39; g.l. =4; P<0,001) e
Sexo (ADOL: F =66; g.I. = 1; P <0,001. ADULT: F =90; g.I. = 4; P <0,001) em ambas as
idades e, somente nos adolescentes, uma interacdo Dia x Idade (F = 80; g.l. = 4; P < 0,001),
indicando que os machos apresentaram um ganho de massa corporal mais acentuado do que
as fémeas nesta faixa etéria (figura 5). Tanto com 5 como com 10 dias de retirada somente
foram observados efeitos de Sexo em ambas idades.

Figura 5 — Massa corporal em adolescentes e adultos, segmentados por sexo

A Massa corporal B Massa corporal
Adolescentes Adultos
45 1 50 1
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30 34 38 42 46 50 55 75 79 83 87 91 95 100
Dia pés-natal Dia pés-natal

Legenda: Dados de massa corporal durante o periodo de exposicdo, e apos 5 e 10 dias de retirada em
adolescentes (A) e adultos (B) segmentados por sexo. F: fémeas; M: machos. Valores sdo média +
E.P.M.

Fonte: A autora, 2016.
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4.4 Anélise comportamental

4.4.1 Labirinto em Cruz Elevado

Né&o foi observado efeito significativo da Exposicdo sobre as variaveis principais no
LCE. Entretanto, foram observadas interacdes entre o Sexo e o Periodo para a variavel Tempo
BA (F = 35; gl. = 2; P = 0,031). Durante a adolescéncia, em RET10, os machos
permaneceram menos tempo no brago aberto quando comparados as fémeas (F = 5,2; g.l. = 1;
P =0,025) (figura 6).

Figura 6 — Labirinto em Cruz Elevado: tempo no brago aberto

TEMPO BA - ADOLESCENTES

| *

Tempo (s)
N
o

Fémeas Machos
Sexo

OVIG BRET5 BRET10

Legenda: Dados de tempo de permanéncia no brago aberto do LCE em adolescentes segmentados por sexo e
periodo. VIG: vigéncia; RET5: retirada de 5 dias; RET10: retirada de 10 dias. Valores sdo média +
EPM. * =P <0,05.

Fonte: A autora, 2016.

A ANOVA indicou um efeito significativo da Idade (F = 10; g.I. = 1; P = 0,001) e do
Periodo (F = 3,5; g.I. = 2; P = 0,033) para a variavel Entradas BA. Andlises subsequentes,
separadas por idade, mostraram efeito do Periodo (F = 3,2; g.I. = 2; P = 0,043) durante a
adolescéncia. Observamos uma reducdo no nimero de Entradas BA em RET5 quando
comparado a RET10 (P = 0,012) (figura 7A). Foram observados efeito significativo do
Periodo (F = 6,1; g.I. = 2; P = 0,002), interagdo entre Idade e Periodo (F =2,4; gl.=2;P =
0,09), e interagdo entre Exposicdo e Periodo (F = 3,9; g.l. = 2; P = 0,02) para a variavel de
%Entradas BA. Na adolescéncia, observamos efeito significativo do Periodo (F = 6,5; g.l. = 2;
P = 0,002): em RET5 observamos reducdo no %Tempo BA quando comparado a VIG (P =
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0,035) e RET10 (P < 0,001) (figura 7B). Nao observamos diferencas significativas para
ambas as variveis durante a vida adulta.

Ja para 0 % Tempo CN, observamos efeito significativo do Periodo (F =3,1; g.l. =2; P
= 0,047) e interacdo entre Idade, Sexo e Periodo (F = 3,6; g.l. = 2; P = 0,027). Nossos dados
mostraram que durante a adolescéncia, os machos testados durante a VIG apresentaram
aumento do percentual de %Tempo CN comparados as fémeas VIG (F = 10; gl. = 1; P =
0,002) (figura 8). Nao foi observado efeito significativo da Exposicdo sobre as variaveis
%Tempo BA (figura 9A) e Entradas BF (figura 9B).

Também ndo foi observado efeito significativo da Exposicdo para a variavel etolégica
ElevacGes. Entretanto, foi observado uma interacdo significativa entre Sexo e Periodo para
esta variavel (F = 4,8; g.l. = 2; P = 0,010). Para os animais adolescentes em RET10,
observamos que 0s machos apresentaram aumento no numero destes comportamentos (F =
6,7;g.l. = 1; P = 0,013) (figura 10).

Para a variavel etolégica Autolimpezas, observamos as seguintes interacOes
significativas: Idade x Exposi¢cdo x Sexo (F =7,6; g.l. = 1; P = 0,006); Exposicdo x Periodo x
Sexo (F = 5,8; g.I. = 2; P = 0,003). Na adolescéncia, o numero foi menor nos machos NIC
VIG (F =7,0; g.I. = 1; P = 0,015) e nos machos NIC RET10 (F =5,5; g.I. = 1; P = 0,032).
Né&o foi observada diferenca significativa para os animais adultos (tabela 2).

Foi observado efeito significativo da Idade (F = 19,8; g.l. = 1; P < 0,001), da
Exposicao (F =5,5; g.I. = 1; P =0,020) e do Periodo (F = 8,4; g.I. = 2; P <0,001), e interacao
entre Idade e Sexo (F = 3,5; g.I. = 1; P = 0,063) sobre a varidvel Alongamentos. Animais
adultos do grupo NIC apresentaram um aumento destes comportamentos quando comparados
aos animais do grupo SAC (F =5,0; g.I. = 1; P = 0,027) (figura 11A). Além disso, um efeito
significativo do Periodo (F = 6,0; g.I. = 2; P = 0,003) foi observado: os grupos VIG (P <
0,001) e RET5 (P = 0,019) apresentaram um aumento no numero de alongamentos
comparados ao RET10 (figura 11B). N&o foram observadas diferengas significativas para o0s
animais durante a adolescéncia.

Observamos efeito significativo do Periodo (F = 5,9; g.l. = 2; P = 0,003) e uma
interacdo Idade x Periodo x Sexo (F = 3,0; g.I. = 1; P = 0,081) para a variavel Explorac6es
com a cabega no LCE. Os adolescentes machos NIC apresentaram um aumento no nimero de
explorac6es quando comparados aos machos SAC (F =4,5; g.l. = 1; P = 0,037 (figura 12A).
Entretanto, para os animais adultos, foi observado um efeito significativo de Periodo (F = 6,9;
g.l. =2; P =0,002): animais RET5 (P < 0,001) e RET10 (P = 0,011) apresentaram um nimero
menor do que os VIG (figura 12C).



Figura 7 — Labirinto em Cruz Elevado: entradas e percentual de entradas no brago aberto
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Legenda: Dados de entradas no braco aberto (A) e percentual de entradas no braco aberto (B) no LCE

segmentados por idade e periodo. VIG: vigéncia; RET5: retirada de 5 dias; RET10: retirada de 10
dias. Valores sdo média = EPM. * = P < 0,05; *** =P <(0,001.

Fonte: A autora, 2016.

Figura 8 — Labirinto em Cruz Elevado: percentual de tempo no centro
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Legenda: Dados de percentual de tempo no centro segmentados por sexo e periodo no LCE. F: fémeas; M:
machos; VIG: vigéncia; RETS5: retirada de 5 dias; RET10: retirada de 10 dias. Valores sdo média +

EPM. * =P <0,05.
Fonte: A autora, 2016.
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Figura9 — Labirinto em Cruz Elevado: percentual de tempo no braco aberto e entradas no
braco fechado
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Legenda: Dados de percentual de tempo no braco aberto (A) e entradas no braco fechado (B) no LCE
segmentados por idade, grupo e periodo. SAC: animais expostos a sacarina; NIC: animais expostos a

nicotina; VIG: vigéncia; RET5: retirada de 5 dias; RET10: retirada de 10 dias. Valores sdo média +
EPM.

Fonte: A autora, 2016.



Figura 10 —Labirinto em Cruz Elevado: elevactes
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Legenda: Dados de elevagdes em adolescentes (A) e adultos (B) no LCE segmentados por sexo e periodo. F:
fémeas; M: machos; VIG: vigéncia; RETS: retirada de 5 dias; RET10: retirada de 10 dias. Valores sao
média £ EPM. * =P <(,05.

Fonte: A autora, 2016.
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Figura 11 —Labirinto em Cruz Elevado: alongamentos
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Legenda: Dados de alongamentos segmentados por idade e grupo (A) e dados de alongamentos segmentados em
idade e periodo (B) no LCE. SAC: animais expostos a sacarina; NIC: animais expostos & nicotina;
VIG: vigéncia; RETS5: retirada de 5 dias; RET10: retirada de 10 dias. Valores sdo média + EPM. * =P
<0,05; *** =P <0,001.

Fonte: A autora, 2016.
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Figura 12 —Labirinto em Cruz Elevado: mergulhos com a cabeca
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Legenda: Dados de mergulhos de cabega em adolescentes (A) e em adultos (B) segmentados por grupo e sexo.
Dados de mergulhos de cabega segmentados por idade e periodo (C) no LCE. SAC: animais expostos
a sacarina; NIC: animais expostos & nicotina; F: fémeas; M: machos; VIG: vigéncia; RET5: retirada
de 5 dias; RET10: retirada de 10 dias. Valores sdo média + EPM. * =P < 0,05; *** =P <(,001.

Fonte: A autora, 2016.
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Tabela 2 — Resultados dos comportamentos etoldgicos no labirinto em cruz elevado

Adolescente Adulto
Teste Avaliagao Grupo Sexo VIG RET5 RET10 VIG RET5 RET10
LCE Elevagao SAC Fémea| 27.7+2.1 234120 18.9+2.0 243+2.1 235123 21.3+3.6

Macho [ 25.1+1.0 234+24 27.9+29 15.1+£25 22125 18.0+£1.9
NIC  Fémea | 24.7+1.6 25.6+2.3 22.0+25 18.5+3.8 223+1.0 19.3+£1.9
Macho | 21.5+2.1 27.0+20 252+15 21.0+1.7 23.0+1.8 20.0+3.6

Autolimpeza SAC Fémea | 3.4+04 22+04 26+06 26+04 4010 2.0+0.3
Macho | 2.9+0.5 3.2+05 3.7+0.8 1.7+0.3 22+03 26+0.8

NIC Fémea| 2704 23+0.3 35+05 1.5+£0.3 1.9+0.5 3306

Macho [ 1.4+0.3* 28+0.3 1.7+02* 2308 3.0+06 2103

Alongamento SAC Fémea | 17.5+1.7 16.7+£1.9 15.2+1.6 26.8+2.1 20.6+1.3 18.6+2.2
Macho | 20.9+24 216+20 149+25 21.1+19 226+21 17627

NIC Fémea | 18.3+1.5 18.3+2.2 19.0+3.1 29.8+2.7 25.1+3.1 223+3.2

Macho [ 20.5+2.2 228+3.4 15.8+2.7 25.7+3.5 25.9+3.0 19.0+1.8

Exporagao SAC Fémea| 6.0+0.9 5.0+£0.7 64+05 7.8+12 3.8+0.5 6.1+14
c/ cabega Macho | 4.8+0.4 54+13 49+0.8 6.7+0.9 46+1.0 6.1+0.8
NIC Fémea| 5.7%0.9 3.9+0.8 54+09 6.0+1.7 55+0.5 44+0.7

Macho 82+13 6.5+23 64+£1.0 74+09 41+0.9 3.6+0.8

Legenda: SAC: animais expostos a sacarina; NIC: animais expostos a nicotina; VIG: animais avaliados durante a
vigéncia; RETS5: animais avaliados apds uma retirada de 5 dias; RET10: animais avaliados apds uma
retirada de 10 dias. Valores sdo média + EPM. * = P < 0,05 vs. SAC Macho.

Fonte: A autora, 2016.

4.4.2 Campo Aberto

Em relacdo as variaveis principais no CA, observamos interac6es significativas para a
variavel Ambulacdo total: ldade x Exposicdo x Sexo (F = 4,1; g.l. = 1; P = 0,043) e
Exposicdo x Periodo x Sexo (F =2,3; g.I. = 2; P = 0,095). Nossos resultados demonstraram
gue a exposicdo a nicotina durante a adolescéncia (F = 4,9; g.I. = 1; P = 0,029) aumentou a
Ambulacdo total no CA (figura 13A). Para a variavel de %Ambulacdo C foi observado um
efeito do Periodo (F = 7,6; g.I. = 2; P = 0,001) e uma interacdo entre Periodo x Sexo (F = 2,4;
g.l. = 2; P = 0,090). Independente da idade, foi observado, nos animais machos VIG, uma
reducdo do % Ambulacdo C (F = 4,7; g.l. = 1; P = 0,032) (figura 13B), comparado com as
fémeas.

Observamos os seguintes efeitos e interacfes significativas para a variavel Tempo C:
Periodo (F = 3,8; g.I. = 2; P = 0,023), Exposicdo x Periodo (F = 3,3; g.l. = 2; P = 0,038),
Idade x Exposicdo x Sexo (F = 3,5; g.I. = 1; P = 0,060) e Idade x Exposi¢do x Periodo (F =
2,6; g.1. = 2; P = 0,073). Durante a adolescéncia, foi observado que o grupo NIC permaneceu
mais tempo no centro comparado ao grupo SAC na RET5 (F =6,4; g.I. = 1; P = 0,016) (figura
14A). Para os animais adultos, observamos interacGes significativas de Periodo x Sexo (F =
3,4; g.1. =1; P =0,065) e Exposi¢cdo x Periodo (F = 3,4; g.I. = 2; P = 0,036). Em RET5, as
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fémeas NIC permaneceram mais tempo no centro em relacdo as fémeas SAC (F =9,2; g.l. =
21; P =0,009) (figura 14C).

Quanto a variavel Ambulacdo C, foi observado o seguinte efeito e interacdes
significativas: Periodo (F = 5,6; g.I. = 2; P = 0,004), Idade x Sexo (F =3,9; g.l.=1; P =
0,050) e Exposicdo x Periodo (F = 2,4; g.I. = 2; P = 0,088). Nos animais adultos, observamos
uma interacdo significativa Exposi¢do x Periodo (F = 2,9; g.l. = 2; P = 0,056). O grupo NIC
teve um numero menor de ambulagdes no centro comparados ao grupo SAC (F =6,5; g.l. = 1;
P = 0,050) em RET10 (figura 15A). Durante a adolescéncia foi observado um menor nimero
de ambulagdes no centro em RETS5 em relagdo a VIG (P = 0,025) e RET10 (P = 0,030) (figura
15B). Além disso, os machos apresentaram um menor nimero de ambula¢fes no centro
comparados as fémeas (F = 4,7; g.I. = 1; P = 0,032) (figura 15C).

Para a variavel Tempo E foi observado efeito significativo do Periodo (F = 7,1; g.l. =
2; P =0,001) e interacdo significativa de Idade x Exposi¢do x Periodo (F = 3,5;g.l. =2; P =
0,034). Analises subsequentes mostraram que durante a adolescéncia foi observado um efeito
significativo do Periodo (F = 5,9; g.I. = 2; P = 0,003) e uma interacdo entre Exposicdo e
Periodo (F = 4,8; g.I. = 2; P = 0,010). Animais NIC VIG permaneceram mais tempo na
esquina em relacdo aos animais SAC VIG (F = 4,4; g.l. = 1; P = 0,040) (figura 16A).
Observamos efeitos distintos no periodos analisados nas diferentes idades. Durante a
adolescéncia foi observado que os animais VIG permaneceu menos tempo na esquina em
relacdo ao animais RET5 (P = 0,002) e RET10 (P = 0,031) (figura 16B). Para os adultos
observamos aumento no tempo na esquina em RET5 comparados a VIG (P = 0,042) e a
RET10 (P = 0,029) (figura 16B).

Foram observadas interagdes significativas entre Exposi¢do, Periodo e Sexo para a
Ambulagao E (F = 2,6; gl. =2 ; P = 0,075). Andlises subsequentes mostraram intera¢ao
significativa da Exposi¢do com o Sexo (F = 50; gl. = 1; P = 0,028). Fémeas NIC
apresentaram maior nimero de Ambulac¢do E em RET5 (F = 6,5; g.I. = 1; P = 0,016) (figura
16C). Néo foram observados efeitos significativos no Tempo B (figura 17A) e Ambulacéo B
(figura 17B) para ambas as idades estudadas.

Quanto as varidveis etologicas no CA, o unico efeito significativo da Exposicao foi
observado no numero de elevagdes, onde foi observado efeito significativo da Idade (F = 4,6;
g.l. = 1; P = 0,032) e interagdo entre Exposicdo e Periodo (F = 3,6; g.I. = 2; P = 0,028).
Durante a adolescéncia, o grupo NIC apresentou um aumento do numero de elevacbes
comparado ao grupo SAC (F =4,9; g.I. = 1; P = 0,028) (figura 18).
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Para a varidvel de Autolimpezas, foi observado um efeito significativo da ldade (F =
7,9; g.1. = 1; P = 0,005) e de Sexo (F = 4,6; g.I. =1; P = 0,031), e uma interagéo entre ldade,
Periodo e Sexo (F = 4,9; g.I. = 2; P = 0,008). Durante a adolescéncia foi observada uma
reducdo no numero de autolimpezas nos machos VIG comparados as fémeas VIG (F = 7.0;
g.l. =1; P=0,011) (figura 19A). Entretanto, nos adultos observamos uma redu¢do no nimero
de autolimpezas nos machos RET10 quando comparados com as fémeas (F=6,1;9.l.=1;P =
0,019) (figura 19B).

Quanto a variavel Alongamentos, foram observados os seguintes efeitos e interacdo
significativas: Sexo (F =5,1; g.I. = 1; P = 0,024), Periodo (F = 6,1; g.I. = 1; P = 0,003) e Idade
x Sexo (F=2,7; g.l. =1; P =0,099). A analise subsequente mostrou que foi maior o nimero
de alongamentos na VIG quando comparada a RET10 (P = 0,009) (figura 20).

Figura 13 —Campo Aberto: ambulacéo total e percentual de ambulagédo no centro
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Legenda: Dados de ambulagéo total segmentados em idade e grupo (A) e de percentual de ambulacdo no centro
segmentados por sexo e periodo (B) no CA. SAC: animais expostos a sacarina; NIC: animais expostos
a nicotina; VIG: vigéncia; RET5: retirada de 5 dias; RET10: retirada de 10 dias. Valores sdo média +
EPM. * =P <0,05.

Fonte: A autora, 2016.



Figura 14 —Campo Aberto: tempo no centro
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Legenda: Dados de tempo no centro segmentados por idade, grupo e periodo (A), dados de tempo no centro em
adolescentes (B) e adultos (C) segmentados por sexo e periodo no CA. SAC: animais expostos a

sacarina; NIC: animais expostos a nicotina; F: fémeas; M: machos; VIG: vigéncia; RET5: retirada de

5 dias; RET10: retirada de 10 dias. Valores sdo média £ EPM. * =P < (0,05.
Fonte: A autora, 2016.
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Figura 15 —Campo Aberto: ambulagédo no centro
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Legenda: Dados de ambulagdo no centro segmentados por idade, grupo e periodo (A), ambulagdo no centro
segmentados por idade e periodo (B) e ambulacdo no centro segmentados por idade e sexo (C) no CA.
SAC: animais expostos & sacarina; NIC: animais expostos & nicotina; F: fémeas; M: machos; VIG:
vigéncia; RETS5: retirada de 5 dias; RET10: retirada de 10 dias. Valores sdo média + EPM. * = P <

0,05.
Fonte: A autora, 2016.
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Figura 16 —Campo Aberto: tempo e ambulacdo na esquina
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Legenda: Dados de tempo na esquina segmentados por idade, grupo e periodo (A), tempo na esquina
segmentados por idade e periodo (B) e ambulagdo na esquina segmentados por sexo, grupo e periodo
(C) no CA.. SAC: animais expostos a sacarina; NIC: animais expostos a nicotina; F: fémeas; M:
machos; VIG: vigéncia; RET5: retirada de 5 dias; RET10: retirada de 10 dias. Valores sdo média +
EPM. * =P < 0,05; ** =P < 0,01.

Fonte: A autora, 2016.
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Figura 17 —Campo Aberto: tempo e ambulacao na borda
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Legenda: Dados de tempo na borda (A) e ambula¢do na borda (B) segmentados por idade, grupo e periodo no
CA.SAC: animais expostos & sacarina; NIC: animais expostos & nicotina; VIG: vigéncia; RET5:

retirada de 5 dias; RET10: retirada de 10 dias. Valores sdo média + EPM.
Fonte: A autora, 2016.
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Figura 18 —Campo Aberto: elevacdes
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Legenda: Dados de elevagBes segmentados por idade e grupo no CA. SAC: animais expostos a sacarina; NIC:
animais expostos a nicotina. Valores sdo média + EPM. * =P < 0,05.

Fonte: A autora, 2016.

Figura 19 —Campo Aberto: autolimpeza
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Legenda: Dados de autolimpezas nos adolescentes (A) e adultos (B) segmentados por sexo e periodo no CA. F:
fémeas; M: machos; VIG: vigéncia; RETS5: retirada de 5 dias; RET10: retirada de 10 dias. Valores sao
média + EPM. * =P < 0,05.

Fonte: A autora, 2016.
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Figura 20 —Campo Aberto: alongamentos
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Legenda: Dados de alongamentos nos adolescentes (A) e adultos (B) segmentados por sexo e periodo no CA. F:
fémeas; M: machos; VIG: vigéncia; RETS: retirada de 5 dias; RET10: retirada de 10 dias. Valores sao
média £ EPM.

Fonte: A autora, 2016.

Tabela 3 — Resultados dos comportamentos etolégicos no Campo Aberto

Adolescente Adulto
Teste Avaliagao Grupo Sexo VIG RET5 RET10 VIG RET5 RET10
CA Elevagao SAC Fémea | 48.1+3.6 35.6+3.4 429+29 409+44 341453 453+3.6

Macho | 42.5+3.1 38.1+£4.0 45121 39.0+£3.0 36.8+29 45627
NIC Fémea | 45.0+3.8 476+3.3 43.6+3.2 38.8+4.0 422+24 39.4 +£3.1
Macho | 47.3+2.5 444 2.7 47720 413+4.4 42.4+4.0 453+23

Autolimpeza SAC Fémea| 25+04 2003 20+0.3 2103 20+0.2 26+04
Macho [ 1.8+0.3 21+04 26+0.6 20+04 21+0.2 1.2+0.3

NIC Fémea| 2.7+0.5 3.0+0.3 1.7+04 1.6+0.3 1.7+£0.3 1.6+0.2

Macho | 1.5%0.3 2.0+0.3 22+03 1.1+0.3 1.9+0.3 1.4+0.3

Alongamento SAC Fémea | 14.7+2.1 82+13 9.9+19 15.1+£22 12.0+21 12.6£2.0
Macho [ 16.2+2.1 15.9+3.1 146 +2.3 15.1+£2.0 16.6 £3.1 93+13

NIC Fémea | 10.3+1.2 13.4+1.9 8.6+26 146+2.0 122+1.6 126+2.9

Macho | 14.8+1.4 145+21 89+13 146+24 15624 11.0+1.6

Legenda: SAC: animais expostos a sacarina; NIC: animais expostos a nicotina; VIG: animais avaliados durante a
vigéncia; RETS5: animais avaliados apés uma retirada de 5 dias; RET10: animais avaliados ap6s uma
retirada de 10 dias. Valores sdo média = EPM.

Fonte: A autora, 2016.
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4.5 Analise endécrina

4.5.1 Contelido de catecolaminas

Animais testados

Ndo foram observados efeitos significativos da Exposicdo para o conteldo de
catecolaminas. Entretanto, a UANOVA mostrou 0s seguintes efeitos e interagdes
significativos: ldade (F = 8,6; g.I. = 1; P = 0,004), de Sexo (F = 133; gl. =1; P <0,001) e
interacdo entre ldade x Periodo x Sexo (F = 3,4; g.. = 2; P = 0,034), Idade x Exposi¢cdo x
Periodo (F = 3,3; g.I. = 2; P = 0,036) e Idade x Exposi¢do x Periodo x Sexo (F =3,0; g.l. = 2;
P =0,050). Em ambas as idades estudadas, adolescentes (F = 60; g.l. = 1; P < 0,001) e adultos
(F =75; gl. =1; P <0,001), observamos que os machos apresentaram maior contetdo de

catecolaminas quando comparados as fémeas (figura 21A e tabela 4).

Animais néo testados

Para os animais ndo submetidos aos testes comportamentais, foi observado um efeito
significativo do Sexo (F = 64; g.I. = 1; P < 0,001) e interacdes entre Idade e Sexo (F = 13; g.l.
=1; P <0,001), e entre Idade e Periodo (F = 7.8; g.l. = 2; P = 0,001). Assim como observado
nos animais testados, nossos resultados demonstraram que, para 0s animais nao submetidos
aos testes comportamentais, os machos apresentaram maior conteldo de catecolaminas
durante adolescéncia (F = 8,7; g.I. = 1; P = 0,004) e vida adulta (F = 83; g.I. = 1; P < 0,001)
(figura 21B e tabela 4).

Porém, observamos efeitos significativos da exposi¢do a nicotina durante a vida
adulta. O grupo NIC apresentou um maior conteldo de catecolaminas do que o grupo SAC (F
=45; g.l.=1; P=0,038) (figura 22B). Além disso, foi observada uma interacdo significativa
entre Exposicéo e Periodo (F = 3,7; g.l. =2, P = 0,028): em RET10 o grupo NIC apresentou
aumento do conteddo de catecolaminas comparados ao grupo SAC (F=78; gl. =1, P =
0,01) (figura 22A). Também foi observado que animais RET10 apresentaram maior conteido
de catecolaminas comparados a VIG (P = 0,006) e RET5 (P = 0,025) (figura 23) nos adultos.
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Figura 21 —Catecolaminas segmentadas por sexo
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Legenda: Dados de contelido de catecolaminas nos animais testados (A) e nos animais ndo testados (B)
segmentados por idade e sexo. : fémeas; M: machos. Valores sdo média £ EPM. ** =P < (,01; *** =
P <0,001.

Fonte: A autora, 2016.



65

Figura 22 —Catecolaminas segmentadas por exposi¢édo
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Legenda: Dados de conteido de catecolaminas segmentados por idade, grupo e periodo (A) e conteldo de
catecolaminas segmentados por idade e grupo (B). SAC: animais expostos a sacarina; NIC: animais
expostos a nicotina; VIG: vigéncia; RETS5: retirada de 5 dias; RET10: retirada de 10 dias. Valores sdo
média = EPM. * =P < 0,05.

Fonte: A autora, 2016.

Figura 23 —Catecolaminas segmentadas por periodo
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Legenda: Dados de contelido de catecolaminas nos adultos periodo SAC: animais expostos a sacarina; NIC:
animais expostos a nicotina; VIG: vigéncia; RETS5: retirada de 5 dias; RET10: retirada de 10 dias.
Valores sdo média = EPM. * =P <0,05; ** =P < 0,01.

Fonte: A autora, 2016.
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4.5.2 Expressdo de Tirosina Hidroxilase (TH)

Para a analise do contetdo de TH, foi observado um efeito significativo do Sexo (F =
4,8; g.I. = 1; P = 0,030) e interacGes entre Idade e Sexo (F = 7; g.l. = 1; P = 0,009), Sexo e
Exposicao (F =4,8; g.I. = 1; P = 0,030) e Idade, Sexo e Exposi¢do F =7; g.l. = 1; P = 0,009).
Nos adultos, observamos que 0os machos apresentaram menor contetido de TH em relacédo as
fémeas (F = 11; g.l. = 1; P = 0,001) (figura 24). Também para a vida adulta, observamos 0s
machos NIC apresentaram menor contetido de TH quando comparados as fémeas NIC (F =
30; g.l. = 1; P < 0,000) (figura 25B).Nao foram observadas diferencas significativas em

relacdo ao conteudo de actina em ambas as idades estudadas.

Figura 24 —Tirosina Hidroxilase segmentada por idade e sexo
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Legenda: Dados do contetido de TH em adolescentes e adultos segmentados por sexo. F: fémeas; M: machos.
Valores sdao média + EPM.

Fonte: A autora, 2016.
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Figura25—  Tirosina Hidroxilase segmentada por idade, exposicao e sexo
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Legenda: Dados do contetido de TH em adolescentes (A) e adultos (B) segmentados por exposicao e sexo. SAC:
sacarina; NIC: nicotina; F: fémeas; M: machos. Valores sdo média + EPM. * = P < 0,05.

Fonte: A autora, 2016.
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4.5.3 Corticosterona

Animais testados

Para a dosagem de corticosterona nos animais testados, observamos efeitos
significativos da Idade (F = 6,3; g.I. =1; P = 0,013) e do Sexo (F =69; g.I. = 1; P <0,001), e
as seguintes interacdes: entre Idade x Exposicdo (F = 4,4; g.l. = 1; P = 0,037), Idade x
Periodo (F = 2,5; g.l. = 2; P = 0,081), Exposicdo x Periodo (F = 4,1; g.I. =2; P =0,017) e
Idade x Exposicdo x Periodo (F = 2,3; g.l. = 2; P = 0,098). Nos adultos, a corticosterona
aumentou no grupo NIC (F = 4,5; g.l. = 1; P = 0,035) (figura 26). Em RET10, observamos
que o grupo NIC apresentou aumento de corticosterona em comparacdo ao grupo SAC (F =
12,6; gl. = 1; P = 0,001) (figura 27B). Também foi observado efeito do Sexo: machos
apresentaram reducdo da dosagem de corticosterona em relagdo as fémeas na adolescéncia (F
=35;¢g.l.=1; P <0,001) e navida adulta. (F =33; g.I. =1; P <0,001) (figura 28A e tabela 4).

Foram observadas interaces significativas de: Exposicdo x Periodo (F =5,1; g.l. = 2;
P = 0,008) e Sexo x Exposi¢cdo x Periodo (F = 2,4; g.l. = 2; P = 0,095). As analises
subsequentes mostraram que, para 0s animais adultos, os machos apresentaram menor
corticosterona quando comprados as fémeas para todos os periodos analisados: VIG (F = 6,4;
g.l.=1; P =0,019), RET5 (F = 21; g.l. = 1; P < 0,001) e RET10 (F = 13.0; gl. = 1; P =
0,001) (figura 29).

Animais néo testados

Para os animais n&o testados, observamos efeitos significativos da ldade (F = 12,9; g.1.
=1; P <0,001) e do Sexo (F = 129,9.1. = 1; P < 0,001), e interagdes entre Idade x Sexo (F =
54;9.l.=1; P=0,021), Periodo x Sexo (F = 3,8; g.I. = 2; P = 0,023), Exposic¢do x Periodo (F
=5,3; g.l. =2; P =0,006), Idade x Exposi¢do x Sexo (F = 4,5; g.I. = 1; P = 0,034), Idade x
Exposicao x Periodo (F = 3,8; g.I. = 2; P = 0,024) e Idade x x Exposicdo x Periodo x Sexo (F
=5,3; g.I. =2; P = 0,005). Observamos efeitos da exposicéo a nicotina somente durante a vida
adulta; fémeas NIC apresentaram maior corticosterona comparadas as fémeas SAC no RET10
(F =12,3; g.I. = 1; P = 0,006). Também observamos que machos apresentaram reducdo de
corticosterona em relacdo as fémeas na adolescéncia (F = 92; g.I. = 1; P < 0,001) e na vida
adulta (F =44; g.l. = 1; P <0,001) (figura 28B e tabela 4).

Foi observado também que os machos apresentaram menor corticosterona comparados

as fémeas para todos os periodos analisados: VIG (Adolescentes: F = 40; g.I. = 1; P < 0,001,



Adultos: F=43; 9l =1;P
Adultos: F =13.0;g.l. = 1; P
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= 0,047), RET5 (Adolescentes: F = 41; g.l. = 1; P < 0,001;
=0,002) e RET10 (Adolescentes: F = 15; g.l. = 1; P < 0,001;
Adultos: F = 66; g.l. = 1; P <0,001) (figura 30).

Tabela 4 — Resultados de catecolaminas e corticosterona

Adolescente Adulto
Avaliagao Teste Grupo Sexo VIG RET5 RET10 VIG RET5 RET10
Catecolamina  Sim  SAC ~ Femea 1.0+0.1 1.1+£0.1 0.7+0.1 0.8+0.1 0.8+0.1 0.8+0.2
Macho 16+0.2 1.8+0.1 1.5+0.2 14+01 1.6+0.2 1.5%0.1
NIC Fémea 1.1+0.1 0.9+0.1 1.0+0.2 0.8+0.1 0.9+0.1 1.0+0.2
Macho 1.3+0.2 1.8+0.1 21+03 1.7+0.2 1.5+0.1 12401
Ndo SAC Fémea 14+0.3 1.1+0.2 1.2+0.2 0.8+0.1 0.8+0.1 1.0£0.1
Macho 1.6+0.2 1.5+0.2 1.2+0.1 1.7+0.2 1.5+0.2 16+0.2
NIC Fémea 14+0.2 1.0+£0.1 1.0+0.2 0.8+0.1 0.9+0.1 13102
Macho 1.5+0.1 1.8+0.1 14+0.2 1.6+0.1 16+£0.2 23+0.2
Corticosterona Sim  SAC Fémea 334 + 41 404 =17 324 £ 52 292+ 75 277 + 36 196 + 39
Macho 184 + 38 194 + 26 135+ 20 110 + 22 113+ 16 108 + 11
NIC Fémea 354 + 51 282 + 52 259 + 59 28173 205+ 24 414 +79
Macho 231+ 40 165 + 24 155 + 33 170+ 9 138 £ 15 193 + 38
Ndo SAC Fémea 369 + 27 365 + 47 464 + 43 345+ 63 209+ 18 188 £ 28
Macho 157 £ 33 128 + 21 101 £ 10 181 + 57 125+ 23 67+9
NIC Fémea 276 + 46 399+ 74 329 + 47 177 + 37 275 + 47 420 + 43 **
Macho 175 + 21 91+17 189 + 47 124 + 29 141 £ 17 77 £17

Legenda: SAC: animais expostos a sacarina; NIC: animais expostos a nicotina; VIG: animais avaliados durante a
vigéncia; RET5: animais avaliados apds uma retirada de 5 dias; RET10: animais avaliados apds uma
retirada de 10 dias. Valores sdo média + EPM. ** =P < 0,01 vs. SAC Fémea.

Fonte: A autora, 2016.



Figura 26 —Corticosterona segmentada por exposi¢ao
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Legenda: Dados da dosagem de corticosterona nos animais testados (A) e nos animais ndo testados (B)
segmentados por idade e grupo. SAC: animais expostos a sacarina; NIC: animais expostos a nicotina.

Valores sdo média + EPM. * =P <0,05.
Fonte: A autora, 2016.
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Figura 27 —Corticosterona segmentada por periodo
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Legenda: Dados da dosagem de corticosterona nos adolescentes (A) e adultos (B) segmentados por grupo e
periodo. SAC: animais expostos & sacarina; NIC: animais expostos & nicotina; VIG: vigéncia; RET5:
retirada de 5 dias; RET10: retirada de 10 dias. Valores sdo média + EPM. *** =P < 0,001.

Fonte: A autora, 2016.
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Figura 28 —Corticosterona segmentada por sexo
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Legenda: Dosagem de corticosterona nos animais testados (A) e nos animais ndo testados (B) segmentados por
idade e sexo. F: fémeas; M: machos. Valores sdo média + EPM. *** =P < (0,001.
Fonte: A autora, 2016.
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Figura 29 —Corticosterona segmentada por periodo
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Legenda: Dados da dosagem de corticosterona de adolescentes (A) e adultos (B) segmentados por idade e
periodo. VIG: vigéncia; RET5: retirada de 5 dias; RET10: retirada de 10 dias. Valores sdo média +
EPM. * =P <0,05; *** =P <0,001.

Fonte: A autora, 2016.
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Figura 30 —Corticosterona segmentada por periodo
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Legenda: Dados da dosagem de corticosterona de adolescentes (A) e adultos (B) segmentados por idade e
periodo. VIG: vigéncia; RET5: retirada de 5 dias; RET10: retirada de 10 dias. Valores sdo média +
EPM. * =P <0,05; *** =P <0,001.

Fonte: A autora, 2016.



5 DISCUSSAO

5.1 Resumo dos resultados

Quadro 3 — Resultados segmentados por idade

Analise Variavel Teste [ Adolescentes Adulto
Dados Principais
Ansiedade Tempo BA LCE = =
%Tempo BA LCE = =
Entradas BA LCE = =
% Entradas BA LCE = =
%Ambulagéo C CA = =
Tempo C CA = =
Ambulagéo C CA = =
Atividade locomotora Entradas BF LCE = =
Ambulagéo Total CA A =
Tomada de decisdo %Tempo CN LCE = =
Dados Complementares
Atividade locomotora Tempo B CA = =
Ambulagdo B CA = =
Tempo E CA = =
Ambulagdo E CA = =
Atividade vertical Elevagao LCE A =
CA = =
Tomada de decisao Autolimpeza LCE = =
CA = =
Avaliacdo de risco Alongamento LCE = [\
CA = =
Atividade exploratoria Exploragéo c/ Cabega LCE = =
Suprarrenal
Catecolaminas Sim = =
Nao = A
Tirosina Hidroxilase = =
Corticosterona Sim = "
Nao = =

Legenda: LCE: Labirinto em Cruz Elevado; CA: Campo Aberto.



Quadro 4 — Resultados segmentados por idade e sexo

ldade
Andlise Variavel Teste [ Adolescentes Adulto
Fémea Macho [ Fémea Macho
Dados Principais
Ansiedade Tempo BA LCE = = = =
%Tempo BA LCE = = = =
Entradas BA LCE = = = =
% Entradas BA LCE = = = =
%Ambulagéo C CA = = = =
Tempo C CA = = = S
Ambulagéo C CA = = = =
Atividade locomotora Entradas BF LCE = = = =
Ambulagao Total CA = = = =
Tomada de decisao %Tempo CN = = = =
Dados Complementares
Atividade locomotora Tempo B CA = = = =
Ambulagdo B CA = = = =
Tempo E CA = = = =
Ambulagéo E CA = = = =
Atividade vertical Elevacédo LCE = = = =
CA = = = =
Tomada de decisdo Autolimpeza LCE = = = 3
CA = = = =
Avaliagéo de risco Alongamento LCE = = = =
CA = = = =
Atividade exploratéria Exploragéo c/ Cabegca LCE = A = =
Suprarrenal
Catecolaminas Sim = = = =
Nao = = = =]
Tirosina Hidroxilase = = = =
Corticosterona Sim = = = =
Nao = = = =

Legenda: LCE: Labirinto em Cruz Elevado; CA: Campo Aberto.
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Quadro 5 — Resultados segmentados por idade e periodo

EXPOSIGAO

RETIRADA DE 5 DIAS

RETIRADA DE 10 DIAS

Comportamento Variavel Teste | Adolescentes Adulto Adolescentes Adulto Adolescentes Adultos
Dados Principais
Ansiedade Tempo BA LCE = = = E = E
%Tempo BA LCE = = = = = =
Entradas BA LCE = = = = = =
% Entradas BA LCE = = = = = =
%Ambulagéo C CA = = = = = =
Tempo C CA = = " = = =
Ambulagéo C CA = = E = = (7
Atividade locomotora Entradas BF LCE = = = = = =
Ambulagao Total CA = = = = = =
Tomada de decisao %Tempo CN LCE = = E = = =
Dados Complementares
Atividade locomotora Tempo B CA = = E E = =
Ambulagdo B CA = = = = = =
Tempo E CA [ = = = = =
Ambulagdo E CA = = = = = =
Atividade vertical Elevagao LCE = = = = = =
CA = = = = = =
Ansiedade Autolimpeza LCE = = = = = E
CA = = = = = =
Avaliagédo de risco Alongamento LCE = = = = = =
CA = = = = = =
Atividade exploratoria Exploragdo c/ Cabega LCE = = E = = E
Suprarrenal
Catecolaminas Sim = = E = = =
Néo = = = = = )
Tirosina Hidroxilase = = = = = =
Corticosterona Sim = = = E = )
Nzo = = = = = =

Legenda: LCE: Labirinto em Cruz Elevado; CA: Campo Aberto.

Quadro 6 — Resultados segmentados por idade, periodo e sexo

Comeortamento

Dados Principais
Ansiedade

Atividade locomotora

Tomada de decisdo

Atividade locomotora

Atividade vertical
Tomada de decisdo
Avaliagao de risco
Atividade exploratéria

Suprarrenal

Dados Complementares

EXPOSICAO RETIRADA DE 5 DIAS RETIRADA DE 10 DIAS
Variavel Teste | Adolescentes Adulto Adolescentes Adulto Adolescentes Adulto
B Fémea Macho |Fémea Macho [Fémea Macho [Fémea Macho [Fémea Macho |[Fémea Macho
Tempo BA LCE =2 = =] S| = = =) S = = 8 =2
%Tempo BA LCE = = = = = = = = = = = =
Entradas BA LCE = = = = = = = = = = = =
% Entradas BA LCE = = = = = = = E = = = =
%Ambulagdo C CA = = =S = = = = = = = = =
Tempo C CA = = = = = = N = = = = =
Ambulagéo C CA = = = = = = = = = = = =
Entradas BF LCE = = = = = = = = = = = =
Ambulagao Total CA = = = = = = = = = = = =
%Tempo CN LCE = = = = = = = = = = = =
Tempo B CA = = = = = = = = = = = =
Ambulagéo B CA = S = = = = S = = s E =
Tempo E CA = 8 = S = = 8 = = = = 3
Ambulagéo E CA = 8 = =] = = 8 = = 8 = =
Elevagao LCE = = = = = = = = = = = =
CA = = = = = = = = = = = =
Autolimpeza LCE E v = = E E E E E (7 = =
CA = = = = = = = = = = = =
Alongamento LCE = = = = = = = = = = = =
CA = = = = = = = = = = = =
Exploragédo c/ Cabega LCE = = = = = = =2 = = = = =
Catecolaminas Sim = = = = = = = E = = = =
Nao =3 =] = =] =] =2 =] =] =] =] = =]
Tirosina Hidroxilase = = = = = = = = = = = v
Corticosterona Sim = = = = = = = = = = E =
Nao = = = = = = = = = = = A

Legenda: LCE: Labirinto em Cruz Elevado; CA: Campo Aberto.
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5.2 Niveis séricos de cotinina, consumo de liquidos e massa corporal

Os niveis séricos de cotinina encontrados nos animais corroboram um estudo prévio
do nosso laboratério (Ribeiro-Carvalho et al., 2009) que mostrou que a concentracdo da
solucdo de nicotina ingerida pelos camundongos gerou niveis de cotinina equivalentes, em
humanos, a uma exposicao entre moderada e alta.

O consumo de liquidos corrigido pelo peso dos animais variou durante todo o periodo
de exposicdo, tanto nos animais que beberam sacarina quanto nos animais que beberam
nicotina, onde foi observada diferenca na ingestdo de liquidos ao longo deste periodo. Em
ambas as idades estudadas, nds observamos que durante o periodo de exposi¢do o consumo de
nicotina foi menor do que o de sacarina. Além disso, machos adultos apresentaram menor
ingestdo de liquidos do que as fémeas adultas.

O modelo animal de administragdo de nicotina via oral tem sido amplamente utilizado
e demonstrado ser capaz de gerar respostas comportamentais (Abreu-Villaca 2006; Adriani et
al., 2004, 2002; Gaddnas et al., 2001), assim como alteracdes neuroquimicas (Ribeiro de
Carvalho et al., 2008; Nuutinen et al., 2005; Sparks e Pauly, 1999). Entretanto, ratos e
algumas cepas de camundongos demonstram aversdo ao gosto da nicotina. No presente
estudo, observamos que animais expostos a nicotina apresentaram menor ingestdo de liquidos
comparados aos expostos a sacarina. Desta forma, a reducdo no volume ingerido de nicotina
pode ser explicado pelo fato da solucdo de nicotina ser pouco palatavel, mesmo esta tendo
sido dissolvida em uma solucéo de sacarina.

No presente estudo, a massa corporal dos animais tanto durante o periodo de
exposicao a nicotina quanto durante os diferentes periodos de retirada da droga (5 e 10 dias)
nédo foi afetada. Em ambas idades e sexo estudados observamos aumento do padréo ao longo
dos dias, porém o padrdo de crescimento ndo foi afetado pela exposi¢do a nicotina ou a
sacarina assim como nos periodos de retirada da droga. Sabe-se que a nicotina € um agente
anorexigénico (Arai et al., 2001), entretanto os animais do grupo exposto a nicotina nao
apresentaram perda de massa corporal ou padrdo de crescimento menor. No geral, machos

apresentam maior peso quando comparados as fémeas.
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5.3 Anélise comportamental

5.3.1 Labirinto em cruz elevado

No teste do labirinto em cruz elevado, ndo observamos diferenca significativa nas
variaveis relacionadas a ansiedade, ou seja, no tempo, na porcentagem de tempo nos bragcos
abertos, no nimero de entradas e na porcentagem de entradas nos bracos abertos. Os efeitos
da nicotina tem sido descritos como ansiogénicos ou ansioliticos (Marco et al., 2006; Adriani
et al., 2004; Elliot et al., 2004; Slawecki et al., 2003; Cheeta et al., 2001; Ouagazzal et al.,
1999; Brioni et al., 1993). Em um estudo em ratos foi demonstrado que a nicotina durante
adolescéncia ndo altera os niveis de ansiedade (Macro et al., 2006). Adicionalmente, em um
estudo realizado pelo nosso grupo, Abreu-Villaga e cols (2008) mostraram através da
exposicdo a nicotina na agua de beber durante a adolescéncia, uma tendéncia de aumento da
ansiedade devido a exposicdo a nicotina em camundongos, entretanto esta ndo foi
significativa. Nossos resultados corroboram estes estudos, sugerindo que a exposicdo a
nicotina e os periodos de retirada da droga ndo afetaram a ansiedade em ambas as idades
estudadas.

Entretanto nossos resultados mostraram efeito de periodo e sexo apenas durante a
adolescéncia. Observamos efeito do periodo para 0 nimero de entradas nos bracos abertos,
durante o periodo de 5 dias de retirada, os animais apresentaram menor nimero de entradas
nos bracos abertos do que aos 10 dias. Além disso, o percentual de entradas nos bracos
abertos também foi afetado, aos 5 dias de retirada onde o percentual de entradas foi menor
comparado a vigéncia e aos 10 dias. Durante o periodo de 10 dias de retirada, as fémeas
permaneceram mais tempo nos bracos abertos e apresentaram maior percentual de tempo no
centro do equipamento durante o periodo da vigéncia. Durante a exposi¢do, as fémeas
apresentaram menor percentual de tempo no centro do LCE.

Roedores adolescentes apresentam caracteristicas comportamentais que os diferem de
individuos mais novos e adultos. Em humanos, a adolescéncia também ¢é caracterizada pelo
aumento da ansiedade (Brooks e Atille 1996), da mesma forma, camundongos adolescentes
jovens (4 semanas de vida) também apresentam aumento da ansiedade quando comparados
aos mais jovens e aos adultos no teste claro/escuro (Larson e Richards 1994). Em um estudo

realizado por Doremus e cols. (2003a) demostraram que animais adolescentes sdo mais



80

ansiosos do que os animais adultos quando testados n LCE. Outros estudos relataram reducéo
da ansiedade durante a adolescéncia, com os niveis de ansiedade sendo como crescentes
através da idade em ratos (Imhof et al., 1993) e niveis de ansiedade mais baixos em
camundongos durante a adolescéncia tardia quando comparados aos mais jovens e aos mais
velhos (Macri et al., 2002).

Na literatura encontramos uma pequena discrepancia do periodo considerado como
adolescéncia em roedores, alguns autores definem como as primeiras alteracfes ocorrendo em
PN20 e as ultimas até PN55, outros definem a adolescéncia entre o periodo de PN21 até PN59
(Laviola et al., 2003; Tirelli et al., 2003). A adolescéncia ainda pode ser dividida em: precoce
(PN24 a 35), média (PN37 a 48) e tardia (PN50 a 61) (Adriani et al., 2002a). Nossos resultados
mostraram diferencas significativas entre os diferentes periodos estudados, onde observamos no
periodo 5 dias de retirada (PN50) aumento da ansiedade através da reducdo no numero e
percentual de entradas nos bragos abertos. Desta forma, as diferencas observadas no presente
estudo podem estar relacionadas com os diferentes periodos da adolescéncia (precoce, média
e tardia).

No presente estudo diferencas significativas entre as idades estudadas nas variaveis
etoldgicas foram observadas. Logo, observamos diferengas nos comportamentos relacionados
a avaliagdo de risco e tomada de decisdo. Na vida adulta, os machos do grupo nicotina
mostraram reducdo do numero de autolimpeza durante a vigéncia e 10 dias de retirada da
droga, sugerindo assim, que a tanto a exposicdo a nicotina como um periodo mais longo de
retirada reduziram a tomada de decisdo nesses animais. Além disso, adultos nicotina
apresentaram aumento no nimero de alongamentos, sugerindo assim alteracdo na avaliacéo
de risco. Efeito da idade e sexo foram observamos para o numero de exploracbes com a
cabeca, onde os adultos machos do grupo nicotina apresentaram aumento no ndmero de

exploracdes com a cabeca, desta forma sugerindo também alteracGes na avaliacdo de risco.

5.3.2 Campo Aberto

No campo aberto, observamos em ambas as idades analisadas, efeitos significativos da
exposicao a nicotina: durante o periodo da vigéncia, e o periodo de 5 e 10 dias de retirada da
droga. Nossos resultados mostraram que adolescentes expostos & nicotina apresentaram

aumento da atividade locomotora. E descrito na literatura que a nicotina possui efeitos
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distintos em adolescentes e adultos. Estudos mostraram que ratos adultos expostos a nicotina
apresentaram efeitos depressores na locomogao, enquanto que na adolescéncia a nicotina gera
aumento da atividade locomotora (Belluzi et al. 2004; Elliott et al., 2004; Vastola et al.,
2002). Além disso, estudos mostraram que camundongos séo sensiveis aos efeitos de ativacdo
locomotora da nicotina (Saito et al, 2005; Ulusu et al, 2005). Os resultados deste trabalho
estdo de acordo com os achados na literatura. Os animais expostos a nicotina durante a
adolescéncia apresentaram aumento da atividade locomotora, sugerindo assim uma
hiperatividade nos animais que receberam nicotina durante essa fase da vida. Entretanto a
nicotina ndo afetou a locomocgéo nos animais adultos. Além disso, no periodo de 10 dias de
retirada, os animais do grupo nicotina apresentaram redu¢do no ndmero de ambula¢Ges no
centro do campo aberto na vida adulta. Estes dados sugerem um efeito depressor da retirada
da nicotina nos adultos. Independente da idade, o periodo de retirada de 5 dias afetou o
nimero de ambulacdes na esquina pois observamos que os machos nicotina apresentam
reducdo no nimero de ambulagbes. Podemos concluir que 0s machos sdo mais sensiveis ao
curto periodo de retirada da droga.

Os efeitos da nicotina no tempo na esquina foram restritos a adolescéncia. Durante o
periodo da vigéncia 0 grupo nicotina permaneceu mais tempo na esquina. Em relacdo ao
tempo no centro, o0 grupo nicotina apresentou aumento do tempo durante o periodo de 5 dias
de retirada nos adolescentes. Entretanto, durante a vida adulta, esses efeitos foram
dependentes do sexo. Para o mesmo periodo de retirada, de 5 dias, as fémeas nicotina
permaneceram mais tempo no centro. O LCE é classicamente utilizado como teste para
investigar agentes ansioliticos e ansiogénicos. Entretanto, o tempo no centro do campo aberto
versus o tempo na borda do equipamento também podem ser utilizados como indicativo de
aumento ou reducdo da ansiedade. Um dos sintomas mais mencionados por fumantes durante
o periodo de retirada do tabaco é o aumento da ansiedade (Kassel e Unrod, 2000). Durante a
adolescéncia, no periodo de 5 dias de retirada da droga, 0 grupo nicotina apresentou aumento
do tempo no centro do CA. Sugerindo que os niveis de ansiedade ndo foram afetados durante
um curto periodo de retirada. Também mostramos que para 0 mesmo periodo de retirada
durante a vida adulta, as fémeas nicotina permaneceram mais tempo no centro. Apesar de ser
descrito aumento da ansiedade em adultos durante periodos de retirada, ndo observamos
efeitos ansiogénicos da retirada da droga. No teste do campo aberto, o Unico efeito
significativo da exposi¢do a nicotina foi observado durante a adolescéncia, n6s observamos
aumento no namero de elevagdes. Sugerindo que a nicotina aumentou a atividade vertical

nesses animais.
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5.4 Catecolamina, TH e Corticosterona

Nossos dados mostraram efeito do sexo para os contedos de catecolaminas totais na
medula adrenal, onde em ambas as idades estudadas, o conteddo de catecolaminas dos
machos foi maior que os das fémeas. Nos animais ndo submetidos aos testes
comportamentais, observamos aumento do conteudo de catecolaminas nos animais do grupo
nicotina na adolescéncia e na vida adulta. Nos adultos, aos 10 dias de retirada, os conteddos
de catecolamina estavam aumentados nos animais do grupo nicotina. Também observamos
efeitos significativos dos periodos nos adultos, aos 10 dias de retirada os conteudos de
catecolaminas estavam aumentados em relacdo ao periodo da vigéncia e aos 5 dias de
retirada.

Tanto o cortex como a medula adrenal podem sofrer influéncia da nicotina. A medula
adrenal possui receptores nicotinicos (Sala et al., 2008); a aceticolina e seus agonistas, como a
nicotina, se ligam aos receptores e estimulam a sintese e secrecdo de catecolaminas
(Hiremagalaur et al., 1993; Slotkin e Seidler, 1975). A sintese de catecolaminas é regulada
principalmente pela enzima tirosina hidroxilase (TH) (Haycock, 1990). Nossos dados foram
restritos a vida adulta. Observamos aumento do conteudo de catecolaminas nos animais
expostos a nicotina, sugerindo maior sensibilidade dos adultos aos efeitos da nicotina. E mais,
durante os 10 dias de retirada da droga, 0 grupo nicotina apresentou aumento do contetdo de
catecolaminas, mostrando que mesmo durante um periodo mais longo de retirada, é possivel
que esteja ocorrendo aumento de sintese ou diminui¢do da secrecéo.

A nicotina ndo aumenta somente a expressao de TH, mas também de outras enzimas
envolvidas na biossintese de catecolaminas, como por exemplo a FNMT, responsavel pela
conversdo de noradrenalina em adrenalina. J& na andlise da expressdo da TH, o Unico efeito
da exposicdo a nicotina foi observado nos animais adultos. Durante a vida adulta, os machos
nicotina apresentaram menor conteudo da enzima. Levando em conta que o contetudo de
catecolaminas do grupo nicotina adulto foi restrito ao periodo de 10 dias de retirada,
provavelmente o aumento do contelod de catecolaminas ndo esteja relacionado com a
expressdo da TH, porém devido a alteragGes de outra enzima da via de biossintese, como a
FNMT, ou ao processo secretorio. Quanto aos animais ndo testados, da mesma forma, o
aumento do conteddo de catecolaminas nos animais do grupo nicotina na vida adulta também

podem estar relacionados a alteracfes de biossintese e liberagéo.
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Nossos dados também mostraram efeito do sexo em ambas as idades. Durante a vida
adulta, os machos apresentaram aumento do contetdo de catecolaminas. E também
observamos que os machos adultos apresentaram diminuicdo da expressdo da TH. Sabe-se
que altas concentracdes de catecolaminas inibem a atividade da TH. Com isso, podemos
sugerir que a diminuicdo da expressdo da TH nos animais machos adultos pode estar
relacionado pela reducgdo da atividade da enzima pelos altos niveis de catecolaminas. Durante
a adolescéncia também observamos aumento do contetudo de catecolaminas no machos,
entretanto a reducdo da expressdo da enzima TH foi restrito ao periodo da vigéncia nos
machos, logo ndo podemos atribuir o aumento de catecolaminas a possiveis alterages na
producdo ou secre¢do hormonal.

No presente estudo, a nicotina afetou os niveis de corticosterona dependente da idade.
Observou-se que o0s animais do grupo nicotina que foram submetidos aos testes
comportamentais apresentaram maiores concentracfes de corticosterona sérica em
comparagao ao grupo sacarina durante a vida adulta. Além do mais, aos 10 dias de retirada da
droga, as concentracdes de corticosterona permaneceram aumentados no grupo nicotina. Em
relacdo aos animais que ndo foram submetidos aos testes comportamentais, observamos efeito
da nicotina somente nas fémeas, onde o grupo nicotina aos 10 dias de retirada apresentou
aumento nos niveis de corticosterona durante a vida adulta. Em ambas as idades analisadas e
independente de serem submetidos aos testes comportamentais, 0s machos apresentaram
menores concentracdes de corticosterona que as fémeas.

Estudos em animais mostraram que a administracdo de nicotina eleva 0s niveis
plasmaticos de ACTH e corticosterona (Balfour et al., 1989; Andersson et al., 1981; Conte-
Devolx et al. 1981; Cam et al. 1979). Diferengas nas respostas do eixo HPA a nicotina tem
sido observado entre adolescentes e adultos (Cruz et al., 2008; Matta et al., 1987; McCormick
and Ibrahim, 2007). Estudos demonstraram que a administragdo de nicotina aumenta a
liberac&o de corticosterona em adultos (Matta et al., 1998; Cam e Bassett et al., 1983; Balfour
et al., 1975). Além disso, machos adolescentes s&o menos sensiveis a ativagdo do eixo HPA
pela nicotina quando comparados aos adultos (Cao et al., 2007a). Mostramos que animais
expostos & nicotina durante a vida adulta apresentaram concentraces séricas elevadas de
corticosterona, sugerindo assim que os adultos sdo mais sensiveis aos efeitos da nicotina
corroborando com a literatura. Além do mais, aos 10 dias de retirada as concentracfes de
corticosterona permaneceram aumentadas no grupo nicotina, o que pode estar relacionado ao

estresse causado pela retirada da nicotina assim como os efeitos do teste comportamental.
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Afim de avaliar somente os efeitos da exposicdo a nicotina, animais ndo submetidos
aos testes comportamentais foram utilizados neste estudo. Observamos que as fémeas adultas
apresentaram altas concentracfes de corticosterona durante os 10 dias de retirada. Fémeas
adultas parecem mais sensiveis aos efeitos da nicotina no eixo HPA comparados aos machos
(Rhodes et al., 2001). Estudo realizado por Hughes e cols. (1988) avaliou os efeitos da
retirada do tabaco nos niveis de cortisol. Foi encontrado um aumento das concentracdes de
cortisol 48 h apds a abstinéncia em relacédo as concentracdes dos fumantes. Entre os sintomas
de retirada da nicotina em individuos que tentam parar de fumar, alteracGes nos niveis de
cortisol parece ser uma das respostas do corpo a retirada da droga (Hochberg et al., 2003).
Desta forma, o aumento das concentragcbes de corticosterona pode estar relacionado ao
aumento do estresse durante o periodo de retirada da droga, e as fémeas parecem serem mais
sensiveis aos sintomas de retirada.

Diferencas funcionais género-dependentes sdo observadas no eixo HPA (Rhodes
1999); machos e fémeas respondem de maneira diferente em relagdo as concentracGes séricas
de corticosterona. Em ratos, as concentracGes basais de ACTH e corticosterona sdo mais
elevadas em fémeas (Handa et al.,1994; Brett et al.,1986; Williams et al., 1985; Critchlow
1963; Kitay 1961;). Nossos dados corroboram os achados na literatura, jA& que os machos

apresentaram reducdo das concentracGes séricas em relacdo as fémeas.
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CONCLUSOES

O presente estudo mostrou que a exposicao a nicotina durante a adolescéncia ou vida
adulta afetou tanto os aspectos comportamentais como adrenais durante o periodo de
exposicao e os periodos de retirada da droga:

1.A exposicdo a nicotina durante as diferentes idades analisadas nao afetou os
comportamentos relacionados a ansiedade no LCE, entretanto observamos diferencas entre
sexo e periodos estudados somente durante a adolescéncia.

2.ldentificamos alteracbes nos comportamentos avaliados no CA. Os animais expostos a
nicotina durante a adolescéncia tiveram aumento da ambulacdo total, sugerindo uma
hiperatividade nesses animais. Os animais expostos a nicotina na adolescéncia permaneceram
mais tempo no centro, entretanto durante a vida adulta esse efeito foi dependente de sexo, as
fémeas exposta a nicotina permaneceram mais tempo no centro no periodo de 5 dias de
retirada, sugerindo uma reducdo da ansiedade. O tempo na esquina para 0 grupo nicotina
durante o periodo de exposi¢cdo a droga foi aumentando, sugerindo assim aumento da
ansiedade. Para as medidas de ambulacdo, os animais adultos expostos a nicotina tiveram
reducdo na ambulacdo no centro durante o periodo de 10 dias de retirada, adicionalmente
durante a adolescéncia as fémeas nicotina tiveram aumento de ambulagdo na esquina durante
0 periodo de 5 dias de retirada. A exposicdo a nicotina ndo afetou o tempo na borda e a
ambulacdo na borda.

3.0s testes comportamentais ndo promoveram varia¢des no contetdo de catecolaminas totais
das medulas adrenais. O contetdo de catecolaminas foi alterado pela exposi¢do a nicotina,
conforme avaliado nos animais ndo submetidos aos testes comportamentais. Nos animais
adultos, a exposicdo a nicotina promoveu aumento deste contetdo aos 10 dias de retirada da
droga. Além disso, a nicotina aumentou o conteido de catecolaminas nos adultos, sem afetar
0s animais adolescentes. Em relacdo ao sexo, 0s machos apresentaram maior contetido em
ambas as idades tantos nos animais testados quanto nos nao testados.

4.A exposicdo a nicotina ndo promoveu alteragbes na expressao da TH durante a
adolescéncia, porem os machos do grupo nicotina apresentaram menor expressdo de TH em
relacdo as fémeas nicotina na vida adulta. Em relacao ao sexo, a expressao de TH foi menor
nos machos adultos.

5.0 grupo de animais expostos a nicotina apresentou maiores concentragdes de corticosterona

nos animais submetidos aos testes comportamentais. Entretanto, nos animais ndo testados, a
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exposicdo ndo afetou as concentragdes de corticosterona em ambas as idades. Em relacdo ao
sexo, 0s machos apresentaram menores concentracOes de corticosterona tanto nos animais
testados quanto nos nao testados. Também observamos diferencas entre sexo e periodo nas
duas idades estudadas em animais submetidos ou ndo ao teste. Quando analisamos somente 0s
animais submetidos aos testes comportamentais, 0s animais expostos a nicotina durante a
idade adulta tiveram maiores concentragcBes de corticosterona no periodo de 10 dias de

retirada da droga.
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