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RESUMO

NAIFF, Victor de Freitas. Nicotina e/ou estresse por contencédo durante a adolescéncia de
camundongos: efeitos em comportamentos de ansiedade, sociabilidade e comportamentos
associados a depressdo. 2014. 74 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2014.

H& um extenso nimero de evidéncias apontando para o estresse como tendo um papel
critico na iniciacdo, manutencdo e relapso apos a retirada, do habito do tabagismo. De modo
geral, adolescentes sdo mais sensiveis aos efeitos no sistema nervoso central de ambos
estresse e nicotina, principal componente psicoativo do cigarro. No entanto, ha uma escassez
de estudos em neurobiologia basica que avaliem as possiveis interacdes entre os efeitos no
sistema nervoso central entre nicotina e estresse nesta idade. Deste modo, o objetivo do
presente estudo foi avaliar os efeitos da exposi¢cdo a nicotina e estresse durante a adolescéncia
de camundongos em comportamentos sociais e comportamentos associados a ansiedade e
depressdo. Para este estudo utilizamos camundongos Suigos de ambos 0s sexos. A partir do
30° dia pos-natal (PN) camundongos foram expostos a nicotina (até PN40) e/ou estresse (até
PN38 para os animais avaliados em PN39-40 e PN40 para os animais avaliados nas outras
idades). Desta forma, utilizamos quatro grupos experimentais: 1) Exposi¢cdo concomitante de
solucdo de nicotina (diluida na &gua potavel, 50ug/ml) e estresse por contencdo (1h/dia); 2)
Exposicdo somente a nicotina via oral; 3) Exposicdo somente ao estresse por contencao; 4)
Grupo controle. Para a avaliagdo comportamental utilizamos: o teste do labirinto em cruz
elevado (LCE), o teste de abordagem social de trés camaras (TS) e o teste do nado forcado
(FST). Cada animal foi avaliado nos trés testes, em um entre trés momentos: ao final do
periodo de exposicdo (PN39/40), ap6s um curto periodo a partir do término da exposicdo
(PN44/45) ou na vida adulta (PN69/70). A exposicdo ao estresse promoveu menor ganho de
massa corporal durante a adolescéncia, sendo o consumo de nicotina incapaz de alterar este
parametro. Além disso, o estresse ndo afetou o consumo da solucdo de nicotina. N0sso
modelo ndo foi capaz de alterar os parametros de ansiedade avaliados pelo teste do LCE.
Entretanto, a exposicdo de estresse em concomitancia com nicotina gerou hiperatividade ao
final do periodo de exposicdo em ambos 0s sexos. Na avaliacdo do TS e do FST observamos
alteracdes significativas somente ap6s periodo de retirada. Apds um curto periodo de
abstinéncia pela nicotina, fémeas apresentaram aumento do comportamento associado a
depresséo, tendo este efeito sido revertido pela exposi¢do concomitante ao estresse. De forma
contraria, na mesma idade, somente a exposicdo combinada promoveu aumento do
comportamento associado a depressao em machos. Além disso, nossos resultados sugerem um
aumento de sociabilidade no grupo submetido a exposicdo combinada apos longo periodo de
interrupgdo da exposicdo durante a vida adulta. O presente trabalho fornece evidéncias
experimentais que indicam que nicotina e estresse interagem durante a adolescéncia
resultando em alteragcdes na resposta emocional durante o periodo de exposicao e tardiamente,
apos a sua interrupcdo causando alteracdes que perduram até o inicio da vida adulta.

Palavras-chave: Adolescéncia. Nicotina. Estresse. Ansiedade. Depressdo. Sociabilidade.

Camundongos.



ABSTRACT

NAIFF, Victor de Freitas. Nicotine and/or restraint stress during mice adolescence: effects on
anxiety-like, sociability and depression-like behaviors. 2014. 74 f. Dissertagdo (Mestrado em
Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

Extensive evidence points out to psychological stress as having a key role in initiation,
maintenance and relapse after withdrawal, of cigarette smoking. Adolescents tend to be more
sensitive to the central nervous system’s effects of both psychological stress and nicotine, the
main psychoactive compound in cigarettes. However, there are few basic neurobiology
studies evaluating the possible interactions between nicotine and psychological stress at this
age. Therefore, our objective was to study the effects of nicotine and stress exposure during
adolescence on anxiety-like, social and depressive-like behaviors in mice. For this study, we
have used male and female Swiss mice. Starting on the 30th post-natal day (PN), mice were
exposed to nicotine (ending on PN40) and/or stress (ending in PN38 for mice evaluated on
PN39/40, and on PN40 for mice evaluated at other ages). Thus, four experimental groups
were formed: 1) Simultaneous exposure to nicotine (drinking water, 50ug/ml) and restraint
stress (1h/day); 2) Nicotine-only exposure; 3) Stress-only exposure; 4) Control group. For
behavioral assessment, we utilized: elevated plus-maze test (EPM), three-chambered social
approach (TS) and forced swimming test (FST). We evaluated each animal on all tests at one
among three time points: At the end of the exposure (PN39/40), after a short period of
withdrawal (PN44/45) and at adulthood (PN69/70). Stress exposure reduced body mass gain
during adolescence while nicotine had no effect on body mass during the same period. Also,
stress did not affect nicotine consumption. Our model was not capable of altering anxiety
parameters evaluated in EPM. However, stress+nicotine exposure caused hyperactivity at the
end of exposure in both sexes. Concerning TS and FST, we have only observed significant
behavioral differences after the end of the exposure. In a short period of withdrawal, nicotine-
only exposed females showed an increase in depressive-like behavior, an effect that
disappeared by simultaneous stress exposure. Conversely, in the same age, only combined
exposure promoted an increase of depressive-like behavior in males. Our data also suggests a
long-term increase of sociability in stress+nicotine exposed mice. This work provides
experimental evidence for an interaction between nicotine and stress exposure in adolescence
resulting in immediate, short-term and long-term alterations in emotional responses.

Keywords: Adolescence. Nicotine. Stress. Anxiety. Depression. Sociability. Mice.
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INTRODUCAO

Mais de 450 milhGes de pessoas sofrem de transtornos psiquiatricos no mundo
(WHO, 2010). Os problemas relacionados a salide mental sdo de grande prejuizo para o
individuo, para os que convivem com ele e para a sociedade. Nos Estados Unidos, somente
em 2002, o prejuizo estimado decorrente de transtornos psiquiatricos foi de cerca de 300
bilhGes de dolares (CDC, 2002).

E conhecido que muitos transtornos psiquiatricos tendem a se manifestar apds
experiéncias estressantes (Rutter, 2000). Entre eles estdo inclusos os transtornos do humor,
como ansiedade generalizada (Michl et al., 2013) e social (Erwin et al. 2006), depressao
(Michl et al., 2013) e abuso de drogas (Duffing et al., 2014).

Adolescéncia é definida como o periodo de transicdo gradual entre a infancia e a fase
adulta. Desta forma, a adolescéncia ndo € sinénima de puberdade. A puberdade é uma fase
mais discreta durante a qual alteracdes fisioldgicas e neuroenddcrinas associadas com a
maturacdo sexual ocorrem. A puberdade é apenas uma das alteracBes ontogenéticas que
ocorrem durante a adolescéncia com sua duracdo compreendida dentro do processo de
adolescéncia, variando consideravelmente entre humanos (Dubas, 1991).

O limite temporal da adolescéncia ndo é de facil definicdo. Em algumas espécies é
dificil caracterizar quando a transicdo para adolescéncia comeca a acontecer e quando o
individuo passa de adolescente a adulto. Em roedores, como ratos e camundongos, as
primeiras alteracdes associadas a adolescéncia podem ocorrem ja a partir do vigésimo dia de
vida pés-natal (PN20) e as ultimas mudancas podem ocorrer até PN55. Em primatas ndo
humanos, a adolescéncia ocorre geralmente entre 2 e 4 anos de vida (Lewis, 1997); em
humanos, a adolescéncia é comumente definida como a segunda década de vida (Petersen et
al., 1996), além disso, alguns autores consideram ainda idades acima de 25 anos como
“adolescéncia tardia” (Baumrind, 1987).

Na adolescéncia o individuo adquire caracteristicas importantes para a vida adulta,
como aumento de massa muscular, maturidade sexual, maturacdo das funcbes imunes e
habilidades cognitivas (Dahl, 2004). Dentre essas habilidades cognitivas destacam-se o
amadurecimento da previsdo de consequéncias e controle de impulsos, devido ao
desenvolvimento das areas cerebrais responsaveis por essas fungdes (Casey et al., 2005).

O cérebro é o 6rgdo com maior tempo de formagéo e a adolescéncia é a etapa final de

transformacdo do cérebro na sua forma adulta. Assim, o cérebro passa por um notavel
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desenvolvimento ao longo da adolescéncia (Sowell et al., 1999; Galvan et al., 2006; Eiland e
Romeo, 2013). Na adolescéncia ainda ha proliferacdo de neurdnios, apoptose e rearranjo
sinaptico (Altman e Bayer, 1990; Bayer 1983; Bayer et al., 1982; Huttenlocher, 1990;
McWilliams e Lynch, 1983). As mudancas estruturais se ddo principalmente em estruturas
limbicas e no cértex pré-frontal o que explica, ao menos em parte, as alteragdes
comportamentais da adolescéncia relativas ao carater emocional, controle de impulsos,
tomada de decisbes e comportamento de risco/busca por novidades (Spear 2000; De Bellis et
al. 2001; Powell 2006). Embora essas alteracdes estruturais e funcionais sejam essenciais para
0 amadurecimento até a fase adulta, tornam essa etapa do desenvolvimento particularmente
vulneravel a prejuizos a longo prazo induzido por insultos, como drogas de abuso ou estresse
psicolégico (Andersen, 2003; Dahl 2004; Konrad et al., 2013).

Estresse € o desafio enfrentado pelo organismo quando este é confrontado com
experiéncias potencialmente prejudiciais, os chamados ‘“agentes estressores” ou somente
“estressores”.

O “bom estresse” se refere a experiéncias de duracao limitada e as quais o individuo
consegue resolver, dando uma sensagdo de satisfacdo pela superagdo. J4 o “estresse ruim”,
“estar estressado” ou simplesmente “estresse” refere-se a experiéncias onde ha auséncia ou
escassez de controle sobre a situacdo e que séo frequentemente prolongadas ou recorrentes,
irritantes, fisicamente e/ou emocionalmente exaustivas ou perigosas.

O cérebro é o 6rgdo responsavel por interpretar experiéncias como ameacadoras ou
ndo, e determina as respostas comportamentais e fisiologicas a cada situacdo. Frente ao evento
estressor, alteracBes psicolégicas e fisiologicas sdo acionadas de modo a proteger o
organismo. Dentre as caracteristicas chaves da resposta ao estresse estdo a ativacéo do sistema
nervoso autdbnomo (Jansen et al., 1995) e do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal (HHA)
(Engelmann et al., 2004). Para superar situacfes adversas (ex: predadores, desastres naturais)
0 organismo precisa de uma resposta fisiologica adequada, e funcbes adrenocorticais e
autondmicas inadequadas ou excessivas sdo deletérias para a saude e sobrevivéncia. O
humano é especialmente afetado pelo estresse, pois a preocupacao antecipada e a ruminagéo
(termo usado em psiquiatria para denominar o ato de compulsivamente relembrar momentos
estressantes e ponderar suas causas e consequéncias (Pedersen et al., 2011)), o que leva a um
desencadeamento repetido das respostas fisioldgicas ao estresse, mesmo quando o agente

estressor ndo esta presente (Sapolsky, 2004).
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Apobs a percepgdo do agente estressor, atribuida principalmente a amigdala e ao
hipocampo, o hipotalamo sinaliza a hipofise, através do horménio liberador de corticotrofina
(CRH) (Guyton e Hall, 2011), para secretar um segundo mediador hormonal denominado
horménio adrenocorticotrofico (ACTH) (Guyton e Hall, 2011). No cortex da adrenal, o
ACTH promove a liberacdo de corticosteroides (cortisol em humanos). A principal fungéo
adaptativa do aumento de glicocorticoides circulantes é a mobilizagdo de energia para
permitir a sobrevivéncia e a desaceleracdo de processos de funcdo secundaria no momento do
evento estressor, como reparo tecidual e resposta imune (Sapolsky, 2004). Paralelamente, ha a
sinalizacdo para uma maior atividade simpética do sistema nervoso autbnomo, responsavel
pela resposta imediata do organismo ao estressor. Essa resposta é didaticamente chamada de
resposta de “luta ou fuga” e ¢ a maneira classica de visualizar as respostas comportamentais e
fisioldgicas a uma ameaca em uma situacdo adversa. Esta resposta tem acdo mais rapida que a
dos glicocorticoides e € caracterizada por maior atividade cardiaca e respiratoria,
redirecionamento do fluxo de sangue para os musculos esqueléticos e liberacdo de fontes

metabolicas de energia para consumo muscular.

Além do hipotalamo e do tronco encefélico, que sdo essenciais para a resposta
autdbnoma e neuroenddcrina a estressores, areas cognitivas superiores tém participacdo chave
em memoria, ansiedade e tomada de decisdes. Essas areas sdo alvos do estresse e dos
horménios mediadores do estresse, e os efeitos agudos e cronicos de experiéncias estressoras
influenciam as respostas das mesmas. Ja as respostas psicologicas e comportamentais a
estressores, chamadas “estratégias adaptativas”, “respostas adaptativas” ou “coping”, sdo
variaveis, variando de acordo com o agente estressor e as caracteristicas do individuo, como
sexo, idade, perfil genético e experiéncias anteriores. Centenas de estratégias adaptativas ja
foram identificadas. Weiten e Lloyd (2008) apresentam um resumo de trés grandes classes de
estratégias adaptativas, sendo essas cognitivas (o individuo altera 0 modo de pensar sobre o
evento de modo a lidar com o estressor, por exemplo, a negacdo ou distanciamento),
direcionadas ao problema (estratégias comportamentais voltadas para reduzir ou eliminar o
estressor) e emocionais (abordar o agente estressor com uma resposta emocional de modo a
alterar a percepcéo do estresse, por exemplo, hostilidade e a agresséo deslocada).

Em comparagéo a outros periodos do desenvolvimento, a adolescéncia é marcada por
experiéncias estressantes e maior reatividade ao estresse (Stroud et al., 2009; Dahl e Gunnar,
2009). Em diferentes culturas, adolescentes relatam passar por estresse diario na forma de

pressdes relativas ao passado recente ou do futuro préximo e pela familia (Bynner, 2000),
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escola (Arnett, 2002), colegas (Eccles et al., 1993; Hand e Furman, 2009) e relacionamentos
afetivos (Kuttler e LaGreca, 2004).

O desenvolvimento do adolescente também esta associado a alteracdes nas funcdes
neuroendocrinas (Ojeda et al., 2009), inclusive no eixo HHA em resposta a estressores
(McCormick et al., 2010; Romeo, 2010), podendo ser tanto de maior magnitude quanto de
maior duracdo (Foilb et al., 2011), quando comparada a resposta em adultos (Goldman et al.,
1973, Vazquez e Akil, 1993, , Romeo et al., 2006, Foilb et al., 2011).

Embora existam varios estudos apontando para efeitos de programacao de estressores
nos periodos neonatal (Charil et al., 2010), prenatal (McEwen, 2008) e infantil (Vrijnsen et
al., 2014), os estudos visando entender os efeitos do estresse no cérebro adolescente ainda séo
recentes e escassos (Romeo e McEwen, 2006).

Atualmente, o uso do tabaco € a principal causa mundial de morte evitavel, matando
até metade de seus usuarios. Essa pratica mata cerca de 6 milhdes de pessoas e causa
prejuizos econémicos de centenas de bilhdes de dolares em todo o mundo a cada ano. A
maioria destas mortes ocorre em paises de baixa e média renda, e esta disparidade deve
aumentar ainda mais ao longo das proximas décadas.

Considerada o principal componente psicoativo do tabaco, a nicotina tornou-se uma
droga universal; utiliz-la é considerado um habito em diversos paises. Anualmente no
mundo, € consumida a fabulosa quantidade de 73 mil toneladas de nicotina contida em 7
trilhGes e 300 bilhdes de cigarros fumados por cerca de 1 bilhdo e 300 milhdes de tabagistas,
dos quais 80% vivem nos paises em desenvolvimento (OPS-BM, 2000; WHO, 2004).

A nicotina tem sido descrita como sendo um dos componentes ativos da fumaca do
cigarro responsavel por uma grande variedade de efeitos no sistema nervoso que resultam do
consumo de tabaco (Benowitz, 1992; Dani e Heinemann, 1996). A nicotina induz tolerancia e
dependéncia pela acdo nas vias dopaminérgicas centrais, levando as sensacdes de prazer e
recompensa mediadas pelo sistema limbico. E um estimulante do sistema nervoso central
(SNC), aumenta o estado de alerta e reduz o apetite. A diminuigdo de 50% no consumo da
nicotina pode desencadear sintomas de abstinéncia nos individuos dependentes: ansiedade,
irritabilidade, distdrbios do sono, aumento do apetite, alteracGes cognitivas e fissura pelo
cigarro (Balbani e Montovani, 2005). Esta estabelecido que a nicotina € neuroteratogénica,
afetando o cérebro pela interferéncia em mecanismos de mitose e diferenciagdo, causando
alteracfes na axonogénese e sinaptogénese e consequentemente comprometendo a atividade
sinaptica e comportamento (Slikker et al., 2005; Slotkin, 2002). Estudos indicam que ac¢des

da nicotina sdo responsaveis pelas bases farmacologicas do vicio ao cigarro e a outras formas
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de exposicao ao tabaco (US Department of Health and Human Services, 1988; Royal College
of Physicians, 2000).

A absorcdo da nicotina pelo corpo pode ser influenciada por sua concentracdo
presente no tabaco, pela frequéncia e pela profundidade das tragadas. Analises em série das
concentragfes de nicotina no sangue de tabagistas revelam sua rapida elevagdo apés a tragada,
atingindo o pico maximo ao cabo de 5 a 10 minutos. A rapida taxa de absorc¢do da nicotina e
as grandes quantidades de nicotina que chegam ao cérebro pelo tabagismo sdo dois fatores
cruciais na promoc¢édo e manutencdo da dependéncia. A absorcdo da nicotina pelo organismo €
de cerca de 1,0 mg por cigarro, variando de 0,34 mg a 1,56 mg (Benowitz, 1998).

Tem sido sugerido que adolescentes sdo particularmente sensiveis aos efeitos do
tabaco. A maioria dos fumantes inicia o habito na adolescéncia ou pré-adolescéncia (Nelson
et al., 1995; Pierce E Gilpin 1996), fazendo com que a dependéncia ao tabaco seja
frequentemente considerada uma “doenga pediatrica” (Prokhorov et al., 2006; Abreu-Villaga
et al., 2010). Estudos descrevem que mais de um terco dos estudantes adolescentes fumam
(CDC 1998, 2000). No mundo inteiro, entre 82.000 e 99.000 jovens comecam a fumar
diariamente (Prokhorov et al, 2006). No Brasil, o0 Ministério da Saude lancou a campanha
"Viver bem € viver com saude. Fique longe do cigarro”. A acdo celebra o Dia Nacional de
Combate ao Fumo. Durante o evento realizado no Rio de Janeiro, foi langada uma pesquisa a
qual aponta que os adolescentes brasileiros ndo tém dificuldade para comprar cigarro, apesar
de o pais dispor da Lei Federal (n.° 8.069/1990) que proibe a venda do produto para menores
de idade. O percentual de meninas entre 13 e 15 anos que ja comprou cigarro chega a 52,6% e

a 48,1% entre meninos em algumas capitais do pais (Ministério da satde, 2011).

Comecar a fumar durante a adolescéncia esta associado a dependéncia quimica que
se estende por longos periodos (Chen e Millar, 1998; National Institute on Drug Abuse, 1998;
Nelson et al., 1995) e talvez mais importante, parte dos fumantes adolescentes apresentam
sintomas de dependéncia antes mesmo de se tornarem fumantes diarios, frequentemente
somente com poucos dias de fumo ocasional (Di Franza et al., 2000, 2002a, 2002b;
O'Loughlin et al., 2002). Isto sugere que o cérebro do adolescente é mais suscetivel a
dependéncia ao tabaco, em particular a substancia nicotina, o que esta de acordo com estudos
que indicam que respostas a substancias psicoativas sdo intrinsecamente diferentes durante
este periodo do desenvolvimento (Leslie et al., 2004; Spear, 2000; Spear e Brake, 1983).
Desta forma, adolescentes apresentam grande probabilidade de experimentar drogas de abuso,
incluindo tabaco e etanol (Grant et al., 1987; Nelson et al., 1995; Webster et al., 1994), e
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desenvolver vicio quando comparados a individuos adultos (Maggs et al., 2008). Ao lado
disto, parece existir uma forte correlagdo entre a idade inicial do uso da droga e a
probabilidade de apresentar adicdo quando adulto (Di Franza e Guerrera, 1990), como
também, o uso de uma droga na adolescéncia parece estimular o uso de diversas drogas de
abuso durante o transcurso da vida (Kandel et al., 1992). Para multiplas drogas de abuso,
como o tabaco e o etanol, individuos que ndo iniciaram o uso durante a adolescéncia
dificilmente iniciam o uso em idades posteriores (Chen e Kandel, 1995; Kandel e Logan,
1984).

Mais especificamente, a maturacdo dos sistemas colinérgicos do sistema nervoso
central envolvidos em memoria, aprendizado e respostas a psicoestimulantes, é consolidada
durante o periodo da periadolescéncia (Leslie et al., 2004; Matthews et al., 1974; Nadler et al.,
1974; Zahalka et al., 1993), sendo um importante aspecto deste periodo o fato da estimulacédo
neuronal induzir rearranjo sindptico (Scheetz e Constantine-Paton, 1994), o que sugere que 0
cérebro do adolescente particularmente vulneravel a estimulantes do sistema nervoso central.
Regides neurais como o cortex pré-frontal e outras regides de projecfes dopaminérgicas do
prosencéfalo, apresentam alteracGes proeminentes durante a adolescéncia. Dada a importancia
dessas regides cerebrais na modulacdo de mecanismos de recompensa associados ao uso de
drogas (Koob, 1992) e de respostas a agentes estressores (Dunn e Kramarcy, 1984) e a
associacao entre ambos (Goeders, 1997; Piazza et al., 1991), ndo é espantoso constatar que
adolescentes respondem de formas diferentes a drogas de abuso, agentes estressores e a
interacdo entre ambos, quando comparados com adultos ou mais maduros (Spear, 2002).
Assim, adolescentes apresentam grande probabilidade de experimentar drogas de abuso
(Grant et al., 1987; Nelson et al., 1995; Webster et al., 1994), e desenvolver vicio quando

comparados a individuos adultos (Maggs et al., 2008).

Estudos indicam uma alta associagdo entre tabagismo e transtonos associados ao
estresse, como ansiedade (Lasser et al., 2000; Breslau et al., 1994; Lawrence et al., 2009) e
depressdo (Brown et al., 2000; Goodman e Capitman, 2000; Steuber e Danner, 2006). O
tabagismo parece ser um fator predisponente para o aparecimento de transtornos de ansiedade
(Breslau e Klein, 1999; Johnson et al. 2000), embora os transtornos de ansiedade ndo parecam
aumentar a incidéncia de tabagismo. Porém, a ocorréncia de transtornos de ansiedade parece
aumentar a propensao a dependéncia (Sonntag etal. 2000; Dierker et al. 2001; Johnson et al.,
2000). Estudos indicam niveis de sintomas depressivos elevados em fumantes, em

comparagdo a ndo-fumantes ou ex-fumantes (Benjet et al., 2004, Haukkala et al., 2000, Lam
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et al., 2004, Lee Ridner et al., 2005, Luk e Tsoh, 2010, Martini et al., 2002). A direcdo da
causalidade entre tabagismo e depressdo ainda é incerta (Dierker et al., 2002). Embora varios
estudos apontem para sintomas depressivos como fatores predisponentes para o tabagismo
(Prinstein e La Greca, 2009; Repetto et al., 2005), outros também parecem indicar o
tabagismo como fator de vulnerabilidade no desenvolvimento de sintomas depressivos
(Steuber e Danner, 2006; Pasco et al., 2008).

A razdo pelo qual o tabagismo leva a transtornos psiquiatricos no futuro ainda nédo é
totalmente clara. Um dos elementos importantes do tabagismo como agente estressor € a sua
capacidade aditiva, uma vez que individuos que tentaram parar de fumar sem sucesso
apresentam altos niveis de estresse (Sung el al, 2011; van der Deen et al., 2011). Outro
elemento do tabagismo como agente estressor tem sido associado ao efeito ansiolitico agudo
da nicotina, que de algum modo pode atrapalhar o desenvolvimento de estratégias adaptativas
importantes para lidar com agentes estressores futuros (Koval e Peterson, 1999; McGee et al.,
2013). Sabe-se que o tabagismo, a curto e longo prazo, afeta a liberagcdo de ACTH e cortisol,
sendo esse efeito proporcional ao conteddo de nicotina no cigarro, 0 numero de cigarros
fumados e o intervalo entre cada cigarro fumado (Kirschbaumet al., 1992; Mendelson et al.,
2005; Steptoe e Ussher, 2006). H& uma grande quantidade de estudos mostrando niveis de
cortisol elevados em fumantes, em comparagdo com ndo fumantes (Steptoe e Ussher, 2006;
Wilkins et al., 1982). Estudos recentes também mostram efeitos do fumo de cigarros em um
aumento da secrecdo de ACTH. Aparentemente, cigarros com um baixo conteudo total de
nicotina ndo leva a elevacbes significantes de ACTH circulante, mas cigarros com altas
concentracfes de nicotina o fazem com um aumento consideravel (Mendelson et al., 2005,
2008). Esses efeitos sdo, em grande parte, atribuidos a nicotina, que exerce seus efeitos no
eixo HHA ao induzir a liberacdo de CRH ao se ligar a receptores nicotinicos colinérgicos
presentes no locus ceruleus e no hipotdlamo (Fuxe et al., 1989, Matta et al., 1998; Rosencrans
e Karin, 1998), o que consequentemente leva a um aumento nos niveis de ACTH e cortisol
séricos, de maneira dose-dependente (Mendelson et al., 2005; Newhouse et al., 1990).

E bem conhecido que os sistemas neurais que respondem ao estresse tém importante
papel no inicio e manutencdo do tabagismo (Koob, 2008). Fumantes apontam o alivio do
estresse como motivacéo principal para o tabagismo (Ikard et al., 1969). Em estudos recentes,
fumantes declararam fumar para alivio do estresse, assim como pelo prazer de fumar (Fidler e
West, 2009; McEwen et al., 2008;) Além disso, fumantes frequentemente declaram ndo
quererem interromper o habito de fumar pois veem neste uma forma melhor de lidar com o

estresse de seu cotidiano. (Lader, 2007). Apesar disso, estudos apontam para o tabagismo
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como responsavel por aumentar os niveis subjetivos de estresse, e muitas vezes o ato de fumar
seria somente uma maneira de aliviar o estresse causado por ele mesmo (Parrott, 1994, 1995,
1999). Da mesma forma, estudos mostram que exposicdo a estressores aumenta o desejo de
fumar em tabagistas (Perkins e Grobe, 1992; Cherek, 1985; Rose et al., 1983) e reaquisi¢do de
auto-administracdo de nicotina em modelos animais (Yu et al., 2014). Estressores de mais
larga escala, como o ataque as torres gémeas de 11 de setembro e os sobreviventes do furacdo
Katrina, também estdo associados com um aumento do tabagismo na populacéo local (Vlahov
et al., 2004a,b; Flory et al., 2009)

Apesar de haver estudos em modelos animais experimentais avaliando a exposi¢ao
de nicotina em modelos de adolescéncia em parametros de comportamentos associados a
estresse, como ansiedade (Hamilton et al., 2010) e depressdo (Ribeiro-Carvalho et al., 2011;
Ifiguez et al., 2009), ndo existem estudos em neurobiologia basica que avalie as possiveis
interacbes entre nicotina e estresse nesta idade em futuras alteragcbes nas respostas

emocionais.
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1 OBJETIVOS!?

1.1 Geral

O presente estudo tem como objetivo fornecer dados para elucidar os efeitos centrais
imediatos e tardios da exposicdo concomitante de drogas de abuso e estresse psicoldgico
durante a adolescéncia, uma fase de especial sensibilidade a efeitos deletérios no

desenvolvimento do sistema nervoso central.

1.1 Especificos

Nesse trabalho avaliamos os efeitos da exposicdo concomitantemente a nicotina e
estresse psicoldgico durante a adolescéncia de camundongos sobre comportamentos analogos
a parametros de relevancia psiquiatrica: ansiedade, comportamento social e comportamento
tipo depressivo. Esses parametros foram avaliados em trés diferentes momentos: ao final da
exposicdo, apds um curto periodo de retirada e, para avaliar os efeitos persistentes e/ou de
longo prazo, durante a idade adulta.

Considerando que tém sido demonstradas diferencas entre machos e fémeas para 0s
efeitos do estresse e da nicotina na funcdo cerebral (Abreu-Villaga et al., 2008; Ribeiro-
Carvalho et., 2011; Hong et al., 2012), também consideramos neste trabalho o sexo como

fator.
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2 MATERIAL E METODOS

Este € um projeto de dissertacdo de natureza experimental sendo integralmente
desenvolvido no Laboratério de Neurofisiologia do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas
(DCF) do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG) da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (UERJ). Todos os experimentos descritos aqui foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do IBRAG /
UERJ e estdo de acordo com a declaracdo de Helsinki e com o Guia de Cuidados e Uso de
Animais de Laboratdrio adotado e promulgado pelo Instituto Nacional de Saude (National
Institutes of Health - NIH) dos Estados Unidos da Ameérica.

2.1 Modelo experimental

Para este estudo foram utilizados camundongos da cepa Suigo (151 machos e 171
fémeas), provenientes de 39 ninhadas. Os animais foram criados e mantidos no biotério de
camundongos do Laboratério de Neurofisiologia da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
num ciclo diario de 12 horas claro/escuro (escuro a partir de 13 h), temperatura controlada e
mantida em torno de 21° C, com livre acesso a dgua e comida.

Os animais progenitores foram organizados em caixas com um macho e multiplas (de
duas a trés) fémeas. Assim que a gravidez era verificada, a fémea era individualizada e
acompanhada diariamente para determinacdo do dia do nascimento. A data de nascimento foi
considerada como primeiro dia Pos Natal (PN1). Para este estudo foram utilizadas apenas
ninhadas com 8 a 12 animais. Ao completarem 21 dias de vida pds-natal (PN21), os animais
eram desmamados e separados por sexo; 0s irmaos do mesmo sexo permaneceram juntos até
PN30. Em PN30, os animais de mesmo sexo eram alocados em duplas. A decisdo de néo
realizar a individualizacdo dos animais se deve ao fato de que vérias evidéncias demonstram
que o isolamento social &€ um fator gerador de estresse (Lapiz et al., 2003) e, desta forma,
poderia interagir com as variaveis do presente estudo. Apds a separacdo dos animais, deu-se
inicio a exposicao a nicotina e/ou estresse por contencdo. Em roedores, o periodo de PN30 a
PN40 corresponde a idade aproximada durante a qual animais de ambos 0s géneros passam a

exibir caracteristicas comportamentais tipicas e fenbmenos neuroquimicos e endocrinos
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particulares da adolescéncia (Eiland e Romeo, 2013). Sendo assim, a exposi¢do ao estresse se
deu de PN30 a PN40 (com excecdo do grupo testado em PN40, que foi estressado somente até
PN38), sendo interrompido para a realizacdo dos testes comportamentais. Ja a exposi¢do a
nicotina na agua de beber ocorreu de PN30 a PN40, incluindo o periodo de realizacdo dos
testes comportamentais realizados ao final do periodo de exposicdo. A avaliacdo
comportamental foi realizada ao final do periodo de exposi¢do (PN39/40), ap6s curto periodo
de retirada (PN44/45) e apds longo periodo de retirada na vida adulta (PN69/70).

Todos o0s animais experimentais foram submetidos aos seguintes testes
neurocomportamentais, na respectiva ordem: 1) Em PN39, 44 ou 69, na fase clara (entre 10h e
13h), os animais foram testados no teste do labirinto em cruz elevada. 2) Em PN40, PN45 ou
PN70, na fase clara (entre 10h e 13h), os animais foram submetidos ao teste de abordagem
social de trés camaras. 3) Em PN40, PN45 ou PN70, na fase escura foram submetidos ao teste
do nado forgado (entre 13h e 16h).

2.2 Formacao dos grupos experimentais

Para 0 estudo do impacto da exposicdo ao estresse e/ou a nicotina durante a

adolescéncia, foram utilizados quatro grupos experimentais:

a) Estresse+Nicotina (estresse por contencdo + solucdo contendo nicotina e
sacarina; NIC+ST). Animais expostos ao estresse por contencdo e que

ingeriam uma solucéo de nicotina (50ug/ml) contendo sacarina.

b) Estresse (estresse por contencdo + solucdo composta de sacarina diluida
em agua; ST). Animais expostos ao estresse por contencdo e que ingeriam

agua contendo sacarina.

c) Nicotina (auséncia de estresse por contencdo + solucdo contendo nicotina
e sacarina; NIC). Animais que ndo foram submetidos ao estresse por
contencdo e que ingeriam uma solucdo de nicotina (50ug/ml) contendo

sacarina.

d) Controle (auséncia de estresse por contencdo + solugdo composta de

sacarina diluida em agua; CONT)
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Desta forma, com este desenho, somos capazes de detectar os efeitos da nicotina, do
estresse, e da dupla exposigéao.

2.2.1 Exposicao ao estresse por contencao

O estresse por contencdo tem sido um dos mais comumente modelos de inducéo de
estresse em roedores (Jaggi et al., 2011). Durante o periodo de exposi¢do, ap6s a pesagem dos
animais, os animais do grupo Estresse e Estresse+Nicotina eram posicionados em cilindros de
3cm x 11cm, com orificios para passagem de ar, por uma hora. Apos uma hora de exposicao
ao estresse por contengdo, 0s animais eram alocados de volta em suas caixas, voltavam para o
biotério e recebiam as pipetas recém-preenchidas com solucdo de sacarina ou

sacarina+nicotina. Os animais Controle e Nicotina voltavam ao biotério apds a pesagem.

Figura 1 - Fotografia do tubo Falcon adaptado para a exposi¢do ao estresse por contengédo
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2.2.2 Exposicdo a nicotina por via oral

No primeiro dia de exposicdo, os camundongos adolescentes tiveram as suas garrafas
de agua retiradas e os animais Nicotina e Estresse+Nicotina passaram a ter acesso a pipetas
volumeétricas preenchidas com uma solucdo contendo nicotina (50ug/mL - Sigma, St Louis,
MO) diluida em agua potavel (Unica fonte de agua). A fim de mascarar o gosto amargo da
nicotina, a solugdo também continha sacarina a 2%. Os animais Controle e Estresse tinham
acesso a pipetas contendo uma solugdo de agua potavel contendo a mesma concentracdo de
sacarina. No momento da pesagem, para a quantificagdo da ingestdo das solugdes, as pipetas
eram retiradas para esvaziamento do contetdo e preenchimento com solugdes novas, sendo
entdo devolvidas aos animais apds o periodo de uma hora da exposicdo ao estresse por
contencdo. Este modelo de administracdo de nicotina foi utilizado pois a ingestdo de nicotina
ocorrerd de forma ad libitum, padrdo semelhante ao consumo de nicotina por humanos

tabagistas.

Figura 2 — Fotografia das pipetas volumétricas utilizadas para admnistracdo das solugdes de

nicotina+sacaraina e sacarina
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2.3 Ingestéo de liquido, massa corporal e consumo de nicotina

A ingestdo de liquido e a massa corporal dos animais foi medida diariamente durante
o0 periodo de exposi¢do. A razdo entre a ingestdo e 0 peso do animal (ingestdo/massa corporal)
foi calculada para todos os grupos de tratamento a fim de detectar possiveis alteragdes na
ingestdo de solucdo em relacdo ao peso do animal durante o periodo de tratamento. Para 0s
grupos expostos a nicotina foi quantificado o consumo diario de nicotina (mg/kg). O consumo
diario de solucéo foi multiplicado pela dose de nicotina (nicotina free base; 50pug/ml) para ser
dividido pela massa corporal correspondente ao dia da ingestdo, sendo assim, temos:

DOSE x INGESTAO oini
NICOTINA = MASSA piai

Sendo:

NICOTINAbiai: consumo de nicotina (em pg/g ou em mg/Kg) no dia i;
DOSE: 50pg de nicotina / ml de sacarina a 2%;

INGESTAOoiai: volume (em ml) de solucdo ingerido no dia i

MASSADbiai: massa corporal do animal (em g) no dia i

2.4 Testes comportamentais

Os animais foram submetidos aos testes comportamentais ao final do periodo de
exposicdo (PN39 e PN40), durante o periodo de curto prazo apds o término da exposi¢do
(PN44 e PN45) ou durante o periodo de longo prazo apds o término da exposicdo (PN69 e
PN70). Os testes foram realizados numa sala com protegdo acustica e gravados em uma
camara de video digital para posterior analise.

A fim de diminuir situacdes de estresse que pudessem interferir no resultado do
experimento, o horario para a realizacdo do teste comportamental, bem como o local de

realizacdo destes, foram os mesmos utilizados nas idades estudadas e o0s animais eram
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ambientados na sala de testes por no minimo 30 minutos antes do inicio de cada teste

comportamental.

2.4.1 Labirinto em cruz elevado

O teste de labirinto em cruz elevado (LCE) é um dos mais populares testes em uso
atualmente dentre os testes comportamentais utilizados para quantificar os niveis de ansiedade
em animais experimentais (Carobrez e Bertoglio, 2005). O LCE foi validado para uso em
espécies como ratos (Pellow et al., 1985) e camundongos (Lister, 1987). As expressoes
comportamentais observadas no teste LCE representam uma combinacdo de comportamentos
exploratorios e de esquiva, assim como de atividade geral (File, 2001).0 LCE consiste em um
aparelho de acrilico pintado de cinza constituido de 4 bragos - 2 abertos (BA) e 2 fechados
(BF) - dispostos em forma de cruz e elevado 50 cm do chdo. As medidas do aparelho sdo:
bracos abertos com 5 cm de largura e 29 cm de comprimento sem paredes e bracos fechados

com 5 cm de largura, 29 cm de comprimento e 15 cm de altura.
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Figura 3 - Fotografia em vista superior do labirinto em cruz elevado

Legenda: Os bragos na horizontal sdo denominados bracos fechados (BF) e os bragos na vertical, bragos abertos
(BA)

Antes do inicio de cada teste, as caixas dos animais foram transportadas para a sala
de teste onde os animais foram ambientados por 30 minutos. Para realizacdo dos testes, 0s
animais foram colocados sempre na intersecdo entre os bragos, com a cabeca na direcdo de
um dos bragos fechados. A duracdo do teste foi de 10 minutos. Ap6s o término de cada teste,
o labirinto era limpo com um papel umedecido com agua com o intuito de eliminar excretas e
minimizar odores que pudessem interferir no comportamento dos demais animais a serem
testados. Os testes foram realizados na fase clara, numa sala com protecéo acustica e gravados
por uma camera de video posicionada acima do labirinto para analise posterior.

Foram utilizadas como variaveis de estudo: o tempo de permanéncia dos animais nos
bragos abertos, assim como, o0 numero de entradas nos bracos abertos e bragos fechados. Para
esta avaliagdo foi utilizado o programa ACC PlusM 102 Avaliacdo Computadorizada de



30

Comportamento (desenvolvido no Laboratério de Neurofisiologia/DCF/IBRAG/UERJ). A
partir destas medidas, foram quantificados o percentual de tempo nos bragos abertos,
percentual de entradas nos bracos abertos e o percentual de tempo no centro do aparelho. O
tempo de permanéncia, o percentual de tempo nos bracos abertos, 0 numero e o percentual de
entradas nos bracos abertos foram utilizados como medidas de ansiedade (Lal et al., 1991,
Pellow et al., 1985). A soma do nimero de entradas nos bragos fechados foi utilizada como
medida de atividade geral (Cruz et al., 1994; Pellow et al., 1985; Rodgers et al., 1995;
Rodgers e Dalvi, 1997).

2.4.2 Teste social de trés cAmaras

O teste social de trés camaras (TS), também conhecido como Crawley's sociability
test, tem sido empregado com sucesso para estudar sociabilidade em roedores (Kaidanovich-
Beilin et al., 2011). O principio deste teste baseia-se na livre escolha de um roedor a passar o
tempo em qualquer um dos trés compartimentos da caixa durante a sesséo experimental, onde
em um dos compartimentos laterais este podera realizar contato indireto com um animal néo-
familiar.

O aparelho do TS consiste de uma caixa de acrilico transparente (20 cm x 22,5 cm X
40cm), dividida em trés camaras de tamanhos iguais, separadas por duas portas de correr. Em
ambas as camaras laterais, sdo posicionadas grades (raio = 8,5cm, altura = 17cm)
confeccionadas para a contengdo de camundongos. No momento do teste, uma das camaras
tem a grade vazia enquanto a outra tem a grade contendo um camundongo, previamente
habituado a interacdo com outros animais no contexto do teste, de mesmo sexo do
camundongo testado. Apos o periodo de 30 minutos de habituacdo na sala de testes, o
camundongo a ser testado era posicionado na camara central do aparelho. Apos cinco minutos
de permanéncia na camara central, as portas de correr eram puxadas e 0 camundongo tinha
livre acesso as camaras laterais. As imagens foram gravadas por uma camera de video
posicionada de frente para o aparelho para analise posterior. As variaveis quantificadas foram:
percentual de tempo de permanéncia na camara contendo o animal ndo-familiar, percentual de
entradas na cdmara contendo o animal ndo-familiar e o percentual de interacGes com a grade

gue continha o animal ndo-familiar.
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Figura 4 - Fotografia do teste de sociabilidade. Na cAmara do centro esté localizado o animal a
ser avaliado. Posicionado dentro da grade direita esta o animal ndo-familiar

2.4.3 Nado forcado

O teste do nado forcado (FST) é o teste mais utilizado para se estudar
comportamento tipo depressivo em roedores (Bogdanova et al., 2013). No presente trabalho
usamos um teste modificado do original, onde cada animal foi submetido a uma sesséo de 6
minutos de nado forcado. O procedimento do teste é descrito em detalhes em Filgueiras et al.
(2006). Neste teste, cada camundongo foi colocado em um recipiente de plastico (diametro =
19cm, altura = 25cm) preenchido com agua (altura da coluna d’agua = 20 cm) a uma
temperatura de aproximadamente 25°C. O comportamento do animal foi continuamente
registrado ao longo da sessdo através de uma camera de video.

Foi avaliada no teste do nado forcada a imobilidade (immobility), que representa o
tempo que os animais permaneciam flutuando com as patas e a cauda imdveis com a exce¢ao
de pequenos movimentos posturais necessarios a manutencdo da cabeca do animal fora da
agua. A medida de imobilidade foi utilizada como medida de comportamento associado a

depressao.



Figura 5 - Fotografia com visao lateral do recipiente preenchido com agua
utilizado para a realizacdo do teste do nado forgado
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2.5 Andlises estatisticas

Os dados foram apresentados como médias e erros padrao da média.

2.5.1 Andlise da massa corporal e ingestdo de liguidos

A andlise da massa corporal e ingestdo de liquido foi realizada através da Anélise de
Variancia com medidas repetidas (ANOVAr) para as varidveis: massa corporal, ingestdo
absoluta e ingestdo corrigida (ingestdo/massa corporal). O dia da medicdo foi considerado
fator de repeticio. TRATAMENTO (CONTROLE, ESTRESSE, NICOTINA e
NCOTINA+ESTRESSE) e SEXO foram considerados fatores. ANOVAs de menor ordem
foram utilizadas sempre que houve interacdo entre TRATAMENTO e outros fatores.
Diferencas entre grupos individuais foram submetidas a analise post-hoc pelo teste Fisher'’s
Protected Least Significant Difference (FPLSD, em portugués, Teste Protegido de Fisher de
Menor Diferenga Significativa).

2.5.2 Andlise comportamental (LCE, TS e FST)

Para reduzir a probabilidade de erro estatistico do tipo 1, que pode resultar de testes
repetidos, os resultados foram analisados inicialmente usando uma ANOVA global para todos
os fatores (TRATAMENTO de nicotina e/ou estresse, IDADE e SEXO). ANOVAs de menor
ordem foram utilizadas toda vez que interacbes de TRATAMENTO com outros fatores foram
detectadas. Essas determinacOes foram feitas antes de ser decidido se haveria separacdo por
sexo dentro de cada grupo de tratamento. Diferengas entre grupos individuais ou diferengas
entre as idades foram analisadas utilizando FPLSD ( Fisher Protected Least Significant
Difference) como teste post-hoc. O valor de significancia assumido foi de p<0,05 para o
efeito do tratamento e p<0,1 para interagdes. Foi avaliado também se efeitos do
TRATAMENTO detectados em ANOVAs de menor ordem eram mantidos apds a subdivisdo

dos fatores de interacdo (Snedecor e Cochran, 1967).
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O desenho do estudo requereu duas formas diferentes de analise do efeito do
tratamento com nicotina e/ou estresse. Para comparar 0s quatro grupos tratados
(CONTROLE, NICOTINA, ESTRESSE, NICOTINA+ESTRESSE) entre si, uma anélise
unidimensional com o fator TRATAMENTO foi utilizada. Para determinar se a nicotina
interfere com os efeitos do estresse ou vice versa, ou seja, se ha interacdo entre os efeitos da
exposicdo a nicotina e estresse, uma analise bidimensional foi utilizada com um fator
correspondendo ao tratamento com nicotina (NICOTINA) e o outro correspondendo ao
tratamento com estresse (ESTRESSE). Neste formato, efeitos mais-que-aditivos (sinergistas)
e menos-que-aditivos aparecem como interagdes significativas entre as duas dimensdes de
tratamento (NICOTINAXESTRESSE), enquanto que efeitos aditivos ndo apresentam
interacdes significativas (Ribeiro-Carvalho et al., 2008, 2009; Abreu-Villaca et al, 2004a,
2004b, 2007).
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3 RESULTADOS

A partir das analises estatisticas obtivemos os resultados a serem analisados.

3.1 Massa corporal e ingestao de liquidos

A ANOVAr indicou que a massa corporal aumentou durante o periodo de exposi¢do
(efeito do DIA: F =261 ; d.f. = 3,6 ; P<0,001). Este aumento foi mais intenso em machos que
em fémeas (Grafico 1 A - interagdo DIAXSEXO — F=4,7; d.f. = 7,2; P<0,001). Além disso, foi
observado que o ganho de massa corporal ndo ocorreu igualmente entre 0s grupos
experimentais (interacdo DIAXGRUPO - F =5,2; d.f. = 10,9; P<0,001). Os animais expostos
ao estresse apresentaram menor ganho de massa corporal, sendo as diferencas significativas
guando comparados ao grupo controle a partir de PN34 (Grafico 1 B).

Em relacdo a ingestdo de liquido, a ANOVAr apenas indicou efeito do DIA ( F=6,1;
d.f. = 5,5; P<0,001). Esse efeito pode ser explicado pela relativa redu¢do do consumo ao
longo do periodo de exposicdo (Grafico 1 A). Apesar da auséncia de interacdes na ANOVAr,
observamos um consumo de liquido diminuido ao longo do periodo de exposi¢ao nos grupos
que receberam solucdo de nicotina (ANOVA- F = 21,7, d.f. = 3; P<0,001), onde o grupo NIC
apresentou uma reducdo de aproximadamente 19% quando comparado ao controle e o grupo
NIC+ST apresentou uma reducdo de aproximadamente 25% (P<0,001 em ambos; Grafico 2
B).

N&do foram observadas diferencas no consumo de nicotina entre grupos expostos
(Tabela 1).
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Gréficos 1 — Ganho de massa corporal ao longo do tratamento

A Massa corporal

34 - DIAXSEXO — F=4,7; d.f. = 7,2; P<0,001
32
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Legenda: a) Comparagéo entre machos e fémeas no ganho de massa corporal ao longo da exposi¢do. Ambos os
sexos aumentaram de massa corporal ao longo do tratamento , tendo os machos apresentado um ganho de
massa corporal maior que as fémeas. b) Comparagéo entre os grupos experimentais no ganho de massa
corporal ao longo da exposicéo.

Nota: Os animais que passaram pelo protocolo de estresse mostram uma diminui¢do no ganho de massa corporal
em comparagdo aos que ndo passaram. *para comparagdes entre CONT e NIC+ST e # para comparacdes
entre CONT e ST; **P<0,01; ***P<0,001; #P<0,05; ##P<0,01.
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Gréaficos 2 — Ingestdo de liquido ao longo do tratamento

Ingestao de liquido
DIA-F=6,1; d.f. = 5,5; P<0,001
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Nota: a) Valores de ingestdo de liquido corrigidos pela massa corporal ao longo dos dias. b) Valores totais de
ingestdo de liquido corrigidos pela massa corporal.

Legenda: A exposicao a nicotina diluida em &gua levou a um menor consumo da solugdo em relagéo ao grupo
controle. No grupo NIC a diminuicdo foi de 19% (p<0,001), e no grupo NIC+ST a diminui¢do 25% do
consumo de nicotina (p<0,001). *** P<0,001
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Tabela 1 - Consumo médio diario de nicotina

Grupo Consumo médio de nicotina
NIC 14,5+0.4
ST+NIC 13,7+0.3

(valores apresentados em pg de nicotina/g de massa corporal por dia)

3.2 Avaliacdo comportamental

Os resultados a seguir foram obtidos a partir dos protocolos explicitados no topico

2.4 desse texto.

3.2.1 Labirinto em cruz elevado

Os dados a seguir foram obtidos a partir do labirinto em cruz elevado.

3.2.1.1 Labirinto em cruz elevado ao final do periodo de exposi¢do (PN39)

A ANOVA néo indicou efeito do TRATAMENTO, assim como ndo foi verificada
interacdo entre TRATAMENTO e SEXO para as variaveis associadas a ansiedade (Graficos
3).
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Gréficos 3 — Parametros de ansiedade em PN39

A % de Entradas no Brago Aberto B % de Entradas no Brago Aberto
40.0 40.0
35.0 - 35.0 -
30.0 - 30.0
25.0 - I 25.0 - :[
X 200 X 20.0 -
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cT NIC ST NIC+ST cT NIC ST NIC+ST
C % de Tempo no Brago Aberto D % de Tempo no Brago Aberto
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X 15.0 X 15.0 -
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Legenda: Percentual de entradas (gréficos A e B) e de permanéncia (graficos C e D) nos bracos abertos em PN39

Nota: a) Percentual de entradas nos braco abertos em fémeas. b) Percentual de entradas nos brago abertos em
machos. ¢) Percentual de permanéncia nos bragos abertos em fémeas. d) Percentual de permanéncia nos
bragos abertos em machos. Em PN39, ndo houve diferencas significativas entre os grupos nos parametros
de ansiedade avaliados. A andlise bidimensional ndo indicou interacdes significativas entre as exposi¢des
a nicotina e estresse no grupo NIC+ST.

Para o percentual de tempo no centro, a ANOVA indicou efeito do TRATAMENTO
(F = 2,8; d.f. = 3; P<0,05), mas ndo houve interacdo com SEXO. Este efeito pode ser
explicado por ambos machos e fémeas do grupo da exposicdo combinada NIC+ST
apresentarem maior percentual de tempo no centro quando comparados com seus respectivos
controles (P<0,01, Gréafico 4). Animais submetidos somente ao modelo de estresse também
apresentaram aumento, mas este ndo atingiu significancia estatistica (P=0,08). A analise
bidimensional ndo indicou interacGes significativas entre exposi¢do a nicotina e ao estresse,
demonstrando que as alteraces no tempo no centro refletem um efeito aditivo da nicotina e

do estresse.
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Gréfico 4 — Parametros de tomada de decisdo PN39

PN39

% de Tempo no Centro 9 + 6\

300 - ** —
25.0 - PS /]
200 - I
® 150 -
100 -
5.0 -
0.0 : : :
cr NIC ST NIC+ST

Nota: Tempo, em percentual, de permanéncia no centro do labirinto em cruz elevado em PN39

Legenda:Em PN39, animais expostos a nicotina e estresse apresentaram um maior tempo de permanéncia no
centro do aparelho (p<0,01). Animais expostos somente a estresse também aparentam um aumento do
tempo de permanéncia no centro, mas o valor de prova ndo atingiu significancia estatistica (P=0,08). PS =
préximo de significante; ** P<0,01

A ANOVA indicou efeitos diferentes para machos e fémeas para a medida de
atividade motora. Em fémeas (F = 3,9; d.f. = 3, P<0,05), o grupo da exposicdo combinada
apresentou hiperatividade (NIC+ST>CT, P<0,01, Gréafico 5A). Ja em machos, em ambos 0s
grupos submetidos ao estresse foi observada a hiperatividade (ST>CT, P<0,01 e
NIC+ST>CT, P<0,05; Grafico 5B). A analise bidimensional indicou efeito aditivo entre a

exposicdo a nicotina e ao estresse.
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Gréficos 5 — Parametros de atividade locomotora em PN39

A At|V|dade B Atividade
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Legenda: a) NUmero de entradas nos bragos fechados do labirinto em cruz elevado em fémeas. b) Numero de
entradas nos bracos fechados do labirinto em cruz elevado em machos.

Nota: Fémeas expostas a nicotina e estresse apresentaram um aumento de permanéncia nos bragos fechados.
Machos expostos a estresse apresentaram um maior nimero de entradas nos bragos fechados em relacéo
ao grupo controle. A analise bidimensional indicou efeito aditivo entre a exposi¢do a nicotina e ao
estresse. PS = préximo de significante; * P<0,05; ** P<0,01.

3.2.1.2 Labirinto em cruz elevado apds um curto periodo de retirada (PN44)

Da mesma forma do ocorrido ao final da exposi¢cdo, a ANOVA nao indicou efeito do
TRATAMENTO, como também néo foi verificada interacdo entre TRATAMENTO e SEXO

para as varidveis associadas a ansiedade (Gréficos 6).
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Gréficos 6 — Parametros de ansiedade em PN44

A  %de Entradas no Brago Aberto B % de Entradas no Brago Aberto
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Legenda:a) Percentual de entradas nos braco abertos em fémeas. b) Percentual de entradas nos braco abertos em
machos. ¢) Percentual de permanéncia nos bragos abertos em fémeas. d) Percentual de permanéncia nos
bragos abertos em machos.

Nota: Em PN44, ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos para as varidveis associadas a
ansiedade analisadas.

Para o percentual de tempo no centro, a ANOVA indicou efeito do TRATAMENTO
significativo apenas em machos (F = 3,5, d.f. = 3, P<0,05). Machos do grupo nicotina e do
grupo estresse apresentaram reducdo do tempo no centro (P<0,05 e P<0,01, respectivamente;
Gréficos 7). A exposicdo combinada reverteu esse efeito, como indicado pela interacdo entre
os fatores estresse e nicotina na ANOVA bidimensional (F=9,7, d.f. = 1, P<0,01), desta

forma, verificamos no caso um efeito menos que aditivo.
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Gréficos 7 - Parametros de tomada de decisdao em PN44

PN44
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Legenda: a) Tempo, em percentual, de permanéncia de fémeas no centro do labirinto em cruz elevado. b)
Tempo, em percentual, de permanéncia de machos no centro do labirinto em cruz elevado.
Nota: Fémeas ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos. Machos expostos a somente nicotina
ou somente estresse apresentaram reducdo no tempo do centro em comparagdo com o controle. A
exposi¢do a nicotina em combinagdo com estresse reverteu esse efeito. A andlise bidimensional
indicou interacBes entre a exposi¢do a nicotina e estresse, mostrado na reversdo dos efeitos de cada
tratamento no grupo NIC+ST, sugerindo um efeito menos que aditivo. * P<0,05; ** P<0,01.

Para a medida de atividade motora, ndo observamos diferencas significativas entre 0s

grupos expostos quando comparados ao controle (Gréficos 8).

Gréficos 8 — Parametros de atividade locomotora em PN44
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Legenda: a) Nimero de entradas nos bracos fechados do labirinto em cruz elevado em fémeas. b) NUmero de
entradas nos bragos fechados do labirinto em cruz elevado em machos.
Nota: Néo foram observadas diferengas significativas entre 0s grupos no nimero de entradas nos bragos
fechados do labirinto em cruz elevado.
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3.2.1.3 Labirinto em cruz elevado ap6s um longo periodo de retirada (PN69)

A ANOVA ndo indicou efeito do TRATAMENTO, como também ndo foi verificada
interacdo entre TRATAMENTO e SEXO para nenhuma das variaveis analisadas.

Graficos 9 — Parametros de ansiedade em PN69.
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Legenda: a) Percentual de entradas nos braco abertos em fémeas. b) Percentual de entradas nos brago abertos em
machos. ¢) Percentual de permanéncia nos bragos abertos em fémeas. d) Percentual de permanéncia
nos bracos abertos em machos.

Nota: Ndo foram observadas diferencas estatisticas entre 0s grupos para as variaveis associadas a ansiedade
analisadas.
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Gréficos 10 — Parametros de tomada de decisdo em PN69.
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A % de Tempo no Centro B % de Tempo no Centro
30.0 4 30.0 4
25.0 25.0
20.0 + I 20.0 :[
R 15.0 1 ® 15.0
10.0 10.0
5.0 5.0 -
0.0 T T T 0.0 +
CT NIC ST ST+NIC CT NIC ST ST+NIC

Legenda: a) Tempo, em percentual, de permanéncia de fémeas no centro do labirinto em cruz elevado. b)
Tempo, em percentual, de permanéncia de machos no centro do labirinto em cruz elevado.
Nota: Nao foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos para o tempo de permanéncia no centro do
aparelho.

Graficos 11 — Parametros de atividade locomotora em PN69.
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Legenda: a) Nimero de entradas nos bracos fechados do labirinto em cruz elevado em fémeas. b) Nimero de
entradas nos bragos fechados do labirinto em cruz elevado em machos.
Nota: N&o foram observadas diferencas significativas entre os grupos no nimero de entradas nos bracos
fechados do labirinto em cruz elevado.

3.2.2 Teste social de trés camaras

Considerando a auséncia, em todas as idades, de diferencas entre os sexos (intera¢oes
entre TRATAMENTO E SEXO), os dados de machos e fémeas no teste social de trés cAmaras

serdo apresentados colapsados.
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3.2.2.1 Teste social de trés cAmaras o final do periodo de exposi¢cdo (PN40)

A ANOVA ndo indicou efeito do TRATAMENTO, como também nao foi verificada
interacdo entre TRATAMENTO e SEXO (Gréficos 12).

Graficos 12 — Pardmetros de
sociabilidade
em PN40
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Legenda: a) Percentual de tempo despendido na cdmara com o animal ndo-familiar. b) Percentual de entradas na
camara com o animal ndo-familiar. ¢) Percentual de interagcBes com a gaiola do animal ndo-familiar, em
relacdo ao total de interagdes com ambas as gaiolas.

Nota: Nao foram observadas alteracGes nas medidas de sociabilidade entre os tratamentos.
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3.2.2.2 Teste social de trés cAmaras ap6s um curto periodo de retirada (PN45)

De modo similar a PN45, a ANOVA nao indicou efeito do TRATAMENTO, como
também nao foi verificada interacdo entre TRATAMENTO e SEXO (Gréficos 13).



Graficos 13 -  Parametros de
sociabilidade
em PN45
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Legenda: a) Percentual de tempo despendido na cdmara com o animal ndo-familiar. b) Percentual de entradas na

camara com o animal ndo-familiar. c) Percentual de interagdes com a gaiola do animal ndo-familiar,

em relacéo ao total de interagdes com ambas as gaiolas.

Nota: Nao foram observadas alteraces nas medidas de sociabilidade entre os tratamentos.
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3.2.2.3 Teste social de trés cAmaras ap6s um longo periodo de retirada (PN70)

A ANOVA indicou efeito do TRATAMENTO (F = 3,9, d.f. = 3, P<0,05) para o
percentual de tempo na camara que continha o animal ndo-familiar. Animais do grupo
NIC+ST apresentaram aumento do tempo na camara quando comparado com controles
(P<0,05) e com animais do grupo NIC (P<0,05, Graficos 14).

Gréficos 14 — Parametros de sociabilidade em PN70
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Legenda: a) Percentual de tempo despendido na cdmara com o animal ndo-familiar. b) Percentual de entradas na
camara com o animal ndo-familiar. ¢) Percentual de intera¢cdes com a gaiola do animal nao-familiar,
em relacdo ao total de interagBes com ambas as gaiolas.

Nota: Animais expostos a nicotina e estresse na adolescéncia apresentaram uma elevagdo no tempo de
permanéncia na camara contendo o animal ndo-familiar, quando comparados ao controle e aos
animais expostos somente a nicotina. * P<0,05
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3.2.3 Teste do nado forcado

Os dados a seguir foram obtidos a partir do teste do nado forcado.

3.2.3.1 Teste do nado forcado ao final do periodo de exposicdo (PN40)

Para todas as variaveis medidas, a ANOVA ndo indicou efeito do TRATAMENTO,
como também ndo foi verificada interacdo entre TRATAMENTO e SEXO (Graficos 15). A

auséncia de diferencas significativas também foi observada quando considerada a frequéncia
de imobilidades (Tabela 2).

Gréficos 15 — Parametros de comportamento associado a depressdo em PN40
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Legenda: a) Tempo de imobilidade no teste do nado forgado em fémeas. b) Tempo de imobilidade no teste do
nado for¢ado em machos.

Nota:Ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos no tempo de imobilidade no nado
forcado.



Tabela 2 - Frequéncia do comportamento de imobilidade no teste do nado forcado.

IDADE Grupo Fémeas Machos
CT 42+21 9,0+29
PN40 NIC 6,6 £3,1 7,3£3,1
ST 5,6 +1,8 8,6+ 2,6
ST+NIC 4,8 +1,7 3,2%15
PN50 CT 43+15 4,1+1.4
NIC 6,6+ 2,6 7,3£3,0
ST 57+2,3 43+1,6
ST+NIC 8,8+ 2,7 15,3+ 2,5**
PN70 ST 11,4 £2,4 11,5+1,8
NIC 5315 13,8+ 29
ST 6,3+ 2,0 71+18
ST+NIC 6,5+ 2,0 8,0+ 2,3
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**P<0,01 em comparagdo com o grupo CT

3.2.3.2 Teste do nado forgado ap6s um curto periodo de retirada (PN45)

Em relacio ao tempo de imobilidade, a ANOVA indicou interagdo
TRATAMENTOXSEXO (F=4,5; d.f. = 3; P<0,01). Observamos um aumento no tempo de
imobilidade em fémeas do grupo NIC, quando comparadas com os grupos controle e NIC+ST
(P<0,05 em ambos o0s casos, Grafico 16A). Em machos observamos um aumento no tempo de
imobilidade no grupo da dupla exposi¢do (NIC+ST) em comparacdo com o controle (P<0,05)
(Gréfico 16B). Além disso, machos do grupo da co-exposicdo NIC+ST apresentaram uma
maior frequéncia do comportamento de imobilidade quando comparados a todos 0s outros
grupos experimentais (NIC+ST>CT, P<0,01; NIC+ST>NIC, P<0,05; NIC+ST>ST, P<0,05;
Tabela 2). A analise bidimensional ndo indicou interacGes significativas da exposicdo a

nicotina com o estresse, indicando um efeito aditivo da nicotina e do estresse.
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Graficos 16 — Parametros de comportamento associado a depressédo em
PN45.
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Legenda: a) Tempo de imobilidade no teste do nado for¢cado em fémeas. b) Tempo de imobilidade no teste do
nado for¢ado em machos.

Nota: Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos no tempo de imobilidade no nado forgado.
Fémeas expostas & nicotina apresentaram um tempo maior de imobilidade no teste do nado forgado
quando comparadas as fémeas controle. A exposi¢cdo simultdnea ao estresse em conjunto com a
nicotina impediu o aparecimento desse efeito. Machos expostos & nicotina e estresse apresentaram um
maior tempo de imobilidade em comparacdo com todos 0s outros grupos experimentais. * P<0,05

3.2.3.3 Teste do nado forgado ap6s um longo periodo de retirada (PN70)

A ANOVA somente indicou efeito do TRATAMENTO para o tempo de imobilidade
nas fémeas (F = 3,5, d.f = 3, P<0,05). Este efeito pode ser explicado pelo fato das fémeas dos
grupos expostos apresentarem reducdo no tempo total de imobilidade quando comparadas as
fémeas controles (CT>NIC, P<0,05; CT>ST, P<0,05 e CT>ST+NIC, P<0,01). A anéalise
bidimensional ndo indicou interacfes significativas entre exposi¢do a nicotina e ao estresse,
indicando uma somacdo do efeito da nicotina e do estresse (Grafico 17). Nao foram
observadas diferencas significativas quando considerado a frequéncia dos comportamentos

estudados.
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Gréficos 17 - Parametros de comportamento associado a depressdo em PN70.
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Legenda: a) Tempo de imobilidade no teste do nado forcado em fémeas. b) Tempo de imobilidade no teste do
nado for¢ado em machos.

Nota: Fémeas expostas a nicotina, estresse e nicotina + estresse apresentaram uma reducdo no tempo de

imobilidade em comparagdo com fémeas controle. A analise bidimensional ndo indicou interagdes

entre a exposi¢do a nicotina e estresse, sugerindo um efeito de somagéo entre os tratamentos no grupo

NIC+ST. Ndo foram verificadas alteracBes no tempo de imobilidade no nado forcado entre 0s grupos
experimentais em machos. * P<0,05; ** P<0,01
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4 DISCUSSAO

4.1 Resumo dos resultados

Um grande numero de evidéncias aponta que areas e sistemas cerebrais envolvidos
na resposta ao estresse desempenham um papel critico na iniciacdo e manutencdo do fumo de
cigarros, e relapso apds o término do uso (Bruijnzeel AW., 2012). Além disso, 0 seu consumo
leva a maiores niveis de estresse diario em seus usuarios. Entretanto sdo escassos os trabalhos
em neurobiologia basica que avaliem a interacdo entre ambos os fatores em especial durante a
adolescéncia, periodo considerado de grande vulnerabilidade. No presente trabalho o estresse
foi capaz de promover menor ganho de massa corporal durante a adolescéncia e o consumo de
nicotina ndo foi capaz de alterar este efeito. De forma semelhante, o estresse ndo afetou o
consumo da solucdo de nicotina. Nosso modelo nao foi capaz de alterar os niveis de ansiedade
avaliados pelo teste do EPM. Entretanto, a exposi¢cdo combinada (ESTRESSE+NICOTINA)
ao final do periodo de exposicdo promoveu um aumento no tempo de permanéncia no centro
do aparelho e gerou hiperatividade em ambos os sexos. Na avaliacdo da sociabilidade e do
comportamento tipo depressivo, s6 observamos alteracBes apds o periodo de retirada. Na
avaliacdo do comportamento tipo depressivo, os efeitos foram dependentes do sexo. Apds
curto periodo de abstinéncia pela nicotina, fémeas apresentaram aumento do comportamento
tipo depressivo, sendo este efeito revertido quando a exposi¢do a nicotina se deu de forma
combinada ao estresse. De forma contraria, a exposicdo combinada gerou aumento do
comportamento tipo depressivo em machos. De modo inesperado, as fémeas de todos 0s
grupos expostos (NIC, ST e NIC+ST) apresentaram diminui¢do do comportamento tipo
depressivo na idade adulta. Em relacdo ao TS, nossos resultados sugerem um aumento de
sociabilidade no grupo submetido a exposicdo combinada somente apds longo periodo de

interrupgao da exposicao.
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4.2 Alteracdes em ingestdo de liquido e massa corporal

Estudos em humanos e animais tém demonstrado que a administracdo de nicotina
pode levar a uma menor ingestao caldrica e, consequentemente, diminuicdo da massa corporal
(Grunberg, 1986; Hajek et al., 1988; Bishop et al., 2004; Klein et al., 2004). Desta forma, a
nicotina tem sido considerada o mediador da reducdo da massa corporal em tabagistas (Hajek
et al., 1988). Entretanto, no presente estudo a dose diaria e o0 periodo de administracdo nédo
resultaram em efeitos anorexigénicos significativos associados a exposi¢do de nicotina. Por
outro lado, nossos dados indicam uma importante reducdo do ganho de massa corporal gerado
pela exposicado ao estresse, onde ambos 0s grupos estressados (ST e NIC+ST) apresentaram
menor ganho de massa corporal a partir do 4° dia de exposicdo ao estresse. Este resultado é
consistente com o que € normalmente observado em modelos crénicos/sub-crénicos de
estresse de contencdo na literatura, onde em média podemos observar reducdo de massa
corporal ap6s 2-5 dias da inducdo de estresse diario (Faraday et al., 2005; Cruz et al., 2012;
Doremus-Fitzwater et al., 2009). Como esperado, tem sido sugerido que este efeito é mais
intenso na adolescéncia do que na vida adulta (Doremus-Fitzwater et al., 2009; Stone e
Quartermain, 1998).

Duas hipdteses principais podem explicar esse efeito do estresse sobre a massa
corporal. A primeira hipotese é derivada dos efeitos periféricos gerados pelo aumento da
concentracdo sérica de corticosterona, principal glicocorticoide em roedores. O eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA) modula as respostas fisioldgicas frente a uma situacdo de
estresse agudo e crénico (Bugajski et al., 1999). Os glicocorticoides possuem multiplas acdes,
entre elas, promovem aumento da gliconeogénese (Stone e Quartermain, 1998). O aumento da
gliconeogénese pode de forma geral diminuir a disponibilidade de aminoacidos para a sintese
proteica e, consequentemente, promover menor taxa de crescimento muscular e 6sseo no
desenvolvimento corporal durante a adolescéncia. Deste modo, o aumento da gliconeogénese
poderia explicar a reducdo do ganho de massa corporal nos nossos animais. Além desta
possibilidade, tem sido demonstrado que estresse crénico por contengdo promove reducdo do
consumo de racdo (Faraday et al., 2005; Stone e Quartermain, 1998). Desta forma, é provavel
que a reducdo de peso nos grupos ST e ST+NIC seja fruto da associagdo destes dois efeitos
gerados pelo estresse.

Roedores de modo geral demonstram aversdo ao gosto da nicotina. Este fato pode

explicar o motivo da diminuicdo da ingestao de liquido de forma tratamento-dependente, onde
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apenas 0s grupos que receberam a solugédo de nicotina (NIC e ST+NIC) apresentaram menor
consumo de liquido. Apesar de nem todos os estudos que utilizaram o modelo de
administracdo via oral de nicotina indicarem este efeito (Ribeiro-Carvalho et al., 2008), a
maioria dos trabalhos com este modelo demonstram reducéo na ingestdo de liquido (Abreu-
Villaga et al., 2008; Ribeiro-Carvalho et al., 2009; Ribeiro-Carvalho et al., 2011). Outra
possibilidade para esta reducdo pode se dar pelo fato de a nicotina ter acdo antidiurética,
provavelmente, pela estimulacdo hipotalamica, que resulta na alteracdo da liberacdo do
horménio antidiurético pela neurohipofise (Finch et al.,, 2004, Pomerleau, 1992). Vale
ressaltar que a reducdo da ingestdo de liquido observada ndo afetou o ganho de peso destes
animais, desta forma, acreditamos que esta reducdo ndo seja fator relevante nas diferencas
comportamentais observadas no presente estudo.

Outra questdo importante na interpretacdo dos resultados é se o estresse poderia
afetar diretamente o consumo de nicotina gerando padrdo de dose diéria diferente entre os
grupos NIC e NIC+ST. De fato, evidéncias sugerem que 0 estresse pode aumentar 0 consumo
de nicotina em modelos animais (Adriani et al., 2002), entretanto ndo encontramos diferencas
significativas no consumo de nicotina entre os animais que receberam somente solucdo de
nicotina (NIC) e animais que receberam a solugdo de nicotina de forma concomitante a
exposicdo ao estresse. Desta forma, ndo acreditamos que as diferencas comportamentais
encontradas entre os grupos NIC e NIC+ST sejam fruto de um padrédo diferente de exposi¢ao

a nicotina.

4.3 Efeitos da nicotina e/ou estresse sobre ansiedade, tomada de decisdo e atividade

locomotora

Dados epidemiologicos revelam que fumantes possuem maior probabilidade de
apresentar transtornos psiquiatricos, incluindo transtornos de ansiedade (Lasser et al., 2000).
Estudos com fumantes adultos tém mostrado que uso do tabaco pode reduzir a ansiedade,
sendo este efeito normalmente atribuido a nicotina presente nos cigarros (Kassel e Unrod,
2000). Assim, tem sido sugerido que fumantes continuam a fumar a fim regular seu estado de
ansiedade (Gilbert et al., 1989; Picciotto et al, 2002). Em contraste, em adolescentes ha um
aumento dos niveis de ansiedade durante a exposi¢do, apesar de ser sugerido que a ansiedade

também possa ser sintoma de retirada da nicotina (Hughes et al, 2000; Parrot, 2003), podendo
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estar envolvida como fator para a manutencdo do habito de fumar em humanos (Koob et al.,
1993; Watkins et al.,, 2000). Em roedores, tem se mostrado que a nicotina pode ser
ansiogeénica, ansiolitica ou ndo causar alteracGes nos niveis se ansiedade (Broni et al., 1993;
Irvine et al., 1999, 2001; Ouagazzal et al., 1999). Em um estudo anterior do nosso laboratorio,
utilizando um modelo semelhante de administragéo oral de nicotina durante a adolescéncia
(entre PN30 e 45), observamos que, apds curto periodo de retirada, a nicotina promoveu
aumento da ansiedade apenas em camundongos fémeas no EPM (Abreu-Villaca et al., 2008).
No presente trabalho, ndo observamos efeito da exposicdo a nicotina sobre as variaveis
associadas a ansiedade. Esta auséncia de resultado pode ser explicada pelo menor tempo de
exposicao utilizado neste trabalho (PN30-40). Outra possibilidade é existéncia de diferencas
na suscetibilidade a alteracdo da resposta ansiogénica entre as diferentes cepas de
camundongos, pois em nosso estudo prévio foram utilizados camundongos da cepa C57BL/6.
De fato, tem sido reportado que cepas diferentes podem apresentar diferentes sensibilidades a
efeitos ansiogénicos/ansioliticos no teste do EPM (Hogg, 1996).

No presente trabalho também ndo observamos efeito do estresse sobre 0s niveis de
ansiedade em camundongos adolescentes. De fato, os dados da literatura ndo sdo conclusivos
em relacdo aos efeitos esperados. Dependendo do modelo de inducédo ao estresse e do periodo
de exposicdo podemos verificar que durante a adolescéncia o estresse pode gerar efeito
ansiogénico (Stone e Quartermain, 1998), ansiolitico (McCormick et al., 2008) ou ndo
apresentar efeito (Bourke e Neigh, 2011). De forma geral, tem sido demonstrado que modelos
de estresse ndo previsiveis geram respostas emocionais mais intensas que o modelo de
contencdo (Cruz et al., 2012).

Interessantemente, ao final do periodo de exposi¢cdo, animais que receberam a
exposicdo isolada ao estresse demonstraram em média um aumento ndo significativo do
tempo no centro da arena do EPM, entretanto, quando a exposi¢do ao estresse se deu de forma
concomitante a nicotina este efeito foi amplificado gerando diferencas significativas. Ha
muita discussdo na literatura sobre qual seria o significado biolégico mais adequado desta
variavel. Trullas e colaboradores (1991) mostraram que um medicamento ansiolitico
benzodiazepinico, clorodiazep6xido, diminui o tempo no centro da arena do EPM. Em
contraste, um ligante de glicina, associado com um agonista parcial do receptor de NMDA,
aumenta o tempo no centro apesar de possuir efeito ansiolitico no EPM. Além disso, foi
demonstrado que benzodiazepinicos reduzem o comportamento de decisdo em ratos. Tomados
em conjunto estes resultados sugerem que o tempo no centro do EPM pode refletir a

capacidade de resolucdo de conflitos (Wall e Messier, 2001). Neste sentido, nosso resultado
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sugere que animais expostos ao estresse e nicotina concomitantemente apresentam dificuldade
na tomada de decisdo, refletida pelo maior tempo na parte central da arena. Apds curto
periodo de retirada apenas machos do grupo estressado e do grupo exposto a nicotina
isoladamente apresentaram reducdo do tempo no centro. Este efeito sugere que a abstinéncia
da nicotina e a retirada do evento estressor geram menor tempo na resolucdo de conflito, o
que pode indicar impulsividade.

Estudos prévios mostram que camundongos sdo sensiveis aos efeitos de ativacéo
locomotora da nicotina (Saito et al, 2005; Ulusu et al, 2005), inclusive durante a adolescéncia
(Abreu-Villaga et al., 2008). De forma interessante, apesar de a nicotina ndo ter sido capaz de
apresentar este efeito no presente trabalho, a exposicdo concomitante com estresse gerou
hiperatividade em ambos os sexos. Em fémeas, 0s nossos resultados sugerem que 0 estresse
foi capaz de aumentar a susceptibilidade aos efeitos da nicotina sobre a atividade locomotora.
Sabe-se que a nicotina pode ativar neurénios dopaminérgicos no mesencéfalo e terminais
dopaminérgicos pré-sindpticos no estriato, levando a liberacdo de dopamina, desta forma
modulando o controle dopaminérgico sobre a atividade locomotora e, paralelamente, sobre 0s
processos de recompensa (Calabresi et al., 1989; Picciotto et al., 1998; Pidoplichko et al.,
1997). O efeito observado no nosso modelo pode ser relevante na geracdo de maior
suscetibilidade das fémeas na resposta de recompensa e no desenvolvimento de dependéncia a
nicotina. Em acordo com esta ideia, McCormick e colaboradores (2004) demonstraram que
estresse social durante a adolescéncia aumenta a sensibilizacdo da nicotina na resposta
locomotora em fémeas. No nosso estudo, a hiperatividade observada em machos do grupo da
exposicdo combinada ST+NIC parece refletir o efeito da exposicéo ao estresse, sugerindo que
a nicotina ndo é capaz de alterar este efeito.

4.4 Efeitos da nicotina e/ou estresse sobre o comportamento social

O reconhecimento social é critico para o estabelecimento e manutencdo da estrutura
social em animais que vivem em grupos (Kercmar at al., 2011). A adolescéncia, em especial a
puberdade, tem sido descrita como periodo importante no desenvolvimento do
comportamento social (Spear, 2000) e eventos estressores neste periodo podem afetar o
comportamento social do individuo quando adulto (Huang et al., 2013; Kercmar at al., 2011).

O tipo de evento estressor parece ser fator fundamental nas alteracbes no comportamento
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social em modelos animais. Estresse por isolamento social na adolescéncia promove aumento
do tempo de interagdo social na idade adulta, sugerindo alteragdo no processo de
reconhecimento social (Kercmar at al., 2011). Por outro lado, quando é realizado estresse por
enfrentamento social h4 uma diminuicdo da interacdo social na vida adulta (Huang et al.,
2013). No presente trabalho, utilizando um modelo de estresse sem carater social, observamos
que a exposicdo ao estresse durante a adolescéncia também ndo promoveu alteracGes
significativas no comportamento social, entretanto, quando o estresse foi associado ao
consumo de nicotina ocorreu um aumento do tempo de interacdo social nos animais adultos.
Este resultado poderia ser explicado por uma reducdo na capacidade de reconhecimento
social. Porém, para a confirmacdo desta hipOtese seria necesséaria a realizacdo de uma
sequéncia de testes sociais na presenca do mesmo animal ndo-familiar para que pudesse ser
verificado o fenbmeno de habituacdo, onde em situacbes normais ocorreria a reducédo
progressiva do tempo de interagdo social. Outros modelos de testes sociais que permitam a
identificacdo da modalidade da interagdo social (reconhecimento, agressividade e

comportamento de brincar) seriam interessantes no entendimento deste fenémeno.

4.5 Efeitos da nicotina e/ou estresse sobre o comportamento tipo depressivo

Depressao e uso/abuso de drogas sdo dois dos problemas mais importantes de saude
publica em relacdo a adolescentes (Shivola et al, 2008). Estudos epidemiol6gicos tém
sugerido que existe uma relacdo causal entre ambos os problemas. Esta relagdo parece ser
bidirecional, de forma que o uso de drogas pode precipitar o surgimento de um estado
depressivo, assim como a depressdo prévia na adolescéncia pode favorecer o uso de drogas
e/ou facilitar os mecanismos de dependéncia (Shilova et al. 2008). Resultados de um estudo
do nosso laboratério indicaram que um curto periodo de abstinéncia a nicotina durante a
adolescéncia pode aumentar o comportamento tipo depressivo apenas em fémeas (Ribeiro-
Carvalho et al. 2011). Este resultado foi corroborado no presente estudo, onde fémeas também
se mostraram mais suscetiveis ao efeito de retirada de curto prazo da nicotina. Neste sentido,
nosso resultado é consistente com a idéia a abstinéncia a nicotina na adolescéncia pode alterar
certas funcGes emocionais de maneira sexo-dependente.

No presente estudo, 0 estresse ndo gerou resposta suficientemente intensa para causar

comportamento tipo-depressivo. Apesar do aumento médio do tempo de imobilidade em
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machos ap6s curto periodo de retirada, este ndo chegou significancia estatistica. A literatura
mostra respostas variadas ao estresse dependendo da cepa, sexo, idade, tipo e tempo de evento
estressor, como também, a duracdo da sua exposicdo (Faraday et la., 2005; Ver Hoeve et al.,
2013; Hong et al., 2012). E interessante apontar que 0s nossos resultados indicam um
dimorfismo sexual na resposta aos efeitos da exposi¢do combinada do estresse com a nicotina.
A exposigdo concomitante ao estresse reverteu o efeito depressivo da abstinéncia de curto
prazo da nicotina em fémeas. De forma oposta ao observado em fémeas, machos somente
apresentaram comportamento tipo depressivo durante um curto periodo de abstinéncia a
nicotina quando foram expostos de forma concomitante ao estresse. Este resultado sugere que
0 estresse pode alterar a funcdo cerebral de forma diferente entre machos e fémeas, podendo
gerar consequéncias diferentes na suscetibilidade ao efeito de drogas. Recentemente,
Weathington e colaboradores (in press) mostraram que a distribuicdo de receptores para CRF
é sexualmente dimdrfica em diversas regides cerebrais durante a adolescéncia. Considerando
que a exposicao a nicotina durante a adolescéncia promove upregulation dos receptores para
CRF no cortex frontal e hipotalamo em ratos machos que apresentam comportamento tipo
depressivo (Slawecki et al., 2005), podemos sugerir que a exposicdo a nicotina pode ter
intensificado o efeito do stresse induzido pelo FST em nosso estudo. Futuros estudos que
investiguem o dimorfismo sexual do eixo HHA e dos sistemas neurais de resposta ao estresse
sdo de fundamental importancia no entendimento da relacéo entre estresse e drogas de abuso
na geracdo de disturbios psiquiatricos. Curiosamente, fémeas de todos 0s grupos
experimentais apresentaram diminuicdo do tempo de imobilidade na idade adulta ap6s longo
periodo de retirada, indicando que tanto a nicotina quanto o estresse durante a adolescéncia
podem gerar consequéncias comportamentais na vida adulta, sendo as fémeas, nesse modelo,

mais suscetiveis a efeitos de longo prazo que machos.



61

CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo indicam que as exposi¢Oes a nicotina e ao estresse
interagem durante a adolescéncia de forma sexo-dependente gerando alteragdes tanto durante
0 periodo de exposi¢cdo como ap6s a sua interrupcdo, podendo até mesmo gerar alteraces
comportamentais que repercutem tardiamente na vida adulta. No presente estudo observamos
que a exposicdo combinada a nicotina e estresse:

a) Gerou um aumento no tempo de tomadas de deciséo e hiperatividade durante
periodo de exposicao;

b) Gerou comportamento tipo depressivo apds curto periodo de retirada em
machos e reverteu o efeito da abstinéncia a nicotina em fémeas;

c) Levou a aumento do tempo de sociabiliza¢do na vida adulta.

O conhecimento das alteracOes geradas pela exposicdo combinada de estresse e
nicotina € de fundamental importancia para o entendimento das alteracbes psiquiatricas que
diminuem a motivacao e aumentam o risco de recaida do tabagismo. Futuros estudos sobre o
papel das vias de resposta ao estresse na geracdo das alteracbes emocionais geradas pela
interacdo entre estresse e nicotina abrirdo possibilidade de criacdo de terapias mais eficientes
no tratamento do tabagismo.
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