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RESUMO 

 
 
O abrasamento é um modelo experimental bem conhecido de epilepsia progressiva, 
induzida por estimulação sublimiar elétrica ou química. Apenas recentemente o 
abrasamento induzido por nicotina (NIC) foi caracterizado farmacologicamente e 
histologicamente. Além disso, é sabido que diferenças de gênero e de idade na 
susceptibilidade à convulsão são uma das questões mal resolvidas na epilepsia. Baseado 
nestes fatos, o presente estudo objetivou investigar a influência do gênero e idade nas 
alterações comportamentais e neuroquímicas induzidas pelo abrasamento por nicotina 
em ratos. Ratos Wistar machos e fêmeas periadolescente (35-37 dias; n=8 por grupo) e 
adultos (73-75 dias; n=8 por grupo) foram usados. Durante 4 semanas foi realizada a 
administração repetida de NIC 2,0 mg/kg, intraperitonealmente, de segunda à sexta-
feira e as convulsões  avaliadas de acordo com a escala de Racine. Trinta minutos após 
a última administração de NIC (25º dia), os animais foram eutanasiados, córtex pré-
frontal (CPF), corpo estriado (CE) e hipocampo (HC) dissecados e homogenatos a 10% 
preparados com tampão fosfato de potássio (pH 7,4). Os homogenatos foram usados 
para avaliar a atividade da SOD, quantificação dos níveis de GSH, de nitrito/nitrato 
(como maneira indireta de determinar o óxido nítrico) e a formação de peróxidos 
lipídicos pela mensuração das substâncias que reagem ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). 
Fêmeas periadolescentes e adultas e machos adultos apresentaram a mesma 
susceptibilidade ao desenvolvimento do abrasamento quando comparado aos ratos 
machos periadolescentes, apresentando estágio 5 de convulsões após 19 dias de 
tratamento de NIC, enquanto os ratos machos periadolescentes apresentaram estágio 5 
apenas após 24 dias de administração. Com relação às mortes as fêmeas 
periadolescentes foram mais susceptíveis aos efeitos tóxicos da NIC com 75% de 
mortes neste grupo. Os machos periadolescentes apresentaram um aumento dos níveis 
de GSH no CPF e CE e nenhuma alteração na atividade da SOD, conteúdo de nitrito e 
peroxidação lipídica. Ao contrário, os outros grupos diminuíram os níveis de GSH e a 
atividade da SOD, com dano na membrana detectado pela elevação na peroxidação 
lipídica em machos adultos e fêmeas periadolescentes, mas não em fêmeas adultas. Em 
conclusão, nossos resultados demonstram que o abrasamento induzido por NIC é 
influenciado pelo gênero e idade do animal e que parâmetros de estresse oxidativo, 
estão relacionados, pelo menos em parte, à susceptibilidade/resistência do animal às 
convulsões induzidas por esta droga. 

 

Palavras-chave: abrasamento induzido por nicotina, estresse oxidativo, gênero e idade 



 

 

ABSTRACT 

 

 
Kindling is a well-known experimental model of progressive epilepsy induced by 
electrical or chemical subthreshold stimulation.  Only recently nicotine-induced 
kindling was pharmacologicaly and histologicaly characterized. Furthermore is known 
sex and age differences in seizure susceptibility are one of the unresolved issues in 
epilepsy. Based on this, the present study aimed to investigate gender and age 
influences in behavioral and neurochemical changes nicotine-induced kindling in rats. 
Male and Female periadolescent (35-37 days old, n= 8/group) and adult (73-75 days 
old, n=8/group) Wistar rats were used. During 4 weeks, kindling seizures were induced 
by repeated administration of NIC 2.0 mg/kg, intraperitoneally, from Monday to Friday. 
Convulsant activity was evaluated according Racine scale. Thirty minutes after the last 
administration of NIC, animals were euthanized, prefrontal cortex (PFC), striatum (ST) 
and hippocampus (HC) dissected and homogenates to 10% prepared with potassium 
phosphate buffer (pH 7.4). Finally, homogenates were used to evaluate Superoxide 
Dismutase (SOD) activity, levels Glutathione Reduced (GSH) quantifying, 
nitrite/nitrate levels (as an indirect way to determine nitric oxide) and lipid peroxides 
formation by measuring the thiobarbituric-acid reacting substances (TBARS). Female 
periadolescent and adult and male adult presented same susceptibility to kindling 
development whem compared to male periadolescent, presented stage 5 seizures after 
19 days NIC treatment, whereas male periadolescent rats presented stage 5 only after 24 
days of administration. Regarding to deaths female periadolescente were more 
susceptible to toxic effects of NIC with 75% deaths in this group. Male periadolescent 
presented an increase in the GSH levels in CPF e CE and no change in SOD acitivity, 
nitrite content and lipid peroxidation. Unlike, other groups decreased GSH levels and 
SOD activitiy with membrane damage detected by an increase in lipid peroxidation in 
male adult and female periadolescent, but not in female adult animals. In conclusion, 
our results demonstrate that NIC-induced kindling is influenced by gender and age and 
oxidative stress parameters, are related, at least in part, to the animal’s 
susceptibility/resistance to the kindling induced by this drug. 
 

Key-words: nicotine-induced kindling, oxidative stress, sex and age   
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1     INTRODUÇÃO 

 

Um modelo experimental comum de epilepsia progressiva é o abrasamento 

(tradução da palavra inglesa kindling). O primeiro conceito de abrasamento descrevia 

um processo no qual a atividade epileptiforme conhecida como pós-descarga (PD) podia 

ser desencadeada pela estimulação elétrica ou química de estruturas cerebrais 

(RACINE; MCLNTYRE, 1986). Goddard (1967) foi o primeiro a demonstrar que o 

abrasamento de áreas subcorticais, por estímulos de baixa intensidade (50 µamp) a 

intervalos dispersos produziam um aumento na susceptibilidade para crises ou episódios 

convulsivos pela diminuição do limiar da convulsão. Portanto, o abrasamento resulta em 

modificações progressivas e duradouras na responsividade neuronal que se manifestam 

pelo aumento na duração, complexidade e propagação da PD a partir do sítio de 

estimulação, bem como na progressão previsível da resposta convulsiva que o 

acompanha (GODDARD; MCINTYRE; LEECH, 1969; RACINE, 1972).  

O fenômeno do abrasamento é considerado um importante modelo no 

estudo da epilepsia, uma vez que foi demonstrado que convulsões induzidas podem 

tornar-se manifestações comportamentais permanentes (PINEL; ROVNER, 1978), que 

relembram a gênese e progressão de algumas desordens epilépticas, como a epilepsia do 

lobo temporal ou, de forma mais apropriada, a convulsão parcial complexa. Como 

ocorre no abrasamento, este tipo de convulsão tem origem focal, mas subseqüentemente 

se generaliza, com perda da consciência e, freqüentemente, componentes motores 

podendo chegar a uma convulsão tônico-clônica generalizada (HANNESSON E 

CORCORAN, 2000). 

O abrasamento pode também ser obtido através de estimulação corneal, bem 

como de estimulação química repetida, utilizando-se drogas como cocaína, 

pentilenotetrazol, dentre outras, ou até mesmo pela retirada do etanol. 

Porém, quando o abrasamento por quimioconvulsivantes é examinado, 

independente do causado pela cocaína, a maioria dos outros convulsivantes químicos 

que induzem abrasamento por injeção sistêmica parecem agir predominantemente no 

sistema GABAérgico. Contudo no que se refere ao abrasamento induzido por nicotina, 

pouco de seu mecanismo é conhecido (BASTLUND et al., 2005).  

Os modelos de abrasamento em roedores têm contribuído para o 

conhecimento do efeito da ocorrência de crises epilépticas de curta duração na 
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fisiopatologia da epilepsia do lobo temporal (KOTLOSKI et al., 2002; SAYIN et al., 

2003) e, além disto, podem ser de maior interesse para o estudo da plasticidade neuronal 

em geral, visto que as modificações neuronais produzidas pelo abrasamento podem estar 

associadas a modificações em funções outras que não somente a epilepsia (funções não-

epilépticas) ou comportamentais que dependem dos neurônios afetados (LOSCHER et 

al., 2003). 

 

1.1 Epilepsia do lobo temporal (ELT) e o Abrasamento 

 

A epilepsia é uma das mais comuns desordens do cérebro, atingindo cerca 

de 0,5-1% de pessoas no mundo, e cerca de 15% dos pacientes sejam refratários, ou 

seja, continuam a ter crises, sem remissão, apesar de tratamento adequado com 

medicamentos anticonvulsivantes (BANERJEE; HAUSER, 2008). A incidência 

estimada na população ocidental é de 1 caso para cada 2.000 pessoas por ano. A 

incidência de epilepsia é maior no primeiro ano de vida e volta a aumentar após os 60 

anos de idade. A probabilidade geral de ser afetado por epilepsia ao longo da vida é de 

cerca de 3% (KWAN; SANDER, 2004). É caracterizada por crises epilépticas 

recorrentes, normalmente não-provocadas, ou seja, não provocadas por febre, insultos 

agudos do Sistema Nervoso Central (SNC) ou desequilíbrios tóxico-metabólicos graves, 

como deficiências nutricionais, hipoglicemia, hipocalcemia, encefalopatia urêmica, 

acarretando em conseqüências cognitivas, psicossociais e sociais desta condição 

(CHANG; LOWENSTEIN, 2003; ENGEL; PEDLEY, 2008). O termo “epilepsia” 

encerra uma grande variedade de manifestações clínicas, desde as chamadas auras 

psíquicas até as crises tônico-clônicas generalizadas, incluindo as epilepsias da infância, 

as epilepsias secundárias à outras doenças, as epilepsias de origem familiar e muitas 

outras. De acordo com a Classificação Internacional de Doenças e Problemas 

relacionados à Saúde, a epilepsia é classificada em nove diferentes tipos, conforme na 

figura abaixo (Figura 1) (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010). 
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Figura 1- Classificação Internacional de doenças e problemas à Saúde. 

Classificação Internacional de Doenças e Problemas relacionados à Saúde 

Código Tipo (descrição) 

G40.0 

Epilepsia e síndromes epilépticas 

idiopáticas definidas por sua localização 

(focal) (parcial) com crises de início focal 

G40.1 

Epilepsia e síndromes epilépticas 

sintomáticas definidas por sua localização 

(focal) (parcial) com crises parciais 

simples 

G40.2 

Epilepsia e síndromes epilépticas 

sintomáticas definidas por sua localização 

(focal) (parcial) com crises parciais 

complexas 

G40.3 
Epilepsia e síndromes epilépticas 

generalizadas idiopáticas 

G40.4 
Outras epilepsias e síndromes epilépticas 

generalizadas 

G40.5 Síndromes epilépticas especiais 

G40.6 
Crise de grande mal, não especificada 

(com ou sem pequeno mal) 

G40.7 
Pequeno mal não especificado, sem crises 

de grande mal 

G40.8 Outras epilepsias 

Fonte: Portaria SAS/MS Nº 492, de 23 de setembro de 2010, Ministério da Saúde, Brasil. Acesso em: 15 
de outubro de 2011. 

 

Dados epidemiológicos mostram que o tipo mais freqüente de crise em seres 

humanos é a epilepsia de lobo temporal (ELT), sendo a forma mais comum de epilepsia 

focal, responsabilizando-se por pelo menos 40-50% de todos os casos desta patologia 

(YACUBIAN, 2004; GUERREIRO et al., 2000). Este tipo de epilepsia é caracterizado 

por crises bastante peculiares denominadas “crises parciais complexas”. Os circuitos 

primariamente envolvidos na ELT incluem estruturas do sistema límbico, 

particularmente o hipocampo e a amígdala (Figura 2). Essas estruturas participam dos 
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processos de memória e aprendizado e encontram-se seriamente afetadas na ELT.  O 

achado mais característico da ELT, no homem, é a atrofia hipocampal, decorrente da 

perda seletiva de neurônios e do processo de gliose que acompanha a perda celular 

(YACUBIAN, 2004; GUERREIRO et al., 2000).  

A esclerose hipocampal refere-se a uma perda neuronal variável e seletiva 

em CA1 (Setor de Sommer), CA3 e no hilo, que são regiões localizadas no hipocampo, 

sendo uma das características neuropatológicas mais importantes na ELT (MELDRUM; 

BRUTON, 1992). Há gliose secundária, ou seja, alteração da substância branca, e 

atrofia da formação hipocampal que pode atualmente ser identificada através de 

ressonância magnética de alta resolução. A perda de neurônios hilares do giro denteado 

geralmente é evidente, sendo por vezes a única anormalidade (nesse caso denominada 

esclerose do endfolium). Em casos mais graves, além da esclerose, há perda neuronal 

também em locais extra-hipocampais, como córtex entorrinal, giro para-hipocampal, 

amígdala, tálamo e cerebelo. Entretanto, a perda celular fora do hipocampo não ocorre a 

menos que haja também perda neuronal nesta área (MARGERISON; CORSELLIS, 

1966).  

 

Figura 2- Estruturas do sistema límbico. 

 

Fonte: http://painconsortium.nih.gov/symptomresearch/chapter_23/images/fig81v2.gif 
Acesso: 30.06.2011 

 



21 

 

A ELT associada a esta esclerose é a principal causa de resistência ao 

tratamento medicamentoso (refratariedade) em pacientes adultos com epilepsia, 

tornando-se o tipo predominante e incapacitante (FRENCH et al., 1993). 

Para entender as epilepsias, inúmeras abordagens têm sido feitas, tanto pelo 

estudo do tecido epiléptico após remoção cirúrgica do foco epiléptico, bem como 

através de estudos dos tecidos cerebrais provenientes de animais de laboratório que são 

submetidos aos modelos experimentais de epilepsia (MODY; SCHWARTZKROIN, 

1997). A alta incidência de refratariedade na ELT em humanos, bem como seu impacto 

na vida do indivíduo e na sociedade, tem compelido pesquisadores no mundo a estudar 

sua fisiopatologia, o que torna estes modelos particularmente relevantes e os mais 

utilizados são aqueles que mimetizam a ELT, como o modelo por pilorcapina (TURSKI 

et al., 1983), o modelo do ácido caínico (Ben-Ari, 1985) e o abrasamento (GODDARD, 

1967). 

 

1.2 Aspectos fisiológicos do abrasamento 

 

O abrasamento, conforme mencionado anteriormente, tem sido usado como 

um modelo para a epilepsia do lobo temporal e para o entendimento da epileptogênese 

(processo de desenvolvimento da epilepsia) humana por muitos investigadores por mais 

de 30 anos, e os resultados têm sido freqüentemente interpretados em termos de suas 

implicações para a condição humana (BERTRAM, 2007). 

 

1.2.1 Histórico 

 

O abrasamento ou kindling foi descrito em 1967 por Graham Goddard, no 

qual ele observou que repetidos estímulos excitatórios elétricos e de baixa intensidade 

(50 μamp), aplicados em estruturas cerebrais, acarretavam no aparecimento progressivo 

de crises comportamentais e detectáveis eletrograficamente, que cresciam e se 

propagavam induzindo crises motoras generalizadas e uma permanente susceptibilidade 

às crises epilépticas. Os estímulos eram provenientes da implantação profunda de 

eletrodos em regiões cerebrais específicas, como a amígdala (Figura 3) ou hipocampo 

(MCINTYRE et al., 2002; MORIMOTO et al., 2004). 

Em décadas recentes muitos outros métodos de abrasamento foram 

introduzidos na pesquisa, dentre eles o abrasamento corneal (MATAGNE; 
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KLITGAARD, 1998; POTSCHKA; LOSCHER, 1999) e abrasamento químico por 

compostos como picrotoxina, bicuculina (NUTT et al., 1982), FG 7142 (LITTLE; 

NUTT;  TAYLOR, 1987), cocaína (ITZHAK, 1996; MILLER et al., 2000; POST;  

KOPANDA, 1975; POST; WEISS; PERT, 1988) e pentilenotetrazol (ERDTMANN-

VOURLIOTIS et al., 1998; LITTLE; NUTT; TAYLOR, 1987; MASON; COOPER, 

1972). E mais recentemente um fenômeno similar foi reportado com as convulsões 

repetidas induzidas pela retirada após intoxicação por etanol (GONZALEZ et al., 2001), 

mostrando assim que não é apenas o estímulo químico ou elétrico que pode causar 

abrasamento.  

 

Figura 3 - Localização do complexo amigdalóide no rato. 

 

Fonte: http://www.multiciencia.unicamp.br/img_03/artigos/mc_fig1.jpg  
Acesso em: 04.07.2011 

 

1.2.2 Mecanismos celulares gerais envolvidos no abrasamento 

 

A evolução do processo de abrasamento segue um padrão característico bem 

definido e tem sido estudado por diferentes pesquisadores (RACINE, 1972). Duas 

características principais do abrasamento devem ser mantidas em mente: é necessário 

ter uma convulsão para o abrasamento ocorrer e a convulsão induzida não é espontânea. 

Este fenômeno é de longa duração, uma vez que, quando o platô é atingido e mantido, 
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existe uma pequena queda na resposta ao abrasamento após períodos sem estimulação 

(GODDARD; MCINTYRE; LEECH, 1969; HIYOSHI; WADA, 1992).  

A progressão comportamental no desenvolvimento do abrasamento sugere 

que ele começa com um número limitado de circuitos neuronais e, posteriormente, 

estende-se para circuitos adicionais, correlacionando-se com o componente 

comportamental de crises que evoluem para convulsões, ou seja, há recrutamento de 

outras áreas cerebrais fora do foco estimulado, que são acompanhadas pela progressão 

do estágio de convulsão comportamental envolvendo clônus unilateral e então bilateral 

com rearing e queda do animal (BERTRAM, 2007; POST, 2007).  O aumento da 

duração destas crises sugere que a resistência existente dos circuitos para a atividade 

convulsiva está também enfraquecida, mostrando que o abrasamento resulta em 

mudanças na capacidade do cérebro em limitar as convulsões (BERTRAM, 2007). 

Em termos de mecanismo, este fenômeno tem mostrado causar uma 

facilitação da plasticidade funcional via atividade-dependente, e juntamente a este 

processo, há uma indução espaço-temporal de genes imediatos como c-fos e de genes 

efetores tardios incluindo neuropeptídeos, fatores neurotróficos e uma variedade de 

outros compostos químicos envolvidos na síntese e liberação de neurotransmissores e 

ação no receptor (POST; WEISS, 1992). Mudanças nas vias de sinalização intracelular, 

função de neurotransmissores, expressão de canais de íons e morfologia neuronal e 

ultraestrutural também têm sido correlacionadas (SATO et al., 1996). 

Foi observado um aumento dos níveis de BDNF (fator neurotrófico 

derivado do cérebro) no hipocampo, hipotálamo, neocórtex e corpo estriado, no qual 

tem mostrado causar hiperexcitabilidade em cortes hipocampais (SATO et al., 1996); 

aumento progressivo da densidade do receptor GABA A no giro denteado, e 

downregulation aguda evoluindo para upregulation deste receptor  em CA1 e CA3 (LIU 

et al., 2009); aumento da expressão de canais iônicos de sódio Nav1.6 em CA3 

causando um aumento persistente na corrente de sódio, e provavelmente, contribuindo 

para a excitabilidade exacerbada (BLUMENFELD et al., 2009). 

 

 

1.3 Nicotina e o abrasamento 

 

1.3.1 Aspectos gerais da nicotina 
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A nicotina, um alcalóide natural derivado de duas espécies vegetais, 

Nicotiana tabacum e Nicotiana rustica (Figura 4), foi isolada em 1828 da folha do 

tabaco por Posselt e Reiman, faz parte da fumaça do cigarro, como um dos seus 4.000 

componentes, sendo o mais estudado entre todos (BENOWITZ, 1992).  

 

Figura 4 -  Espécies vegetais que dão origem à nicotina.  
A – Nicotiana tabacum; B – Nicotiana rustica 
  A           B 

   

Fontes: http://www.botanik.de/files/images/Nicotiana%20tabacum.preview.jpg;  
http://toxicopoeia.com/botany/plants/image/Nicotiana%20Rustica.jpg  
Acesso em: 05.07.2011 

 

A difusão do tabaco no começo do século XX fez com que seu consumo 

aumentasse durante a 2ª Grande Guerra Mundial, atingindo o auge nas décadas de 50 e 

60. Declinou discretamente em alguns países desde 1970, mas os problemas associados 

a esse consumo têm estimulado mais pesquisas, pois os dados são alarmantes. Existem 

mais de 1 bilhão de fumantes no mundo, e a metade deles, se permanecer fumando, 

morrerá prematuramente (MARQUES et al., 2001). 

No Brasil, a proporção de pessoas que já fumaram cigarro na vida é de 

41,1%, sendo que as classes de nível socioeconômico mais baixo fumam mais. Cerca de 

90% dos fumantes ficam dependentes da nicotina entre os 5 e os 19 anos de idade 

(atualmente temos aproximadamente 2,8 milhões de fumantes nessa faixa etária), mas a 
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grande concentração de fumantes está na faixa etária, entre 20 a 49 anos de idade. Na 

região Sul é onde existem mais dependentes: 42% dos habitantes. No Nordeste, são 

31%. Os adeptos da nicotina seguem o comportamento idêntico aos dependentes de 

heroína e cocaína (GALDURÓZ et al., 2005). 

Dados da Organização Mundial da Saúde (OMS) estimam que, atualmente, 

5,4 milhões de óbitos são atribuídos ao tabagismo no mundo anualmente (WHO, 2002), 

dos quais 200 mil são no Brasil (WHO, 2008), com uma projeção estimada de óbitos em 

torno de 10 milhões até o ano 2020, dos quais 7 milhões ocorrerão nos países em 

desenvolvimento. Vale dizer que o tabagismo, hoje, mata mais que a soma das mortes 

por AIDS, cocaína, heroína, álcool, suicídios e acidente de trânsito (MARQUES et al., 

2001). Entretanto, a indústria do tabaco movimenta centenas de bilhões de dólares ao 

ano, e tem um poderoso “lobby” político, dificultando assim, o desenvolvimento de 

medidas preventivas (FOCCHI, 2003). 

 

1.3.2 Aspectos farmacológicos da nicotina 

 

A nicotina é uma amina terciária composta por anéis de piridina e 

pirrolidina (Figura 5) (ROSEMBERG, 2002). Trata-se de uma base volátil (pKα = 8,5) 

incolor, que se torna acastanhada e adquire o odor do tabaco quando exposta ao ar 

(GOODMAN; GILMAN, 2005).  

 
Figura 5 - Estrutura química da nicotina. 
 

 

Fonte: http://www.energia.com.br/professores/alquimistas/curiosidades/formula_08.jpg Acesso em: 
05.07.2011 
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É rapidamente absorvida pelas vias respiratórias, membranas bucais e pele, 

por ser uma base extremamente forte sua absorção no estômago é limitada, sendo 

absorvida mais eficientemente no intestino. A absorção da nicotina no organismo, é em 

média 1,0 mg por cigarro, variando de 0,37 mg a 1,56 mg, entretanto a 

biodisponibilidade pode aumentar em até 3 vezes com a intensidade da tragada e a 

técnica do fumante (GOODMAN; GILMAN, 2005; BENOWITZ, 1998). Pode ser 

administrada por via oral na forma de goma, emplastro transdérmico, spray nasal e 

inalador de vapor, sendo as duas primeiras formas mais amplamente utilizadas, com o 

objetivo de obter uma concentração plasmática contínua inferior às concentrações 

sanguíneas venosas após o fumo de cigarros, auxiliando assim, no tratamento contra a 

síndrome de abstinência (GOODMAN; GILMAN, 2005).   

Cerca de 80-90% da nicotina são alterados no corpo, principalmente no 

fígado pelo sistema citocromo 450 (CYP), no qual o gene codificador CYP2A6 é ativo 

nessa metabolização, entretanto pode ser metabolizado também nos rins e nos pulmões. 

A cotinina é o principal metabólito, enquanto a nicotina-1’-N-óxido e a 3-

hidroxicotinina e metabólitos conjugados são encontrados em menores quantidades 

(ROSEMBERG, 2002; BENOWITZ, 1998). A meia-vida é em torno de 2 horas, porém 

a da cotinina varia de 18-36 horas, podendo ser útil como marcador de uso da nicotina 

(FOCCHI, 2003). Tanto a nicotina quanto seus metabólitos são rapidamente eliminados 

pelos rins. A taxa de excreção urinária depende do pH da urina, na qual a excreção 

diminui quando a urina é alcalina. Também é excretada no leite de mulheres que fumam 

durante a lactação, podendo conter 0,5 mg/l (GOODMAN; GILMAN, 2005). 

 

1.3.3 Efeitos da nicotina no Sistema Nervoso Central 

 

As ações sistêmicas da nicotina são mediadas por receptores nicotínicos, de 

maioria iônica, encontrados no sistema nervoso central (SNC), nos gânglios 

autonômicos periféricos, na glândula supra-renal, em nervos sensitivos e na musculatura 

estriada esquelética (MARQUES et al., 2001). 

No SNC, a nicotina liga-se a receptores centrais e periféricos, atravessando 

a barreira hematoencefálica, na qual a partir de múltiplos sítios de ação, produz vários 

efeitos, preponderantemente excitatórios, ou seja, estimulando a liberação de vários 

neurotransmissores, como noradrenalina, acetilcolina, dopamina, GABA, entre outros 

(BRODIE, 1991).  
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A administração aguda em ratos pode aumentar a liberação de dopamina no 

sistema límbico e na via nigroestriatal (WISE; HORFFMAN, 1992). A estimulação 

nicotinérgica atua também sobre outras áreas cerebrais, como o hipocampo, provocando 

melhora da atenção e da memória, sobre o córtex pré-frontal, agindo sobre as funções de 

comportamento social e sobre o sistema noradrenérgico do locus coeruleus, na 

protuberância, relacionado com as respostas ao estresse e implicado na depressão. Este 

efeito é semelhante ao produzido por outras substâncias como cocaína ou anfetaminas 

(SENA; FERRET-SENA, 2004; WATKINS; KOOB; MARKOU, 2000). A nicotina 

também promove um rápido, mas pequeno aumento do estado de alerta (HEISHMAN; 

TAYLOR; HENNINGFIELD, 1994), e diminui o apetite (SENA; FERRET-SENA, 

2004).  

Em baixas doses a nicotina afeta o aprendizado, diminui a ansiedade, altera 

as respostas cardiovasculares, de termorregulação e nocicepção. Em altas doses produz 

comportamentos mais drásticos, incluindo eventualmente a indução de convulsões 

tônico-clônicas em roedores (BENOWITZ, 1999; SALAS et al., 2003). Relatos 

mostram que a nicotina como droga de abuso causa ativação da área tegmental ventral 

(ATV), uma região mesencefálica envolvida na mediação de ações de recompensa de 

muitas drogas de abuso, levando à produção de dopamina e à sua liberação, através de 

neurônios axonais, no núcleo accumbens (NAC), zona importante na motivação dos 

comportamentos devido às suas conexões com o sistema de recompensa e com outras 

regiões do córtex pré-frontal (BALFOUR, 2004). Estudos com microdiálise mostram 

que a administração sistêmica ou local de nicotina produz aumentos dose-dependentes 

nos níveis de dopamina no núcleo accumbens (NAC) de animais (SIDHPURA; 

REDFERN; WONNACOTT, 2007) e no corpo estriado de humanos fumantes 

(MONTGOMERY et al., 2007). 

A administração da nicotina in vivo e em culturas celulares desencadeia o 

aumento da expressão de vários genes relacionados com a neurossecreção incluindo os 

relacionados à síntese das enzimas biossintetizadoras de catecolaminas, estimulando 

assim sua liberação (BENOWITZ, 1999). 

 

1.3.4 Nicotina e Convulsão 

 

A ação convulsiva da nicotina está bem documentada (BENOWITZ, 1999), 

mas pouco do seu mecanismo foi determinado. Foi demonstrado que estas convulsões 
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induzíveis são originadas no hipocampo e são centralmente mediadas envolvendo os 

receptores colinérgicos nicotínicos α3, α7 e β4 (DAMAJ et al., 1999; KEDMI et al., 

2004), pontuando o papel destes receptores na modulação da excitabilidade cerebral, 

entretanto pouco é conhecido sobre a função destes receptores na gênese das convulsões 

(LOSCHER et al., 2003). 

O envolvimento dos receptores NMDA também foi reportado, mostrando 

que a liberação de glutamato via estimulação de receptores nicotínicos pré-sinápticos 

tem sido implicado na ação convulsiva da nicotina, e que um potente antagonista do 

receptor de glutamato do subtipo NMDA, MK-801 (dizocilpina), mostrou suprimir o 

desenvolvimento de convulsões induzidas por nicotina (FEDELE et al., 1998; DAMAJ 

et al., 1999). Há relatos mostrando que o óxido nítrico liberado (NO) pela ativação de 

receptores NMDA, também apresentem um importante papel nesta excitabilidade 

(TUTKA et al., 2007). 

Apenas recentemente foi determinado que a administração repetida em 

baixas doses de nicotina está relacionada ao desenvolvimento do abrasamento 

(BASTLUND et al., 2005), portanto poucas alterações relacionadas ao abrasamento 

induzido por esta droga têm sido estudadas. 

 

 

1.4 Diferenças entre as fases de adolescência e idade adulta quanto aos efeitos da 

nicotina 

 

O estudo de animais adolescentes e adultos tem como base que grande parte 

de usuários de drogas de abuso são adolescentes (SAMHSA, 1997), e de fato, a 

exposição cada vez mais cedo a estas drogas pode ser um forte preditor do uso 

prolongado e dependência das mesmas (TAOLI; WYDNER, 1991).  

Como a adolescência em primatas humanos e não-humanos se estende por 

vários anos, modelos deste estágio desenvolvimental em roedores, chamada 

periadolescência, se limita a 2 semanas entre aproximadamente 35 e 50 dias após o 

nascimento (SPEAR, 2000). Várias características são comuns entre roedores e primatas 

periadolescentes, exemplos incluem uma grande quantidade de tempo gasto com 

interações sociais, alto nível de riscos, sensação de procura pelo novo (ADRIANI et al., 

2004), hiperatividade e hiperexploração de ambientes novos (CAZA; STEINERT; 

SPEAR, 1980). Mudanças comportamentais, neuroquímicas e neuroanatômicas que 
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ocorrem durante este período em ratos são similares àquelas vistas em humanos 

adolescentes (ADRIANI et al., 2003). 

O consumo de tabaco geralmente começa na adolescência. Quanto mais 

precoce o início, maiores serão a gravidade da dependência e os problemas a ela 

associados (MARQUES et al., 2001), incluindo uma menor probabilidade de parar de 

fumar e um maior risco de recidiva (CUI et al., 2006). Apesar da alta prevalência do uso 

de tabaco entre adolescentes, a neurobiologia da adição por nicotina tem sido estudada 

principalmente em animais adultos. Pesquisas têm mostrado que fumantes adolescentes 

apresentam componentes positivos e negativos desta experiência diferente dos fumantes 

adultos (DIFRANZA, 2007). Embora poucos estudos tenham sido feitos para evidenciar 

os efeitos da nicotina em modelos animais de adolescência, existem evidências de que 

animais adolescentes e adultos respondem de maneira diferente à nicotina, como por 

exemplo, ratos adolescentes quando comparados a adultos foram mais suscetíveis as 

ações da nicotina na atividade locomotora (CRUZ; DELUCIA; PLANETA, 2005) bem 

como, exibem uma maior preferência pelo local condicionado (ADRIANI et al., 2006) 

 

 

1.5 Diferenças nos efeitos da nicotina de acordo com o gênero 

 

O gênero também pode influenciar as respostas comportamentais à 

exposição aguda e crônica das drogas de abuso (BECKE; HU, 2008). As taxas de abuso 

de drogas estão mais baixas em mulheres do que em homens, entretanto o número de 

mulheres usando e abusando de drogas prescritas e ilegais está em ascensão. Os homens 

estão 2 a 3 vezes mais propensos a ter uma desordem de abuso/dependência, mas esta 

diferença sexual presente talvez reflita as diferenças na oportunidade, ao invés da 

vulnerabilidade às drogas (VAN ETTEN; NEUMARK; ANTHONY, 1999).  

Pesquisas mostram que adolescentes do sexo feminino parecem apresentar 

uma particular vulnerabilidade à nicotina (COLLINS; IZENWASSER, 2004; LEVIN et 

al., 2003), e que estas utilizam mais produtos derivados do tabaco, além de ter uma 

maior dificuldade em parar o seu uso quando comparadas com os do sexo masculino 

(PAULY, 2008; PERKINS; SCOTT, 2008). Mulheres também exibem uma maior 

resposta afetiva negativa durante a retirada da desta droga (BECKE; HU, 2008).  

Modelos animais têm mostrado também que roedores machos e fêmeas 

apresentam diferentes sensibilidades aos efeitos da nicotina. Por exemplo, fêmeas são 
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menos sensíveis que machos aos estímulos discriminativos da nicotina, coerente com os 

achados em humanos (DAMAJ, 2001; PERKINS; DONNY; CAGGIULA, 1999), e são 

mais sensíveis a antinocicepção induzida por esta droga em modelos de dor aguda e 

crônica (CHIARI et al., 1999). Exibem também um maior aumento da atividade 

locomotora após a administração intravenosa crônica de nicotina (BOOZE et al., 1999). 

Quanto às crises convulsivas induzidas pela mesma, observou-se que estas crises são 

mais severas em fêmeas (TESKEY; HUTCHINSON; KOLB, 1999). 

Sugere-se que estas diferenças sexuais são suportadas pela influência dos 

hormônios gonadais, no qual os níveis destes hormônios mudam através do ciclo 

menstrual (humanos) ou estral (roedores). Estudos em humanos que mostram os efeitos 

da fase do ciclo menstrual sobre o consumo de cigarros e sobre as ações psicoativas da 

nicotina são conflitantes, entretanto a maioria relata que a fase do ciclo menstrual pode 

influenciar os sintomas auto-relatados de abstinência em mulheres (BENOWITZ; 

HATSUKAMI, 1998). Pesquisas em animais sugerem que os hormônios ovarianos 

podem influenciar nos efeitos agudos da nicotina, como por exemplo, a administração 

exógena de estrógeno em fêmeas tem um efeito pró-convulsivante, ou seja, acelera o 

tempo para o início da convulsão (TESKEY; HUTCHINSON; KOLB, 1999). 

 

 

1.6 Nicotina e estresse oxidativo 

 

Nas últimas décadas, inúmeras pesquisas foram realizadas com o objetivo 

de se esclarecer o papel dos radicais livres em processos fisiopatológicos como 

envelhecimento, câncer, aterosclerose, inflamação e doenças neuropsiquiátricas 

(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; FATTAL et al., 2006). O cérebro está entre os 

órgãos mais vulneráveis devido ao seu elevado consumo de oxigênio e por que os seus 

lipídios de membrana celular são altamente oxidáveis (GUPTA, 2004).  

A oxidação é parte fundamental da vida aeróbica e do nosso metabolismo e, 

assim, os radicais livres são produzidos naturalmente ou por alguma disfunção 

biológica. Esses radicais livres cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos 

átomos de oxigênio ou nitrogênio são denominados ERO ou ERN (BARREIROS; 

DAVID; DAVID, 2006).  

ERO é um termo bastante amplo que abrange não somente radicais de 

oxigênio como radical hidroxila (•OH), óxido nítrico (NO•) e radical superóxido (O2•-), 
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mas também derivados do oxigênio que não são radicais, como peróxido de hidrogênio 

(H2O2), ácido hipocloroso (HOCl), ozônio (O3) e oxigênio singlete (1O2)
2 (Figura 6) 

(BERRA; MENCK; DI MASCIO, 2006). Sua formação ocorre por reações relacionadas 

à produção de energia, fagocitose, regulação do crescimento celular, sinalização 

intercelular e síntese de substâncias biológicas importantes. No entanto, o excesso de 

radicais livres apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidação dos lipídios de 

membrana e agressão as proteínas dos tecidos e membranas, enzimas, carboidratos e ao 

DNA (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).  

Todos os componentes celulares são susceptíveis à ação das EROs, porém a 

membrana é um dos mais atingidos em decorrência da peroxidação lipídica, que 

acarreta alterações na estrutura e permeabilidade das membranas celulares, com perda 

da seletividade na troca iônica e liberação do conteúdo de organelas, como as enzimas 

hidrolíticas dos lisossomas, e formação de produtos citotóxicos (malondilaldeído), 

culminando com a morte celular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). 

Embora as EROs possam ser mediadoras de doenças, sua formação nem 

sempre é deletéria, como na defesa contra a infecção, quando a bactéria estimula os 

neutrófilos a produzirem espécies reativas com a finalidade de destruir o 

microorganismo. Contudo, poderão ocorrer vários eventos nosológicos, se houver 

estímulos exagerado na produção dessas espécies (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). 
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Figura 6 -  Exemplos de formação enzimática de ERO 

 
Fonte: Modificado por Berra, Menck e Di Mascio (2006). 

 

Evolutivamente, foram selecionadas várias estratégias antioxidantes para as 

células lidarem com a toxicidade do oxigênio. Compreendem: enzimas que removem 

cataliticamente radicais e espécies reativas, como por ex., as enzimas superóxido 

dismutase (SOD), glutationa redutase, glutationa peroxidase e catalases (Figura 7); 

proteínas que minimizam a disponibilidade de pró-oxidantes, tais como íons ferro e 

cobre, como por ex., as transferrinas, ferritinas, metalotioneinas e haptoglobinas; 

proteínas que protegem processos celulares contra danos oxidativos através de outros 

mecanismos não-enzimáticos, como por ex., as proteínas de estresse (“stress proteins”); 

moléculas de baixo peso molecular que possuem a capacidade de captar ERO via auto- 

oxidação, como por ex., glutationa e aquelas que possuem grupo tiol (SH), ou vitaminas 

como α-tocoferol, ácido ascórbico e β-caroteno (BERRA; MENCK; DI MASCIO, 

2006). 
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Entretanto, de todas elas, três sistemas são fundamentais: 1º - Composto por 

dois tipos de enzimas SOD, a primeira contém Cu2+ e Zn2+ como centros redox, ocorre 

no citosol e sua atividade não é afetada pelo estresse oxidativo, e a segunda contém 

Mn2+ como centro redox, ocorre no citosol e sua atividade aumenta com o estresse.  

Catalisam a destruição do ânion superóxido (O2•-), convertendo-o em oxigênio e 

peróxido de hidrogênio. A ação desta enzima permite a eliminação do O2•- mesmo em 

baixas concentrações; 2º - Formado pela enzima catalase, é um sistema de prevenção 

muito mais simples, que atua na dismutação do peróxido de hidrogênio (H2O2) em 

oxigênio e água; 3º - Composto pelo GSH em conjunto com duas enzimas GPx e GR. 

Também catalisa a dismutação do H2O2 em água e oxigênio, sendo que a glutationa 

opera em ciclos entre sua forma oxidada e sua forma reduzida (BARREIROS; DAVID;  

DAVID, 2006).  Assim, em sistemas aeróbicos, é essencial o equilíbrio entre os agentes 

óxido-redutores (EROs) e o sistema antioxidante. 

 

            Figura 7 -  Esquema de desativação enzimática das ERO. 

 
 Fonte: Modificado por Berra, Menck e Di Mascio (2006). 

 

Já foi demonstrado que a nicotina é capaz de induzir o estresse oxidativo, 

ambos in vivo e in vitro (SULEYMAN et al., 2002), entretanto o mecanismo de geração 

destes radicais ainda não está claro. Em um estudo observou-se que a nicotina 

interrompe a cadeia respiratória mitocondrial, que é a principal fonte fisiológica de ERO 
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e tem um papel importante em processos de apoptose e proliferação, levando ao 

aumento da formação do íon superóxido (O2•-) e peróxido de hidrogênio (YILDIZ et al., 

1999). Em outro, foi provado a sua atividade antiapoptótica, por modular as vias de 

sinalização mitocondrial e inibir a apoptose induzida por um quimioterápico em câncer 

de pulmão (ZHANG et al., 2008). Mais que isso, o tratamento com nicotina, agudo ou 

crônico, também pode regular a atividade da mitocôndria no cérebro, levando ao 

aumento na expressão de malato desidrogenase e succinato desidrogenase do ciclo de 

Krebs mitocondrial em córtex frontoparietal de ratos, mas não em outras regiões 

cerebrais (TUREGANO et al., 2001). Há também evidências que o tratamento crônico 

aumenta a quantidade de glutationa S-transferase mitocondrial, o maior componente 

antioxidante celular, em cérebros de ratos (BHAGWAT et al., 1998).  

 

 

1.7 Relevância e Justificativa 

 

Apesar da alta prevalência do uso de tabaco entre adolescentes, a 

neurobiologia da adição por nicotina tem sido estudada principalmente em animais 

adultos. Embora poucos estudos tenham sido feitos para evidenciar os efeitos da 

nicotina em modelos animais de adolescência, existem evidências de que animais 

adolescentes e adultos respondem de maneira diferente à nicotina.  

Baseado no fato de que após a caracterização do abrasamento induzido por 

nicotina feito por Bastlund et al. (2005), nenhum outro trabalho foi realizado na 

tentativa de aprofundar esta temática, associado ao fato de que o entendimento dos 

mecanismos do abrasamento são muito importantes na psiquiatria, pois mostram como 

pequenos estímulos são capazes de gerar um comportamento patológico, foi que 

resolvemos estudar o presente assunto.  
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2     OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

• Investigar a influência do gênero e da idade em alterações comportamentais 

e neuroquímicas induzidas pelo abrasamento por nicotina em ratos. 

 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

• Observar em ratos machos e fêmeas, adolescentes e adultos as diferenças 

comportamentais na susceptibilidade ao desenvolvimento do abrasamento 

induzido por nicotina; 

 

• Determinar o envolvimento do estresse oxidativo no abrasamento por 

nicotina em diferentes áreas cerebrais de ratos machos e fêmeas, 

adolescentes e adultos através da determinação de defesas antioxidantes 

como: 

− Atividade da enzima Superóxido Dismutase (SOD); 

− Níveis de Glutationa Reduzida (GSH); 

 

• Verificar as alterações nos níveis de TBARS como medida da peroxidação 

lipídica em animais após o desenvolvimento do abrasamento por nicotina; 

 

• Analisar os níveis de nitrito/nitrato em animais submetidos ao abrasamento 

por nicotina. 
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3     MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

 

Foram utilizados ratos Wistar machos e fêmeas 35-37 dias 

(periadolescentes) e 73-75 dias (adultos) após o nascimento, provenientes do Biotério 

Central da Universidade Federal do Ceará (UFC), ambientados em grupos de 6 animais 

em caixas de propileno 26 ± 2 ºC, a um ciclo claro/escuro de 12 h, recebendo ração 

padrão e água “ad libitum”. O peso dos animais foi monitorado diariamente, 60 minutos 

antes da administração das drogas para verificar sua saúde e responsividade à droga. A 

presente pesquisa foi iniciada após aprovação do Comitê de Ética e Pesquisa Animal 

(CEPA) da UFC, com protocolo nº 20/2011 e os experimentos foram conduzidos de 

acordo com o Guia de Cuidados e Usos de Animais de Laboratório do Departamento de 

Saúde e Serviços Humanos dos Estados Unidos da América (OLFERT et al., 1993). 

 

 

3.2 Droga utilizada 

 

A solução de nicotina foi obtida sob a forma de base livre, (−)-Nicotine 

hemisulfate salt, proveniente do Sigma. Inicialmente foi realizada uma curva dose-

resposta para a determinação da dose capaz de induzir o abrasamento, nas seguintes 

concentrações: 1,0; 1,5; 2,0 e 2.3 mg/kg (dados não mostrados). Posteriormente, a dose 

utilizada foi de 2,0 mg/kg (dose subconvulsivante). As soluções foram preparadas 

diariamente e administrada por via intraperitoneal (0,1ml/ 100 g de peso corporal). 

 

 

3.3 Estratégia experimetal 

 

As metodologias descritas neste projeto visaram investigar a influência do 

gênero e idade nas alterações comportamentais e neuroquímicas através da indução do 

abrasamento por nicotina em animais machos e fêmeas, periadolescentes e adultos. A 

primeira metodologia empregada foi verificar as diferenças quanto ao desenvolvimento 

do abrasamento em ratos machos e fêmeas, periadolescentes e adultos, bem como do 

período de tempo que este leva para ocorrer. Posteriormente, os grupos foram tratados 
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com o objetivo de se verificar o envolvimento e alterações nos parâmetros de estresse 

oxidativo que ocorram durante este processo.  

 

 

3.4 Tratamento dos animais e esquema de indução do abrasamento 

 

O abrasamento foi induzido de acordo com método previamente descrito 

(BASTLUND et al., 2005). Os animais receberam repetidas injeções de nicotina na dose 

de 2,0 mg/kg, i.p., administradas todos os dias da semana (segunda-feira à sexta-feira) 

durante 4 semanas, entretanto na 4º semana a última aplicação ocorreu na quinta-feira. 

A quantificação das convulsões foi feita por observação visual por um período de 15 

minutos após a administração da droga. O tempo de observação limitou-se há 15 

minutos, visto que estudos prévios mostraram que para a dose de nicotina utilizada este 

tempo é suficiente (BASTLUND et al., 2005). Os animais controle receberam solução 

salina pelo mesmo intervalo de tempo (4 semanas). A administração da droga foi feita 

no mesmo período e local.  

Para determinação da atividade convulsivante, os animais foram avaliados 

pela escala de Racine (1972), modificada por Itzhak e Martin (2000), nos quais os 

estágios são classificados da seguinte forma: estágio 1 – comportamento normal; estágio 

2 – hiperatividade; estágio 3 – movimentos verticais repetidos que podem representar 

comportamento estereotipado; estágio 4 – clonias das patas dianteiras e “rearing” e 

estágio 5 – ataques motores completos. O abrasamento completo foi considerado 

quando o rato apresentou manifestações correspondentes ao estágio 5, caracterizado por 

clonias de membros anteriores e posteriores, flexão da cabeça e corpo inteiro e perda 

completa do controle postural.  

 

 

3.5 Determinação do estresse oxidativo em animais induzidos ao abrasamento por 

nicotina 

 

Para a realização dos experimentos abaixo, ratos machos e fêmeas 

periadolescentes e adultos foram tratados com nicotina e após a indução do 

abrasamento, ou seja, no 25º dia, os mesmos animais foram eutanasiados por 

decapitação, as áreas cerebrais removidas – córtex pré-frontal (CPF), hipocampo (HC) e 
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corpo estriado (CE) – e colocadas rapidamente em gelo. CPF, HC e CE foram 

homogeneizadas a 10%, em tampão de fosfato de potássio 5 mM ph7,4. Por fim, os 

homogenatos foram usados para avaliar a atividade da SOD e quantificação dos níveis 

de GSH, níveis de nitrito como forma indireta de determinar os níveis de óxido nítrico 

sintetizados, e por fim, níveis de MDA. 

 

3.5.1 Determinação da atividade enzimática da Superóxido Dismutase (SOD) em 

animais induzidos ao abrasamento por nicotina 

 

A atividade da SOD foi mensurada de acordo com Sun, Oberley e Li (1988). 

A quantidade da enzima foi avaliada medindo-se a sua capacidade de inibir a redução 

fotoquímica do azul de nitro-tetrazólio (NBT). Neste método a riboflavina reduzida 

fotoquimicamente gera O2- o qual reduz o NBT produzindo formazan que absorve no 

comprimento de onda de 560nm. Na presença da SOD a redução do NBT é inibida. Os 

resultados foram expressos em unidades da enzima por grama de proteína, que é a 

quantidade da SOD necessária para inibir a taxa de redução do NBT em 50%. O 

homogenato (10% em tampão fosfato) foi centrifugado (10 minutos, 3600 rpm a 4°C). 

O sobrenadante foi retirado e centrifugado novamente (20 min, 12000 rpm, 4°C). Para o 

ensaio utilizou-se o sobrenadante. Em uma câmara escura foram misturados 1mL do 

meio de reação (tampão fosfato 50mM, EDTA 100nM e L-metionina 13mM pH 7,8), 

30 µL da amostra, 150µL do NBT 75µM e 300 µL riboflavina 2µM. Os tubos contendo 

a solução obtida foram expostos a lâmpadas fluorescentes (15W) por 15 minutos. Ao 

término do tempo, levou-se o material ao espectrofotômetro com absorbância de 

560nm. A dosagem da concentração de proteínas foi realizada utilizando o método de 

Bradford (1976). 

 

3.5.2 Quantificação dos níveis da Glutationa Reduzida (GSH) em animais 

induzidos ao abrasamento por nicotina 

 

Foram retirados 65,57µL dos homogenatos e adicionados a 52,45µL de água 

destilada e 13,11µL de ácido tricloroacético a 50%. O material foi agitado e 

centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos. Em seguida foi recolhido 65,57µL do 

sobrenadante e acrescidos 131,14µL de tampão Tris-HCl 0,4M pH 8,9 e 3,27µl de 

DTNB 0,01M, após 1 minuto da reação foi feita a leitura da coloração em 412nm 
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através de leitor de placas. A concentração de glutationa reduzida é expressa em 

nanogramas de GSH/g de tecido, tendo por base uma curva-padrão. 

 

3.5.3 Dosagem de nitrito/nitrato em animais induzidos ao abrasamento por 

nicotina  

 

O método foi baseado na utilização do reagente de Griess que mostra a 

presença de nitrito na amostra por uma reação de diazotização que forma um cromóforo 

de cor rósea. O reagente foi preparado utilizando partes iguais de ácido fosfórico 5%, N-

1-naftilenodiamina (NEED) 0,1%, sulfanilamida 1% em ácido fosfórico 5% e água 

destilada. Para realização do ensaio foi adicionado 100 µL do sobrenadante do 

homogenato a 10%, feito com tampão de fosfato de potássio, em 100 µL do reagente de 

Griess, para o branco foi adicionado 100 µL do reagente em 100 µL de tampão e para a 

obtenção da curva-padrão foi preparada uma solução de NaNO2 estoque (10 mM em 

tampão) e a partir destas foram feitas diluições em série (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 

1,56 µM) de nitrito. Todo o ensaio foi feito em uma placa de 96 poços e a leitura feita 

na faixa de absorbância de 560 nm (GREEN; TANNENBAUN; GOLDMAN, 2000). 

 

3.5.4 Avaliação da peroxidação lipídica em animais induzidos ao abrasamento por 

nicotina 

 

O grau de lipoperoxidação nos tecidos foi medido através da determinação 

dos níveis de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), conforme o método 

descrito por Huang et al. (1998), seguindo o protocolo: As amostras foram 

homogenizadas com tampão fosfato de potássio monobásico 50 mM pH 7,4,  63µL do 

homogenato foi misturado a 100 µL de ácido perclórico 35%, sendo estas centrifugadas 

(7000 rpm/15 min), no qual 150 µL do sobrenadante foram recuperados e misturado 

com 50 µL de ácido tiobarbitúrico 1,2%, e em seguida, estas amostras foram aquecidas 

em um banho de água fervente por 30 min. Após o resfriamento, a peroxidação lipídica 

foi determinada por absorbância a 535 nm e foi expressa como mmol tecido MDA / g. 

A concentração de proteínas foi medida utilizando o método de Bradford (1976). 

Para a obtenção da curva-padrão de malondialdeído (MDA), a partir da 

solução padrão de MDA, foram preparadas diluições em série (16,77; 9,16; 4,8; 2;463; 

1,247 e 0,627 µmol). O branco foi feito com água destilada. A leitura da absorbância foi 
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realizada a 520 e 535 nm, o valor utilizado foi a subtração da leitura em 535 da leitura 

em 520, para determinação da equação da curva-padrão de MDA. 

 

 

3.6 Análise estatística 

 

A análise dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism, 

versão 5.0 para Windows, GraphPad Software, San Diego Califórnia EUA. Copyright 

(c) 1992 – 2007. Os resultados comportamentais foram analisados por two-way 

ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. Os resultados dos experimentos de estresse 

oxidativo foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM) análisados 

através de one-way ANOVA seguida pelo teste de Student's-Newman-Keuls como teste 

post-hoc para comparações múltiplas. Valores significativos para ambas as análises 

foram consideradas quando p< 0,05. 
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4 RESULTADOS  

 

4.1 Avaliação do desenvolvimento do abrasamento induzido por nicotina em ratos 

 

A administração diária (segunda-feira à sexta-feira) de NIC na dose de 2,0 

mg/kg em ratos machos periadolescentes (n=8), fêmeas periadolescentes (n=8), machos 

adultos (n=8) e fêmeas adultos (n=8), foi capaz de induzir o abrasamento ao longo do 

tempo. No primeiro dia de administração, nenhum animal convulsionou. No 25° dia de 

administração todos os animais machos e fêmeas adultos apresentaram estágio 5 de 

convulsão (de acordo com a escala de Racine, ver metodologia). Os machos 

periadolescentes se mostraram mais resistentes ao desenvolvimento do abrasamento, 

quando comparados às fêmeas periadolescentes visto que apenas 75 % (n=6) dos 

animais deste grupo apresentaram convulsão estágio 5, enquanto no grupo de fêmeas 

periadolescentes 87,5 % (n=7) atingiram este estágio. 

Machos e fêmeas adultos e periadolescentes apresentaram estágio 5 mais 

precocemente, ou seja, com 19 dias (p<0,05 quando comparado aos machos 

periadolescentes)  após o início do tratamento, enquanto que os machos 

periadolescentes apresentaram estágio 5 apenas no 25º dia de tratamento (Figura 8). 

As fêmeas periadolescentes foram mais susceptíveis à morte com o 

tratamento com NIC na dose 2,0 mg/kg, pois houve apenas 25% de sobrevivência neste 

grupo ao longo do tempo (Figura 9) quando comparada com os demais grupos. Os 

animais adultos (machos e fêmeas) foram mais resistentes aos efeitos da NIC, pois 

desenvolveram o abrasamento sem resultar em morte.  
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Figura 8 - Desenvolvimento do abrasamento induzido por nicotina em ratos 
machos e fêmeas, periadolescentes e adultos, de acordo com o estágio 5 da escala 
de convulsão de Racine (1972). 
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Cada linha representa o número de animais que apresentaram o estágio 5 de convulsão em relação ao 
tempo de tratamento. Os animais receberam nicotina na dose 2,0 mg/kg, via intraperitoneal, por 25 dias 
durante a semana de segunda a sexta-feira. A análise dos resultados foi feita através de two-way ANOVA 
seguido pelo teste de Bonferroni. * p<0,05 quando comparado ao primeiro dia de tratamento (dia 1). a, b 
p<0,05 no 19º dia e 22º dia em relação ao macho periadolescente, respectivamente. Abreviações: M Pa – 
machos periadolescentes, F Pa – fêmeas periadolescentes, M Ad – machos adultos, F Ad – fêmeas 
adultas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9 - Percentual de sobrevivência dos animais submetidos ao abrasamento 
induzido por nicotina.  
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Cada barra representa o número de animais que sobreviveram após 25 dias de administração de nicotina. 
Os animais receberam nicotina (2,0 mg/kg, via intraperitoneal) por 25 dias durante a semana de segunda a 
sexta-feira. a, b, c p<0,05 quando comparado aos animais machos periadolescentes, machos e fêmeas 
adultos, respectivamente. Abreviações: M Pa – machos periadolescentes, F Pa – fêmeas periadolescentes, 
M Ad – machos adultos, F Ad – fêmeas adultas. 
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4.2 Determinação da atividade da Superóxido Dismutase (SOD) 

 

Após a indução do abrasamento por NIC, os animais foram eutanasiados por 

decapitação e dissecados com o objetivo de determinar a atividade da enzima SOD. 

Observou-se que os machos adultos, fêmeas periadolescentes e adultas submetidos ao 

abrasamento apresentaram uma diminuição significativa da atividade enzimática da 

SOD no córtex pré-frontal (CPF) em relação aos animais controles dos seus respectivos 

gêneros (Controle macho: 21,71 ± 3,04; Macho adulto: 11,1 ± 0,69; Controle fêmea: 

22,09 ± 2,87; Fêmea periadolescente: 15,92 ± 1,44; Fêmea adulto: 4,39 ± 1,18), bem 

como esta diminuição encontrada em machos e fêmeas adultos também foi 

estatisticamente significante em relação aos animais periadolescentes (Macho adulto: 

11,1 ± 0,69; Macho periadolescente: 21,79 ± 3,59; Fêmea adulto: 4,39 ± 1,18; Fêmea 

periadolescente: 15,92 ± 1,44). Os machos periadolescentes (Macho periadolescente: 

21,79 ± 3,59; Controle macho: 21,71 ± 3,04) permaneceram com os níveis enzimáticos 

de SOD similares aos do grupo controle (Figura 10). 

No corpo estriado (CE), ocorreu um evento similar ao encontrado no CPF, 

ou seja, machos adultos, fêmeas periadolescentes e adultas também apresentaram uma 

diminuição da atividade enzimática da SOD (Controle macho: 25,41 ± 1,53; Macho 

adulto: 10,46 ± 0,64; Controle fêmea: 27,31 ± 2,02; Fêmea periadolescente: 8,83 ± 0,36; 

Fêmea adulto: 10,27 ± 0,86), contudo apenas os machos adultos apresentaram a 

atividade da SOD diminuída comparados aos periadolescentes (Macho adulto: 10,46 ± 

0,64; Macho periadolescente: 26,07 ± 2,11) (Figura 11). Os machos periadolescentes 

permaneceram com a atividade da SOD similar aos animais do grupo controle (Macho 

periadolescente: 26,07 ± 2,11; Controle macho: 25,41 ± 1,53). 

Não houve diferenças entre os grupos na atividade da SOD no hipocampo 

(HC) (Controle macho: 19,68 ± 1,24; M Pa: 19,74 ± 0,83; M Ad: 16,84 ± 0,61; Controle 

fêmea: 20,43 ± 1,43; F Pa: 17,51 ± 1,27; F Ad: 17,75 ± 0,86), como mostrado na Figura 

12. 
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Figura 10 - Atividade da enzima Superóxido Dismutase (SOD) no córtex pré-
frontal  de animais submetidos ao abrasamento por nicotina.  
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Cada barra representa a média ± EPM de 6-8 animais por grupo. A análise dos resultados foi feita através 
de one-way ANOVA seguida pelo teste de Student's-Newman-Keuls como teste post-hoc para 
comparações múltiplas. a,b,c,d p<0,05 quando comparado com animais controle (macho), macho 
periadolescente, controle (fêmea) e fêmea periadolescente, respectivamente. Abreviações: Control – 
controle, Pa – periadolescente, Ad – adulto 
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Figura 11 - Atividade da enzima Superóxido Dismutase no corpo estriado de 
animais submetidos ao abrasamento por nicotina.  
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Cada barra representa a média ± EPM de 6-8 animais por grupo. A análise dos resultados foi feita através 
de one-way ANOVA seguida pelo teste de Student's-Newman-Keuls como teste post-hoc para 
comparações múltiplas. a,b,c p<0,05 quando comparado com animais controle (macho), macho 
periadolescente e controle (fêmea), respectivamente. Abreviações: Control – controle, Pa – 
periadolescente, Ad – adulto. 
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Figura 12 - Atividade da enzima Superóxido Dismutase no hipocampo de animais 
submetidos ao abrasamento por nicotina.  
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Cada barra representa a média ± EPM de 6-8 animais por grupo. A análise dos resultados foi feita através 
de one-way ANOVA seguida pelo teste de Student's-Newman-Keuls como teste post-hoc para 
comparações múltiplas. Abreviações: Control – controle, Pa – periadolescente, Ad – adulto. 
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Determinação dos níveis de Glutationa Reduzida (GSH) 

 

No CPF observou-se que o conteúdo de GSH diminui significativamente em 

animais machos adultos induzidos ao abrasamento por nicotina quando comparados aos 

grupos macho controle e periadolescente (M Ad: 6,93 ± 0,61; Controle macho: 29,39 ± 

2,89; M Pa: 58,92 ± 4,51). A mesma diminuição ocorreu nas fêmeas periadolescentes e 

adultas em relação ao grupo controle (F Pa: 5,76 ± 0,69; F Ad: 4,87 ± 0,39; Controle 

fêmea: 30,24 ± 3,39). Em contraste, os machos periadolescentes um aumento nos níveis 

de GSH em relação ao grupo controle (M Pa: 58,92 ± 4,51; Controle macho: 29,39 ± 

2,89) (Figura 13). 

No CE, os níveis de GSH diminuíram nos machos adultos quando 

comparados ao seu respectivo controle e animais periadolescentes (M Ad: 5,36 ± 0,80; 

Controle macho: 23,44 ± 3,50; M Pa: 37,10 ± 7,14); os machos periadolescentes 

apresentaram um aumento significativo do conteúdo de GSH em relação ao controle (M 

Pa: 37,10 ± 7,14; Controle macho: 23,44 ± 3,50). Enquanto as fêmeas periadolescentes 

e adultas mostraram uma diminuição em relação aos animais controle (F Pa: 4,64 ± 

0,47; F Ad: 10,92 ± 0,48; Controle fêmea: 25,41 ± 3,43), similarmente ao ocorrido no 

CPF. Entretanto, nas fêmeas adultas, apesar dos níveis de GSH estarem diminuídos em 

relação aos grupos supracitados, estas apresentaram um aumento significativo deste 

conteúdo em relação às fêmeas periadolescentes (F Ad: 10,92 ± 0,48; F Pa: 4,64 ± 0,47) 

(Figura 14). 

Em relação ao HC, houve também uma diminuição dos níveis de GSH em 

ratos machos adultos quando comparados com os grupos machos controle e 

periadolescente (M Ad: 7,79 ± 0,44; M Pa: 50,51 ± 2,43; Controle macho: 44,38 ± 5,9). 

Fêmeas periadolescentes e adultas mostraram o conteúdo de GSH reduzidos em 

comparação ao grupo controle (F Ad: 7,57 ± 0,62; F Pa: 7,36 ± 0,72; Controle fêmea: 

44,68 ± 5,76) (Figura 15). 
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Figura 13 - Níveis de Glutationa Reduzida (GSH) em córtex pré-frontal de animais 
submetidos ao abrasamento induzido por nicotina.  
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Cada barra representa a média ± EPM de 6-8 animais por grupo. A análise dos resultados foi feita através 
de one-way ANOVA seguida pelo teste de Student's-Newman-Keuls como teste post-hoc para 
comparações múltiplas. a,b,c p<0,05 quando comparado com animais controle (macho), macho 
periadolescente e controle (fêmea), respectivamente. Abreviações: Control – controle, Pa – 
periadolescente, Ad – adulto. 
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Figura 14 - Níveis de Glutationa Reduzida (GSH) em corpo estriado de animais 
submetidos ao abrasamento induzido por nicotina.  
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Cada barra representa a média ± EPM de 6-8 animais por grupo. A análise dos resultados foi feita através 
de one-way ANOVA seguida pelo teste de Student's-Newman-Keuls como teste post-hoc para 
comparações múltiplas. a,b,c,d p<0,05 quando comparado com animais controle (macho), macho 
periadolescente, controle (fêmea) e fêmea periadolescente, respectivamente. Abreviações: Control – 
controle, Pa – periadolescente, Ad – adulto. 
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Figura 15 - Níveis de Glutationa Reduzida (GSH) em hipocampo de animais 
submetidos ao abrasamento induzido por nicotina.  
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Cada barra representa a média ± EPM de 6-8 animais por grupo. A análise dos resultados foi feita através 
de one-way ANOVA seguida pelo teste de Student's-Newman-Keuls como teste post-hoc para 
comparações múltiplas. a,b,c p<0,05 quando comparado com animais controle (macho), macho 
periadolescente e controle (fêmea), respectivamente. Abreviações: Control – controle, Pa – 
periadolescente, Ad – adulto. 
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4.3 Determinação dos níveis de Nitrito/Nitrato 

 

A participação do óxido nítrico no abrasamento induzido por nicotina foi 

avaliada pela determinação do conteúdo de nitrito/nitrato. O conteúdo de nitrito/nitrato 

apresentou uma elevação no CPF no grupo macho adulto em comparação aos machos 

periadolescente e controle (M Ad: 1,08 ± 0,02; M Pa: 0,77 ± 0,01; Controle macho: 0,81 

± 0,04), bem como nas fêmeas periadolescente e adulta em relação ao grupo controle (F 

Pa: 1,23 ± 0,13; F Ad: 1,52 ± 0,12; Controle fêmea: 0,81 ± 0,05) (Figura 16). 

No CE não houve diferenças estatisticamente significantes entre os grupos 

em estudo (Controle macho: 0,98 ± 0,07; M Pa: 0,88 ± 0,07; M Ad: 1,13 ± 0,05; 

Controle fêmea: 1,07 ± 0,06; F Pa: 0,94 ± 0,04; F Ad: 1,11 ± 0,11) (Figura 17). 

Quanto ao HC, foi observado uma diminuição dos níveis de nitrito/nitrato 

nas fêmeas periadolescentes e adultas em relação ao grupo controle (F Pa: 0,89 ± 0,03; 

F Ad: 1,03 ± 0,03; Controle fêmea: 1,2 ± 0,05). Entre os ratos machos não houve 

diferenças significantes (Controle macho: 1,38 ± 0,17; M Pa: 1,16 ± 0,16; M Ad: 0,99 ± 

0,06 ) (Figura 18). 
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Figura 16 - Níveis de Nitrito em córtex pré-frontal de animais submetidos ao 
abrasamento induzido por nicotina.  
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Cada barra representa a média ± EPM de 6-8 animais por grupo. A análise dos resultados foi feita através 
de one-way ANOVA seguida pelo teste de Student's-Newman-Keuls como teste post-hoc para 
comparações múltiplas. a, b, c p<0,05 quando comparado com animais controle (macho), macho 
periadolescente e controle (fêmea), respectivamente. Abreviações: Control – controle, Pa – 
periadolescente, Ad – adulto. 
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Figura 17 - Níveis de Nitrito em corpo estriado de animais submetidos ao 
abrasamento induzido por nicotina.  
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Cada barra representa a média ± EPM de 6-8 animais por grupo. A análise dos resultados foi feita através 
de one-way ANOVA seguida pelo teste de Student's-Newman-Keuls como teste post-hoc para 
comparações múltiplas. Abreviações: Control – controle, Pa – periadolescente, Ad – adulto. 
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Figura 18 - Níveis de Nitrito em hipocampo de animais submetidos ao 
abrasamento induzido por nicotina.  
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Cada barra representa a média ± EPM de 6-8 animais por grupo. A análise dos resultados foi feita através 
de one-way ANOVA seguida pelo teste de Student's-Newman-Keuls como teste post-hoc para 
comparações múltiplas. c p<0,05 quando comparado com animais controle (fêmea). Abreviações: Control 
– controle, Pa – periadolescente, Ad – adulto. 
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4.4 Determinação dos níveis de Peroxidação Lipídica das membranas 

  

Para determinar as alterações na peroxidação lipídica em animais 

submetidos ao abrasamento, os níveis de MDA, um importante marcador do estresse 

oxidativo foi determinado. Os níveis de MDA mostraram-se significativamente 

aumentados no CPF de animais machos adultos em comparação aos ratos machos 

controle e periadolescente (M Ad: 1,91 ± 0,33; Controle macho: 0,37 ± 0,04; M Pa: 0,53 

± 0,03). Foi observada também uma elevação destes níveis em animais fêmeas 

periadolescentes em relação aos grupos controle e adulto (F Pa: 2,21 ± 0,35; Controle 

fêmea: 0,37 ± 0,04; F Ad: 1,1 ± 0,14). Os machos periadolescentes não apresentaram 

alterações nos níveis de MDA quando comparado ao controle (M Pa: 0,53 ± 0,03; 

Controle macho: 0,37 ± 0,04) (Figura 19). 

Nenhuma alteração nos níveis de MDA foi detectada no CE dos animais em 

estudo (Controle macho: 1,33 ± 0,15; M Pa: 1,32 ± 0,31; M Ad: 1,07 ± 0,9; Controle 

fêmea: 1,35 ± 0,17; F Pa: 1,05 ± 0,08; F Ad: 1,09 ± 0,1) (Figura 20). 

No HC, o conteúdo de MDA apresentou-se elevado em machos adultos 

quando comparados aos grupos machos controle e periadolescente (M Ad: 1,99 ± 0,35; 

Controle macho: 0,86 ± 0,22; M Pa: 0,53 ± 0,13), e nas fêmeas periadolescentes 

também houve um aumento destes níveis comparados aos animais fêmeas controle e 

adultos (F Pa: 1,31 ± 0,11; Controle fêmea: 0,68 ± 0,17; F Ad: 0,88 ± 0,06). Os machos 

periadolescentes não apresentaram alterações nos níveis de MDA quando comparado ao 

controle (M Pa: 0,53 ± 0,13; Controle macho: 0,37 ± 0,04) (Figura 21). 
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Figura 19 - Níveis de MDA (marcador de peroxidação lipídica) em córtex pré-
frontal  de animais submetidos ao abrasamento induzido por nicotina. 
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Cada barra representa a média ± EPM de 6-8 animais por grupo. A análise dos resultados foi feita através 
de one-way ANOVA seguida pelo teste de Student's-Newman-Keuls como teste post-hoc para 
comparações múltiplas. a, b,c,d p<0,05 quando comparado com animais controle (macho), macho 
periadolescente, controle (fêmea) e fêmea adulta, respectivamente. Abreviações: Control – controle, Pa – 
periadolescente, Ad – adulto. 
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Figura 20 - Níveis de MDA (marcador de peroxidação lipídica) em corpo estriado 
de animais submetidos ao abrasamento induzido por nicotina.  
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Cada barra representa a média ± EPM de 6-8 animais por grupo. A análise dos resultados foi feita através 
de one-way ANOVA seguida pelo teste de Student's-Newman-Keuls como teste post-hoc para 
comparações múltiplas. Abreviações: Control – controle, Pa – periadolescente, Ad – adulto. 
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Figura 21 - Níveis de MDA (marcador de peroxidação lipídica) em hipocampo de 
animais submetidos ao abrasamento induzido por nicotina.  
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Cada barra representa a média ± EPM de 6-8 animais por grupo. A análise dos resultados foi feita através 
de one-way ANOVA seguida pelo teste de Student's-Newman-Keuls como teste post-hoc para 
comparações múltiplas. a, b, c p<0,05 quando comparado com animais controle (macho), macho 
periadolescente, controle (fêmea) e fêmea periadolescente, respectivamente. Abreviações: Control – 
controle, Pa – periadolescente, Ad – adulto. 
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5 DISCUSSÃO 

 

No presente trabalho foi demonstrado que o gênero e idade são capazes de 

influenciar a susceptibilidade ao abrasamento por nicotina. Os resultados mostraram que 

as fêmeas periadolescentes foram mais susceptíveis aos efeitos tóxicos da nicotina, pois  

este grupo de animais apresentou um elevado número de mortes em relação aos demais 

grupos estudados. As fêmeas periadolescentes juntamente com os ratos machos e 

fêmeas adultos desenvolveram estágio 5 de convulsão, de acordo com a escala de 

Racine (1972), no 19º dia de administração mostrando uma alta vulnerabilidade destes 

grupos de animais ao abrasamento, ao contrário dos machos periadolescentes que foram 

mais resistentes, apresentado o estágio 5 apenas no 25º dia de administração da nicotina, 

associado a um pequeno número de mortes. 

A nicotina é o maior componente neuroativo e aditivo do tabaco. Atua em 

vias neuronais relacionadas ao comportamento, modulando ansiedade, inibição 

comportamental e recompensa (ABREU-VILLAÇA et al., 2003). Seus efeitos são 

variáveis dependendo da dose utilizada; do subtipo e densidade de diferentes receptores 

de nicotina existentes em distintas regiões cerebrais; dos processos de desensibilização e 

tolerância de receptores nicotínicos e de outros fatores neuronais (DAMAJ et al., 1999). 

O fenômeno estudado neste trabalho, a sensibilização ou abrasamento 

(kindling) tem recebido uma grande atenção nos esforços para entender a fisiopatologia 

e história natural dos transtornos psiquiátricos, como, episódios de mania e transtornos 

do humor. Modelos fisiopatológicos de transtornos psiquiátricos aparentemente tão 

diversos como transtornos do humor (GHAEMI; BOIMAN; GOODWIN, 1999), 

esquizofrenia (DUNCAN; SHEITMAN; LIEBERMAN, 1999), dependência de drogas 

(BECKER, 1996), transtorno de estresse pós-traumático (GRILLON; SOUTHWICK; 

CHARNEY, 1996) e dor (CODERRE; MELZACK, 1992) foram todos implicados nos 

mecanismos de sensibilização. O termo sensibilização se refere ao desenvolvimento ao 

longo do tempo de uma exagerada resposta patológica a um estímulo inicialmente 

inócuo ou sublimiar (i.e. o estímulo que inicialmente não elicitou um comportamento 

incomum ou resposta fisiológica). Para o desenvolvimento da sensibilização a um 

determinado estímulo, este deve ser repetido ao longo do tempo. Uma vez que a 

resposta patológica tenha se desenvolvido frente ao estímulo, ela pode persistir durante 

toda a vida do organismo. O termo abrasamento originalmente se refere a um tipo muito 

específico de processo de sensibilização: o desenvolvimento de convulsões em resposta 
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a um estímulo elétrico ou químico repetitivo. A palavra abrasamento é agora mais 

amplamente utilizada para a transmissão do conceito de desenvolvimento de 

hipersensibilidade persistente a um dado estímulo (KRAUS, 2000).  

A importância do fenômeno da sensibilização na psiquiatria atual torna o 

entendimento das bases do abrasamento imperativo. Do mesmo modo, o entendimento 

de alguns dos substratos moleculares identificados no modelo do abrasamento na 

epilepsia deve servir para ajudar no desenvolvimento de hipóteses considerando o 

mecanismo de sensibilização nas doenças psiquiátricas (KRAUS, 2000). 

Um dos eventos que chama atenção para a importância do entendimento do 

abrasamento é o fato de que na psiquiatria, os anticonvulsivantes possuem um espectro 

de ação amplo que inclui bulimia nervosa, transtornos da compulsão alimentar periódica 

(APPOLINARIO; BACALTCHUK, 2002), do pânico, de estresse pós-traumático 

(LITTEN et al., 2005), de controle dos impulsos (ZULLINO et al., 2004) e os casos 

refratários de transtorno afetivo bipolar (MORENO et al., 2004), portanto 

anticonvulsivantes teriam um efeito anti-abrasamento (GODDARD; MCINTYRE; 

LEECH, 1969; BALLENGER; POST, 1978; LECHTENBERG; WORNER, 1991; 

MOAK; ANTON, 1996; MCNAMARA; WADA, 1997; BECKER, 1998), o que os 

torna importantes fármacos para a prevenção da recaída nos transtornos psiquiátricos. 

Com relação às bases biológicas o abrasamento é um modelo de plasticidade 

sináptica, porém o único em que uma alteração transsináptica progressiva e permanente, 

na organização cerebral, é induzida, mais que isso, é um modelo experimental de 

estimulações repetidas breves no qual a natureza progressiva da epileptogênese pode ser 

caracterizada. É um exemplo, através do qual uma seqüência de processos atividade-

dependente aumenta os déficits neurológicos com o aumento do número de convulsões. 

Inicialmente, alterações na transmissão sináptica por este tipo de convulsão evoluem 

para a reorganização morfológica de neurônios e circuitos neurais, especialmente no 

hipocampo, levando a déficits funcionais e ao aumento da susceptibilidade à convulsão 

(RACINE, 1972; STAFSTROM; SUTULA, 2005). 

Uma vez que o estímulo induzido atinja um nível crítico, ou seja, acima do 

limiar de convulsão, estruturas do tronco cerebral que dirigem a resposta motora 

esquelética são ativadas e a convulsão em si é iniciada (GILBERT, 2001). Estas 

convulsões induzidas pelo abrasamento envolvem episódios motores associados a crises 

tônico-clônicas unilateral e bilateral com movimento de rearing e queda. Uma 
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variedade de manifestações fisiológicas e comportamentais acompanha a progressão do 

estágio do abrasamento (POST, 2002). 

Existem muitos compostos químicos (drogas de abuso bem como agentes 

farmacológicos) com uma variedade de ações primárias no SNC, que podem levar a 

convulsões por uma exposição aguda em altas doses. Similarmente, propriedades pró-

convulsivantes de muitas dessas substâncias podem ser demonstradas através de doses 

sublimiares diárias um padrão de abrasamento semelhante às estimulações elétricas 

descritas por Goddard (1967) (GILBERT, 1992). O abrasamento induzido por cocaína 

tem sido reconhecido como um modelo vantajoso para o estudo da fisiopatologia e 

toxicidade associado com o abuso desta droga (MILLER et al., 2000), no qual o seu uso 

prolongado além de potencializar a convulsão (DHUNA; PASCUAL-LEONE; 

LANGENDORF, 1991), relaciona-se aos ataques violentos e transtorno de pânico 

(POST et al., 1987). Assim, o valor do modelo do abrasamento parece residir na sua 

utilidade de conceituar os processos que estão envolvidos no curso longitudinal do 

desenvolvimento e progressão de síndromes neuropsiquiátricas (POST, 2007). 

Apenas recentemente o abrasamento induzido por nicotina foi caracterizado. 

Neste estudo (BASTLUND et al., 2005) foi demonstrado que repetidas injeções de 

baixas doses de nicotina são capazes de induzir convulsões em camundongos, sendo o 

primeiro e único trabalho publicado até o momento nesta temática. Estes autores 

mostraram que a administração de nicotina a camundongos na dose de 2,3 mg/kg de 

segunda à sexta-feira foi capaz de induzir o abrasamento e que drogas como 

levetiracetam, tiagabina e fenitoína puderam inibir o desenvolvimento deste fenômeno.  

Através da interação com os receptores nicotínicos no SNC, a nicotina 

modula vários genes e vias celulares em neurônios. Esta droga é capaz de promover um 

aumento na expressão de genes imediatos como c-Fos, c-Jun, Nurr-77 (ou fator de 

crescimento neural IB) e Egrl (ICHINO et al., 2002; SHIM et al., 2001), que estão 

relacionados, respectivamente à ativação neuronal – c-Fos, ativação da transcrição 

dependente de cálcio (um mecanismo chave através do qual neurônios retêm a 

informação que recebem do meio ambiente) – c-Jun, mediação do ciclo celular, 

inflamação e apoptose – Nurr-77 e acoplamento de sinais extracelulares a alterações da 

expressão de genes pela célula – Egrl. A nicotina também é capaz de modular a 

liberação de inúmeros neurotransmissores, assim participa da regulação de vários 

processos fisiológicos (WANG et al., 2009).  
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A ativação de receptores nicotínicos tem sido implicada na fisiopatologia da 

convulsão por nicotina. Esta parece ser mediada principalmente pela subunidade α7 dos 

receptores nicotínicos (DAMAJ et al., 1999), entretanto estudos recentes usando 

camundongos geneticamente modificados concluíram que as subunidades α3 e β4 

também são requeridas (SALAS et al., 2004).  Esta ativação induzida pela nicotina traz 

alterações na concentração do Ca2+ intracelular de forma direta, que também está 

envolvido no mecanismo da convulsão, pela regulação da entrada de Ca2+ através do 

receptor, ou de forma indireta, pela despolarização da membrana induzida por 

estimulação de canais de Ca2+ voltagem-dependentes, produzindo um aumento do 

conteúdo de Ca2+ intracelular livre (DAMAJ et al., 1999). Este aumento de Ca2+ 

intracelular leva ao aumento da liberação de glutamato, resultando na hiperativação de 

receptores NMDA, o que, então, leva a cascata de eventos relacionados à convulsão 

(DAMAJ et al., 1999). Além disso, o aumento de Ca2+ parece influenciar a liberação de 

NO, através da estimulação da NOS dentro da célula, participando também da 

fisiopatologia da convulsão (POGUN et al., 2000). 

Os receptores NMDA parecem exercer um papel crucial no 

desenvolvimento do abrasamento. Antagonistas deste receptor inibem convulsões 

durante a iniciação deste fenômeno indicando, assim, a importância das respostas 

mediadas pelo mesmo (LUKOMSKAYA et al., 2007). 

Existem evidências que os hormônios sexuais podem modular os efeitos da 

nicotina e receptores nicotínicos de formas diferentes (DAMAJ, 2001). Foi sugerido que 

ratas se auto-administram nicotina mais rapidamente e se esforçam mais para obter esta 

droga do que os machos provavelmente devido a um aumento dos receptores nicotínicos 

(KOYLU et al., 1997; LYNCH; ROTH; CARROLL, 2002). Diferenças sexuais alteram 

a cinética da nicotina, ou seja, seu metabolismo, pois estudos relatam que ratos 

eliminam nicotina mais rapidamente que as ratas (NWOSO; CROOKS, 1988), assim, 

tornando as fêmeas mais vulneráveis aos efeitos desta droga. Esses achados estão de 

acordo com os resultados comportamentais apresentados neste trabalho, nas quais as 

fêmeas adultas e periadolescentes desenvolveram o abrasamento antes do término do 

tratamento, sendo que estas últimas foram mais susceptíveis aos seus efeitos tóxicos da 

droga, enquanto machos, principalmente na periadolescência apresentaram maior 

resistência ao desenvolvimento do abrasamento. 

A iniciação e propagação da convulsão também podem ser influenciadas por 

hormônios sexuais (BUTTERBAUGH, 1987). Acreditou-se por muitas décadas que o 
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estrógeno induzia ações somente excitatórias no SNC, entretanto recentes estudos 

mostraram que este hormônio feminino apresenta efeitos contraditórios na convulsão, 

podendo ser tanto excitatório quanto inibitório (VELÍSKOVÁ, 2006; 2007). Logothetis 

et al. (1959) demonstraram que a administração de altas doses de estrógeno em 

mulheres induziu a atividade epileptiforme rápida e exacerbação das convulsões durante 

a fase pré-menstrual, existindo uma correlação positiva entre os níveis de estrógeno e a 

exacerbação da convulsão. Já em um estudo-piloto a administração de estrógeno não 

aumentou eletroencefalograficamente (EEG) a atividade cerebral em mulheres com 

epilepsia (JANOUSEK et al., 2006). Apesar da dualidade, os efeitos excitatórios do 

estradiol podem estar relacionados com a sua capacidade de aumentar as correntes dos 

receptores glutamatérgicos ionotrópicos, NMDA e AMPA (FOY et al., 1999). 

A progesterona, por sua vez, demonstrou uma ação anticonvulsivante contra 

convulsões tônico-clônicas generalizadas, mas exacerbou crises de ausência em 

mulheres (MORAN; SMITH, 1998). Quanto à testosterona, há estudos mostrando suas 

ações protetoras e pró-convulsivas em modelos experimentais de epilepsia 

(EDWARDS; BURNHAM; MACLUSKY, 1999). 

Baseado no fato de que machos periadolescentes apresentaram maior 

resistência ao desenvolvimento do abrasamento é importante mencionar que a 

adolescência é um período desenvolvimental crítico, sendo que a exposição à nicotina 

nesta fase induz mudanças comportamentais e moleculares que são notavelmente 

diferentes daquelas observadas em sujeitos expostos a esta mesma droga em um 

momento mais tardio na vida (ADRIANI et al., 2003). Nicotina parece causar efeitos 

diversos no cérebro de ratos adolescentes, incluindo alteração na proliferação, 

diferenciação, atividade sináptica, maturação sináptica e aumento do dano e morte 

celular (ABREU-VILLAÇA et al., 2003). Interessantemente, conforme outrora 

mencionado nós observamos neste estudo que os machos periadolescentes foram mais 

resistentes ao desenvolvimento do abrasamento do que os adultos, enquanto as fêmeas 

da mesma fase tiveram um alto índice de morte.  

A administração crônica de substâncias com potencial de causar 

dependência a roedores resulta em mudanças neurais que, até o momento, não foram 

totalmente caracterizadas. Exemplos são o aumento do número de receptores nicotínicos 

e a modulação da sinalização excitatória de neurônios dopaminérgicos após a exposição 

crônica de nicotina. Estas mudanças se mostram idade-dependente e ratos 

periadolescentes, em geral, apresentam maiores respostas a esta droga do que os adultos 
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(PLACZEK; ZHANG; DANI, 2009). A exposição crônica à nicotina modula não 

apenas a expressão de receptores, mas também sua distribuição e composição de 

subunidades (LAJTHA; SERSHEN, 2010; EISILE et al., 1993), bem como o número, 

distribuição, sensibilização (WONNACOTT et al., 2000) e função geral destes 

receptores (ADRIANI et al., 2004). 

Doura et al. (2008) estudaram a expressão de receptores nicotínicos α4β2, 

α6 e α7 em cérebro de ratos periadolescentes e adultos após duas semanas de 

administração crônica de nicotina. Os níveis basais destes receptores no animal 

periadolescente foram maiores do que os do adulto, mas o aumento causado pela 

nicotina foi mais pronunciado neste último grupo. Mais especificamente, o aumento das 

subunidades α4β2 foi mais evidenciado no NAC e este aumento foi maior em animais 

adultos. Por outro lado, existiu uma redução da subunidade α6 no NAC em ambos 

grupos. 

O estudo do abrasamento induzido por nicotina pode ser considerado 

interessante também por apresentar mostrar que a administração repetida desta droga 

não causa apenas tolerância, como evidenciado em trabalhos prévios, inclusive 

tolerância para os eventos convulsivos. Ao contrário, este mostra que dependendo da 

dose e tempo de administração a droga pode causar convulsões através do mecanismo 

de abrasamento. Okamoto et al. (1992) observaram que a tolerância às convulsões 

induzidas pela nicotina em ratos foi estreitamente relacionada ao aumento de seus níveis 

cerebrais vistos após injeções diárias da mesma. Entretanto, este fenômeno não foi 

notado em nossos estudos, pois como as injeções ocorriam de segunda à sexta-feira, não 

percebemos nenhuma diminuição na resposta convulsiva da nicotina na segunda-feira, 

estando de acordo com os resultados publicados por Bastlund et al. (2005).  

O estado de ativação prévia dos receptores nicotínicos, conforme citado 

anteriormente, leva a um aumento nos níveis de Ca2+ intracelular, alterando assim, a 

homeostasia do Ca2+. De acordo com Hidalgo e Donoso (2008) a relação entre o Ca2+ e 

a geração e sinalização das espécies reativas ao oxigênio (ERO) é um tópico novo em 

discussão no meio científico. De fato, alguns estudos mostram que a entrada sustentada 

de cálcio produz uma elevação na produção do estresse oxidativo mitocondrial, 

causando um desequilíbrio e que este contribui significante dano celular neuronal 

(HIDALGO;  DONOSO, 2008). Outros estudos têm mostrado também que a atividade 

elétrica neuronal promove uma sinalização de cálcio com aumento da produção das 

ERO. A estimulação elétrica neuronal induz a ativação recíproca da sinalização de Ca2+ 
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mediado pelo receptor de rianodina e a geração de ERO, especificamente do peróxido 

de hidrogênio (RIQUELME et al., 2011). 

Com base em que os receptores nicotínicos ativados e a estimulação elétrica 

neuronal aumentam os níveis de Ca2+, direta ou indiretamente, e isto está envolvido na 

produção de ERO, nós decidimos determinar a participação do estresse oxidativo, 

através da análise quantitativa de alguns parâmetros antioxidante como atividade da 

SOD, níveis de GSH, bem como a peroxidação lipídica e conteúdo de nitrito/nitrato nos 

diferentes grupos estudados após a indução do abrasamento por nicotina (em animais 

machos e fêmeas periadolescentes e adultos). 

Nossos resultados mostraram que a maior resistência dos ratos machos 

periadolescentes ao desenvolvimento do abrasamento pode estar relacionada, pelo 

menos em parte, ao aumento dos níveis das defesas antioxidantes observadas no cérebro 

destes animais, visto que houve uma elevação nos níveis de GSH no CPF e CE e 

nenhuma alteração na atividade da SOD, conteúdo de nitrito e peroxidação lipídica, 

sugerindo, portanto que este grupo apresenta um balanço antioxidante/pró-oxidante 

positivo. Ao contrário dos resultados obtidos com os machos periadolescentes, os 

demais grupos estudados apresentaram de uma maneira geral diminuição dos níveis de 

defesas antioxidantes, como GSH e SOD, desencadeando, portanto, o desequilibro 

oxidativo, e assim ao dano na membrana, detectado pela alteração na peroxidação 

lipídica em machos adultos e fêmeas periadolescentes, mas não em fêmeas adultas.  

A maior parte das ERO é produzida pela respiração mitocondrial. Cerca de 

1-2% da molécula de oxigênio consumida durante a respiração fisiológica normal é 

convertida em radicais superóxido. A redução de um elétron da molécula de oxigênio 

produz uma molécula relativamente estável, o ânion superóxido, que serve como 

precursor de muitas ERO (ANDREYEV; KUSHNAREVA; STARKOV, 2005). 

Radicais hidroxil, alcoxil, NO e peroxil, bem como outras moléculas que não são 

radicais livres, mas podem levar a sua produção através de reações químicas, como 

peróxido de hidrogênio e peroxinitrito, fazem parte também destas ERO (PRATICO et 

al., 2001).  

Os efeitos deletérios resultantes da formação das ERO são, em grande 

maioria, impedidos por vários sistemas antioxidantes (FRIDOVICH, 1995), que inclui 

os enzimáticos, como SOD e catalase, e defesas celulares não-enzimáticas como GSH, 

ascorbato (vitamina C), α-tocoferol (vitamina E), e outros. Entretanto, às vezes, a 
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produção de ERO pode ultrapassar a capacidade da célula para removê-los, resultando 

no desequilíbrio oxidativo, levando ao estresse oxidativo (PRATICO et al, 2001). 

Até o momento não há dados mostrando o envolvimento do desequilíbrio 

oxidativo em modelos de abrasamento mais amplamente estudados, como o 

abrasamento induzido por cocaína e etanol. Há alguns artigos mostrando o aumento dos 

níveis de MDA e uma diminuição nos níveis de GSH (JAIN et al., 2011) bem como 

uma diminuição da atividade da SOD em córtex pré-frontal (ERAKOVIC et al., 2003) 

de ratos submetidos ao abrasamento por pentilenotetrazol (PTZ). 

A primeira linha de defesa contra as ERO induzidas por nicotina na célula é 

promovida pela SOD. O superóxido é enzimaticamente convertido em peróxido de 

hidrogênio por uma família de metaloenzimas denominada SOD (FRIDOVICH, 1995). 

Das et al. (2009) mostraram que a atividade da SOD se apresentava bem diminuída em 

diferentes regiões cerebrais após a tratamento crônico com nicotina e que este evento 

ocorrer devido a uma superprodução do radical superóxido e peróxido de hidrogênio 

(potentes inibidores da atividade da SOD), em um modelo de toxicidade induzida pela 

nicotina. 

GSH é a principal defesa antioxidante da célula. Esta atua diretamente 

retirando os radicais livres e protegendo as biomoléculas de seus ataques. Das et al. 

(2009), no mesmo modelo supracitado, mostraram uma diminuição nos níveis de GSH, 

que pode estar associado a uma diminuição de sua síntese e/ou aumento do seu 

consumo para retirar os radicais livres induzidos pela nicotina. 

Nós observamos também que apenas nas fêmeas houve uma diminuição do 

conteúdo de nitrito/nitrato no HC e um aumento no PFC. Os níveis de óxido nítrico 

podem ser mensurados indiretamente pela determinação de nitrito/nitrato, desde que o 

NO passe por várias reações em fluidos biológicos resultando na formação de nitritos e 

nitratos. O NO é uma molécula sintetizada a partir da L-arginina na presença do co-fator 

NADPH pela ativação da enzima óxido nítrico sintase (NOS) de curta duração. Existem 

3 isoformas da enzima NOS, sendo uma induzível (iNOS) e duas expressadas 

constitutivamente (eNOS – endotelial e nNOS – neuronal) (BECKMAN ; KOPPENOL, 

1996). No SNC, o NO atua como uma molécula de sinalização intracelular difusa 

(DAWSON; SNYDER, 1994). Exerce um significante efeito inibitório na função do 

receptor de NMDA (MANZONI et al., 1992). Tem sido proposto que este efeito é 

mediado via redox no receptor NMDA, mas a interação com importantes cisteínas das 

subunidades do receptor NMDA foi descartada (AIZENMAN; POTTHOFF, 1999).  
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O papel do NO na convulsão tem sido amplamente investigado, usando 

vários inibidores e doadores de NO, no entanto, sabe-se que esta molécula age como 

modulador. Evidências sugerem também que ambas as isoformas, induzível e neuronal, 

participam em muitos processos neuronais importantes. A nicotina influencia a síntese e 

liberação de NO (VLEEMING; RAMBALI; OPPERHUIZEN, 2002), e parece que esta 

influência é através do aumento do Ca2+ intracelular. A nicotina promove a entrada de 

Ca2+ que estimularia a nNOS dentro da célula, cuja atividade depende da interação 

cálcio-calmodulina, resultando em um aumento na formação de NO (BICKER, 1996). 

Tutka et al. (2007) mostraram que especificamente em convulsões induzidas 

por nicotina, 7-nitroindazol, um inibidor seletivo da nNOS, exerceu um efeito pró-

convulsivante, ao passo que a aminoguanidina, um inibidor específico da iNOS, não 

apresentou efeito. Parece que em relação ao abrasamento induzido por nicotina, a 

alteração nos níveis de NO são dependentes da área específica estudada e que essas 

mudanças ocorrem principalmente em fêmeas. O aumento do conteúdo de nitrito/nitrato 

no CPF pode estar relacionado com a formação de peroxinitritos, um radical nitrito 

altamente ativo que pode afetar qualquer molécula celular (RADI et al., 1991). 

A formação de grandes quantidades de ERO’s pode iniciar a peroxidação 

lipídica, além de que o aumento na peroxidação lipídica pode ser devido a uma 

insuficiência no sistema antioxidante (RADI et al., 1991), fato este demonstrado em 

nossos resultados, nos quais as fêmeas periadolescentes e machos adultos apresentaram 

uma diminuição em suas defesas, e conseqüentemente, levando ao aumento da 

peroxidação lipídica detectados pelos níveis de MDA. A formação excessiva de ERO 

podem causar oxidação protéica em mitocôndrias cerebrais, oxidação no DNA e RNA, 

disfunção neuronal e morte (YILDIZ et al., 1999). 
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6 CONCLUSÃO 

 

Os resultados do presente estudo demonstraram que os ratos machos 

periadolescentes são comportamentalmente mais resistentes ao abrasamento induzido 

por nicotina, fato este que pode ter ocorrido, pelo menos em parte, devido a um aumento 

nas defesas antioxidantes apresentadas por estes animais nas diferentes áreas cerebrais 

estudadas. Pode-se também constatar que fêmeas periadolescentes são mais susceptíveis 

aos efeitos tóxicos da nicotina, embora este mecanismo não possa ser totalmente 

esclarecido através da análise dos parâmetros avaliados. 

Portanto, a análise mais detalhada dos mecanismos que estão envolvidos 

nestas diferenças através das quais o cérebro feminino adolescente se mostra tão 

vulnerável ao passo que o masculino periadolescente é tão resistente aos efeitos da 

nicotina, certamente poderia abrir novos caminhos para decifrar a complexidade acerca 

da dependência de drogas e, possivelmente, contribuir para o seu tratamento. 
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