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RESUMO

O abrasamento € um modelo experimental bem corthelgdepilepsia progressiva,
induzida por estimulacdo sublimiar elétrica ou do@m Apenas recentemente o
abrasamento induzido por nicotina (NIC) foi caraztelo farmacologicamente e
histologicamente. Além disso, € sabido que difeasnde género e de idade na
susceptibilidade a convulsédo sdo uma das questdlagsolvidas na epilepsia. Baseado
nestes fatos, o presente estudo objetivou investigafluéncia do género e idade nas
alteracdes comportamentais e neuroquimicas induzidep abrasamento por nicotina
em ratos. Ratos Wistar machos e fémeas periadates(®s-37 dias; n=8 por grupo) e
adultos (73-75 dias; n=8 por grupo) foram usadagabte 4 semanas foi realizada a
administracéo repetida de NIC 2,0 mg/kg, intrapaesalmente, de segunda a sexta-
feira e as convulsdes avaliadas de acordo comadaede Racine. Trinta minutos apos
a ultima administracdo de NIC (25° dia), os aninfaram eutanasiados, cortex pré-
frontal (CPF), corpo estriado (CE) e hipocampo (ldiSsecados e homogenatos a 10%
preparados com tampao fosfato de potassio (pH ©g)homogenatos foram usados
para avaliar a atividade da SOD, quantificacdo migsis de GSH, de nitrito/nitrato
(como maneira indireta de determinar o Oxido royrie a formacdo de peréxidos
lipidicos pela mensuracao das substancias quemeagecido tiobarbitirico (TBARS).
Fémeas periadolescentes e adultas e machos adaftiesentaram a mesma
susceptibilidade ao desenvolvimento do abrasamguosmdo comparado aos ratos
machos periadolescentes, apresentando estagio €ordailsbes apos 19 dias de
tratamento de NIC, enquanto os ratos machos péssminmtes apresentaram estagio 5
apenas apos 24 dias de administracdo. Com relagdom@rtes as fémeas
periadolescentes foram mais susceptiveis aos ®féitxicos da NIC com 75% de
mortes neste grupo. Os machos periadolescenteseafgeam um aumento dos niveis
de GSH no CPF e CE e nenhuma alteracédo na ativitla@OD, contetdo de nitrito e
peroxidacao lipidica. Ao contrario, 0os outros gugdminuiram os niveis de GSH e a
atividade da SOD, com dano na membrana detectadoepevacdo na peroxidacéo
lipidica em machos adultos e fémeas periadoless,emizs ndo em fémeas adultas. Em
conclusdo, nossos resultados demonstram que oaaiwa® induzido por NIC é
influenciado pelo género e idade do animal e quénpetros de estresse oxidativo,
estdo relacionados, pelo menos em parte, a susiidptie/resisténcia do animal as
convulsdes induzidas por esta droga.

Palavras-chave: abrasamento induzido por nicotestresse oxidativo, género e idade



ABSTRACT

Kindling is a well-known experimental model of pregsive epilepsy induced by
electrical or chemical subthreshold stimulation. nlyO recently nicotine-induced
kindling was pharmacologicaly and histologicaly i@dwerized. Furthermore is known
sex and age differences in seizure susceptibiligy ane of the unresolved issues in
epilepsy. Based on this, the present study aimednvestigate gender and age
influences in behavioral and neurochemical chamgestine-induced kindling in rats.
Male and Female periadolescent (35-37 days old8/group) and adult (73-75 days
old, n=8/group) Wistar rats were used. During 4 kge&indling seizures were induced
by repeated administration of NIC 2.0 mg/kg, inenajpneally, from Monday to Friday.
Convulsant activity was evaluated according Rasitede. Thirty minutes after the last
administration of NIC, animals were euthanizedfrprgal cortex (PFC), striatum (ST)
and hippocampus (HC) dissected and homogenate§%o ptepared with potassium
phosphate buffer (pH 7.4). Finally, homogenatesewased to evaluate Superoxide
Dismutase (SOD) activity, levels Glutathione Redluc€GSH) quantifying,
nitrite/nitrate levels (as an indirect way to detere nitric oxide) and lipid peroxides
formation by measuring the thiobarbituric-acid tesy substances (TBARS). Female
periadolescent and adult and male adult preseraetk ssusceptibility to kindling
development whem compared to male periadolesceedepted stage 5 seizures after
19 days NIC treatment, whereas male periadolesaenpresented stage 5 only after 24
days of administration. Regarding to deaths fempdgiadolescente were more
susceptible to toxic effects of NIC with 75% deaitmghis group. Male periadolescent
presented an increase in the GSH levels in CPF ar@Eno change in SOD acitivity,
nitrite content and lipid peroxidation. Unlike, ethgroups decreased GSH levels and
SOD activitiy with membrane damage detected bynanease in lipid peroxidation in
male adult and female periadolescent, but not mafe adult animals. In conclusion,
our results demonstrate that NIC-induced kindlmgnfluenced by gender and age and
oxidative stress parameters, are related, at leastpart, to the animal’s
susceptibility/resistance to the kindling inducectiis drug.

Key-words: nicotine-induced kindling, oxidativeests, sex and age
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pamp — microampere

ul — microlitro

uM — micromolar

°C — grau Celsius
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NBT — nitro-blue-tetrazélio
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NIC — nicotina

nm — nanémetro

nM — nanomolar

NMDA — N-metil-D-aspartato

NO — Oxido Nitrico

eNOS — Oxido Nitrico Sintase endotelial
iINOS — Oxido Nitrico Sintase induzida
nNOS — Oxido Nitrico Sintase neuronal
OMS - Organizacdo Mundial de Saude
PD — po0s-descarga

pH — potencial hidrogeniénico

RNA — acido ribonucléico

rpm — rotacao por minuto

SNC - Sistema Nervoso Central

SOD - Superodxido Dismutase

TBARS — Espécies reativas ao acido tiobarbiturico



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Classificacdo Internacional de doencasmoblemas a Saude
Figura 2: Estruturas do sistema limbico

Figura 3: Localizacado do complexo amigdaldide no ta.

Figura 4: Espécies vegetais que dao origem a niqwdi.

Figura 5: Estrutura quimica da nicotina.

Figura 6: Exemplos de formacédo enzimética de ERO.

Figura 7: Esquema de desativacao enzimatica das ERO

Figura 8: Desenvolvimento do abrasamento induzidogy nicotina em ratos
machos e fémeas, periadolescentes e adultos, derdo@om o estagio 5 da
escala de convulsdo de Racine (1972).

Figura 9: Percentual de sobrevivéncia dos animaisibmetidos ao
abrasamento induzido por nicotina.

Figura 10: Atividade da enzima Superdxido Dismutaseao cortex pré-frontal

de animais submetidos ao abrasamento por nicotina.

Figura 11: Atividade da enzima Superoxido Dismutasao corpo estriado

de animais submetidos ao abrasamento por nicotina.
Figura 12: Atividade da enzima Superéxido Dismutasao hipocampode
animais submetidos ao abrasamento por nicotina.

Figura 13: Niveis de Glutationa Reduzida em cértegré-frontal de animais

submetidos ao abrasamento induzido por nicotina.

Figura 14: Niveis de Glutationa Reduzida em corpostriado de animais

submetidos ao abrasamento induzido por nicotina.
Figura 15: Niveis de Glutationa Reduzida em hipocapo de animais
submetidos ao abrasamento induzido por nicotina.

Figura 16: Niveis de Nitrito em_cortex pré-frontalde animais submetidos

ao abrasamento induzido por nicotina.

Figura 17: Niveis de Nitrito em_corpo estriadade animais submetidos ao

abrasamento induzido por nicotina.
Figura 18: Niveis de Nitrito em_hipocampale animais submetidos ao
abrasamento induzido por nicotina.

Figura 19: Niveis de MDA (marcador de peroxidagaoipidica) em cértex

19

21

23

24

31

32

41

42

44

45

46

48

49

50

52

53

54



pré-frontal de animais submetidos ao abrasamento induzido paicotina.

Figura 20: Niveis de MDA (marcador de peroxidagaaipidica) em corpo
estriado de animais submetidos ao abrasamento induzido paicotina.

Figura 21: Niveis de MDA (marcador de peroxidacaoipidica) em

hipocampode animais submetidos ao abrasamento induzido poicotina.

56

57

58



SUMARIO

1 INTRODUCAO 16
1.1Epilepsia do Lobo Temporal e o Abrasamento 17
1.2 Aspectos fisiologicos do abrasamento 20
1.2.1 Histérico 20
1.2.2 Mecanismos celulares gerais envolvidos no abrasanten 21
1.3Nicotina e o0 abrasamento 22
1.3.1 Aspectos gerais da nicotina 22
1.3.2 Aspectos farmacolégicos da nicotina 24
1.3.3 Efeitos da nicotina no Sistema Nervoso Central 25
1.3.4 Nicotina e Convulsao 26

1.4 Diferencas entre as fases adolescéncia e a adulteagto ao envolvimento

com nicotina 27
1.5Diferengas de género quanto ao envolvimento com oina 28
1.6Nicotina e o estresse oxidativo 29
1.7 Relevancia e Justificativa 33
2 OBJETIVOS 34
2.1Objetivo Geral 34
2.2 Objetivos Especificos 34
3 MATERIAIS E METODOS 35
3.1Animais 35
3.2Droga utilizada 35
3.3 Estratégia experimental 35
3.4 Tratamento dos animais e esquema de inducao do alsa@mento 36

3.5 Determinagéo do estresse oxidativo em animais indidbs ao abrasamento
por nicotina 36
3.5.1 Determinacao da atividade enzimatica da SuperoxidDismutase (SOD)
em animais induzidos ao abrasamento por nicotina 37
3.5.2 Quantificacdo dos niveis de Glutationa Reduzida (G em animais
induzidos ao abrasamento por nicotina 37
3.5.3 Dosagem de nitrito/nitrato em animais induzidos a@brasamento

por nicotina 38



3.5.4 Avaliacdo da peroxidacao lipidica em animais indudios ao
abrasamento por nicotina

3.6 Analise estatistica

4 RESULTADOS

4.1 Determinagao do desenvolvimento do abrasamento indiglo por nicotina
em ratos

4.2 Determinacédo da atividade da Superoxido Dismutas&QD)

4.3 Determinacao dos niveis de Glutationa Reduzida (GSH

4.4 Determinagdo dos niveis de Nitrito/Nitrato

4.5 Determinacédo dos niveis de Peroxidacéo Lipidica dasembranas

5 DISCUSSAO

6 CONCLUSAO
REFERENCIAS

38
39
40

40
43
47
51
55
59
68
69



17

1 INTRODUCAO

Um modelo experimental comum de epilepsia prograssio abrasamento
(traducéao da palavra inglegandling). O primeiro conceito de abrasamento descrevia
um processo no qual a atividade epileptiforme coidlascomo pos-descarga (PD) podia
ser desencadeada pela estimulagdo elétrica ou aguimhé estruturas cerebrais
(RACINE; MCLNTYRE, 1986). Goddard (1967) foi o prno a demonstrar que o
abrasamento de areas subcorticais, por estimuldsait@ intensidade (5Qamp) a
intervalos dispersos produziam um aumento na stisiiglade para crises ou episodios
convulsivos pela diminui¢cdo do limiar da convuls@ortanto, 0 abrasamento resulta em
modificacdes progressivas e duradouras na respdades neuronal que se manifestam
pelo aumento na duracdo, complexidade e propagdgdPD a partir do sitio de
estimulacdo, bem como na progressao previsivel edposta convulsiva que o
acompanha (GODDARD; MCINTYRE; LEECH, 1969; RACINER72).

O fendmeno do abrasamento é considerado um impertaodelo no
estudo da epilepsia, uma vez que foi demonstragocgavulsdes induzidas podem
tornar-se manifestagcées comportamentais perman@?ifdg&lL; ROVNER, 1978), que
relembram a génese e progressao de algumas deseqEpticas, como a epilepsia do
lobo temporal ou, de forma mais apropriada, a clsdeuparcial complexa. Como
ocorre no abrasamento, este tipo de convulséao tigeno focal, mas subsequientemente
se generaliza, com perda da consciéncia e, fregidente, componentes motores
podendo chegar a uma convulsdo tonico-clonica gbrada (HANNESSON E
CORCORAN, 2000).

O abrasamento pode também ser obtido atravésideiksido corneal, bem
como de estimulagdo quimica repetida, utilizandog®gas como cocaina,
pentilenotetrazol, dentre outras, ou até mesmorpélada do etanol.

Porém, quando o abrasamento por quimioconvulsigagteexaminado,
independente do causado pela cocaina, a maiori@wtoss convulsivantes quimicos
que induzem abrasamento por injecdo sistémica garegir predominantemente no
sistema GABAérgico. Contudo no que se refere aasalbnento induzido por nicotina,
pouco de seu mecanismo € conhecido (BASTLUND g2@05).

Os modelos de abrasamento em roedores tém codtibpara o

conhecimento do efeito da ocorréncia de criseségyiihs de curta duracdo na
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fisiopatologia da epilepsia do lobo temporal (KOTEK) et al., 2002; SAYIN et al.,
2003) e, além disto, podem ser de maior interessee@estudo da plasticidade neuronal
em geral, visto que as modificacdes neuronais idds pelo abrasamento podem estar
associadas a modificacdes em funcdes outras qusondente a epilepsia (fungdes néo-
epilépticas) ou comportamentais que dependem dao®mes afetados (LOSCHER et
al., 2003).

1.1Epilepsia do lobo temporal (ELT) e o Abrasamento

A epilepsia € uma das mais comuns desordens dbrogaingindo cerca
de 0,5-1% de pessoas no mundo, e cerca de 15%ad@nies sejam refratarios, ou
seja, continuam a ter crises, sem remissdo, apbsatratamento adequado com
medicamentos anticonvulsivantes (BANERJEE; HAUSERI08. A incidéncia
estimada na populacdo ocidental € de 1 caso paia 2800 pessoas por ano. A
incidéncia de epilepsia € maior no primeiro anwida e volta a aumentar apdés os 60
anos de idade. A probabilidade geral de ser afgtad@pilepsia ao longo da vida é de
cerca de 3% (KWAN; SANDER, 2004). E caracterizadar prises epilépticas
recorrentes, normalmente ndo-provocadas, ou s&gaprovocadagor febre, insultos
agudos do Sistema Nervoso Central (SNC) ou desledod toxico-metabdlicos graves,
como deficiéncias nutricionais, hipoglicemia, higloemia, encefalopatia urémica,
acarretando em consequéncias cognitivas, psicaessoei sociais desta condicao
(CHANG; LOWENSTEIN, 2003; ENGEL; PEDLEY, 2008). Grino “epilepsia”
encerra uma grande variedade de manifestacéesadjnidesde as chamadas auras
psiquicas até as crises tdnico-clénicas generaizadcluindo as epilepsias da infancia,
as epilepsias secundérias a outras doencas, apsad de origem familiar e muitas
outras. De acordo com a Classificacdo Internaciatel Doencas e Problemas
relacionados a Saude, a epilepsia €é classificadacem diferentes tipos, conforme na
figura abaixo (Figura 1) (MINISTERIO DA SAUDE, 20110
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Figura 1- Classificagdo Internacional de doencaspmroblemas a Saude.

Classificacao Internacional de Doencas e Problemaslacionados a Saude

Cddigo Tipo (descrigcéo)
Epilepsia e sindromes epilépticas
G40.0 idiopaticas definidas por sua localizacao
(focal) (parcial) com crises de inicio focal
Epilepsia e sindromes epilépticas
G401 sintométicas definidas por sua localizacdo
' (focal) (parcial) com crises parciais
simples
Epilepsia e sindromes epilépticas
sintométicas definidas por sua localizacéo
G40.2 . . o
(focal) (parcial) com crises parciais
complexas
Epilepsia e sindromes epilépticas
G40.3 PrEP . o 'p. P
generalizadas idiopaticas
Outras epilepsias e sindromes epilépticas
G40.4 PP _ PrEP
generalizadas
G40.5 Sindromes epilépticas especiais
Crise de grande mal, ndo especificada
G40.6
(com ou sem pequeno mal)
Pequeno mal n&do especificado, sem crises
G40.7
de grande mal
G40.8 Outras epilepsias

Fonte: Portaria SAS/MS N° 492, de 23 de setembr20d€, Ministério da Saude, Brasil. Acesso em: 15
de outubro de 2011.

Dados epidemioldgicos mostram que o tipo mais &atgide crise em seres
humanos ¢é a epilepsia de lobo temporal (ELT), senidoma mais comum de epilepsia
focal, responsabilizando-se por pelo menos 40-58%o0dos os casos desta patologia
(YACUBIAN, 2004; GUERREIRO et al., 2000). Este tide epilepsia é caracterizado
por crises bastante peculiares denominadas “cpassais complexas”. Os circuitos
primariamente envolvidos na ELT incluem estruturde sistema limbico,

particularmente o hipocampo e a amigdala (Figur&g&3as estruturas participam dos
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processos de memdéria e aprendizado e encontraerisenente afetadas na ELT. O
achado mais caracteristico da ELT, no homem, écfiaahipocampal, decorrente da
perda seletiva de neurbnios e do processo de gijoseacompanha a perda celular
(YACUBIAN, 2004; GUERREIRO et al., 2000).

A esclerose hipocampal refere-se a uma perda rauvaniavel e seletiva
em CALl (Setor de Sommer), CA3 e no hilo, que sgies localizadas no hipocampo,
sendo uma das caracteristicas neuropatolégicasimaistantes na ELT (MELDRUM;
BRUTON, 1992). Ha gliose secundaria, ou seja, &y da substancia branca, e
atrofia da formacdo hipocampal que pode atualmeete identificada através de
ressonancia magneética de alta resolucéo. A perdaw@nios hilares do giro denteado
geralmente é evidente, sendo por vezes a Unicanatidade (nesse caso denominada
esclerose dendfoliun). Em casos mais graves, além da esclerose, ha perdonal
também em locais extra-hipocampais, como coérterrenél, giro para-hipocampal,
amigdala, talamo e cerebelo. Entretanto, a pelddéacéora do hipocampo néao ocorre a
menos que haja também perda neuronal nesta areR@HARISON; CORSELLIS,
1966).

Figura 2- Estruturas do sistema limbico.
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Fonte:http://painconsortium.nih.gov/symptomresearch/cbam3/images/fig81v2.qgif
Acesso: 30.06.2011
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A ELT associada a esta esclerose € a principalacdesresisténcia ao
tratamento medicamentoso (refratariedade) em pasieadultos com epilepsia,
tornando-se o tipo predominante e incapacitant&MEH et al., 1993).

Para entender as epilepsias, inUmeras abordagarsdé feitas, tanto pelo
estudo do tecido epiléptico ap6s remocao cirargioafoco epiléptico, bem como
atraveés de estudos dos tecidos cerebrais provensidetanimais de laboratorio que sao
submetidos aos modelos experimentais de epileps@D{; SCHWARTZKROIN,
1997). A alta incidéncia de refratariedade na Ebirheimanos, bem como seu impacto
na vida do individuo e na sociedade, tem compeglakguisadores no mundo a estudar
sua fisiopatologia, o que torna estes modelos quéatimente relevantes e os mais
utilizados sao aqueles que mimetizam a ELT, commdelo por pilorcapina (TURSKI
et al., 1983), o modelo do acido cainico (Ben-A885) e o abrasamento (GODDARD,
1967).

1.2 Aspectos fisiologicos do abrasamento

O abrasamento, conforme mencionado anteriormesitesido usado como
um modelo para a epilepsia do lobo temporal e paatendimento da epileptogénese
(processo de desenvolvimento da epilepsia) humanenpitos investigadores por mais
de 30 anos, e os resultados tém sido frequentenrgetpretados em termos de suas
implicacdes para a condicdo humana (BERTRAM, 2007).

1.2.1 Historico

O abrasamento okindling foi descrito em 1967 por Graham Goddard, no
qual ele observou que repetidos estimulos exditat@étricos e de baixa intensidade
(50 yamp), aplicados em estruturas cerebrais, acarratagaaparecimento progressivo
de crises comportamentais e detectaveis eletrograéinte, que cresciam e se
propagavam induzindo crises motoras generalizadasaepermanente susceptibilidade
as crises epilépticas. Os estimulos eram provessedd implantacdo profunda de
eletrodos em regides cerebrais especificas, coamigdala (Figura 3) ou hipocampo
(MCINTYRE et al., 2002; MORIMOTO et al., 2004).

Em décadas recentes muitos outros meétodos de atmaika foram

introduzidos na pesquisa, dentre eles o abrasameotmeal (MATAGNE;
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KLITGAARD, 1998; POTSCHKA; LOSCHER, 1999) e abrasarto quimico por
compostos como picrotoxina, bicuculina (NUTT et, d1982), FG 7142 (LITTLE;
NUTT; TAYLOR, 1987), cocaina (ITZHAK, 1996; MILLERet al., 2000; POST;
KOPANDA, 1975; POST; WEISS; PERT, 1988) e pentitetrazol (ERDTMANN-
VOURLIOTIS et al., 1998; LITTLE; NUTT; TAYLOR, 1987MASON; COOPER,
1972). E mais recentemente um fenbmeno similardportado com as convulsdes
repetidas induzidas pela retirada apos intoxicagdieetanol (GONZALEZ et al., 2001),
mostrando assim que ndo é apenas o0 estimulo quiicglétrico que pode causar

abrasamento.

Figura 3 - Localizacdo do complexo amigdaldide nato.
Posigéo do eletrodo para estimulagdo elétrica

Compleno Anigdaléide

Fonte:http://www.multiciencia.unicamp.br/img_03/artigog/niig1.jpg
Acesso em: 04.07.2011

1.2.2 Mecanismos celulares gerais envolvidos no abrasanten

A evolucédo do processo de abrasamento segue umopeatacteristico bem
definido e tem sido estudado por diferentes peadaores (RACINE, 1972). Duas
caracteristicas principais do abrasamento devermaatidas em mente: é necessério
ter uma convulséo para o abrasamento ocorrer pwvallsdo induzida ndo € espontanea.

Este fenbmeno € de longa duracédo, uma vez quedguaplatd é atingido e mantido,
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existe uma pequena queda na resposta ao abrasapéstperiodos sem estimulacao
(GODDARD; MCINTYRE; LEECH, 1969; HIYOSHI; WADA, 1983).

A progressdo comportamental no desenvolvimentobdasamento sugere
que ele comeca com um numero limitado de circuitesronais e, posteriormente,
estende-se para circuitos adicionais, correlachome com 0 componente
comportamental de crises que evoluem para conwylsiieseja, ha recrutamento de
outras areas cerebrais fora do foco estimulado,s§aeacompanhadas pela progressao
do estagio de convulsdo comportamental envolvetiiaus unilateral e entdo bilateral
com rearing e queda do animal (BERTRAM, 2007; POST, 2007).aunento da
duracdo destas crises sugere que a resisténctargaislos circuitos para a atividade
convulsiva estd também enfraquecida, mostrando a@uabrasamento resulta em
mudancas na capacidade do cérebro em limitar aslis@es (BERTRAM, 2007).

Em termos de mecanismo, este fenOmeno tem mositadear uma
facilitacdo da plasticidade funcional via atividatependente, e juntamente a este
processo, ha uma inducdo espaco-temporal de geeekaios como c-fos e de genes
efetores tardios incluindo neuropeptideos, fateresrotréficos e uma variedade de
outros compostos quimicos envolvidos na sinteskbeeatdo de neurotransmissores e
acao no receptor (POST; WEISS, 1992). Mudancasinagle sinalizac&o intracelular,
funcdo de neurotransmissores, expressao de camdisnd e morfologia neuronal e
ultraestrutural também tém sido correlacionadasl(3At al., 1996).

Foi observado um aumento dos niveis de BDNF (fateurotrofico
derivado do cérebro) no hipocampo, hipotalamo, owex e corpo estriado, no qual
tem mostrado causar hiperexcitabilidade em coriggschmpais (SATO et al., 1996);
aumento progressivo da densidade do receptor GABAO giro denteado, e
downregulatioraguda evoluindo pargpregulationdeste receptor em CAl e CA3 (LIU
et al.,, 2009); aumento da expressdo de canaiso®rie sodio Navl.6 em CA3
causando um aumento persistente na corrente de, dgrovavelmente, contribuindo
para a excitabilidade exacerbada (BLUMENFELD et2109).

1.3 Nicotina e o abrasamento

1.3.1 Aspectos gerais da nicotina
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A nicotina, um alcal6ide natural derivado de duapeéeies vegetais,
Nicotiana tabacume Nicotiana rustica(Figura 4), foi isolada em 1828 da folha do
tabaco por Posselt e Reiman, faz parte da fumagagdao, como um dos seus 4.000

componentes, sendo 0 mais estudado entre todosGBENZ, 1992).

Figura 4 - Espécies vegetais que dao origem a rnioa.
A —Nicotiana tabacumB — Nicotiana rustica

Fonteshttp://www.botanik.de/files/images/Nicotiana%20talnm.preview.jpg

http://toxicopoeia.com/botany/plants/image/Nicoig? ORustica.jpg
Acesso em: 05.07.2011

A difusdo do tabaco no comec¢o do século XX fez cpm seu consumo
aumentasse durante a 22 Grande Guerra Mundiajjratimo auge nas décadas de 50 e
60. Declinou discretamente em alguns paises dé&stle finas os problemas associados
a esse consumo tém estimulado mais pesquisasppdaddos sao alarmantes. Existem
mais de 1 bilhdo de fumantes no mundo, e a metalds,dse permanecer fumando,
morrera prematuramente (MARQUES et al., 2001).

No Brasil, a proporcédo de pessoas que ja fumargarroi na vida é de
41,1%, sendo que as classes de nivel socioecondmaisobaixo fumam mais. Cerca de
90% dos fumantes ficam dependentes da nicotina esr5 e os 19 anos de idade

(atualmente temos aproximadamente 2,8 milhdesmarftes nessa faixa etéria), mas a
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grande concentracdo de fumantes esta na faixa,e¢ftre 20 a 49 anos de idade. Na
regido Sul é onde existem mais dependentes: 42%halmtantes. No Nordeste, séo
31%. Os adeptos da nicotina seguem o comportame@iico aos dependentes de
heroina e cocaina (GALDUROZ et al., 2005).

Dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estimamatualmente,
5,4 milhdes de Obitos séo atribuidos ao tabagissnmundo anualmente (WHO, 2002),
dos quais 200 mil s&o no Brasil (WHO, 2008), conayorojecdo estimada de Obitos em
torno de 10 milhdes até o ano 2020, dos quais FHoesl ocorrerdo nos paises em
desenvolvimento. Vale dizer que o tabagismo, hogta mais que a soma das mortes
por AIDS, cocaina, heroina, alcool, suicidios @atie de transito (MARQUES et al.,
2001). Entretanto, a industria do tabaco movimeetaenas de bilhdes de ddlares ao
ano, e tem um poderoso “lobby” politico, dificukdenassim, o desenvolvimento de
medidas preventivas (FOCCHI, 2003).

1.3.2 Aspectos farmacolégicos da nicotina

A nicotina € uma amina terciaria composta por ardss piridina e
pirrolidina (Figura 5) (ROSEMBERG, 2002). Trataes® uma base volatil (pk= 8,5)
incolor, que se torna acastanhada e adquire o @aldabaco quando exposta ao ar
(GOODMAN; GILMAN, 2005).

Figura 5 - Estrutura quimica da nicotina.
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Fonte: http://www.energia.com.br/professores/alquimistasésidades/formula_08.jpg Acesso em:
05.07.2011
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E rapidamente absorvida pelas vias respiratoriasamanas bucais e pele,
por ser uma base extremamente forte sua absorc@stimago € limitada, sendo
absorvida mais eficientemente no intestino. A atfmda nicotina no organismo, é em
média 1,0 mg por cigarro, variando de 0,37 mg a6 liBg, entretanto a
biodisponibilidade pode aumentar em até 3 vezes admtensidade da tragada e a
técnica do fumante (GOODMAN; GILMAN, 2005; BENOWITZ998). Pode ser
administrada por via oral na forma de goma, emasansdérmico, spray nasal e
inalador de vapor, sendo as duas primeiras fornas amplamente utilizadas, com o
objetivo de obter uma concentracdo plasmética maatinferior as concentragdes
sanguineas venosas apos o fumo de cigarros, akiliassim, no tratamento contra a
sindrome de abstinéncia (GOODMAN; GILMAN, 2005).

Cerca de 80-90% da nicotina sao alterados no cgmpocipalmente no
figado pelo sistema citocromo 450 (CYP), no qugkne codificador CYP2A6 é ativo
nessa metabolizacdo, entretanto pode ser metabmliaenbém nos rins e nos pulmdes.
A cotinina € o principal metabdlito, enquanto a otita-1'N-6xido e a 3-
hidroxicotinina e metabdlitos conjugados sdo enaolos em menores quantidades
(ROSEMBERG, 2002; BENOWITZ, 1998). A meia-vida é tatno de 2 horas, porém
a da cotinina varia de 18-36 horas, podendo skcario marcador de uso da nicotina
(FOCCHI, 2003). Tanto a nicotina quanto seus méditakGao rapidamente eliminados
pelos rins. A taxa de excre¢do urinaria depend@Hala urina, na qual a excrecao
diminui quando a urina é alcalina. Também é exdeet® leite de mulheres que fumam
durante a lactacéo, podendo conter 0,5 mg/l (GOORNMBILMAN, 2005).

1.3.3 Efeitos da nicotina no Sistema Nervoso Central

As acdes sistémicas da nicotina sdo mediadas peptores nicotinicos, de
maioria idnica, encontrados no sistema nervoso raeniSNC), nos ganglios
autondmicos periféricos, na glandula supra-remalpervos sensitivos e na musculatura
estriada esquelética (MARQUES et al., 2001).

No SNC, a nicotina liga-se a receptores centrgasrdéricos, atravessando
a barreira hematoencefalica, na qual a partir diéiptos sitios de acdo, produz varios
efeitos, preponderantemente excitatorios, ou sgamulando a liberacdo de varios
neurotransmissores, como noradrenalina, acetikolimpamina, GABA, entre outros
(BRODIE, 1991).
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A administracdo aguda em ratos pode aumentar i@a¢ée de dopamina no
sistema limbico e na via nigroestriatal (WISE; HOGRIAN, 1992). A estimulacéo
nicotinérgica atua também sobre outras areas @sebomo o hipocampo, provocando
melhora da atenc&o e da memoria, sobre o cortefkqtal, agindo sobre as funcdes de
comportamento social e sobre o0 sistema noradrewerdo locus coeruleus na
protuberancia, relacionado com as respostas a@ssste implicado na depressao. Este
efeito é semelhante ao produzido por outras sutisgicomo cocaina ou anfetaminas
(SENA; FERRET-SENA, 2004; WATKINS; KOOB; MARKOU, P0). A nicotina
também promove um rapido, mas pequeno aumentotddoede alerta (HEISHMAN,;
TAYLOR; HENNINGFIELD, 1994), e diminui o apetite EBIA; FERRET-SENA,
2004).

Em baixas doses a nicotina afeta o aprendizadandira ansiedade, altera
as respostas cardiovasculares, de termorregulagoi@pcao. Em altas doses produz
comportamentos mais drasticos, incluindo eventuatene inducdo de convulsdes
tbnico-clonicas em roedores (BENOWITZ, 1999; SALAS al.,, 2003). Relatos
mostram que a nicotina como droga de abuso caivegd@ da area tegmental ventral
(ATV), uma regido mesencefalica envolvida na meibage acdes de recompensa de
muitas drogas de abuso, levando a producéo de dlogana sua liberacéo, através de
neurénios axonais, no nuclemcumbengNAC), zona importante na motivacdo dos
comportamentos devido as suas conexdes com 0 aistemecompensa e com outras
regides do cortex pré-frontal (BALFOUR, 2004). Estsl com microdialise mostram
gue a administracao sistémica ou local de nicqinoaluz aumentos dose-dependentes
nos niveis de dopamina no nucleo accumbens (NAC)amenais (SIDHPURA;
REDFERN; WONNACOTT, 2007) e no corpo estriado dembhoos fumantes
(MONTGOMERY et al., 2007).

A administracdo da nicotina vivo e em culturas celulares desencadeia o
aumento da expressdo de varios genes relacionados ceurossecrecao incluindo os
relacionados a sintese das enzimas biossinteteadite catecolaminas, estimulando
assim sua liberacdo (BENOWITZ, 1999).

1.3.4 Nicotina e Convulsao

A acdo convulsiva da nicotina esta bem documer®BBEAIOWITZ, 1999),
mas pouco do seu mecanismo foi determinado. Foodstrado que estas convulsdes
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induziveis sdo originadas no hipocampo e sao demrde mediadas envolvendo o0s
receptores colinérgicos nicotinica8, a7 e 4 (DAMAJ et al., 1999; KEDMI et al.,
2004), pontuando o papel destes receptores na agddulda excitabilidade cerebral,
entretanto pouco é conhecido sobre a fungéo destegtores na génese das convulsdes
(LOSCHER et al., 2003).

O envolvimento dos receptores NMDA também foi régabw, mostrando
que a liberacdo de glutamato via estimulacdo deptemes nicotinicos pré-sinapticos
tem sido implicado na ag&o convulsiva da nicotan@ue um potente antagonista do
receptor de glutamato do subtipo NMDA, MK-801 (dijgina), mostrou suprimir o
desenvolvimento de convulsdes induzidas por niagffEDELE et al., 1998; DAMAJ
et al., 1999). Ha relatos mostrando que o Oxidacoiliberado (NO) pela ativacdo de
receptores NMDA, também apresentem um importanfgelpaesta excitabilidade
(TUTKA et al., 2007).

Apenas recentemente foi determinado que a adnag#ir repetida em
baixas doses de nicotina esta relacionada ao ddsenento do abrasamento
(BASTLUND et al., 2005), portanto poucas alteracdglacionadas ao abrasamento
induzido por esta droga tém sido estudadas.

1.4Diferengas entre as fases de adolescéncia e idadelta quanto aos efeitos da

nicotina

O estudo de animais adolescentes e adultos tem lbas@oque grande parte
de usuarios de drogas de abuso sdo adolescent®ddHESX 1997), e de fato, a
exposicdo cada vez mais cedo a estas drogas podemsdorte preditor do uso
prolongado e dependéncia das mesmas (TAOLI; WYDNBER1).

Como a adolescéncia em primatas humanos e nao-bsnsanestende por
varios anos, modelos deste estagio desenvolvimeatml roedores, chamada
periadolescéncia, se limita a 2 semanas entre iapgdamente 35 e 50 dias apés o
nascimento (SPEAR, 2000). Vérias caracteristicaxsiuns entre roedores e primatas
periadolescentes, exemplos incluem uma grande igadet de tempo gasto com
interacdes sociais, alto nivel de riscos, sensdedmocura pelo novo (ADRIANI et al.,
2004), hiperatividade e hiperexploragdo de ambsemevos (CAZA; STEINERT;
SPEAR, 1980). Mudangas comportamentais, neurogafmé neuroanatbmicas que
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ocorrem durante este periodo em ratos sdo similageelas vistas em humanos
adolescentes (ADRIANI et al., 2003).

O consumo de tabaco geralmente comeca na adolescéh@anto mais
precoce o0 inicio, maiores serdo a gravidade dandépeia e os problemas a ela
associados (MARQUES et al., 2001), incluindo umaongrobabilidade de parar de
fumar e um maior risco de recidiva (CUI et al., @03 pesar da alta prevaléncia do uso
de tabaco entre adolescentes, a neurobiologiaidaoagor nicotina tem sido estudada
principalmente em animais adultos. Pesquisas téstratm que fumantes adolescentes
apresentam componentes positivos e negativos ebgségiéncia diferente dos fumantes
adultos (DIFRANZA, 2007). Embora poucos estudobaem sido feitos para evidenciar
os efeitos da nicotina em modelos animais de acihesa, existem evidéncias de que
animais adolescentes e adultos respondem de malifgirante a nicotina, como por
exemplo, ratos adolescentes quando comparadosl@saftiram mais suscetiveis as
acOes da nicotina na atividade locomotora (CRUZDEIA; PLANETA, 2005) bem

como, exibem uma maior preferéncia pelo local acdodado (ADRIANI et al., 2006)

1.5Diferencas nos efeitos da nicotina de acordo congénero

O género também pode influenciar as respostas atenpentais a
exposicao aguda e cronica das drogas de abuso (BEHAWY, 2008). As taxas de abuso
de drogas estdo mais baixas em mulheres do queoeranis, entretanto o niamero de
mulheres usando e abusando de drogas prescritames iestd em ascensdo. Os homens
estdo 2 a 3 vezes mais propensos a ter uma desdelaivuso/dependéncia, mas esta
diferenca sexual presente talvez reflita as difgaenna oportunidade, ao invés da
vulnerabilidade as drogas (VAN ETTEN; NEUMARK; ANTHNY, 1999).

Pesquisas mostram que adolescentes do sexo fenpiareoem apresentar
uma particular vulnerabilidade a nicotina (COLLINBENWASSER, 2004; LEVIN et
al., 2003), e que estas utilizam mais produtosvdédds do tabaco, além de ter uma
maior dificuldade em parar o seu uso quando cordparaom 0s do sexo masculino
(PAULY, 2008; PERKINS; SCOTT, 2008). Mulheres tammbé&xibem uma maior
resposta afetiva negativa durante a retirada da desga (BECKE; HU, 2008).

Modelos animais tém mostrado também que roedorehorae fémeas
apresentam diferentes sensibilidades aos efeitascdéina. Por exemplo, fémeas séo
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menos sensiveis que machos aos estimulos disctivomaa nicotina, coerente com os
achados em humanos (DAMAJ, 2001; PERKINS; DONNY;GIHNULA, 1999), e sao
mais sensiveis a antinocicep¢ao induzida por estgadem modelos de dor aguda e
cronica (CHIARI et al., 1999). Exibem também um eonaaumento da atividade
locomotora apds a administragao intravenosa cr@eaaicotina (BOOZE et al., 1999).
Quanto as crises convulsivas induzidas pela mesbservou-se que estas crises sao
mais severas em fémeas (TESKEY; HUTCHINSON; KOLED9).

Sugere-se que estas diferencas sexuais sao s@sopalh influéncia dos
hormdnios gonadais, no qual os niveis destes haosmiémudam através do ciclo
menstrual (humanos) ou estral (roedores). Estuaiosuananos que mostram os efeitos
da fase do ciclo menstrual sobre o consumo derogar sobre as acdes psicoativas da
nicotina sédo conflitantes, entretanto a maioriateetjue a fase do ciclo menstrual pode
influenciar os sintomas auto-relatados de abstinéen mulheres (BENOWITZ;
HATSUKAMI, 1998). Pesquisas em animais sugerem gsiehorm6nios ovarianos
podem influenciar nos efeitos agudos da nicotinaya por exemplo, a administracéo
exdgena de estrégeno em fémeas tem um efeito prassivante, ou seja, acelera o
tempo para o inicio da convulsédo (TESKEY; HUTCHINE®&OLB, 1999).

1.6 Nicotina e estresse oxidativo

Nas ultimas décadas, inUmeras pesquisas foranzada com o objetivo
de se esclarecer o papel dos radicais livres emsegsos fisiopatolégicos como
envelhecimento, céancer, aterosclerose, inflamacadaloencas neuropsiquiatricas
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; FATTAL et al., 2006). ©érebro esta entre os
orgaos mais vulneraveis devido ao seu elevado oomsie oxigénio e por que 0S seus
lipidios de membrana celular séo altamente oxiddQ&UPTA, 2004).

A oxidacao é parte fundamental da vida aerdbica eodso metabolismo e,
assim, os radicais livres sdo produzidos naturdenem por alguma disfuncdo
biologica. Esses radicais livres cujo elétron dgmeeihado encontra-se centrado nos
atomos de oxigénio ou nitrogénio sdo denominado® ER ERN (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006).

ERO é um termo bastante amplo que abrange ndo somedlicais de
oxigénio como radical hidroxila (*OH), 6xido nii¢NOe*) e radical superéxido £©),
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mas também derivados do oxigénio que ndo séo redamamo perdxido de hidrogénio
(H,0,), &cido hipocloroso (HOCI), 0z6énio §De oxigénio singlete’0,)? (Figura 6)
(BERRA; MENCK; DI MASCIO, 2006). Sua formacéo oapor reacdes relacionadas
a producdo de energia, fagocitose, regulacdo dsciorento celular, sinalizagédo
intercelular e sintese de substancias biol6gicagmitantes. No entanto, o excesso de
radicais livres apresenta efeitos prejudiciaiss omo a peroxidagcédo dos lipidios de
membrana e agresséo as proteinas dos tecidos eramas\benzimas, carboidratos e ao
DNA (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Todos os componentes celulares sdo susceptive@alas EROs, porém a
membrana € um dos mais atingidos em decorréncipedaxidacdo lipidica, que
acarreta alteracdes na estrutura e permeabilidasienémbranas celulares, com perda
da seletividade na troca ibnica e liberacdo doetald de organelas, como as enzimas
hidroliticas dos lisossomas, e formacdo de prodettsoxicos (malondilaldeido),
culminando com a morte celular (FERREIRA; MATSUBAR97).

Embora as EROs possam ser mediadoras de doengafrswacao nem
sempre é deletéria, como na defesa contra a idecg@ndo a bactéria estimula os
neutrofilos a produzirem espécies reativas com ralifiade de destruir o
microorganismo. Contudo, poderdo ocorrer variosn®g nosologicos, se houver
estimulos exagerado na producao dessas especRREAEA; MATSUBARA, 1997).
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Figura 6 - Exemplos de formacgao enzimatica de ERO
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Fonte: Modificado por Berra, Menck e Di Mascio (2006).

Evolutivamente, foram selecionadas varias estraségmtioxidantes para as
células lidarem com a toxicidade do oxigénio. Caepdem: enzimas que removem
cataliticamente radicais e espécies reativas, cporoex., as enzimas superoxido
dismutase (SOD), glutationa redutase, glutationaxpgase e catalases (Figura 7);
proteinas que minimizam a disponibilidade de priglantes, tais como ions ferro e
cobre, como por ex., as transferrinas, ferritinagtalotioneinas e haptoglobinas;
proteinas que protegem processos celulares coati@s dxidativos através de outros
mecanismos ndo-enzimaticos, como por ex., as pesale estresse (“stress proteins”);
moléculas de baixo peso molecular que possuemaiciole de captar ERO via auto-
oxidag&o, como por ex., glutationa e aquelas qgsymm grupo tiol (SH), ou vitaminas
como a-tocoferol, acido ascorbico p-caroteno (BERRA; MENCK; DI MASCIO,
2006).
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Entretanto, de todas elas, trés sistemas sao fiemdaist 1° - Composto por
dois tipos de enzimas SOD, a primeira contérfi’ @Zrf* como centros redox, ocorre
no citosol e sua atividade néo € afetada peloss&trexidativo, e a segunda contém
Mn®* como centro redox, ocorre no citosol e sua atilédaumenta com o estresse.
Catalisam a destruicdo do anion superoxidgs-jO convertendo-o em oxigénio e
peroxido de hidrogénio. A acdo desta enzima perangéminacdo do € mesmo em
baixas concentracdes; 2° - Formado pela enzimgasatae um sistema de prevencao
muito mais simples, que atua na dismutacdo do fkréoe hidrogénio (KD,) em
oxigénio e agua; 3° - Composto pelo GSH em conjoato duas enzimas GPx e GR.
Também catalisa a dismutacdo dgOblem agua e oxigénio, sendo que a glutationa
opera em ciclos entre sua forma oxidada e sua foeth&zida (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006). Assim, em sistemas aerobicos, érasakto equilibrio entre os agentes
oxido-redutores (EROSs) e o sistema antioxidante.

Figura 7 - Esquema de desativagdo enzimatica dafkp.

Protecio contra ROS

Superdxido Dismutase (SOD — citoplasma, mitoctndria)
0,+0,+2H"—>0,+ HO,

Glutationa Peroxidase (GPx — fora do peroxissoma)
HO, + 2GSH — 2HO + GS83G

{glutationa reduzida) {glutationa oxidada)

Glutationa Redutase (GRd — fora do peroxissoma)
2 GSSG + NADPH + H'—= NADP + 2GSH

(glutationa oxidada) {glutationa reduzida)

Catalase (CAT — dentro do peroxissoma)
HO,+H0,— 0,+2H 0

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

Ja foi demonstrado que a nicotina é capaz de induestresse oxidativo,
ambosin vivo e invitro (SULEYMAN et al., 2002), entretanto o mecanismaydeacao
destes radicais ainda ndo estd claro. Em um estbdervou-se que a nicotina

interrompe a cadeia respiratéria mitocondrial, §@eprincipal fonte fisiolégica de ERO
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e tem um papel importante em processos de apoptoseliferacdo, levando ao

aumento da formacao do ion superoxidee{Ge peroxido de hidrogénio (YILDIZ et al.,

1999). Em outro, foi provado a sua atividade awojdfitica, por modular as vias de
sinalizacdo mitocondrial e inibir a apoptose indazpor um quimioterapico em cancer
de pulméo (ZHANG et al., 2008). Mais que isso,ataimento com nicotina, agudo ou
cronico, também pode regular a atividade da mitdgénno cérebro, levando ao

aumento na expressdo de malato desidrogenase inasaodesidrogenase do ciclo de
Krebs mitocondrial em cortex frontoparietal de satonas ndo em outras regides
cerebrais (TUREGANO et al., 2001). H4 também ew@dEnque o tratamento cronico
aumenta a quantidade de glutationa S-transferas®ondrial, 0 maior componente

antioxidante celular, em cérebros de ratos (BHAGWA@I., 1998).

1.7 Relevancia e Justificativa

Apesar da alta prevaléncia do uso de tabaco erdmestentes, a
neurobiologia da adicdo por nicotina tem sido esfadprincipalmente em animais
adultos. Embora poucos estudos tenham sido feiéwa pvidenciar os efeitos da
nicotina em modelos animais de adolescéncia, exigtgidéncias de que animais
adolescentes e adultos respondem de maneira déerarcotina.

Baseado no fato de que apés a caracterizacdo dsaatento induzido por
nicotina feito por Bastlund et al. (2005), nenhumtro trabalho foi realizado na
tentativa de aprofundar esta tematica, associadfataode que o entendimento dos
mecanismos do abrasamento sdo muito importantpsigaiatria, pois mostram como
pequenos estimulos sdo capazes de gerar um compaotta patolégico, foi que

resolvemos estudar o presente assunto.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a influéncia do género e da idade eerajbes comportamentais

e neuroquimicas induzidas pelo abrasamento potimécem ratos.

2.2 Objetivos Especificos

Observar em ratos machos e fémeas, adolescenthstesaas diferencas
comportamentais na susceptibilidade ao desenvohtondo abrasamento

induzido por nicotina,

Determinar o envolvimento do estresse oxidativo alwasamento por
nicotina em diferentes areas cerebrais de ratosheosae fémeas,
adolescentes e adultos através da determinacécefdead antioxidantes
como:

— Atividade da enzima Superéxido Dismutase (SOD);

— Niveis de Glutationa Reduzida (GSH);

Verificar as alteragdes nos niveis de TBARS comdidaeda peroxidacao
lipidica em animais apds o desenvolvimento do aonasto por nicotina;

Analisar os niveis de nitrito/nitrato em animai®metidos ao abrasamento

por nicotina.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos e fémeas 35-8ias
(periadolescentes) e 73-75 dias (adultos) apdsscimanto, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal do Ceara (UFC),emtdrlos em grupos de 6 animais
em caixas de propileno 26 + 2 °C, a um ciclo cémadro de 12 h, recebendo racéo
padrdo e agua “ad libitum”. O peso dos animaisrfonitorado diariamente, 60 minutos
antes da administracdo das drogas para verifigasaide e responsividade a droga. A
presente pesquisa foi iniciada apds aprovacio doit€ale Etica e Pesquisa Animal
(CEPA) da UFC, com protocolo n° 20/2011 e os exrpantos foram conduzidos de
acordo com o Guia de Cuidados e Usos de Animalisaderatdrio do Departamento de
Saude e Servigcos Humanos dos Estados Unidos dadani@LFERT et al., 1993).

3.2 Droga utilizada

A solucao de nicotina foi obtida sob a forma deeblage, (—)-Nicotine
hemisulfate saltproveniente do Sigma. Inicialmente foi realizadaa curva dose-
resposta para a determinagdo da dose capaz derindakrasamento, nas seguintes
concentracdes: 1,0; 1,5; 2,0 e 2.3 mg/kg (dadoswdsirados). Posteriormente, a dose
utilizada foi de 2,0 mg/kg (dose subconvulsivan#®3. solu¢cdes foram preparadas

diariamente e administrada por via intraperitorf@dml/ 100 g de peso corporal).

3.3 Estratégia experimetal

As metodologias descritas neste projeto visararasinyar a influéncia do
género e idade nas alteracbes comportamentaisrequémicas através da inducdo do
abrasamento por nicotina em animais machos e férpedadolescentes e adultos. A
primeira metodologia empregada foi verificar agiihcas quanto ao desenvolvimento
do abrasamento em ratos machos e fémeas, periegltles e adultos, bem como do
periodo de tempo que este leva para ocorrer. Rostente, os grupos foram tratados
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com o objetivo de se verificar o envolvimento e@tdes nos parametros de estresse

oxidativo que ocorram durante este processo.

3.4 Tratamento dos animais e esquema de indugao do alsemento

O abrasamento foi induzido de acordo com meétoduigrente descrito
(BASTLUND et al., 2005). Os animais receberam riejastinjecdes de nicotina na dose
de 2,0 mg/kg, i.p., administradas todos os diasetaana (segunda-feira a sexta-feira)
durante 4 semanas, entretanto na 4° semana a alicacdo ocorreu na quinta-feira.
A gquantificacdo das convulsdes foi feita por obae#o visual por um periodo de 15
minutos apos a administracdo da droga. O tempobdereacdo limitou-se ha 15
minutos, visto que estudos prévios mostraram quee paose de nicotina utilizada este
tempo é suficiente (BASTLUND et al., 2005). Os aamisncontrole receberam solucéo
salina pelo mesmo intervalo de tempo (4 semanagdministracdo da droga foi feita
no mesmo periodo e local.

Para determinacdo da atividade convulsivante, onaés foram avaliados
pela escala de Racine (1972), modificada por ItzdhaWdartin (2000), nos quais 0s
estagios sao classificados da seguinte forma:iestagcomportamento normal; estagio
2 — hiperatividade; estagio 3 — movimentos veriicgapetidos que podem representar
comportamento estereotipado; estagio 4 — cloniaspddas dianteiras e “rearing” e
estagio 5 — ataques motores completos. O abrasanvembpleto foi considerado
quando o rato apresentou manifestacdes correspsdam estagio 5, caracterizado por
clonias de membros anteriores e posteriores, fleldoabeca e corpo inteiro e perda
completa do controle postural.

3.5 Determinagao do estresse oxidativo em animais inddns ao abrasamento por

nicotina

Para a realizacdo dos experimentos abaixo, ratoshomae fémeas
periadolescentes e adultos foram tratados com im&coé apos a inducdo do
abrasamento, ou seja, no 25° dia, os mesmos anifoms eutanasiados por

decapitacdo, as areas cerebrais removidas — gddxontal (CPF), hipocampo (HC) e
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corpo estriado (CE) — e colocadas rapidamente elm. g&PF, HC e CE foram
homogeneizadas a 10%, em tampao de fosfato desmotdsnM ph7,4. Por fim, os
homogenatos foram usados para avaliar a atividadeQD e quantificacdo dos niveis
de GSH, niveis de nitrito como forma indireta déedainar os niveis de oxido nitrico
sintetizados, e por fim, niveis de MDA.

3.5.1 Determinacéo da atividade enzimatica da Sup@&xido Dismutase (SOD) em

animais induzidos ao abrasamento por nicotina

A atividade da SOD foi mensurada de acordo com Qberley e Li (1988).

A quantidade da enzima foi avaliada medindo-seaacsypacidade de inibir a reducao
fotoquimica do azul de nitro-tetrazolio (NBT). Negnétodo a riboflavina reduzida
fotoquimicamente gera®0o qual reduz o NBT produzindo formazan que absawve
comprimento de onda de 560nm. Na presenca da S@Bugdo do NBT & inibida. Os
resultados foram expressos em unidades da enzimgrpma de proteina, que é a
quantidade da SOD necesséria para inibir a taxaedecdo do NBT em 50%. O
homogenato (10% em tampéao fosfato) foi centrifugddbminutos, 3600 rpm a 4°C).
O sobrenadante foi retirado e centrifugado novaeng min, 12000 rpm, 4°C). Para o
ensaio utilizou-se o sobrenadante. Em uma camaraae$oram misturados 1mL do
meio de reacao (tampéo fosfato 50mM, EDTA 100nM-mdtionina 13mM pH 7,8),
30 uL da amostra, 150 do NBT 75uM e 300uL riboflavina 21M. Os tubos contendo
a solucdo obtida foram expostos a lampadas flueméss (15W) por 15 minutos. Ao
término do tempo, levou-se o material ao espedfiofetro com absorbéncia de
560nm. A dosagem da concentracdo de proteinagdbrada utilizando o método de
Bradford (1976).

3.5.2 Quantificacdo dos niveis da Glutationa Reduta (GSH) em animais

induzidos ao abrasamento por nicotina

Foram retirados 65,5 dos homogenatos e adicionados a 52,4 agua
destilada e 13,1l de acido tricloroacético a 50%. O material foiitago e
centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos. Em segdaarecolhido 65,54L do
sobrenadante e acrescidos 13jil14le tampé&o Tris-HCI 0,4M pH 8,9 e 3j27de
DTNB 0,01M, apés 1 minuto da reacdo foi feita dulei da coloragdo em 412nm
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através de leitor de placas. A concentracdo deatgdnf reduzida € expressa em

nanogramas de GSH/g de tecido, tendo por base wunwa-padrao.

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

nicotina

O método foi baseado na utilizacdo do reagente riles$Gque mostra a
presenca de nitrito na amostra por uma reacaocagetdiacao que forma um croméforo
de cor résea. O reagente foi preparado utilizamdtep iguais de acido fosforico 5%, N-
1-naftilenodiamina (NEED) 0,1%, sulfanilamida 1% &tido fosforico 5% e agua
destilada. Para realizacdo do ensaio foi adiciondd® pL do sobrenadante do
homogenato a 10%, feito com tampao de fosfato thespim, em 100 pL do reagente de
Griess, para o branco foi adicionado 100 puL doertegem 100 pL de tampéao e para a
obtencédo da curva-padrao foi preparada uma soldeddaNQ estoque (10 mM em
tampéao) e a partir destas foram feitas diluicbeséne (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e
1,56 pM) de nitrito. Todo o ensaio foi feito em uplaca de 96 pocos e a leitura feita
na faixa de absorbéancia de 560 nm (GREEN; TANNENBAGOLDMAN, 2000).

3.5.4 Avaliacao da peroxidacgéao lipidica em animaisduzidos ao abrasamento por

nicotina

O grau de lipoperoxidacéo nos tecidos foi medidavas da determinacao
dos niveis de espécies reativas ao acido tiobadot{TBARS), conforme o método
descrito por Huang et al(1998), seguindo o protocolo: As amostras foram
homogenizadas com tampéao fosfato de potassio msicoba0 mM pH 7,4, 3. do
homogenato foi misturado a 1QQ de acido perclorico 35%, sendo estas centrifugada
(7000 rpm/15 min), no qual 150L do sobrenadante foram recuperados e misturado
com 50uL de &cido tiobarbiturico 1,2%, e em seguida, estagstras foram aquecidas
em um banho de agua fervente por 30 min. Aposfdae®nto, a peroxidacgéo lipidica
foi determinada por absorbancia a 535 nm e foiesga como mmol tecido MDA / g.
A concentracao de proteinas foi medida utilizandeétodo de Bradford (1976).

Para a obtencdo da curva-padrédo de malondiald®ddA), a partir da
solucdo padrao de MDA, foram preparadas diluictesérie (16,77; 9,16; 4,8; 2;463;
1,247 e 0,627umol). O branco foi feito com agua destilada. Austda absorbancia foi
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realizada a 520 e 535 nm, o valor utilizado foubtsagéo da leitura em 535 da leitura

em 520, para determinacdo da equacao da curvaepae fdDA.

3.6 Andlise estatistica

A anadlise dos dados foi realizada através do sodtvizraphPad Prism,
versdo 5.0 para Windows, GraphPad Software, SagoD@aliférnia EUA. Copyright
(c) 1992 — 2007. Os resultados comportamentaisnfoemalisados por two-way
ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. Os resultados experimentos de estresse
oxidativo foram expressos como média = erro padtaomédia (EPM) analisados
através de one-way ANOVA seguida pelo teste deebtisiNewman-Keuls como teste
post-hocpara comparacdes multiplas. Valores significatipasa ambas as analises

foram consideradas quanple 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacédo do desenvolvimento do abrasamento indido por nicotina em ratos

A administracdo diaria (segunda-feira a sexta-feleNIC na dose de 2,0
mg/kg em ratos machos periadolescentes (n=8), ®pe@adolescentes (n=8), machos
adultos (n=8) e fémeas adultos (n=8), foi capamdezir o abrasamento ao longo do
tempo. No primeiro dia de administracdo, nenhumahconvulsionou. No 25° dia de
administracdo todos os animais machos e fémeasoadapresentaram estagio 5 de
convulsdo (de acordo com a escala de Racine, vdodolegia). Os machos
periadolescentes se mostraram mais resistentegssmvblvimento do abrasamento,
guando comparados as fémeas periadolescentes qustcapenas 75 % (n=6) dos
animais deste grupo apresentaram convulsdo ediaginquanto no grupo de fémeas
periadolescentes 87,5 % (n=7) atingiram este astagi

Machos e fémeas adultos e periadolescentes apem®nestagio 5 mais
precocemente, ou seja, com 19 dias (p<0,05 quarwloparado aos machos
periadolescentes) ap6s o0 inicio do tratamento,uamtq que 0s machos
periadolescentes apresentaram estagio 5 apen&8 d@a2le tratamento (Figura 8).

As fémeas periadolescentes foram mais susceptiveimorte com o
tratamento com NIC na dose 2,0 mg/kg, pois houeaap 25% de sobrevivéncia neste
grupo ao longo do tempo (Figura 9) quando compacasa os demais grupos. Os
animais adultos (machos e fémeas) foram mais eesest aos efeitos da NIC, pois

desenvolveram o abrasamento sem resultar em morte.
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Figura 8 - Desenvolvimento do abrasamento induzidg@or nicotina em ratos
machos e fémeas, periadolescentes e adultos, derdosacom o estagio 5 da escala
de convulsdo de Racine (1972)

@) 10'
' - M Pa
0 *
S . 8 * -+ MAd
S 4 ¥y > FPa
O = *
© @ 67 A - FAd
T2 i
0 5 44
o Z
@v
\E 2_
7
L
0 I I I I I

Y Y gy gk P
Dias de tratamento

Cada linha representa o nimero de animais queedapieeam o estagio 5 de convulsdo em relagédo ao
tempo de tratamento. Os animais receberam nicaindose 2,0 mg/kg, via intraperitoneal, por 25 dias
durante a semana de segunda a sexta-feira. A@daksresultados foi feita através de two-way ANOVA
seguido pelo teste de Bonferronp<0,05 quando comparado ao primeiro dia de tratton@lia 1).* °
p<0,05 no 19° dia e 22° dia em relacdo ao machadmescente, respectivamente. Abreviacdes: M Pa —
machos periadolescentes, F Pa — fémeas periadolescél Ad — machos adultos, F Ad — fémeas
adultas.

Figura 9 - Percentual de sobrevivéncia dos animaisubmetidos ao abrasamento
induzido por nicotina.
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Cada barra representa o numero de animais quevaayeam apos 25 dias de administracéo de nicotina.
Os animais receberam nicotina (2,0 mg/kg, via pgrdoneal) por 25 dias durante a semana de segunda
sexta-feira.® ™ ¢ p<0,05 quando comparado aos animais machos pkriadotes, machos e fémeas
adultos, respectivamente. Abreviacdes: M Pa — naphdadolescentes, F Pa — fémeas periadolescentes,
M Ad — machos adultos, F Ad — fémeas adultas.
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4.2 Determinacgéo da atividade da Superéxido Dismutas& QD)

Apos a inducéo do abrasamento por NIC, os animaasf eutanasiados por
decapitagéo e dissecados com o objetivo de detarmairatividade da enzima SOD.
Observou-se que os machos adultos, fémeas pesadotes e adultas submetidos ao
abrasamento apresentaram uma diminuicdo signifecata atividade enzimatica da
SOD no cortex pré-frontal (CPF) em relacéo aos aisimontroles dos seus respectivos
géneros (Controle macho: 21,71 + 3,04; Macho addligl + 0,69; Controle fémea:
22,09 £ 2,87; Fémea periadolescente: 15,92 + Fémea adulto: 4,39 £ 1,18), bem
como esta diminuicdo encontrada em machos e fénaglattos também foi
estatisticamente significante em relacdo aos asimpaiiadolescentes (Macho adulto:
11,1 £ 0,69; Macho periadolescente: 21,79 + 3,¥9néa adulto: 4,39 = 1,18; Fémea
periadolescente: 15,92 = 1,44). Os machos periaceites (Macho periadolescente:
21,79 £ 3,59; Controle macho: 21,71 + 3,04) perroars@an com 0S niveis enzimaticos
de SOD similares aos do grupo controle (Figura 10).

No corpo estriado (CE), ocorreu um evento simitaeacontrado no CPF,
ou seja, machos adultos, fémeas periadolescerddalias também apresentaram uma
diminuicdo da atividade enzimatica da SOD (Controlcho: 25,41 + 1,53; Macho
adulto: 10,46 £ 0,64; Controle fémea: 27,31 + 2f@@mnea periadolescente: 8,83 + 0,36;
Fémea adulto: 10,27 % 0,86), contudo apenas os agmaedultos apresentaram a
atividade da SOD diminuida comparados aos periadetes (Macho adulto: 10,46 +
0,64; Macho periadolescente: 26,07 + 2,11) (Figltpa Os machos periadolescentes
permaneceram com a atividade da SOD similar agsaasido grupo controle (Macho
periadolescente: 26,07 £ 2,11; Controle macho:125%,4,53).

N&o houve diferencas entre os grupos na atividad8@D no hipocampo
(HC) (Controle macho: 19,68 + 1,24; M Pa: 19,74830M Ad: 16,84 + 0,61; Controle
fémea: 20,43 +1,43; F Pa: 17,51 £ 1,27; F Ad: 3%70,86), como mostrado na Figura
12.
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Figura 10 - Atividade da enzima Superoxido Dismutas (SOD) no_coértex pre-
frontal de animais submetidos ao abrasamento por nicotina.
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Cada barra representa a médiaPM de 6-8 animais por grupo. A andlise dos tadok foifeita através
de one-way ANOVA seguida pelo teste de Studentisrhen-Keuls como testgpost-hoc para
comparacdes multiplas®®“? p<0,05 quando comparado com animais controle (machwcho
periadolescente, controle (fémea) e fémea periadeifge, respectivamentébreviagBes: Control —
controle, Pa — periadolescente, Ad — adulto
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Figura 11 - Atividade da enzima Superoxido Dismutas no corpo_estriadode
animais submetidos ao abrasamento por nicotina.
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Cada barra representa a médiaPM de 6-8 animais por grupo. A andlise dos tadok foifeita através
de one-way ANOVA seguida pelo teste de Studentisrhen-Keuls como testgpost-hoc para
comparagdes mltiplas*”® p<0,05 quando comparado com animais controle (machmcho
periadolescente e controle (fémea), respectivameAtereviacbes: Control — controle, Pa -

periadolescente, Ad — adulto.
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Figura 12 - Atividade da enzima Superoxido Dismutas no_hipocampode animais
submetidos ao abrasamento por nicotina.
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Cada barra representa a métliaPM de 6-8 animais por grupo. A andlise dos tadok foifeita através
de one-way ANOVA seguida pelo teste de Studentisrhen-Keuls como testgost-hoc para
comparacdes multiplagbreviacdes: Control — controle, Pa — periadolesgehd — adulto.
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Determinacdo dos niveis de Glutationa Reduzida (GSH

No CPF observou-se que o contetudo de GSH dimiguoifgiativamente em
animais machos adultos induzidos ao abrasamentoigatina quando comparados aos
grupos macho controle e periadolescente (M Ad: &,93%1; Controle macho: 29,39 £
2,89; M Pa: 58,92 + 4,51). A mesma diminuicdo aaomas fémeas periadolescentes e
adultas em relacdo ao grupo controle (F Pa: 5,06%; F Ad: 4,87 + 0,39; Controle
fémea: 30,24 + 3,39). Em contraste, 0s machosdmescentes um aumento nos niveis
de GSH em relacao ao grupo controle (M Pa: 58,425%; Controle macho: 29,39 +
2,89) (Figura 13).

No CE, os niveis de GSH diminuiram nos machos aslutjuando
comparados ao seu respectivo controle e animamdpéescentes (M Ad: 5,36 + 0,80;
Controle macho: 23,44 + 3,50; M Pa: 37,10 = 7,1@9; machos periadolescentes
apresentaram um aumento significativo do conte@@8H em relacdo ao controle (M
Pa: 37,10 = 7,14; Controle macho: 23,44 + 3,50Qjuamto as fémeas periadolescentes
e adultas mostraram uma diminuicdo em relacdo aimsasg controle (F Pa: 4,64 *
0,47; F Ad: 10,92 £ 0,48; Controle fémea: 25,41,433, similarmente ao ocorrido no
CPF. Entretanto, nas fémeas adultas, apesar des diz GSH estarem diminuidos em
relacdo aos grupos supracitados, estas apresentemagumento significativo deste
contetdo em relacdo as fémeas periadolescented: (FO®2 + 0,48; F Pa: 4,64 + 0,47)
(Figura 14).

Em relacdo ao HC, houve também uma diminuicdo dessnde GSH em
ratos machos adultos quando comparados com os sgrupachos controle e
periadolescente (M Ad: 7,79 £ 0,44; M Pa: 50,51,432 Controle macho: 44,38 + 5,9).
Fémeas periadolescentes e adultas mostraram oudontde GSH reduzidos em
comparacao ao grupo controle (F Ad: 7,57 + 0,6PaF 7,36 + 0,72; Controle fémea:
44,68 + 5,76) (Figura 15).
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Figura 13 - Niveis de Glutationa Reduzida (GSH) emoortex pré-frontal de animais
submetidos ao abrasamento induzido por nicotina.
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Cada barra representa a médiaPM de 6-8 animais por grupo. A andlise dos tadok foifeita através
de one-way ANOVA seguida pelo teste de Studentisrhen-Keuls como testgpost-hoc para
comparagdes mltiplas*”® p<0,05 quando comparado com animais controle (machmcho
periadolescente e controle (fémea), respectivamenAtareviacdes: Control — controle, Pa -
periadolescente, Ad — adulto.
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Figura 14 - Niveis de Glutationa Reduzida (GSH) ensorpo_estriado de animais
submetidos ao abrasamento induzido por nicotina.
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Cada barra representa a médiaPM de 6-8 animais por grupo. A andlise dos tadok foifeita através
de one-way ANOVA seguida pelo teste de Studentisrhen-Keuls como testgpost-hoc para
comparagdes multiplas*”®? p<0,05 quando comparado com animais controle (mach@cho
periadolescente, controle (fémea) e fémea periadefte, respectivamentdbreviacdes: Control —
controle, Pa — periadolescente, Ad — adulto.
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Figura 15 - Niveis de Glutationa Reduzida (GSH) enhipocampo de animais
submetidos ao abrasamento induzido por nicotina.
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Cada barra representa a métliaPM de 6-8 animais por grupo. A andlise dos tadok foifeita através
de one-way ANOVA seguida pelo teste de Studentisrhen-Keuls como testgost-hoc para
comparacdes mdltiplas*™® p<0,05 quando comparado com animais controle (machmcho
periadolescente e controle (fémea), respectivameAtareviacbes: Control — controle, Pa -
periadolescente, Ad — adulto.
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4.3 Determinacgéo dos niveis de Nitrito/Nitrato

A participacdo do 6xido nitrico no abrasamento midiol por nicotina foi
avaliada pela determinacdo do contetdo de nitiitata. O contetdo de nitrito/nitrato
apresentou uma elevacédo no CPF no grupo machmaghaltcomparagcdo aos machos
periadolescente e controle (M Ad: 1,08 £ 0,02; M ®a7 + 0,01; Controle macho: 0,81
+ 0,04), bem como nas fémeas periadolescente tagtlrelacdo ao grupo controle (F
Pa: 1,23 £0,13; F Ad: 1,52 £ 0,12; Controle fén®81 + 0,05) (Figura 16).

No CE nao houve diferencas estatisticamente sogmfes entre 0s grupos
em estudo (Controle macho: 0,98 £+ 0,07; M Pa: &88,07; M Ad: 1,13 + 0,05;
Controle fémea: 1,07 + 0,06; F Pa: 0,94 + 0,04;,0F 11 + 0,11) (Figura 17).

Quanto ao HC, foi observado uma diminui¢cdo dosisigde nitrito/nitrato
nas fémeas periadolescentes e adultas em relagto@m controle (F Pa: 0,89 + 0,03;
F Ad: 1,03 = 0,03; Controle fémea: 1,2 = 0,05). rEnds ratos machos ndo houve
diferencas significantes (Controle macho: 1,387 0M Pa: 1,16 + 0,16; M Ad: 0,99 +
0,06) (Figura 18).
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Figura 16 - Niveis de Nitrito em_cortex pré-frontal de animais submetidos ao
abrasamento induzido por nicotina.
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Cada barra representa a médiaPM de 6-8 animais por grupo. A andlise dos tadok foifeita através
de one-way ANOVA seguida pelo teste de Studentisrhen-Keuls como testgpost-hoc para
comparagdes mdltiplas® ™ © p<0,05 quando comparado com animais controle (machm@cho
periadolescente e controle (fémea), respectivamentareviacdes: Control — controle, Pa -

periadolescente, Ad — adulto.
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Figura 17 - Niveis de Nitrito em _corpo_estriadode animais submetidos ao
abrasamento induzido por nicotina.
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Cada barra representa a métliaPM de 6-8 animais por grupo. A andlise dos tadok foifeita através
de one-way ANOVA seguida pelo teste de Studentisrhen-Keuls como testgpost-hoc para
comparacdes multiplagbreviacdes: Control — controle, Pa — periadolesgehd — adulto.
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Figura 18 - Niveis de Nitrito em _hipocampo de animais submetidos ao
abrasamento induzido por nicotina.
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Cada barra representa a métliaPM de 6-8 animais por grupo. A andlise dos tadok foifeita através
de one-way ANOVA seguida pelo teste de Studentisrhen-Keuls como testgpost-hoc para
comparagdes multiplaSp<0,05 quando comparado com animais controle (férddagviacées: Control
— controle, Pa — periadolescente, Ad — adulto.
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4.4 Determinacao dos niveis de Peroxidagéo Lipidica dasembranas

Para determinar as alteracbes na peroxidacdo dgpidim animais
submetidos ao abrasamento, os niveis de MDA, unoriigpte marcador do estresse
oxidativo foi determinado. Os niveis de MDA mostrarse significativamente
aumentados no CPF de animais machos adultos emacagdp aos ratos machos
controle e periadolescente (M Ad: 1,91 + 0,33; @uatmacho: 0,37 + 0,04; M Pa: 0,53
+ 0,03). Foi observada também uma elevacdo dedtessnem animais fémeas
periadolescentes em relacdo aos grupos contralel® dF Pa: 2,21 + 0,35; Controle
fémea: 0,37 = 0,04; F Ad: 1,1 + 0,14). Os machasadelescentes ndo apresentaram
alteracbes nos niveis de MDA quando comparado atrate (M Pa: 0,53 + 0,03;
Controle macho: 0,37 = 0,04) (Figura 19).

Nenhuma alteracéo nos niveis de MDA foi detectad@B dos animais em
estudo (Controle macho: 1,33 + 0,15; M Pa: 1,323 0M Ad: 1,07 = 0,9; Controle
fémea: 1,35+ 0,17; F Pa: 1,05 + 0,08; F Ad: 1,@®H (Figura 20).

No HC, o conteudo de MDA apresentou-se elevado exohos adultos
guando comparados aos grupos machos controleapkscente (M Ad: 1,99 + 0,35;
Controle macho: 0,86 + 0,22; M Pa: 0,53 £ 0,13)nas fémeas periadolescentes
também houve um aumento destes niveis comparadoanamais fémeas controle e
adultos (F Pa: 1,31 £ 0,11; Controle fémea: 0,681%; F Ad: 0,88 + 0,06). Os machos
periadolescentes ndo apresentaram alteracdesvais ¢ MDA quando comparado ao
controle (M Pa: 0,53 £ 0,13; Controle macho: 0,37,@4) (Figura 21).
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Figura 19 - Niveis de MDA (marcador de peroxidacadipidica) em coOrtex pré-
frontal de animais submetidos ao abrasamento induzido paicotina.
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Cada barra representa a médiaPM de 6-8 animais por grupo. A andlise dos tadok foifeita através
de one-way ANOVA seguida pelo teste de Studentisrhen-Keuls como testgpost-hoc para
comparagdes maltiplas® ®“ p<0,05 quando comparado com animais controle (machm@cho
periadolescente, controle (fémea) e fémea ad@spectivamentedbreviacdes: Control — controle, Pa —
periadolescente, Ad — adulto.



58

Figura 20 - Niveis de MDA (marcador de peroxidacadipidica) em corpo estriado
de animais submetidos ao abrasamento induzido poigotina.
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Cada barra representa a métliaPM de 6-8 animais por grupo. A andlise dos tadok foifeita através
de one-way ANOVA seguida pelo teste de Studentisrhen-Keuls como testgost-hoc para
comparacdes miltiplagbreviacdes: Control — controle, Pa — periadoletsgehd — adulto.
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Niveis de MDA (marcador de peroxidacadipidica) em hipocampode

animais submetidos ao abrasamento induzido por nitioa.
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Cada barra representa a métliaPM de 6-8 animais por grupo. A andlise dos tadok foifeita através

de one-way

ANOVA seguida pelo teste de Studentisrn-Keuls como testgost-hoc para

comparacdes mdltiplas® ® © p<0,05 quando comparado com animais controle (machwcho
periadolescente, controle (fémea) e fémea periadefte, respectivamentédbreviagdes: Control —

controle, Pa —

periadolescente, Ad — adulto.
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho foi demonstrado que o génélade sdo capazes de
influenciar a susceptibilidade ao abrasamento atina. Os resultados mostraram que
as fémeas periadolescentes foram mais suscepab®isfeitos toxicos da nicotina, pois
este grupo de animais apresentou um elevado nisheemmortes em relacdo aos demais
grupos estudados. As fémeas periadolescentes jentantom os ratos machos e
fémeas adultos desenvolveram estagio 5 de convutkiacordo com a escala de
Racine (1972), no 19° dia de administracdo mostramda alta vulnerabilidade destes
grupos de animais ao abrasamento, ao contrarimdoblos periadolescentes que foram
mais resistentes, apresentado o estagio 5 aper2&® dea de administracdo da nicotina,
associado a um pequeno numero de mortes.

A nicotina € o maior componente neuroativo e aditte tabaco. Atua em
vias neuronais relacionadas ao comportamento, raodal ansiedade, inibicdo
comportamental e recompensa (ABREU-VILLACA et &#Q03). Seus efeitos séo
variaveis dependendo da dose utilizada; do suktigensidade de diferentes receptores
de nicotina existentes em distintas regides ceielitas processos de desensibilizacao e
tolerancia de receptores nicotinicos e de outrtosda neuronais (DAMAJ et al., 1999).

O fenbmeno estudado neste trabalho, a sensibitizagé abrasamento
(kindling) tem recebido uma grande atencéo nos esforcopteader a fisiopatologia
e histdria natural dos transtornos psiquiatricosma, episddios de mania e transtornos
do humor. Modelos fisiopatolégicos de transtornsgjyatricos aparentemente tao
diversos como transtornos do humor (GHAEMI; BOIMAKEOODWIN, 1999),
esquizofrenia (DUNCAN; SHEITMAN; LIEBERMAN, 1999)ependéncia de drogas
(BECKER, 1996), transtorno de estresse pos-tracmdGRILLON; SOUTHWICK;
CHARNEY, 1996) e dor (CODERRE; MELZACK, 1992) forawdos implicados nos
mecanismos de sensibilizacdo. O termo sensibilizag&efere ao desenvolvimento ao
longo do tempo de uma exagerada resposta patol@gigcen estimulo inicialmente
in6bcuo ou sublimiar (i.e. o estimulo que inicialeendo elicitou um comportamento
incomum ou resposta fisiologica). Para o desenwmwto da sensibilizacdo a um
determinado estimulo, este deve ser repetido agolao tempo. Uma vez que a
resposta patologica tenha se desenvolvido frenestimulo, ela pode persistir durante
toda a vida do organismo. O termo abrasamentonatigente se refere a um tipo muito
especifico de processo de sensibilizacdo: o dekémemto de convulsdes em resposta
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a um estimulo elétrico ou quimico repetitivo. Agah abrasamento € agora mais
amplamente utilizada para a transmissdo do concedo desenvolvimento de
hipersensibilidade persistente a um dado estinkliRAUS, 2000).

A importancia do fendmeno da sensibilizagcdo naywsiga atual torna o
entendimento das bases do abrasamento imperativemdd3mo modo, o entendimento
de alguns dos substratos moleculares identificadmsnodelo do abrasamento na
epilepsia deve servir para ajudar no desenvolvime&l® hipoteses considerando o
mecanismo de sensibilizacdo nas doencas psiqag(fiRAUS, 2000).

Um dos eventos que chama atencdo para a importdm@atendimento do
abrasamento € o fato de que na psiquiatria, oscavilsivantes possuem um espectro
de acdo amplo que inclui bulimia nervosa, trans®ala compulsdo alimentar periddica
(APPOLINARIO; BACALTCHUK, 2002), do péanico, de es$ise pOs-traumatico
(LITTEN et al., 2005), de controle dos impulsos (ZUINO et al., 2004) e os casos
refratarios de transtorno afetivo bipolar (MORENQ al., 2004), portanto
anticonvulsivantes teriam um efeito anti-abrasamefODDARD; MCINTYRE;
LEECH, 1969; BALLENGER; POST, 1978; LECHTENBERG,; \WRQNER, 1991;
MOAK; ANTON, 1996; MCNAMARA; WADA, 1997; BECKER, 198), o que os
torna importantes farmacos para a prevencao daleenas transtornos psiquiatricos.

Com relacéo as bases biolégicas o abrasamentongéogielo de plasticidade
sindptica, porém o Unico em que uma alteracaodirastica progressiva e permanente,
na organizacdo cerebral, é induzida, mais que Bsom modelo experimental de
estimulacdes repetidas breves no qual a naturegagssiva da epileptogénese pode ser
caracterizada. E um exemplo, através do qual umiéseia de processos atividade-
dependente aumenta os déficits neurolégicos coome@ato do nimero de convulsdes.
Inicialmente, alteracfes na transmissao sinapticaepte tipo de convulsdo evoluem
para a reorganizacdo morfolégica de neurbnios @iitds neurais, especialmente no
hipocampo, levando a déficits funcionais e ao aumda susceptibilidade a convulsao
(RACINE, 1972; STAFSTROM; SUTULA, 2005).

Uma vez que o estimulo induzido atinja um niveiaj ou seja, acima do
limiar de convulséo, estruturas do tronco cerelopa dirigem a resposta motora
esquelética sdo ativadas e a convulsdo em si @daiGILBERT, 2001). Estas
convulsdes induzidas pelo abrasamento envolvenddips motores associados a crises

tbnico-clonicas unilateral e bilateral com movinerde rearing e queda. Uma
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variedade de manifestacdes fisiologicas e comperéars acompanha a progressao do
estagio do abrasamento (POST, 2002).

Existem muitos compostos quimicos (drogas de abeso como agentes
farmacolégicos) com uma variedade de acgfes prim&@daSNC, que podem levar a
convulsdes por uma exposicdo aguda em altas desesarmente, propriedades pro-
convulsivantes de muitas dessas substancias pogledesionstradas através de doses
sublimiares diarias um padrdo de abrasameetoelhante as estimulacdes elétricas
descritas por Goddard (1967) (GILBERT, 1992). Caabmento induzido por cocaina
tem sido reconhecido como um modelo vantajoso paestudo da fisiopatologia e
toxicidade associado com o abuso desta droga (MR.&Eal., 2000), no qual o0 seu uso
prolongado além de potencializar a convulsdo (DHUNRASCUAL-LEONE;
LANGENDORF, 1991), relaciona-se aos ataques viokerd transtorno de panico
(POST et al., 1987). Assim, o valor do modelo dmsémento parece residir na sua
utilidade de conceituar os processos que estaolvemh® no curso longitudinal do
desenvolvimento e progresséo de sindromes neuuigisigas (POST, 2007).

Apenas recentemente o abrasamento induzido parmadoi caracterizado.
Neste estudo (BASTLUND et al., 2005) foi demongirapie repetidas injecdes de
baixas doses de nicotina sdo capazes de indualuls@®s em camundongos, sendo o
primeiro e unico trabalho publicado até o momenéstan tematica. Estes autores
mostraram que a administracdo de nicotina a canmgaosdona dose de 2,3 mg/kg de
segunda a sexta-feira foi capaz de induzir o abresto e que drogas como
levetiracetam, tiagabina e fenitoina puderam iroldesenvolvimento deste fenémeno.

Através da interagdo com o0s receptores nicotinlfemsSNC, a nicotina
modula varios genes e vias celulares em neurdBgia.droga é capaz de promover um
aumento na expressao de genes imediatos @kas, c-Jun, Nurr-77qou fator de
crescimento neural 1B¢ Egrl (ICHINO et al., 2002; SHIM et al., 2001), que esta
relacionados, respectivamente a ativacdo neuronalFes, ativacdo da transcricdo
dependente de calcio (um mecanismo chave atravégudb neurbnios retém a
informacé&o que recebem do meio ambiente) — c-Jusdiagdo do ciclo celular,
inflamacédo e apoptose — Nurr-77 e acoplamentoragessextracelulares a alteracdes da
expressdo de genes pela célula — Egrl. A nicotmabém é capaz de modular a
liberacdo de inumeros neurotransmissores, assitticipar da regulacdo de varios

processos fisioldgicos (WANG et al., 2009).
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A ativagéo de receptores nicotinicos tem sido icapla na fisiopatologia da
convulsao por nicotina. Esta parece ser mediad@ipalmente pela subunidadé dos
receptores nicotinicos (DAMAJ et al.,, 1999), ermnéd estudos recentes usando
camundongos geneticamente modificados concluiram agi subunidades3 e p4
também sdo requeridas (SALAS et al., 2004). Bstagio induzida pela nicotina traz
alteracées na concentracdo do”‘Ciatracelular de forma direta, que também esta
envolvido no mecanismo da convulsdo, pela regulaigidentrada de Gaatravés do
receptor, ou de forma indireta, pela despolarizagao membrana induzida por
estimulacdo de canais de “ZCaoltagem-dependentes, produzindo um aumento do
contetdo de 4 intracelular livie (DAMAJ et al., 1999). Este aurterde C&'
intracelular leva ao aumento da liberacdo de glatapresultando na hiperativacdo de
receptores NMDA, o que, entdo, leva a cascata datev relacionados a convulsédo
(DAMAJ et al., 1999). Além disso, o aumento dé'Gaarece influenciar a liberacéo de
NO, através da estimulacdo da NOS dentro da cépaaticipando também da
fisiopatologia da convulsdo (POGUN et al., 2000).

Os receptores NMDA parecem exercer um papel cruaie
desenvolvimento do abrasamento. Antagonistas desteptor inibem convulsdes
durante a iniciagdo deste fendbmeno indicando, asainmportancia das respostas
mediadas pelo mesmo (LUKOMSKAYA et al., 2007).

Existem evidéncias que os hormonios sexuais podedular os efeitos da
nicotina e receptores nicotinicos de formas dife®(DAMAJ, 2001). Foi sugerido que
ratas se auto-administram nicotina mais rapidamesie esforcam mais para obter esta
droga do que os machos provavelmente devido a omerao dos receptores nicotinicos
(KOYLU et al., 1997; LYNCH; ROTH; CARROLL, 2002).if@rengas sexuais alteram
a cinética da nicotina, ou seja, seu metabolisnuis pstudos relatam que ratos
eliminam nicotina mais rapidamente que as ratas Q8@W; CROOKS, 1988), assim,
tornando as fémeas mais vulneraveis aos efeitda desga. Esses achados estdo de
acordo com os resultados comportamentais apressntegbte trabalho, nas quais as
fémeas adultas e periadolescentes desenvolverdmasamento antes do término do
tratamento, sendo que estas Ultimas foram maiggtigeis aos seus efeitos toxicos da
droga, enquanto machos, principalmente na perisc@heia apresentaram maior
resisténcia ao desenvolvimento do abrasamento.

A iniciacdo e propagacao da convulsao também padenmfluenciadas por
horménios sexuais (BUTTERBAUGH, 1987). Acreditoupgs muitas décadas que o
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estrégeno induzia agbes somente excitatOrias no, SMEetanto recentes estudos
mostraram que este hormonio feminino apresent#ésfebntraditorios na convulsao,
podendo ser tanto excitatério quanto inibitério NEKOVA, 2006; 2007). Logothetis

et al. (1959) demonstraram que a administracdo l@s a@oses de estrogeno em
mulheres induziu a atividade epileptiforme rapidexacerbacéo das convulsées durante
a fase pré-menstrual, existindo uma correlacadipasntre os niveis de estrégeno e a
exacerbacdo da convulsdo. J& em um estudo-pilathrenistracdo de estrogeno nao
aumentou eletroencefalograficamente (EEG) a atideerebral em mulheres com
epilepsia (JANOUSEK et al., 2006). Apesar da daalel os efeitos excitatorios do
estradiol podem estar relacionados com a sua culcide aumentar as correntes dos
receptores glutamatérgicos ionotropicos, NMDA e AMPOY et al., 1999).

A progesterona, por sua vez, demonstrou uma a¢@o@avulsivante contra
convulsGes tbnico-clonicas generalizadas, mas &xagcecrises de auséncia em
mulheres (MORAN; SMITH, 1998). Quanto a testostardma estudos mostrando suas
acOes protetoras e pro-convulsivas em modelos iexpetais de epilepsia
(EDWARDS; BURNHAM; MACLUSKY, 1999).

Baseado no fato de que machos periadolescenteseafasam maior
resisténcia ao desenvolvimento do abrasamento ériambe mencionar que a
adolescéncia é um periodo desenvolvimental crifeado que a exposi¢cdo a nicotina
nesta fase induz mudangas comportamentais e malesufue sao notavelmente
diferentes daquelas observadas em sujeitos expestesta mesma droga em um
momento mais tardio na vida (ADRIANI et al., 200Bljcotina parece causar efeitos
diversos no cérebro de ratos adolescentes, induialleracdo na proliferacéo,
diferenciacdo, atividade sinaptica, maturacdo siceipe aumento do dano e morte
celular (ABREU-VILLACA et al., 2003). Interessantente, conforme outrora
mencionado nds observamos neste estudo que os snaehadolescentes foram mais
resistentes ao desenvolvimento do abrasamento el@gjadultos, enquanto as fémeas
da mesma fase tiveram um alto indice de morte.

A administragdo crbnica de substancias com potend® causar
dependéncia a roedores resulta em mudancas nguaisaté o momento, ndo foram
totalmente caracterizadas. Exemplos sdo o aumentamero de receptores nicotinicos
e a modulacéo da sinalizacéo excitatoria de nensaopaminérgicos apds a exposicao
cronica de nicotina. Estas mudancas se mostrame-d@pendente e ratos
periadolescentes, em geral, apresentam maioresstasfa esta droga do que os adultos
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(PLACZEK; ZHANG; DANI, 2009). A exposi¢do crbnica @icotina modula ndo
apenas a expressdo de receptores, mas também stubuido e composicdo de
subunidades (LAJTHA; SERSHEN, 2010; EISILE et 4893), bem como o numero,
distribuicdo, sensibilizagdo (WONNACOTT et al.,, PPOe fungdo geral destes
receptores (ADRIANI et al., 2004).

Doura et al. (2008) estudaram a expressédo de mresphicotinicosi4p2,
a6 e a7 em ceérebro de ratos periadolescentes e adultds dpas semanas de
administracdo crbénica de nicotina. Os niveis baskistes receptores no animal
periadolescente foram maiores do que os do adolas 0 aumento causado pela
nicotina foi mais pronunciado neste ultimo grup@id/especificamente, o aumento das
subunidades4f2 foi mais evidenciado no NAC e este aumento falomam animais
adultos. Por outro lado, existiu uma reducdo daursidadea6 no NAC em ambos
grupos.

O estudo do abrasamento induzido por nicotina peele considerado
interessante também por apresentar mostrar quenmiattacdo repetida desta droga
ndo causa apenas tolerdncia, como evidenciado aballios prévios, inclusive
tolerdncia para os eventos convulsivos. Ao comtrdaste mostra que dependendo da
dose e tempo de administracdo a droga pode camisaunlsdes através do mecanismo
de abrasamento. Okamoto et al. (1992) observaragnagtolerancia as convulsées
induzidas pela nicotina em ratos foi estreitameslEcionada ao aumento de seus niveis
cerebrais vistos apos inje¢fes diarias da mesmizet&nto, este fendémeno nédo foi
notado em nossos estudos, pois como as injecoasancale segunda a sexta-feira, ndo
percebemos nenhuma diminuicdo na resposta conaulsivnicotina na segunda-feira,
estando de acordo com os resultados publicaddBgstiund et al. (2005).

O estado de ativacdo prévia dos receptores nicosiniconforme citado
anteriormente, leva a um aumento nos niveis dé i@aacelular, alterando assim, a
homeostasia do &a De acordo com Hidalgo e Donoso (2008) a relacd®® C4' e
a geracdo e sinalizacdo das espécies reativasigénmx (ERO) é um topico novo em
discussdo no meio cientifico. De fato, alguns estudostram que a entrada sustentada
de célcio produz uma elevacdo na producdo do sstregidativo mitocondrial,
causando um desequilibrio e que este contribuiifeignte dano celular neuronal
(HIDALGO; DONOSO, 2008). Outros estudos tém makirtambém que a atividade
elétrica neuronal promove uma sinalizagdo de c&oim aumento da producdo das

ERO. A estimulacéo elétrica neuronal induz a afivagciproca da sinalizacdo d&TCa
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mediado pelo receptor de rianodina e a geracaoRf®, Especificamente do perdxido
de hidrogénio (RIQUELME et al., 2011).

Com base em que 0s receptores nicotinicos ativadosstimulacao elétrica
neuronal aumentam os niveis d&Cdireta ou indiretamente, e isto esta envolvido na
producdo de ERO, noés decidimos determinar a paafjéio do estresse oxidativo,
através da analise quantitativa de alguns parameimtioxidante como atividade da
SOD, niveis de GSH, bem como a peroxidacao lipieicanteido de nitrito/nitrato nos
diferentes grupos estudados apos a inducédo doaafeaso por nicotina (em animais
machos e fémeas periadolescentes e adultos).

Nossos resultados mostraram que a maior resist@ugaratos machos
periadolescentes ao desenvolvimento do abrasanpode estar relacionada, pelo
menos em parte, ao aumento dos niveis das defes@asadantes observadas no cérebro
destes animais, visto que houve uma elevagdo nessnle GSH no CPF e CE e
nenhuma alteracdo na atividade da SOD, conteudaitdi® e peroxidacao lipidica,
sugerindo, portanto que este grupo apresenta uandmalantioxidante/pro-oxidante
positivo. Ao contrario dos resultados obtidos com machos periadolescentes, os
demais grupos estudados apresentaram de uma mgeritaliminuicdo dos niveis de
defesas antioxidantes, como GSH e SOD, desencamepndanto, o desequilibro
oxidativo, e assim ao dano na membrana, detectatib giteracdo na peroxidacéo
lipidica em machos adultos e fémeas periadolessemizs ndo em fémeas adultas.

A maior parte das ERO é produzida pela respiragémcaondrial. Cerca de
1-2% da molécula de oxigénio consumida durantespinagdo fisiologica normal é
convertida em radicais superoxido. A reducdo deelétron da molécula de oxigénio
produz uma molécula relativamente estavel, o amioperoxido, que serve como
precursor de muitas ERO (ANDREYEMWKUSHNAREVA; STARKOV, 2005).
Radicais hidroxil, alcoxil, NO e peroxil, bem conomitras moléculas que nédo séo
radicais livres, mas podem levar a sua producéwvedrde reacdes quimicas, como
peréxido de hidrogénio e peroxinitrito, fazem paambém destas ERO (PRATICO et
al., 2001).

Os efeitos deletérios resultantes da formacdo d@® B&o, em grande
maioria, impedidos por varios sistemas antioxidaEeRIDOVICH, 1995), que inclui
0s enzimaticos, como SOD e catalase, e defesdareslundo-enzimaticas como GSH,

ascorbato (vitamina C)g-tocoferol (vitamina E), e outros. Entretanto, a&zes, a
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producdo de ERO pode ultrapassar a capacidadelda para remové-los, resultando
no desequilibrio oxidativo, levando ao estressdaikio (PRATICO et al, 2001).

Até o momento ndo ha dados mostrando o envolvima@atdesequilibrio
oxidativo em modelos de abrasamento mais amplamesteadados, como o
abrasamento induzido por cocaina e etanol. H4 algtigos mostrando o aumento dos
niveis de MDA e uma diminui¢cdo nos niveis de GSAINJet al., 2011) bem como
uma diminuicdo da atividade da SOD em cortex patdl (ERAKOVIC et al., 2003)
de ratos submetidos ao abrasamento por pentileade{PTZ).

A primeira linha de defesa contra as ERO induzpmasnicotina na célula é
promovida pela SOD. O superoxido é enzimaticamente/ertido em peroxido de
hidrogénio por uma familia de metaloenzimas denadanSOD (FRIDOVICH, 1995).
Das et al. (2009) mostraram que a atividade da S®Bpresentava bem diminuida em
diferentes regibes cerebrais apds a tratamentacor@m nicotina e que este evento
ocorrer devido a uma superproducao do radical sujpky e peroxido de hidrogénio
(potentes inibidores da atividade da SOD), em urdettode toxicidade induzida pela
nicotina.

GSH é a principal defesa antioxidante da célulda Edua diretamente
retirando os radicais livres e protegendo as biemdas de seus ataques. Das et al.
(2009), no mesmo modelo supracitado, mostraramdimiauicdo nos niveis de GSH,
que pode estar associado a uma diminuicdo de seseie/ou aumento do seu
consumo para retirar os radicais livres induzidela picotina.

Noés observamos também que apenas nas fémeas hoavdiminuicdo do
contetudo de nitrito/nitrato no HC e um aumento R& POs niveis de oxido nitrico
podem ser mensurados indiretamente pela deternoirgegaitrito/nitrato, desde que o
NO passe por varias reacdes em fluidos biologiessltando na formagéo de nitritos e
nitratos. O NO é uma molécula sintetizada a pdéik-arginina na presenca do co-fator
NADPH pela ativacdo da enzima 6xido nitrico sinidé®S) de curta duracdo. Existem
3 isoformas da enzima NOS, sendo uma induzivel §N@ duas expressadas
constitutivamente (eNOS — endotelial e nNOS — neal)dBECKMAN ; KOPPENOL,
1996). No SNC, o NO atua como uma molécula de iga@o intracelular difusa
(DAWSON; SNYDER, 1994). Exerce um significante &feinibitério na funcdo do
receptor de NMDA (MANZONI et al., 1992). Tem sidooposto que este efeito €
mediado via redox no receptor NMDA, mas a interag@m importantes cisteinas das
subunidades do receptor NMDA foi descartada (AIZESNNVIPOTTHOFF, 1999).
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O papel do NO na convulséo tem sido amplamentesiigpaglo, usando
varios inibidores e doadores de NO, no entantog-sabque esta molécula age como
modulador. Evidéncias sugerem também que amba®f@smas, induzivel e neuronal,
participam em muitos processos neuronais impogait@icotina influencia a sintese e
liberacdo de NO (VLEEMING; RAMBALI; OPPERHUIZEN, PQ), e parece que esta
influéncia é através do aumento do*Qatracelular. A nicotina promove a entrada de
Cd* que estimularia a nNNOS dentro da célula, cujaidstile depende da interacéo
calcio-calmodulina, resultando em um aumento na&géo de NO (BICKER, 1996).

Tutka et al. (2007) mostraram que especificamemte@vulsdes induzidas
por nicotina, 7-nitroindazol, um inibidor seletida nNOS, exerceu um efeito pro-
convulsivante, ao passo que a aminoguanidina, ubidor especifico da INOS, nao
apresentou efeito. Parece que em relacdo ao almasganmduzido por nicotina, a
alteracdo nos niveis de NO sdo dependentes deegpeaifica estudada e que essas
mudancas ocorrem principalmente em fémeas. O aomentontetdo de nitrito/nitrato
no CPF pode estar relacionado com a formacao dmxipéritos, um radical nitrito
altamente ativo que pode afetar qualquer moléaildar (RADI et al., 1991).

A formacéo de grandes quantidades de ERO’s pod&im peroxidagcéo
lipidica, além de que o aumento na peroxidacaalitipi pode ser devido a uma
insuficiéncia no sistema antioxidante (RADI et 4991), fato este demonstrado em
nossos resultados, nos quais as fémeas periadtieseemachos adultos apresentaram
uma diminuicdo em suas defesas, e consequentenlemtdo ao aumento da
peroxidacao lipidica detectados pelos niveis de MBAormacao excessiva de ERO
podem causar oxidagcao protéica em mitocondriadpise oxidacdo no DNA e RNA,

disfuncéo neuronal e mort¥I(DIZ et al., 1999.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram sjueates machos
periadolescentes sédo comportamentalmente maigdergsis ao abrasamento induzido
por nicotina, fato este que pode ter ocorrido, pedmos em parte, devido a um aumento
nas defesas antioxidantes apresentadas por estegsanas diferentes areas cerebrais
estudadas. Pode-se também constatar que fémeadgbescentes sdo mais susceptiveis
aos efeitos toxicos da nicotina, embora este mgcenindo possa ser totalmente
esclarecido através da analise dos parametrosdoali

Portanto, a analise mais detalhada dos mecanisom®sido envolvidos
nestas diferencas através das quais o cérebro ifemadolescente se mostra tao
vulneravel ao passo que o masculino periadolescerit® resistente aos efeitos da
nicotina, certamente poderia abrir novos camintara gecifrar a complexidade acerca

da dependéncia de drogas e, possivelmente, canipéma o seu tratamento.
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