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RESUMO

A nicotina (NIC) é o principal componente da fumaca do tabaco e considerada
uma das substancias com maior poder de abuso. Um importante efeito
farmacoldgico da NIC é a inducdo de convulsGes. Neste contexto, foi proposto
gue a administracdo repetida de NIC é capaz de causar abrasamento, uma
forma de sensibilizacdo a manifestacéo de alterac6es comportamentais, dentre
elas a convulsdo, sendo usado como ferramenta para o estudo dos
mecanismos de progressdo para uma ampla gama de transtornos
neuropsiquiatricos. Recentemente nosso grupo de pesquisa evidenciou que
ratas na periadolescéncia sdo mais susceptiveis aos efeitos do abrasamento
por NIC mostrando a participacdo de mecanismos pro-oxidantes neste
processo. Baseado nestas evidéncias, o presente trabalho objetivou estudar os
possiveis beneficios da administracdo de N-acetilcisteina (NAC), uma droga
antioxidante, na prevencao do abrasamento induzido por NIC. Para isto foram
utilizadas ratas Wistar periadolescentes (60-80 g). Os animais receberam NIC
(2mg/Kg/dia, v.0.); NAC (90, 180 ou 270 mg/Kg/dia, i.p.) sozinha ou associada
a NIC (NAC+NIC) ou agua destilada durante 19 dias (cinco dias consecutivos
e dois de intervalo). O comportamento dos animais foi avaliado nos 1°, 8° 15° e
19° dias, através da Escala de Racine. Ao final do tratamento (19° dia) os
animais tiveram o cortex pré-frontal (CPF), hipocampo (HP) e corpo estriado
(CE) dissecados para a avaliacdo de parametros oxidativos como atividade da
SOD, niveis de GSH, nitrito e peroxidagdo lipidica (TBARS). Os resultados
mostraram que os animais tratados com NAC apresentaram diminuicdo dos
graus de convulsdo na Escala de Racine. A administracdo de NAC+NIC
reduziu a atividade da SOD, enquanto o0s niveis de GSH foram
significativamente aumentados nos grupos NAC e NAC+NIC. NAC+NIC
reduziram a peroxidacao lipidica ndo alterando os niveis de nitrito nos grupos
estudados. Em conclusdo nosso estudo mostrou que a NAC apresenta efeito

protetor em animais expostos ao abrasamento induzido por nicotina.

Palavras—chave: N-acetilcisteina. abrasamento induzido por nicotina.

Convulsao. estresse oxidativo.



ABSTRACT

Nicotine (NIC) is the major component of tobacco smoking being one of the
most abused substances worldwide. One important pharmacological effect of
NIC is the induction of seizures. In this context it was previously proposed that
NIC repeated administration is capable of inducing kindling, a form of
sensitization related to the induction of behavioral alterations, among then
seizures. Kindling is being used as a tool for the study of progression in a wide
range of neuropsychiatric disorders. Recently our research group evidenced
that periadolescent female rats were more susceptible to NIC-induced kindling
demonstrating a participation of prooxidant mechanisms in this response.
Based on these evidences, the present study had the goal to study the benefits
of the administration of N-acetylcysteine (NAC), an antioxidant drug, in the
prevention of NIC-induced seizures. To do this, female Wistar periadolescent
rats (60-80 g) were used. The animals were administered NIC (2mg/Kg/day,
I.p.); NAC (90, 180 or 270 mg/Kg/day, i.p.) alone or combined with NIC
(NAC+NIC) or distilled water during 19 days. The animal's behavior was
evaluated at 1%, 8", 15" and 19™ days, using Racine Scale (seizure grades 1 to
5). At the end of treatment (19™ day), animals were killed and their prefrontal
cortex, hippocampus and striatum dissected. Homogenates were used to
evaluate SOD activity, GSH levels, nitrite levels (as an indirect nitric oxide
measurement), and lipid peroxide generation by measuring the substances that
react with thiobarbituric acid. Animals treated with NAC presented a decrement
in seizure activity. The SOD activity levels were decreased in group that
received NAC+NIC. On the other hand, GSH levels had a significant increment
in both groups treated with NAC and NAC+NIC. The lipid peroxidation level was
reduced in the group that received NAC+NIC, and there was no change in
nitrite levels in any group. The conclusion was that NAC presented a
neuroprotective effect when diminished the lipid peroxidation level in a

exposed to nicotine-induced kindling.

Keywords: N-acetylcysteine. Nicotine-induced kindling. Seizure. Oxidative

stress.
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1 INTRODUCAO
1.1 Epilepsia

O relato mais antigo que se tem da epilepsia esta registrado no capitulo
de um livro-texto babilénico de medicina que resume 40 manuscritos, datados
de 2.000 anos antes de Cristo. O livio detalha as diversas manifestacdes

epilépticas e as relaciona a invocacgdes espirituais malignas (Gastaut, 1973).

Por muitos anos a epilepsia seguiu sendo vista como invocagdo de
espiritos malignos, e sé por volta de 175 anos depois de Cristo, Galeno
conseguiu identificar a epilepsia como sendo uma doenca relacionada ao
cérebro, e a classificou como sendo de causa desconhecida ou decorrente de
outra doenca, porém a ideia de sobrenatural ainda era vinculada a doenca e
por esse motivo, os individuos acometidos foram constantemente perseguidos
durante a Idade Média (Dreiffus, 1996).

Com o aumento do interesse por parte dos pesquisadores pelas
doencas neuroldgicas, no século XIX, a epilepsia passou a ser vista como
insanidade e ao passo que a doenca desvinculava-se da espiritualidade,
ganhava o perfil de loucura que também, era renegada socialmente (Trimble,
M.R., 1991).

Durante toda histéria a epilepsia foi perseguida pelas leis eugénicas. Até
1970, nos Estados Unidos, foi proibido o casamento entre pessoas que tinham
a doenca e até 1956, em dezoito estados, era imputada a lei de esterilizacdo a

essas pessoas (Kale, 1997).

A OMS em parceria com International League Against Epilepsy (ILAE) e
com o International Bureau for Epilepsy (IBE), langou em 1997, uma campanha
global intitulada “retirar a epilepsia das sombras” com intuito de diminuir a

marginalizacao da doencga (Out of the Shadows, 2001).

Atualmente a epilepsia é caracterizada como uma desordem cerebral

relacionada a manifestacbes epilépticas (ME) crbnicas e repetidas,
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clinicamente diversificadas e resultantes de atividade neuronal excessiva,

anormal e hipersincronica. (Fuchs et al., 2004; Engel JR,2001).

E um dos distlrbios neurolégicos mais comuns e tem uma prevaléncia
mundial de 10 a 15/1.000 pessoas, podendo chegar a frequéncia de até 50
casos novos/ 100.000 pessoas em paises de desenvolvimento ndo equilibrado
(Sander, 2003; De Lorenzo et al, 2001).

As ME podem ocorrer em qualquer faixa etaria, porém tém maior
prevaléncia entre nos primeiros anos de vida (Sindenvall et al, 1993; Guerreiro
et al, 2000). Na infancia e adolescéncia a incidéncia tem flutuante
predominéancia de género determinada por tipos de manifestacées epilépticas e

pela exposicdo ambiental (Cowan, 2002).

A Liga Internacional de epilepsia (ILAE, 2011), se baseia em dados
encefalograficos e caracteristicas clinicas que permitem a classificacdo das
epilepsias em trés grandes grupos: focal, generalizada e desconhecida (ILAE,
2011) (Figura 1).

A epilepsia focal origina-se dentro de uma rede que afeta apenas um
hemisfério cerebral. Tal classificacdo € baseada em caracteristica motora e/ou
autondmica, podendo ainda, evoluir para uma epilepsia bilateral; A
classificacéo de epilepsia generalizada € caracterizada por ocorréncia de crises
em redes neuronais bilateralmente distribuidas que rapidamente se engajam,
podem ser sub-divididas em ténico, tdnico-clénica, clénica, atdnita, mioclénica
(mioclénica, mioclénica-tbnica ou mioclonica- atonita) ou de auséncia que
podem ser sub-classificadas em tipica, atipica ou auséncia com caracteristicas
especiais. Uma epilepsia é classificada como desconhecida, quando suas
caracteristicas clinicas ndo se enquadram em nenhuma das descritas

anteriormente ( ILAE, 2011).
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Figura 1- Diagrama resumo da Revisdo terminol6gica para organizacao de crises e
epilepsias.

Crises Generalizadas

Ocorrem em redes neuronais
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Liga Internacional de apoio a epilepsia- ILAE, 2011.
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1.1.1 Incidéncia de transtornos mentais associados a epilepsia

Estima-se que exista relacdo de presenca de transtornos mentais
associados a epilepsia em 30 a 70% dos casos e de comorbidades
psiquiatricas e transtornos comportamentais englobam cerca de 40 a 50% das

criancas que sdo acometidas pela epilepsia. (Nowack, 2006; Maia et al, 2006).

Estudos epidemiolégicos em hospitais psiquiétricos, clinicas de epilepsia e
comunidades mostram que existe uma prevaléncia de transtornos mentais em
grupo de pessoas com epilepsia quando comparados a populacdo néo
epiléptica (Pond & Bidwell, 1959; Gudmundsson, 1966; Rutter et al, 1970;
Edeh, 1984).

Dos acometidos com crises parciais complexas 70% podem ter um ou mais
diagnosticos presente no Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos
Mentais, Terceira Edicdo Revisada (DSM-III-R). A depressédo é o transtorno
associado mais frequente e pode estar presente em 58% dos casos, além
disto, 32% poderdo desenvolver transtornos de ansiedade e 13% psicoses
(Algreeshah, 2007) (Tabela 1) .

Algumas comorbidades sdo comuns a adultos e criangas, como a depressao
e ansiedade, porém, outras sao caracteristicas dos primeiros anos de vida
como o transtorno e déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH) e autismo
(Maia, 2006).

Tabela 1- Taxas de Prevaléncia de transtornos psiquiatricos em pacientes com

epilepsia e a populagédo em geral

Transtorno Psiquiatrico Controles (%) Pacientes com epilepsia (%)
Transtorno depressivo maior 10,7 17,4
Transtorno de ansiedade 11,2 22,8
Transtorno de humor/ansiedade 19,6 34,2
Ideacdo suicida 13,3 25
Outros 20,7 35

Algreeshah, 2007.
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A populacdo pediatrica tem um indice de 3 a 7% de acometidos pelo TDAH,
porém em pacientes epilépticos o indice sobe para 20 a 40 %. Ja o autismo em
criancas com epilepsia pode variar de 8 a 42% dos casos. (Hermann et al,
2007; Canitano et al, 2005).

1.2 Fisiopatologia da epilepsia

Sabe-se que as ME estdo ligadas a neurotransmissdo do sistema
nervoso central (SNC), através do aumento da excitabilidade neuronal e
diminuicdo da inibic&o de tal excitabilidade ( Meldrum, 1984).

A lesdo neuropatolégica mais comumente encontrada nas ME é a

esclerose hipocampal, ( Leite e Cavalheiro, 1998)

Fisiologicamente, a regido hipocampal é constituida por quatro sub-
regides distintas: Giro denteado (fascia dentada), o subiculum, o cortex
entorrinal e o hipocampo (corno Amon) que por sua vez é dividido em quatro
areas: CAl, CA2, CA3 e CA4. A abreviacdo CA deriva do latim “corno
ammonis” que significa corno de carneiro que por semelhanca, foi comparada

a regido do hipocampo. (Andersen et al.,2007) (figura 1)

Figura 1: Imagem digitalizada da seccdo transversal de um encéfalo de rato
corado com Nissl. Ao centro — Desenho esquematico da imagem mostrando a
localizagdo das diferentes areas do corno de Ammon.

Figura adaptada de Andersen et al. (2007)
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Células piramidais do hipocampo emitem prolongamentos dos axdnios
para fora do hipocampo, e colaterais de Schaffer para area de CAl, estas
fazem sinapses com outras células piramidais, as quais tém os axonios

projetados para fora do hipocampo (Lent, 2001).

A regido do giro denteado tem importante liberacdo de glutamato e acido
gama-amino-butirico (GABA) pelos axdnios das células granulares, as fibras
musgosas, que por sua vez, fazem sinapses com os neurbnios piramidais das
areas CA3 e CA4 do hipocampo, interneurdnios e células musgosas do hilo
(Gutierrez, 2003).

Quadros de epilepsia podem levar a lesdo e até morte celular nessas
areas. As mais susceptiveis sdo as CA1l e CA3, por outro lado as células da
area CA2 sdo as menos afetadas. Isso se deve ao fato das areas CAl e CA3
possuirem grande quantidade de receptores para o glutamato, e possuirem
respectivamente, receptores sensiveis ao N-metil-D-aspartato (NMDA) e
receptores cainato. Quando ativados, tais receptores podem permitir influxo
intracelular de célcio (Ca®") a niveis nocivos para a célula. (Sloviter, 1987;

Dumam e Vaidya,1998; Margerison e Corseclis, 1966).

Sommer 1880, foi o primeiro a descrever a esclerose do corno de Armon
ou esclerose hipocampal que é caracterizada por perda neuronal em CAl, CA3
e hilo do giro denteado com preservacdo de CA2 e aspecto esclerético do
hipocampo decorrente de epilepsia do lobo temporal mesial.

BN

Apesar da evolucdo dos estudos relacionados a epilepsia, o0s
mecanismos envolvidos na fisiopatologia seguem sem claros delineamentos e
desta forma a epilepsia permanece sem cura. Diante disto os pesquisadores
empenham-se em alcangar meios de diminuir as frequéncias e propagacao das
ME’s. Muitas drogas ja foram descobertas com tal finalidade, mas 30% dos
pacientes ndo apresentam boas respostas ou apresentam efeitos adversos

severos as drogas disponiveis ( Loscher & Schmidit 2002; Wahab 2010).



23

1.2.1 Epilepsia e Estresse oxidativo

O estresse oxidativo (EO) € resultado de um desequilibrio entre as
defesas antioxidantes e a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
no organismo. Este desequilibrio tem sido relacionado com a fisiopatologia de
uma série de doencas, incluindo transtornos neuropsiquiatricos (Hamai et al.,
2006; Jung et al., 2007; Berck et al., 2011; Liu et al., 2012).

O aumento da excitabilidade neuronal e diminuigdo da inibicdo de tal
excitabilidade, caracteristicos da convulsdo, podem levar a injaria e morte
celular, resultado da formacdo excessiva de radicais livres (Meldrum, 1984;
Floyd, 1990).

As EROS sao encontradas em todos os sistemas biolégicos.
Fisiologicamente o oxigénio (O,) sofre reducéo tetravalente com aceitacao de
quatro elétrons o que resulta na formacdo de agua (H.O). Durante esse
processo, metabdlitos intermediarios, como os radicais superperoxido (O3*),
hidroperoxila (HO;), hidroxila (OH+) e peroxido de hidrogénio (H,O,) séo
produzidos. A reducdo completa do O, deve acontecer dentro da mitocondria, o
gue neutraliza as EROS (Cohen, 1989).

Em face das reacBes univalentes da oxidacdo do O, na cadeia
transportadora de elétrons, a mitocéndria € considerada a maior formadora de

radicais livres (Green et al, 2004).

Em condi¢des fisiolégicas o corpo dispde de mecanismos antioxidantes
gue conseguem neutralizar as EROS, porém em desequilibrio por uma
producéo excessiva de EROS, por uma ineficiéncia do sistema antioxidante ou
ainda pela combinacdo dos dois fatores, caracterizado o EO, um processo
fisiopatoldgico que pode levar a toxicidade celular e até mesmo um dano ou
morte da mesma. Esse sistema fisioldgico antioxidante é constituido por
agentes de acdo ndo enziméatica e enzimética (Halliwell, 2007; Barreiros et al,

2006).
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O sistema de defesa ndo enzimatico € composto por reagentes
exdgenos e sao, normalmente, obtidos na alimentacdo. As vitaminas, sais
minerais e compostos fendlicos sdo os mais evidentes, porém dentre 0s
maiores destagues antioxidantes exdgenos estdo: vitamina C, betacaroteno,
precursor da vitamina A e a-tocoferol, precursor da E. Dentre os sais minerais,
ferro, magnésio, cobre e selénio sdo exemplos de sais minerais ativos no
combate as EROs ( Prasad et al, 2007).

O sistema de defesa enzimatico inclui as enzimas Superoxido
Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GSH-Px). Estas
enzimas estdo presentes tanto no citoplasma celular como na mitocondria,
local onde ha maior producéo de EROs. A SOD sofre dismutacéo e catalisa a
formacao de peréxido de hidrogénio (H,O-) a partir do radical superéxido (Oze).
As enzimas CAT e glutationa peroxidase (GPS-Px) impedem o acumulo de
H,O, que, apesar de ndo possuir pares de elétrons livres que caracterizam o0s
radicais livres, tem alta capacidade de provocar danos nas células. (Ferreira,
1997; LAMBETH et al., 2008; Rover et al, 2001).

O acumulo do (H202) por meio das reacBes de Fentone Haber-Weiss,
forma o radical hidroxila (OHe), contra o qual nao existe defesa enzimatica. A
GPS-Px reduz o H,O, a &gua, mas para isso precisa da conversao da
glutationa reduzida (GSH) em oxidada (GSSG), essa Uultima promove acao
oxidante em funcdo da ligacdo dissulfeto existente em sua estrutura. Para
completar o ciclo, a enzima Glutationa Redutase (GR) reduz a molécula de
GSSG a sua forma reduzida em uma reacdo de oxidacdo da molécula de
nicotinamida adenina de dinucleotido fosfato (NADPH) (Kulak et al., 2013)
(Figura 2)

Assim, fica clara a importancia da glutationa redutase (GR), pois ela é
responsavel pela recuperacdo da glutationa reduzida (GSH), o que possibilita a
manutencdo do ciclo redox da glutationa de forma integra e, permite assim o

equilibrio entre os sistemas de defesa enzimaticos (Rover et al, 2001).
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A GSH esta envolvida também na manutencdo do estado redox de tiol, o
qual modula processos redox-sensiveis, sendo desta maneira indispensavel
para a regulacdo do ciclo celular e diferenciacdo celular, a ativacdo de

receptores, transducao de sinal e a ligacdo de fatores de transcricdo para o
DNA (Kulak et al., 2013).

Figura 2- Integracéo de defesa do sistema enzimatico com converséo de O, em H,O e
suas etapas intermediérias.
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Um dos danos causados diretamente pelas EROs é a peroxidagédo

lipidica. Esse processo ocorre quando as EROs reagem com acidos graxos
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polinsaturados presentes nas membranas celulares e lipoproteinas, o que
resulta na formacado de radicais lipidico (L), alcoxila (LO*) e peroxila (LOQ-),
que por sua vez degradam a estrutura lipidica da membrana celular. Em
funcdo disto, ha perda da seletividade na troca idnica e liberagdo do contetdo
de organelas, como enzimas hidroliticas dos lisossomos, e formacdo de
produtos citotoxicos, podendo resultar em morte celular (Hershko, 1989; Lima &
abdala, 2001) (Figura 3).

A partir da peroxidacdo lipidica sdo formados produtos secundarios
como alcanos, aldeidos e isoprostanos. Estes produtos sdo usados como
marcadores bioldgicos, desempenhando desta maneira, a funcdo de indicativos
de EO e dano celular. O Malonildialdeido (MAD) é um dos marcadores
biol6gicos mais utilizados. Sua sensibilidade ao &cido tiobarbitirico (TBARS)
permite sua identificacdo através da formacdo de coloracdo rosa
(DEVASAGAYAM et al, 2003).

Figura 3- Mecanismos envolvidos na indug&o da peroxidagéo lipidica. Formagéo de
MDA a partir do radical peroxila.
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Todos os tecidos corporais estdo suscetiveis aos danos causados pelas
EROs, porém o sistema nervoso central (SNC), devido ao seu grande consumo
de O, e ainda sua baixa propriedade antioxidante, apresenta maior
vulnerabilidade em desenvolver o EO (Olmez & ozyurt, 2012; Khairova et al.,
2012).

O cérebro € um 6rgdo abundante em acidos graxos polinsaturados, que
agem como substrato para a formacdo de peroxidos lipidicos. Ele contém
grande quantidade de ferro livre que € formador do radical OH e, além disso, é
formado basicamente por células estaveis onde a maturidade €é estabilizada por
volta de 30 anos de idade. Estas carateristicas tornam este 0Orgao
extremamente vulneravel ao desenvolvimento de injarias, principalmente as

relacionadas ao EO (Halliwell e Gutteridge, 1989).

Um numero consideravel de estudos relaciona o desenvolvimento do EO
e possiveis danos celulares cerebrais a crises convulsivas recorrentes
(Eracovik, 2001; Liang et al, 2000; Kaneko et al 2002). Em modelos de
convulsdao em animais, mostrou-se que o EO foi participativo no processo de

degradacéo e morte neuronal e glial (Arnaiz et al, 1998).

Em estudo com modelo de convulsdo quimicamente induzida por
pentilenotetrazol (PTZ) foi relacionado o aumento dos niveis de peroxidacao
lipidica, através de marcacdo TBARS, com o0s efeitos convulsivantes e
neurotoxicos induzidos pelo quimico ( Bashkatova et al, 2003).

Em estudo recente, Gomes et al mostrou que convulsdes gquimicamente
induzidas por nicotina, afetam com maior intensidade fémeas periadolescentes.
Nestes animais ficou comprovada a diminuicdo dos niveis de GSH e SOD o

gue remete ao desequilibrio fisiolégico e caracteriza o EO.
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1.3 Modelo para o Estudo do desenvolvimento de convulsbes e

transtornos neuropsiquiatricos: abrasamento

O abrasamento ou kindling trata-se de repetidos estimulos excitatorios
elétricos de baixa intensidade que sao aplicados em estruturas cerebrais,
resultando em alteragcbes comportamentais que podem ser detectadas
eletrograficamente ( MCINTYGRE et al, 2001; MORINATO et al, 2004).

A progressado comportamental do abrasamento mostra que inicialmente
o processo de sensibilizacdo afeta apenas alguns circuitos elétricos e
posteriormente circuitos adicionais sdo somados, correlacionando-se com

comportamentos progressivos de crises epilépticas (BERTRAN, 2007).

O mecanismo deste fendmeno tem sido relacionado a mudancas de vias
de sinalizacdo, funcdes de neurotransmissores, expressées de canais de ions
e morfologia neuronal. Tem sido evidenciado também aumento de fator
neurotroéfico derivado do cérebro (BDNF) no hipocampo, hipotalamo, neocértex
e corpo estriado o que tem causado hiperexcitabilidade em cortes hipocampais
(SATO et al, 1996), além disso o processo de sensibilizacdo tem mostrado
aumento progressivo da densidade de receptor GABA . e upregulation do
receptor nas areas de CAl e CAS3, seguida de downregulation aguda ( LIU et
al, 2009).

1.3.1 Abrasamento induzido por nicotina

A nicotina atuando em receptores nicotinicos neuronais da acetilcolina
(nACh) é o principal componente da fumaca do tabaco relacionada a adicao
(Dani, 2001; Itier & Bertrand, 2001; De Biasi, 2002).

A proporcao de pessoas que ja fumaram cigarro na vida no Brasil é de
41,1 %, sendo que as classes de nivel socioeconbmico 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 milhfes de
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fumantes nessa faixa etaria), mas a grande concentracdo de fumantes esta na
faixa etéria, entre 20 a 49 anos de idade (Carlini et al., 2002).

Em baixas doses a nicotina afeta a atencdo, o aprendizado, a memoria,
a ansiedade,as respostas cardiovasculares, a termorregulacdo e a nocicepgao.
Em altas doses produz comportamentos mais drasticos, incluindo
eventualmente a inducdo de convulsdes toénico-clébnicas em roedores
(Benowitz, 1999; Salas et al., 2003). Estudos mostram que a nicotina como
droga de abuso causa ativacdo da area tegmental ventral (ATV), uma regido
mesencefalica envolvida na mediacdo de acbes de recompensa de muitas
drogas de abuso. Estudos com microdialise mostram que a administracao
sistémica ou local de nicotina produz aumentos dose-dependentes nos niveis
de dopamina no nucleo accumbens (NAC) de animais (Sidhpura et al., 2007) e
no corpo estriado de humanos fumantes (Montgomery et al., 2007).

A administracdo da nicotina in vivo e em culturas celulares desencadeia
0 aumento da expressdo de numerosos genes relacionados com a
neurossecrecao incluindo as enzimas biossintetizadoras de catecolaminas.
Também foi recentemente evidenciada uma modulacdo pela nicotina do
sistema de transporte de elétrons mitocondrial em varias regides cerebrais
deixando claro, que mitocéndrias estao envolvidas com a adaptacéo neuronal a
exposicao cronica de nicotina (Wang et al., 2009).

A mitocondria € de particular interesse porque é responsavel pela
geracdo da maior parte da energia usada pelo organismo e € o principal local
de producao de espécies reativas do oxigénio (EROS) na célula. Além disso, a
mitocondria tem um importante papel em muitos processos fisiologicos tais
como apoptose e proliferacdo, sendo estas alteragbes mitocondriais
associadas a doencas neurodegenerativas como Parkinson. Trabalhos
mostram que os efeitos benéficos da nicotina no Parkinson seriam baseados
na preservagao da fungdo mitocondrial no SNC com reducédo da sintese do
radical superoxido, por exemplo (Cormier et al., 2003).

Foi sugerido que a modulacdo sinaptica mediada por receptores
nicotinicos no SNC poderia envolver a ativacdo da enzima sintetizadora de

oxido nitrico (NOS), e que a estimulagdo nicotinica poderia disparar a sintese
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de NO em hipocampo de ratos (NO E GMPC), visto que o NO apresenta um

papel importante na neurobiologia da adicao.

1.3.2 Influéncia do género e idade no abrasamento induzido por nicotina

O estudo de animais adolescentes tem como base que grande parte dos
usuarios de drogas sdo adolescentes (Samhsa, 2003), e de fato, a exposi¢ao
cada vez mais cedo as drogas de abuso pode ser um forte preditor do uso
prolongado e dependéncia (Johanson & Fischman, 1989; Kandel & Davies,
1992).

Como a adolescéncia em primatas humanos e ndo-humanos se estende
por varios anos, modelos deste estagio desenvolvimental em roedores,
chamada periadolescéncia se limita a 2 semanas entre aproximadamente 35 e
50 dias ap6s o nascimento (Spear & Brake, 1983; Spear, 2000). Vérias
caracteristicas sdo comuns entre roedores e primatas periadolescentes.
Exemplos incluem uma grande quantidade de tempo gasto com interagcdes
sociais (Brown, 1990; Panskepp, 1981), alto nivel de riscos, sensacdo de
procura pelo novo (Adriani et al, 1998, 2004; Zuckerman, 1992) e
hiperatividade e hiperexploracdo de ambientes novos (Bronstein, 1972, 1979;
Caza & Spear, 1980).

Apesar da alta prevaléncia do uso de tabaco entre adolescentes, a
neurobiologia da adicdo por nicotina tem sido estudada principalmente em
animais adultos. Embora poucos estudos tenham sido feitos para evidenciar os
efeitos da nicotina em modelos animais na adolescéncia, existem evidéncias de
gue animais adolescentes e adultos respondem de maneira diferente a
nicotina. Por exemplo, ratos adolescentes, quando comparados a adultos foram
mais suscetiveis as agdes da nicotina na atividade locomotora (Faraday et al.,
2001; Collins & Izenwasser 2004; Cruz et al., 2005).

Em estudo recente, Gomes e colaboradores demostraram que animais
submetidos ao uso crénico de nicotina apresentaram niveis de SOD e GSH
diminuidos e NO e MDA aumentados no cortex pré-frontal, quando

comparados aos animais controle. No hipocampo dos animais submetidos ao
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uso crénico da nicotina os niveis de NO e GSH apresentaram-se diminuidos,
por sua vez os niveis de MDA encontraram-se aumentados, quando
comparados aos de animais controle. O estudo mostrou ainda, que fémeas
periadolescentes sdo mais vulneraveis ao EO, pois apresentaram uma queda
mais significativa nos niveis de SOD e GSH e aumento nos niveis de NO e
peroxidacdo lipidica quando comparados aos grupos de animais machos

periadolescentes e adultos e ainda fémeas e adultas.

1.4N- acetilcisteina

N-Acetilcisteina (NAC) é um farmaco utilizado como agente mucolitico,
principalmente no tratamento de doengas broncopulmonares cronicas e como

antidoto para superdosagem de paracetamol.

A NAC é forma acetilada da L-cisteina, um aminoacido ndo essencial
antioxidante presente em animais. Possui um grupamento tiol livre derivado da
cisteina, que € o0 responsavel por romper as ligacbes dissulfeto das
mucoproteinas, o que confere a NAC expressiva atuacdo mucolitica (Sheffner,
1963; Zimet, 1988; P.R Vade mécum, 2005) ( Figura 4).

Figura 4- Estrutura molecular da cisteina a esquerda e da molécula L-isbmera, N-
acetilcisteina a direita
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Quimicamente, NAC e cisteina sdo similares, porém em meio acetil a
reatividade do grupamento tiol da NAC € mais reduzida que o da cisteina, o
que torna essa molécula menos téxica, menos suscetivel a dimerizacdo e
oxidagdo e apresenta melhor solubilidade em agua. Além disso, diferente da
NAC, a cisteina tem um fator limitante na producao de glutationa (Burbunder et
al, 1989; Holdines, 1991; Bonanomi e Gazzaniga, 1980; Dean et al, 2004).
Esse conjunto de caracteristicas faz da NAC uma excelente fonte de cisteina,
ainda mais eficaz do que a propria cisteina por administracdo parenteral
(Bonanomi e Gazzaniga, 1980).

1.4.1 N- Acetilcisteina e o estresse oxidativo

A NAC é uma pequena molécula que dispde de facil acesso a diversos
compartimentos celulares, inclusive no cérebro (De Vries N e De Flora S,
1993). No interior da célula, a molécula é facilmente desacetilada e origina a
cisteina, precursora na sintese de GSH que por sua vez, € um tripeptideo
presente em todos os tecidos corporais e de grande importancia no sistema de
defesa celular contra radicais livres. O GSH, desta maneira responde, em
parte, pela integridade morfolégica celular e manutencdo da capacidade

funcional (Lehninger et al., 1995).

O combate aos radicais livres se da por meio do grupo sulfidril
proveniente da NAC com os radicais hidroxila e peréxido de hidrogénio das
EROS( Aruoma et al, 1989).

As propriedades antioxidantes e antinflamatérias da NAC séo atribuidas
ao aumento das sulfidrilas com consequente vasodilatacdo de reposi¢cao pelo
NO, reducdo de produgcdo de interleucinas (IL) pré-inflamatorias
(particularmente a IL-8), fator de necrose tumoral e reparagéo dos estoques

diminuidos de GSH que sé&o caracteristicos do EO (Paterson et al, 2003) .

Além da sua atuacdo como antioxidante agindo principalmente na
regulacdo dos niveis de GSH, a NAC tem mostrado efeitos antinflamatérios e
ainda, efeitos diretos sobre o sistema de transmissdo glutamatérgica e

dopaminérgica. Essas propriedades sédo atrativas para o desenvolvimento de
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estudos que envolvem transtornos e doencas psiquiatricas (Dean et al, 2009;
Kapcizinski et al, 2011) (Figura 5).

Em estudo que investigou o efeito protetor da NAC em transplante renal,

foi mostrado que a NAC foi capaz de reduzir os niveis de estresse oxidativo no
pdés-operatorio em até sete dias ap0s transplante quando comparado ao grupo
controle (Danilovic, 2009).

Em um estudo que visou investigar o efeito antioxidante da NAC em
ratos com cirrose, foi demonstrado que a droga foi capaz de reduzir os niveis

de peroxidacéo lipidica, expressao de 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) e
regenerar os niveis de glutationa (Pereira Filho et al, 2008).

Figura 5-. Representacdo da atividade antinflamatdria e antioxidante da NAC.
Na figura NAC aumenta a resiliéncia mitocondrial e neurogénese e minimiza os danos
causados pelo estresse oxidativo que podem
mitocondrial

levar a apoptose e disfuncéo
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1.4.2 Usos da N-acetilcisteina na neuropsiquiatria

Devido a sua capacidade de reestabelecer os niveis de GSH no cérebro
e com isso sua notoria propriedade antioxidante e facilidade de alcancar os
mais diversos tecidos corporais, a NAC tem sido amplamente estudada em

distarbios e patologias neuroldgicas (Dean, 2009).

Em um ensaio clinico randomizado comparando NAC adjuvante com
placebo para episédios depressivos no transtorno bipolar (TAB) durante 24
semanas, mostrou-se que a NAC foi eficaz no quadro de depressédo em oito de
dez participantes. Os dados pré-clinicos também sugerem efeitos antimaniacos
e antidepressivos de compostos antioxidantes (Magalhdes et al, 2011;
MACEDO et al., 2012; MANOSSO et al., 2013).

Hardan e colaboradores mostraram em um estudo randomizado duplo
cego que um grupo de criangas autistas submetidas ao uso da NAC por quatro
semanas apresentaram melhora no questionario Autism Behavior Checklist
(ABC) ao final do tratamento quando comparados ao grupo placebo. A
explicagdo para a melhora da irritabilidade das criangas inclina-se para as
propriedades antioxidantes e ainda, para a capacidade que a NAC tem de

regular os niveis de glutamato.

Estudos relacionando a NAC com a dependéncia quimica a cocaina tem
tornado o farmaco cada vez mais promissor. Em estudo duplo cego controlado
por placebo, foi mostrado que treze individuos desinteressados por tratamento
para a dependéncia, tiveram uma diminuicdo do craving e dos sintomas de

abstinéncia (LaRowe et al., 2006).

Em um estudo piloto, 23 individuos que buscavam tratamento para a
dependéncia foram expostos a trés diferentes doses de NAC (1200, 2400 e
3600 mg/d). Todos tiveram bons resultados, com consequente diminuicdo do
consumo de cocaina e ainda, maiores numeros de adesfes ao tratamento nas
doses mais altas, sem nenhuma tolerancia as doses de NAC administradas
(Mardikian et al., 2007).
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Gray e colaboradores investigaram a relagcdo entre a dependéncia
causada pelo uso da maconha e a possivel minimizacdo dos mesmos através
do tratamento com a NAC. Em estudo aberto, 24 individuos dependentes da
maconha, durante quatro semanas fizeram tratamento com duas doses de
NAC (1200mg) diarias. Ao fim das quatro semanas, houve significativa
diminuicdo do comportamento de fissura, constatada através da diminuicdo dos

escores do Questionario de “craving” da maconha (MCQ).

Usuarios de cocaina apresentam uma diminuicdo de glutamato no
ndcleo acumbens o que gera o comportamento de busca pela droga. A NAC
tem a capacidade de equilibrar os niveis de glutamato nos meios intra e
extracelular diminuindo assim o comportamento pela procura. Foi o que
mostrou o tratamento com a NAC em animais de modelo de busca. O farmaco

conseguiu reduzir a auto-administracao feita pelos ratos (Baker et al, 2003).

Com a mesma logica da relacdo de equilibrio dos niveis de glutamato
proporcionados pela NAC, foi realizado um estudo piloto, clinico duplo-cego,
com vinte e sete individuos com disturbio de comportamento denominado jogos
patolégicos. No estudo foi usada a Escala de Yale Brown Obsessivo
Compulsivo modificado para Jogo Patolégico (PG-YBOCS), que mensurou
quadro de melhora geral, sintomatologia depressiva e qualidade de vida. O
resultado mostrou que individuos que fizeram tratamento com a NAC tiveram
uma diminuicdo dos escores da escala, mostrando uma melhora

comportamental do quadro patologico (Grant et al, 2007).
1.5 Justificativa e Relevancia

A nicotina é uma droga amplamente utilizada pela sociedade e tem sido
usada para inducdo de modelos de abrasamento, onde uma das principais
sintomatologias € a convulsdo. Estudos anteriores, feitos por nosso grupo de
pesquisa, mostraram que as fémeas em faixa etaria periadolescente que
correspondem a adolescéncia no humano, tem maior sensibilidade aos efeitos

nocivos desse processo (Gomes et al, 2010).
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Em humanos as mulheres também se mostram mais suscetiveis aos
efeitos de drogas de abuso e consequentemente, sdo mais dependéncia

quimica que os homens.

A convulsao tem sido relacionada a varias patologias neurolégicas e tem
seu estopim relacionado a amplas possibilidades, o que faz sua prevaléncia ter
nameros consideraveis. Mesmo com todas essas evidéncias a doenca ainda

carrega o peso historico da negligéncia, preconceito e rejeicao social.

Diante da caréncia de estudos direcionados a prevencéo de convulsoes,
da incidéncia consideravel da doenca e ainda da caréncia de novos farmacos
que suprimam a falta de eficacia em torno de 20 a 30% dos farmacos
atualmente usuais, o desenvolvimento deste estudo foi de extrema relevancia,
uma vez que visou contribuir com novos caminhos terapéuticos para um
transtorno corriqueiro e que trds ao paciente que o tem grandes limitacdes

sociais.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Estudar o efeito possivel protetor da N-acetilcisteina contra o
abrasamento induzido por nicotina em ratas adolescentes.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar em animais submetidos ao modelo de abrasamento
induzido por nicotina e tratados com N-acetilcisteina os seguintes
parametros:

o Alteracdes comportamentais com base na escala de
Racine;

o Marcadores de estresse oxidativo nas areas cerebrais do
cortex pré-frontal, hipocampo e nlcleos da base pela
determinacao da atividade da superoxido dismutase (SOD)
e da glutationa reduzida (GSH);

o Verificar os marcadores de peroxidacéao lipidica nas areas
cerebrais cértex pré-frontal, hipocampo e nucleos da base;

o Analisar as concentracdes de nitrito nas areas cerebrais do
cortex pré-frontal, hipocampo e nudcleos da base dos
animais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratas Wistar fémeas 35-50 dias ap6s o nascimento
periodo em que sdo classificados como periadolescentes (Spear,2000). Os
animais foram provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do
Ceara (UFC), mantidos a um ciclo claro/escuro de 12 h e ambientados em
grupos de 4 animais com livre acesso a comida e 4gua. O peso dos animais foi
monitorado diariamente, 60 min antes da administracdo das drogas para
verificar sua saude e responsividade as drogas. O projeto foi aprovacdo do
Comité de ética e pesquisa animal (CEPA) da UFC sob o niumero 86/13 e os
experimentos foram conduzidos de acordo com o Guia de Cuidados e Usos de
Animais de Laboratério do Departamento de Saude e Servicos Humanos dos

Estados Unidos da América.
3.2 Estratégia Experimental

Através do desenvolvimento das metodologias descritas se visou
elucidar a eficacia da droga aqui citada, através de analises comportamental e
neuroquimicas. A primeira metodologia a ser empregada foi a inducdo do
abrasamento em animais adolescentes com concomitantemente uso das

drogas a fim de concluir qual o efeito preventivo da mesma.

A aplicacdo das drogas foi realizada em um periodo de 19 dias, periodo
justificado pelo estudo de Gomes et al, que mostrou ser um periodo necessario
para que ocorra o abrasamento completo pelo uso da nicotina em fémeas
adolescentes. Findado este periodo, os animais foram sacrificados e
dissecados, para que fosse feita a analise bioquimica do cortex pré-frontal,

hipocampo e corpo estriado.

O abrasamento foi induzido por nicotina em doses de 2.0mg/Kg, visto
que foi a dose que apresentou melhores resultados para a indugao do
abrasamento no estudo de Gomes et al. Para o protocolo de prevencao do
abrasamento foi utilizada a NAC como dose potencial em 270 mg/Kg, visto que

tal dose no animal corresponde a doses de 2000 mg em humanos ( Pegar
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referéncias). As demais doses foram utilizadas em escalas geométricas (30,
60, 90, 180 mg/Kg) para formulacdo de curva dose resposta e melhor

interpretacdo de dados obtidos.

Figura 6- Delineamento experimental - protocolo de prevencdo NAC no abrasamento

induzido por nicotina.
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Para as doses de 30 e 60mg/kg foram realizado apenas os testes
comportamentais, pelo fato de nédo terem havido resultados significativos os

estudos ndo foram continuados.

Para as doses de 90, 180 e 270mg/kg foram realizados os testes
comportamentais e ao fim do periodo de tratamento os animais foram
sacrificados e dissecados sendo as areas do cértex pré-frontal, hipocampo e

corpo estriado foram analisadas ( Tabela 2).
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Tabela 2- Distribuicdo de animais em numeros e realizagdo de testes

experimentais por grupos controle e teste.

Drogas e doses administradas por

grupos (controles)

Testes realizados e niumero de animais

por grupos

Nac 30 mg/Kg (dose isolada)

Nac 60 mg/Kg (dose isolada)

Nac 90 mg/Kg (dose isolada)

Nac 180 mg/Kg (dose isolada)

Nac 270 mg/Kg ( dose isolada)
Nicotina

Agua destilada

Comportamento (8 animais)
Comportamento (8 animais)
Comportamento e bioquimicos (8 animais)
Comportamento e bioquimicos (8 animais)
Comportamento e bioquimicos (8 animais)
Comportamento e bioquimicos (8 animais)

Comportamento e bioquimicos (8 animais)

Drogas e doses administradas por

grupos (testes)

Testes realizados e nUmero de animais

por grupos

Nac 30 mg/Kg +NIC
Nac 60 mg/Kg +NIC
Nac 90 mg/Kg +NIC
Nac 180 mg/Kg +NIC

Nac 270 mg/Kg +NIC

Comportamento (8 animais)
Comportamento (8 animais)
Comportamento e bioquimicos (8 animais)
Comportamento e bioquimicos (8 animais)

Comportamento e bioquimicos (8 animais)
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3.3 Tratamento dos animais e esquema de inducao do abrasamento

A solucdo de nicotina foi preparada em cada dia de injecédo e foi
administrada intraperitonealmente (i.p.: 0,1ml/ 100 g de peso corporal). O
abrasamento foi induzido de acordo com método previamente descrito
(Bastlund et al., 2005). Os animais receberam repetidas injecdes de nicotina na
forma de base livre ((—)-Nicotine hemisulfate salt, Sigma) 2,0 mg/kg, i.p., (dose
subconvulsivante) a droga foi administrada todos os dias da semana (segunda-

sexta) durante 3 semanas.

Para os animais do grupo teste foi administrada NAC nas concentracfes
de 90, 180 e 270 mg/kg 30 min antes da administracdo de nicotina 2mg/kg
durante 3 semanas. Os animais do grupo controle positivo receberam injecéo
de NAC 90, 180 e 270 mg/kg isoladamente. Os do grupo controle negativo
receberam apenas nicotina. Os animais controle receberam solucéo salina pelo

mesmo intervalo de tempo

A quantificacdo das convulsdes foi feita por observacédo visual por um
periodo de 15 min apds a administracdo da NIC. O tempo de observacao foi
limitado a 15 min, visto que estudos prévios mostraram que para a dose de
nicotina usada este tempo € suficiente. A administracao das drogas foi sempre

feita no mesmo horério e local.

Para determinacdo da atividade convulsivante os animais foram

avaliados pela escala de Racine 1972, modificada por Itzhak e Martin (2000)

Tabela 3- Escala de comportamento para convulsédo

Estagio Comportamento
1 Normal
2 Hiperatividade
3 Movimentos verticais repetidos, estereotipado
4 Clonia nas patas dianteiras
5 Ataque motor completo

Racine 1972.
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O abrasamento completo foi considerado quando o animal apresentava
repetidos ataques estagio 5. ApGs o término do tratamento farmacoldgico os
animais foram eutanasiados e areas cerebrais (cortex pré-frontal, hipocampo e

corpo estriado) dissecadas e submetidas as analises descritas abaixo.

3.4 Determinacao do estresse oxidativo
3.4.1 Dosagem dos niveis de nitrito (GREEN et al., 1981)

Para a realizacéo do ensaio foram usados 100 pL do reagente de Greiss
e adicionados 100 pL da suspensdo mitocondrial isolada das areas cerebrais
ou 100 pL dos padrbes nas vérias concentragdes. Para o branco foram usados
100 pL do reagente de Greiss e adicionados 100 pyL de salina. A leitura da
absorbancia sera feita em 560 nm em leitor de placa. As leituras da
absorbéancia dos padrdes (y) foram plotadas contra as concentragdes de cada
padrao (x), para determinacdo da equacdo da reta, que foi usada para a

determinacao da concentracdo de cada amostra.

3.4.2 Atividade da superéxido dismutase (SOD)

A quantidade da enzima superoxido dismutase (SOD) foi avaliada
medindo-se sua capacidade de inibir a reducao fotoquimica do azul de nitro-
tetrazolio (NBT). Nesse método a riboflavina reduzida fotoquimicamente gera
O, o qual reduz o NBT produzindo formazam que absorve no comprimento de
onda de 560nm. Na presenca de SOD a reducdo do NBT é inibida. Os
resultados foram expressos em unidades da enzima, que é a quantidade de
SOD necessaria para inibir a taxa de redugcdo do NBT em 50%. A suspensao
miocondrial numa camara escura sera misturada em 1mL do meio de reacdo
(tampéo fosfato 50mM, EDTA 100nM e L-metionina 13mM pH 7,8) 30 uL da
amostra, 150uL do NBT 75uM e 300 pL riboflavina 2uM. Os tubos contendo a
solucédo obtida foram expostos a lampadas fluorescentes (15W) por 15minutos.

Ao término do tempo o material foi lido em espectofotdmetro 560nm.



43

3.4.3 Determinacao dos niveis de Glutationa Reduzida (GSH)

Foram retirados 400uL das suspensdes mitocondriais e adicionados a
320uL de agua destilada e mais 80uL de acido tricloroacético a 50%. O
material foi agitado e centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos. Em seguida foi
recolhido 400uL do sobrenadante e acrescidos 800uL de tampéo Tris-HCI
0,4M, pH 8,9 e mais 20ul de DTNB 0,01M e ap6s 1 minuto da reacéao foi feita a
leitura da coloracdo em 412nm através de leitor de placas. A concentracdo de
glutationa reduzida foi expressa em nanogramas de GSH/g de tecido, tendo

por base uma curva padrao.

3.4.4 Avaliacdo da peroxidacao lipidica (dosagem de malonildialdeido)
(HUANG et al., 1998)

Apés obtencdo das suspensdes mitocondriais 125 pL de cada foi
adicionado a 225 pL de tampao fosfato de potassio monobasico 50 mM, pH 7,4
e a 125 pL de um sistema catalisador contendo sulfato ferroso e acido
ascorbico em um tubo de ensaio. Esta mistura foi incubada a 37 °C por 30 min.
Esta reacéo foi interrompida pela adicdo de 250 pL de acido tricloroacético 10
% e em seguida centrifugada a 3000 rpm por 15 min. Apds centrifugacao o
sobrenadante foi separado e acrescido a este 250 pL de acido tiobarbitarico
0,8 %. Apés agitacdo essa mistura foi mantida em Banho Maria com agua
fervente (100 °C) por 15 min e logo em seguida retirada do Banho Maria foi
colocada em um banho de gelo para o retorno da reacdo a temperatura
ambiente. A leitura foi feita em leitor de placas com comprimento de onda
ajustado para 532 nm. Como padréo, foram utilizadas varias concentracdes de
MDA (0,627 a 16,77 umol). Os resultados foram expressos como pmol/mg de

proteina.
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3.5 Andlise estatistica

A analise dos dados foi realizada através do software GraphPad
Prism, versdo 5.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, Califérnia,
EUA). Os resultados foram expressos como média + erro padrdao da média
foram analisados através de two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni
para parametros comportamentais. As analises do numero de convusoes
estagio 5 foram realizadas através de analise de sobrevivéncia. Os resultados
foram expressos como média * erro padrao da média foram analisados através
de one-way ANOVA seguido do teste de Tukey para parametros bioquimicos.
Os valores foram considerados significativos quando p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 A administracdo de N-acetilcisteina é capaz de atenuar o

desenvolvimento de convulsdes estagio 5 na Escala de Racine.

A administragdo diaria de NIC durante 19 dias resultou em convulsées
de grau cinco na escala de Racine nos animais administrados NIC, portanto em
manifestacdo de abrasamento completo. Os resultados estdo mostrados nas

figuras 7 e 8.

Durante todos os dias de tratamento a mediana para o grupo controle foi
grau um na escala de Racine, visto que nenhum animal apresentou convulséo

em nenhum dia de tratamento (Figura 7).

Para os grupos NIC, NACG60+NIC e NAC90+NIC; a mediana foi de
estagio 4 no decorrer de todo o tratamento. Ja os grupos NAC 180+NIC e NAC
270+NIC, apresentaram variacdes de estagios ao longo do tratamento. O grupo
NAC180+NIC apresentou-se com mediana de 4 para o estagio de convulsédo
no 1°, 8° e 15° dias, porém no 19° dia e ultimo de tratamento, mostrou-se uma

gueda para o estagio 2.

O grupo NAC 270+NIC, foi o que apresentou resultados mais relevantes,
teve mediana de 4 para o estagio de convulsdo no 1° e 8° dias, porém no 15°
teve uma melhora nos estagios e apresentou uma mediana de 3 e por fim, no

altimo dia de tratamento, 19° a mediana foi de 2 para escala de Racine.

Levando-se em consideracdo somente o0 grau cinco na escala de Racine
(Figura 8), ao final dos 19 dias de tratamento, dos 8 animais alocados nos
grupos NIC e NAC60+NIC um total de cinco animais desenvolveu estagio cinco
na Escala de Racine. Na administracdo de NAC90+NIC sete animais
desenvolveram estagio cinco. Quando da administragdo de NAC180+NIC e
NAC270+NIC um total de quatro e um animal, respectivamente, apresentaram

estagio cinco (Figura 8).
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Figura 7- Estadgios de convulsdo baseados na escala de Racine
submetidos ao abrasamento com nicotina e tratados com N-acetilcisteina.
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As fémeas periadolescentes foram tratadas com nicotina (NIC) 2 mg/kg, i.p. sozinha ou
associada a N-acetilcisteina (NAC) em diferentes doses. O comportamento segundo a escala
de Racine for analisado ao longo de 19 dias. A analise dos resultados foi feita através de
ANOVA de duas vias, seguido do teste de Bonferroni. *P< 0.05 vs controle, #P< 0.05 vs NIC
em relacdo a cada dia de tratamento, rspectivamente.
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Figura 8- Analise do desenvolvimento de convulsdes estagio 5 na escala
de Racine em animais submetidos ao tratamento com nicotina e N-
acetilcisteina
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As linhas indicam o percentual do nimero de animais que atingiram o estagio 5 de convulsédo
na escala de Racine (n=8). Os tratamentos foram realizados por 19 dias. A analise dos
resultados foi feita através de analise de sobrevivéncia. Abreviaturas: NIC = nicotina (2,0 mg/kg
i.p); NAC +NIC= N-acetilcisteina + nicotina. #P< 0.05 vs NIC.
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4.2 O tratamento com N-acetilcisteina é capaz de prevenir as alteragfes
nos niveis de GSH induzidas pelo abrasamento por nicotina

No cortex pré-frontal (figura 9), os niveis de GSH dos animais
submetidos somente ao uso da NIC (506,8 + 53,03 ng/g de tecido) por 19 dias
reduziram significativamente (p< 0,0001) quando comparado ao grupo controle
(1283 £ 107,9 ng/g de tecido). A associacdo com NAC aumentou 0s niveis de
GSH, NAC180+NIC (3743 = 518,4 ng/g de tecido) e NAC270+NIC (2105 *
298,5 ng/g de tecido), quando comparado aos grupos NIC. A administracédo de
NAC 90+NIC (861,1 £+ 182,3 ng/g de tecido) ndo preveniu as alteracbes
induzidas por NIC. Os grupos tratados com NAC sozinha (NAC 90 - 2750
408,4; NAC 180 - 2875 + 567,6 e NAC 270 - 2833 £ 762,7 ng/g de tecido)

apresentaram aumento nao significativo de GSH em relacao ao controle.

Analisando o hipocampo (figura 10), pode-se observar uma elevagao
significativa (p<0,0001) nos niveis de GSH no grupo tratado com NAC 270
(2710 = 703,0 ng/g de tecido) sozinha quando comparados o grupo controle
(776,9 = 40,69 ng/g de tecido). A administracdo de NIC (366,6+ 23,13 ng/g de
tecido) por 19 dias causou uma reducédo significativa dos niveis de GSH em
relacdo ao controle. O tratamento combinado NAC+NIC nas doses de 180 e
270 aumentou significativamente os niveis de GSH quando comparado ao
grupo administrado NIC (NAC 180+NIC - 1745 + 283,5 e NAC 270+NIC - 1476
+ 166,8 ng/g de tecido). A administracdo de NAC 90 sozinha (734,0 + 52,19
ng/g de tecido) e NAC 180 sozinha (1326 = 179,7 ng/g de tecido) ndo causou

diferencas significativas quando comparados ao controle.

No corpo estriado (figura 11) houve aumento significativo (p< 0,0001)
dos niveis de GSH nos grupos submetidos ao tratamento combinado NAC 180
+ NIC (3470 = 268,4 ng/g de tecido) e NAC 270+ NIC (1684 = 298,2 ng/g de
tecido) comparando-os ao grupo NIC (358,7 £ 24,66 ng/g de tecido). A NIC
sozinha causou uma reducdo significativa nos niveis de GSH quando
comparado ao controle (851,9 + 43,95 ng/g de tecido). NAC 180 e 270 mg/kg
sozinha, aumentou significativamente os niveis de GSH quando comparado ao
controle (NAC 180 - 3340 £ 663,1, NAC 270 - 2157 £+ 231,5 ng/g de tecido).
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Figura 9- Niveis de GSH no cortex pré-frontal dos animais submetidos ao
abrasamento induzido por nicotina e tratados com N-acetilcisteina.
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Os animais foram tratados por 19 dias com N-acetilcisteina (NAC) ou nicotina (NIC 2,0 mg/kg
i.p) sozinhas ou associadas (NAC + NIC) em trés diferentes doses. O grupo controle e recebeu
apenas agua destilada. As barras representam média + erro de 8 animais por grupo. A andlise
dos resultados foi feita através de ANOVA de uma via, seguido do teste de Turkey’s. *p< 0.05
vs controle, #p< 0.05 vs NIC.
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Figura 10- Niveis de GSH no hipocampo dos animais submetidos ao
abrasamento por nicotina e tratados com N-acetilcisteina.
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Os animais foram tratados por 19 dias com N-acetilcisteina (NAC) ou nicotina (NIC 2,0 mg/kg
i.p) sozinhas ou associadas (NAC + NIC) em trés diferentes doses. O grupo controle e recebeu
apenas agua destilada. As barras representam média + erro de 8 animais por grupo. A andlise
dos resultados foi feita através de ANOVA de uma via, seguido do teste de Turkey’s. *p< 0.05

vs controle, #p< 0.05 vs NIC.
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Figura 11- Niveis de GSH no corpo estriado dos animais submetidos ao
abrasamento por nicotina e tratados com N-acetilcisteina.
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Os animais foram tratados por 19 dias com N-acetilcisteina (NAC) ou nicotina (NIC 2,0 mg/kg
i.p) sozinhas ou associadas (NAC + NIC) em trés diferentes doses. O grupo controle e recebeu
apenas agua destilada. As barras representam média + erro de 8 animais por grupo. A andlise
dos resultados foi feita através de ANOVA de uma via, seguido do teste de Turkey’s. *p< 0.05
vs controle, #p< 0.05 vs NIC.
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4.3 Determinacédo da atividade da Superdxido dismutase (SOD)

Observou-se que a atividade da SOD no CPF dos animais submetidos
ao tratamento isolado com NAC teve uma diminuicdo significativa (NAC 90 -
3,139 + 0,6698; NAC 180 - 9,205 + 0,6916 U/mg de proteina) quando
comparado ao grupo controle (18,90 = 1,716 U/mg de proteina). O tratamento
combinado NAC+NIC (NAC 90+NIC - 5,706 + 3,131; NAC 180+ NIC - 9,271+
0,7418 e NAC 270+NIC - 3,777 £ 1,191 U/mg de proteina) apresentou redugao
significativa quando comparados a NIC (15,09 + 1,375 U/mg de proteina)
(Figura 12 ).

No hipocampo (Figura 13) pode-se observar uma reducéo
estatisticamente significativa (p<0,0001) na atividade da SOD no grupo
administrado NAC 90 (5,026 + 0,5674 U/mg de proteina), NAC 180 (12,61 *
1,013 U/mg de proteina) e NAC 270 (15,95 * 3,518 U/mg de proteina) quando
comparados ao grupo controle (20,59 + 1,236 U/mg de proteina). A associacéo
NAC 90+NIC (3,802 + 0,7231 U/mg de proteina), NAC180+NIC (3,814 + 0,5650
U/mg de proteina) e NAC 270+NIC (8,637 + 0,5889 U/mg de proteina) reduziu
a atividade da SOD em relacdo ao grupo NIC (23,54 + 1,678 U/mg de

proteina).

Em relacdo ao corpo estriado (Figura 14 ) ocorreu reducéo significativa
(p<0,0001) na atividade da SOD nos grupos NAC 90 (3,841 + 0,3950 U/mg de
proteina), NAC 180 (13,98 + 1,989 U/mg de proteina), NAC 270 (7,852 *
0,6626 U/mg de proteina) e NIC (14,16 + 2,261 U/mg de proteina) quando
comparados ao grupo controle (23,88 + 0,8352 U/mg de proteina). Houve
também uma reducdo estatisticamente significativa na atividade da SOD nos
grupos administrados NIC+NAC, NAC 90+NIC (3,678 = 0,9230 U/mg de
proteina), NAC180+NIC (5,372 £+ 0,6941 U/mg de proteina) e NAC 270+ NIC
(8,187 + 0,7313 U/mg de proteina) quando comparados a NIC sozinha.
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Figura 12- Atividade da SOD no cortex pré-frontal de animais submetidos
ao abrasamento por nicotina e tratados com N-acetilcisteina.
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Os animais foram tratados por 19 dias com N-acetilcisteina (NAC) ou nicotina (NIC 2,0 mg/kg
i.p) sozinhas ou associadas (NAC + NIC) em trés diferentes doses. O grupo controle e recebeu
apenas agua destilada. As barras representam média + erro de 8 animais por grupo. A andlise

dos resultados foi feita através de ANOVA de uma via, seguido do teste de Turkey’s. *p< 0.05
vs controle, #p< 0.05 vs NIC.



54

Figura 13- Atividade da SOD no hipocampo de animais submetidos ao
abrasamento por nicotina e tratados com N-acetilcisteina.
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Os animais foram tratados por 19 dias com N-acetilcisteina (NAC) ou nicotina (NIC 2,0 mg/kg
i.p) sozinhas ou associadas (NAC + NIC) em trés diferentes doses. O grupo controle e recebeu
apenas agua destilada. As barras representam média + erro de 8 animais por grupo. A analise

dos resultados foi feita através de ANOVA de uma via, seguido do teste de Turkey’'s. *p< 0.05
vs controle, #p< 0.05 vs NIC.
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Figura 14- Atividade da SOD no corpo estriado de animais submetidos ao
abrasamento por nicotina e tratados com N-acetilcisteina.
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Os animais foram tratados por 19 dias com N-acetilcisteina (NAC) ou nicotina (NIC 2,0 mg/kg
i.p) sozinhas ou associadas (NAC + NIC) em trés diferentes doses. O grupo controle e recebeu
apenas agua destilada. As barras representam média + erro de 8 animais por grupo. A analise
dos resultados foi feita através de ANOVA de uma via, seguido do teste de Turkey's. *p< 0.05

vs controle, #p< 0.05 vs NIC.
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4.4 O abrasamento induzido por nicotina aumenta os niveis de
peroxidacdo lipidica que é prevenido pela administracdo de N-

acetilcisteina.

No cortex pré-frontal (Figura 15 ) dos animais submetidos ao tratamento
por 19 dias com nicotina encontrou-se um aumento significativo (p<0,0078) nos

niveis de peroxidacdo lipidica (169,9+ 4,916 upmol/g de tecido) quando
comparado ao grupo controle (96,96 + 28,77 umol/g de tecido). A administracéo
de NAC 90+NIC (76,86+ 10,71 umol/g de tecido); NAC 180+NIC (107,7+ 4,996
umol/g de tecido) e NAC 270+NIC (97,70 = 21,80 umol/g de tecido) reduziu a

peroxidacao lipidica quando comparado a NIC.

No hipocampo (Figura 16) a NIC sozinha aumentou significativamente a

peroxidacao lipidica (NIC-138,0+ 6,722 umol/g de tecido) quando comparado
ao grupo controle (51,42 + 14,44 ymol/g de tecido). A administracdo de NAC
270+ NIC (67,06 = 11,07 umol/g de tecido) reduziu significativamente a

peroxidacdo quando comparado a NIC.

No corpo estriado (Figura 17) a NIC sozinha (134,9+ 17,19 umol/g de

tecido) também aumentou os niveis de MDA quando comparado ao controle

(77,61+ 16,23 pumol/g de tecido). A administracdo de NAC 90+NIC (79,98 *
7,672 umol/g de tecido) e NAC 270xNIC (73,45 + 4,766 umol/g de tecido)

reduziu significativamente os niveis de MDA quando comparado a NIC.
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Figura 15- Niveis de peroxidacéo lipidica no cortex pré-frontal dos

animais submetidos ao abrasamento por nicotina e tratados com N-
acetilcisteina.
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Os animais foram tratados por 19 dias com N-acetilcisteina (NAC) ou nicotina (NIC 2,0 mg/kg
i.p) sozinhas ou associadas (NAC + NIC) em trés diferentes doses. O grupo controle e recebeu
apenas agua destilada. As barras representam média + erro de 8 animais por grupo. A andlise

dos resultados foi feita através de ANOVA de uma via, seguido do teste de Turkey’s. *p< 0.05
vs controle, #p< 0.05 vs NIC.
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Figura 16- Niveis de peroxidacéo lipidica no hipocampo dos animais
submetidos ao abrasamento por nicotina e tratados com N-acetilcisteina.
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Os animais foram tratados por 19 dias com N-acetilcisteina (NAC) ou nicotina (NIC 2,0 mg/kg
i.p) sozinhas ou associadas (NAC + NIC) em trés diferentes doses. O grupo controle e recebeu
apenas agua destilada. As barras representam média + erro de 8 animais por grupo. A analise

dos resultados foi feita através de ANOVA de uma via, seguido do teste de Turkey’'s. *p< 0.05
vs controle, #p< 0.05 vs NIC.
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Figura 17- Niveis de peroxidacéo lipidica no corpo estriado dos animais
submetidos ao abrasamento por nicotina e tratados com N-acetilcisteina.
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Os animais foram tratados por 19 dias com N-acetilcisteina (NAC) ou nicotina (NIC 2,0 mg/kg
i.p) sozinhas ou associadas (NAC + NIC) em trés diferentes doses. O grupo controle e recebeu
apenas agua destilada. As barras representam média + erro de 8 animais por grupo. A analise
dos resultados foi feita através de ANOVA de uma via, seguido do teste de Turkey’'s. *p< 0.05
vs controle, #p< 0.05 vs NIC.
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45 O abrasamento induzido por nicotina n&o causa alteragcdes
significativas nos niveis de nitrito

Os niveis de nitrito ndo apresentaram alteracbes nos animais
submetidos ao abrasamento induzido por nicotina. Houve apenas uma
diferenca significativa (p<0,0001) entre os grupos controle (1,246 + 0,04083
uM/g de tecido) e a dose isolada NAC 180 (2,469 + 0,2468 uM/g de tecido). Os

demais grupos de doses isoladas NAC 90 (1,823 + 0,2021 uM/g de tecido),
NAC 270 (1,847 + 0,09449 uM/g de tecido), os grupos testes NAC 90+NIC
(1,993 + 0,1613 pM/g de tecido); NAC 180+ NIC (1,711 + 0,09304 uM/g de
tecido) e NAC 270+NIC (1,848 + 0,06798 uM/g de tecido) e ainda o grupo NIC
(1,842 £+ 0,2319 uM/g de tecido) ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas (Figura 18).

Na regido do hipocampo (Figura 19), a maioria dos grupos de doses
isoladas NAC 90 (1,652 + 0,07112 uM/g de tecido), NAC 270 (1,733 £ 0,1125
uM/g de tecido), os grupos testes NAC 90+NIC (2,021 + 0,2020 uM/g de
tecido); NAC 180+ NIC (1,814 £ 0,1038 uM/g de tecido) e NAC 270+NIC (1,737
+ 0,08892 uM/g de tecido) e ainda o grupo NIC (1,723 £ 0,1125 uM/g de tecido)

nao apresentaram diferencas estatisticas significativas. Apenas, uma diferenca

significativa (p<0,0037) entre os grupos controle (1,323 + 0,1170 uM/g de
tecido) e a dose isolada NAC 180 (2,080 = 0,07988 uM/g de tecido) foi

observada.

Os niveis de nitrito mostraram-se estatisticamente (p<0,0001)
mais altos nos grupos NAC 180 (2,085 + 0,1158) e NAC 270 (2,392 £ 0,2491),
quando comparados ao grupo controle (1,358 + 0,1374). Os demais grupos de
doses isoladas NAC 90 (1,659 + 0,1024), os grupos testes NAC 90+NIC (1,674
+ 0,05201); NAC 180+ NIC (1,752 + 0,1523) e NAC 270+NIC (2,082 + 0,08151)
e ainda o grupo NIC (1,746 £ 0,1590) ndo apresentaram diferencgas estatisticas

significativas (Figura 20).
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Figura 18- Niveis de nitrito no cortex pré-frontal dos animais submetidos

ao abrasamento por nicotina e tratados com N-acetilcisteina
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Os animais foram tratados por 19 dias com N-acetilcisteina (NAC) ou nicotina (NIC 2,0 mg/kg
i.p) sozinhas ou associadas (NAC + NIC) em trés diferentes doses. O grupo controle e recebeu
apenas agua destilada. As barras representam média + erro de 8 animais por grupo. A andlise
dos resultados foi feita através de ANOVA de uma via, seguido do teste de Turkey’s.
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Figura 19- Niveis de nitrito no hipocampo dos animais submetidos ao
abrasamento por nicotina e tratados com N-acetilcisteina
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Os animais foram tratados por 19 dias com N-acetilcisteina (NAC) ou nicotina (NIC 2,0 mg/kg
i.p) sozinhas ou associadas (NAC + NIC) em trés diferentes doses. O grupo controle e recebeu
apenas agua destilada. As barras representam média + erro de 8 animais por grupo. A andlise
dos resultados foi feita através de ANOVA de uma via, seguido do teste de Turkey’s.
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Figura 20- Niveis de nitrito no corpo estriado dos animais submetidos ao
abrasamento por nicotina e tratados com N-acetilcisteina.
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Os animais foram tratados por 19 dias com N-acetilcisteina (NAC) ou nicotina (NIC 2,0 mg/kg
i.p) sozinhas ou associadas (NAC + NIC) em trés diferentes doses. O grupo controle e recebeu
apenas agua destilada. As barras representam média + erro de 8 animais por grupo. A andlise
dos resultados foi feita através de ANOVA de uma via, seguido do teste de Turkey’s.



64

5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostram que a NAC foi capaz de
prevenir, as convulsfées comuns no comportamento de animais submetidos ao
abrasamento induzido por nicotina, minimizando ou anulando sua principal
sintomatologia. Este efeito comportamental foi analisado através da escala de
Racine que conforme descrito na metodologia mensura em estagios os graus
da convulsao (ltzhak e Martin, 2000). O estudo comportamental e melhora dos
niveis de convulsao foram acompanhados pelas alteracdes nos niveis de GSH,
SOD, NO e TBARS, mostrando que o efeito antioxidante deste farmaco é
responsavel, em parte, pela diminuicdo dos niveis de convulsdo
desencadeados pelo abrasamento induzido pela nicotina.

A epilepsia € um dos mais comuns distdrbios neurologicos e afeta
qualquer faixa etaria, porém até os dias atuais carrega um forte estigma, o que
restringe a qualidade de vida e interacéo social de quem a tem. Existem drogas
antiepilépticas no mercado, porém 20% da populacdo portadora de epilepsia é
resistente aos farmacos existentes. As crises convulsivas limitam o individuo a
frequentar ambientes de estudo e trabalho e imputam ao mesmo o estigma
social (Kellet et al, 1997). Diante dessas evidéncias, esse trabalho apresenta
dados que revelam o potencial da NAC para o tratamento da epilepsia, devido
a sua acao sobre a atividade antioxidante no modelo animal de abrasamento

induzido por nicotina.

Os anticonvulsivantes disponiveis hoje no mercado tem amplo espectro
de acdo e envolvem patologias diversas, como bulimia nervosa (Appolinario;
Bacaltchuk, 2002) e transtorno bipolar (Moreno et al, 2004). Além dessas
patologias, um numero consideraveis de estudos tem envolvido o uso desses
farmacos como o autismo (Soorya et al, 2008) e dependéncia quimica (Castro
e Couzi, 2006).

Em decorréncia do seu efeito antioxidante a NAC tem sido amplamente
usada em pesquisas envolvendo a psiquiatria, principalmente em patologias
semelhantes as quais os anticonvulsivantes tém sido investigados e tem

apresentado bons resultados.
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Assim como os anticonvulsivantes aceitos no mercado, a NAC tem
apresentado bons resultados em estudos envolvendo a bulimia nervosa, TAB,
autismo e dependéncia quimica. A similaridade entre os fins utilizados nas
duas classes de farmacos em questdo faz com que os resultados de
diminuicéo niveis da escala de Racine em animais tratados com NAC tornem-

se claramente compreensiveis.

Ficou claro, neste estudo, que animais submetidos ao tratamento de
NAC com concentracdo de 270mg (NAC 270+NIC) expostos ao efeito do
abrasamento induzido por nicotina, foi o grupo que apresentou melhores
resultados, tanto como diminuicdo dos padrbes comportamentais encontrados
em animais induzidos ao abrasamento, quanto em niveis bioquimicos. Assim
como em estudos clinicos de psiquiatria envolvendo TAB (500mg/dia),
dependéncia de cocaina (3600mg/dia), maconha (2400mg/dia) e autismo
(900mg/dia) o presente estudo obteve bons resultados com uma alta
concentracdo da droga (Hardan et al, 2012; Mardikian et al, 2006; Magalhaes
et al, 2011).

Apesar de altas concentracdes serem frequentemente apresentadas em
trabalhos clinicos a NAC tem se mostrado uma droga desprovida de toxicidade,
sendo muito bem tolerada em humanos e animais, fato este, que corrobora a
auséncia de mortalidade de animais de grupos NAC isolado (NAC 90, NAC 180
e NAC 270) e ainda, nos grupos NAC associado a NIC (NAC 90+ NIC, NAC
180+ NIC e NAC 270+ NIC) (Longo € Dolti, 1965).

A NIC apresenta efeitos neuronais deletérios que se mostram mais
graves em diferentes géneros e faixas etarias. Animais fémeas,
periadolescentes tem apresentado maior suscetibilidade aos danos causados
pelo abrasamento induzido pela nicotina (Gomes et al, 2011). Tal degradacédo
neuronal ficou explicita e comprovada no presente trabalho, quando o nimero
de 6bito dos animais somente expostos a acao degradante da NIC, sem prévia
protecéo da NAC, foi de 25% do total de animais deste grupo.
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Além da auséncia de ébitos nos grupos onde a NAC esteve presente,
nosso estudo mostrou que a NAC foi capaz de reduzir os estagios de
convulsdo dos animais expostos ao abrasamento, além de aumentar o tempo
de inicio das crises e diminuicdo da durabilidade das mesmas. Apesar de
extremamente importante para conexdes cerebrais, 0 glutamato pode
apresentar-se em elevadas concentragdes extra-celular e tornar-se uma
importante neurotoxina causando uma consequente toxicidade neuronal,
sendo, assim, associada a patologia neurolégicas, inclusive a epilepsia
(Obrenovitch et al,2000; Maragakis & Rothstein, 2001- avaliacéo

comportamental e neuroquimica).

Como mencionado anteriormente, a NAC é capaz de equilibrar os niveis
intra e extracelular de glutamato cerebral, diminuindo assim o0s niveis
excessivos de excitabilidade neuronal. Fato que pode justificar a diminuigéo
dos estagios de convulsdo dos animais e ainda a menor incidéncia de
frequéncia de estagio cinco de convulsédo, pela escala de Racine nos animais

tratados.

Diversos estudos tém relacionado patologias neurolégicas com a
ocorréncia de EO e consequente dano cerebral. Acredita-se num importante
dano tecidual cerebral ap6s os episddios convulsivos, pois gera EROS que
podem levar a morte neuronal e ainda uma importante participacdo do EO na
neurogénese da convulsdo. Agentes antioxidantes, como o ascorbato tem
compravada participacdo na defesa contra processos oxidativos, como lesées
celulares induzidas por EROS (LIANG et al., 2000; ERAKOVIC et al., 2001;
KANEKO et al., 2002 artigo 18 FREITAS; TOME, 2010).

O abrasamento induzido por nicotina ocasiona no animal, convulsdes
gue podem chegar a estagio cinco da escala de Racine, provavelmente
decorrentes do aumento dos niveis de estresse oxidativo que dentre outras
alteracdes bioquimicas, destaca-se um aumento evidente dos niveis de MDA

que séo indicadores de dano da membrana lipidica celular (Gomes et al, 2011).
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No presente estudo ficou clara a agcéo protetora fornecida pela NAC no
abrasamento induzido por nicotina, uma vez que 0S animais apresentaram
consideravel diminuicdo dos niveis de MDA nos grupos em que a droga teste
foi administrada. Nos grupos de doses isoladas de NAC, porém ndo se pdde
observar o mesmo efeito, resultado este condizente e esperado, uma vez que
tais animais ndo foram submetidos a degradacdo promovida pela NIC e
tampouco poderiam mostrar degradacao decorrente do EO e prevencéo pela
NAC. Esses resultados, associados aos achados de elevacdo nos niveis de
MDA nas areas cerebrais de animais expostos ao abrasamento, endossam a
comprovacdo de estresse ocasionado pelo uso da NIC e reparo antioxidante

pela NAC nas membranas celulares.

A glutationa é um tripeptideo que tem sua ativacdo mediada pela NAC
que ao ser desacetilada, origina a cisteina que € o aminoacido responsavel
pela sintese de GSH. Idealizando a eficiéncia e eficacia do processo
antioxidante, poderia pensar-se em administracfes diretas de GSH, porém a
molécula ndo é capaz de atravessar as membranas celulares e fica
inviabilidade de atuar nos desequilibrios oxidativos. Assim a cisteina poderia
ser usada para equilibrar situacbes de EO, porém a sua baixa tolerancia,
toxicidade e ainda dificuldade de atravessar barreiras celulares, terminam

impossibilitando a utilizacdo da mesma (Moldeus et al,1989; Williamsom,1982).

Desta forma a NAC, tem sido a principal opcdo antioxidante ja que é
uma molécula de baixissima toxicidade e de facil acesso a compartimentos

celulares, sendo capaz de ultrapassar a barreira hematoencefalica.

GSH é a principal defesa antioxidante da célula e esta intimamente
relacionada ao equilibrio do ciclo celular redox, sendo desta forma, a
manutencdo dos seus niveis, primordial para um bom funcionamento da célula

e combate ao estresse oxidativo.

Gomes et al, mostrou que o abrasamento induzido por nicotina diminui
consideravelmente os niveis de GSH nas areas cerebrais do cortex pré frontal,

hipocampo e corpo estriado dos animais. Tais achados, ratificam nosso estudo,
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poiS NOs animais expostos somente ao abrasamento por NIC, ocorreu uma

reducao significativa nos niveis de GSH das trés areas cerebrais estudadas.

O presente estudo evidenciou ainda, um aumento significativo dos niveis
de GSH em animais submetidos a prevencédo do abrasamento por NAC, isso
mostra a capacidade que a droga tem de promover a neuroprotecao e
consequentemente diminuir os efeitos neurotoxicos decorrentes do EO

proveniente do abrasamento induzido por nicotina.

Pereira et al 2008, mostrou que animais induzidos a desenvolver cirrose
hepatica apresentaram diminuicdo dos niveis de glutationa peroxidase, em
contra partida o grupo de animais tratados com NAC, apos terem sido expostos
a inducdo da cirrose, apresentaram elevacao dos niveis de GSH e importante
reparo tecidual.

Assim como a deplecdo dos niveis de GSH causada pela NIC, a
elevacdo desses niveis proporcionada pela NAC ocorreu em todas as areas
cerebrais citadas. Firmando, desta maneira, o efeito da NAC sobre o processo
oxidativo, o presente estudo mostrou que houve também um aumento dos
niveis de GSH nas areas cerebrais dos animais expostos a doses isoladas de
NAC. O gue comprova mais uma vez a eficacia precursora da NAC para

formacédo de GSH no ciclo celular redox em nivel de sistema nervoso.

Como mencionado anteriormente, as defesas antioxidantes fisioldgicas
sdo determinadas por componentes enzimaticos, dentre eles, SOD, CAT, GPx.
Sendo que a cascata de conversao de radicais livres € iniciada pela acdo da
SOD que tem a capacidade de reduzir o superdxido a peréxido de hidrogénio.
Tem-se assim a formacdo de um importante radical que podera sofrer a agédo
das enzimas CAT ou da GPx. Desta maneira fica nitida a importancia da GPX,

uma vez que a enzima faz a converséo final de peréxido a agua.

Apesar da ampla associacédo entre doencas e diminuicdo dos niveis de
SOD, Sudha e colaboradores mostrou em estudo clinico, através de

mensurag¢des dos niveis da atividade de enzimas antioxidantes de eritrécitos,
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que ndo existem diferencas significativas nos niveis da SOD quando

comparados pacientes epilépticos e ndo epiléticos.

Nosso estudo revelou uma reducao significativa dos niveis de SOD no
grupo de animais tratados com NAC, porém o aumento dos niveis de atividade
de GSH foi capaz de reduzir significativamente os niveis de peroxidacao
lipidica no grupo tratado e ainda, neste mesmo grupo, foi constatada uma
melhora significativa no comportamento dos animais levando os mesmos a

reducado das escalas de convulsao.

Diante disto, nossos resultados corroboram com o estudo de Sudha,
onde ambos sugerem que a SOD nao esta diretamente envolvida na
fisiopatologia da convulsdo. O nosso estudo mostra ainda, que apesar dessa
diminuicdo da atividade da SOD, provavelmente induzida pela NAC, o efeito
antioxidante da droga foi capaz de manter a integridade da membrana celular,

evitando assim a degradacéo, dano celular e possivel apoptose.

Quanto a investigacado dos niveis de NO, o0 nosso estudo mostrou que a
comparacao entre todos 0s grupos nao revelou nenhuma alteragao significativa
0 que sugere a auséncia de envolvimento desta via tanto na convulsdo, como

também da NAC na participacdo da producao de nitrito/ nitrato.
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6 CONCLUSAO

No nosso estudo a NAC teve a capacidade de atenuar o
comportamento de convulsdo dos animais expostos ao abrasamento induzido

por nicotina.

O estudo mostrou ainda que o0s niveis de SOD nas éareas cerebrais
diminuiram nos animais tratados com a droga teste o que sugeriu que o
envolvimento da enzima em questdo é irrelevante para a explicacdo da
fisiopatologia da convulsdo, uma vez que os niveis de degradacdo lipidica

diminuiram nos animais tratados.

Pode-se concluir ainda no presente estudo que os niveis de GSH nas
areas cerebrais dos animais tratados com NAC aumentaram
consideravelmente ao passo que diminuiram nos animais submetidos ao
abrasamento induzido por nicotina. Tornando clara a relagdo da via com o

comportamento convulsivante.

Ficou claro no estudo a diminuicdo dos niveis de peroxidacédo lipidica
nas areas cerebrais dos animais que foram submetidos ao protocolo de
prevencdo pela NAC, em contra partida, ficou claro o aumento dos mesmos

niveis nos animais somente induzidos ao abrasamento.

Quanto aos niveis de nitrato/nitrito ndo houve variacéo significativa entre
0S grupos estudados, 0 que sugere auséncia de envolvimento da via com o
desenvolvimento do kindling induzido por nicotina, assim como também da
NAC.

Conclui-se ainda de uma forma geral que h& necessidade da ampliacao
do presente estudo para a determinacdo de mais mecanismos envolvidos com

a acao anti-abrasamento deste farmaco.
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