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RESUMO 

 

O tabagismo é um problema de saúde pública, que acomete 25% das mulheres 
grávidas. Estudos prévios mostram que a exposição a fumaça de cigarro durante o 
início do período pós-natal interfere em processos relacionados ao desenvolvimento 
encefálico. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar se a exposição à nicotina isolada 
durante o início do período pós-natal tem efeito na sensibilização comportamental à 
nicotina durante a idade adulta. Para isso, camundongos Swiss machos foram 
expostos à nicotina no período pós-natal por meio de minibombas osmóticas 
implantadas nas mães (8 mg/kg/dia). Na idade adulta, os animais foram tratados com 
nicotina (1 mg/kg, i. p.) ou salina durante sete dias alternados (D1, D3, D5, D7, D9 e 
D13) para a aquisição da sensibilização. Após três dias em abstinência, foi realizado 
o teste de labirinto em cruz elevado, para avaliar a ansiedade. Em D18 os 
camundongos foram desafiados com salina ou nicotina, logo em seguida foram 
colocados no campo aberto para avaliação da atividade locomotora. Após os ensaios 
comportamentais, os animais foram eutanasiados, as estruturas encefálicas coletadas 
para quantificação das proteínas c-Fos, Sinapsina I e PSD-95 por meio de Western 
blot. Os resultados mostraram que houve uma diminuição da atividade locomotora nos 
animais que receberam nicotina em D1 quando comparados aos que receberam 
salina. Os animais dos grupos SAL pós-natal NIC/NIC apresentaram aumento 
atividade locomotora entre D1 e D13, enquanto os animais do grupo NIC pós-natal 
NIC/NIC apresentaram aumento atividade locomotora entre D1 e D13 e entre D1 e o 
dia do desafio. No teste do labirinto em cruz elevada, os animais do grupo NIC pós-
natal NIC/NIC apresentaram aumento no tempo de permanência e no número de 
entradas nos braços abertos em relação aos animais do grupo SAL pós-natal NIC/NIC, 
além de diminuição no rearing em relação aos animais que receberam salina na fase 
adulta. Os resultados mostram que houve diminuição na concentração de c-Fos no 
cerebelo e estriado nos grupos NIC pós-natal SAL/SAL, SAL pós-natal NIC/NIC e NIC 
pós-natal NIC/NIC quando comparados ao grupo SAL pós-natal SAL/SAL e não houve 
diferença significativa nas concentrações das proteínas PSD-95 e Sinapsina. Desse 
modo, os resultados sugerem que a dose de nicotina utilizada durante a fase adulta 
não foi capaz de induzir sensibilização comportamental, embora a exposição à 
nicotina no início do período pós-natal tenha contribuído para o aumento da atividade 
locomotora no dia do desafio e para a diminuição da ansiedade durante o período de 
retirada da substância. Ainda, a exposição à nicotina, tanto no início do período pós-
natal quanto na fase adulta, foi capaz de induzir diminuição de c-Fos no cerebelo e no 
estriado. 

 

Palavras chaves: Tabagismo, Redução de Danos, Nicotina, Sensibilização 

Comportamental. 

 

 

 

  



 

ABSTRACT 

 

Smoking is a public health problem which affects 25% of pregnant women. Previous 
studies show that the exposure to tobacco smoke during the early postnatal period 
interferes with processes related to the brain development. Thus, the aim of this study 
was to assess whether the exposure to nicotine during the early postnatal period has 
an effect on the behavioural sensitization to nicotine during adulthood. For this reason, 
male Swiss mice were exposed to nicotine between the postnatal day (PN 4) and (PN 
17) by osmotic mini pumps implanted in the mothers (8 mg/kg/day). In the adulthood, 
the mice were treated with nicotine (1 mg/kg, i.p.) or saline solution for seven alternate 
days (D1, D3, D5, D7, D9 e D13) to acquire sensitization. On the third day of 
abstinence, the elevated plus-maze test was performed to evaluate anxiety. In D18 the 
mice were challenged with saline or nicotine. After the behavioural tests, the animals 
were euthanized and the c-Fos, Synapsin I and PSD-95 proteins were quantified by 
Western blot in different brain structures. There was a decrease in locomotor activity 
in animals that received nicotine in D1 when compared to those that received saline. 
The animals in the SAL postnatal NIC/NIC groups showed an increased locomotor 
activity between D1 and D13, while the animals in the NIC postnatal NIC/NIC group 
showed an increased locomotor activity between D1 and D13 and between D1 and the 
day of the challenge. In the elevated plus maze test, animals in the NIC postnatal 
NIC/NIC group showed an increase in the time and in the number of open arms entries 
compared to animals in the SAL postnatal NIC/NIC group in addition to a decrease in 
rearing compared to animals that received saline in adulthood. The results show that 
there was a decrease in the c-Fos levels in the cerebellum and striatum in the NIC 
postnatal SAL/SAL, SAL postnatal NIC/NIC, and NIC postnatal NIC/NIC when 
compared with SAL postnatal SAL/SAL. The results show that the dose of nicotine 
used during adulthood was not able to induce a behavioural sensitization although the 
exposure to nicotine in the early postnatal period contributed to the increase in the 
locomotor activity on the day of the challenge and to the decrease in anxiety during the 
withdrawal period. The exposure to nicotine, both in the early postnatal period and in 
adulthood, was able to induce a decrease in c-Fos in the cerebellum and striatum. 
 
 
Keywords : Smoking, Harm Reduction, Nicotine, Behavioural sensitization. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Existem mais de 6.000 substâncias na composição da fumaça do cigarro, 

sendo a nicotina, a principal substância psicoativa presente. Estudos demostram que 

a tanto a nicotina isolada, como a exposição a fumaça do cigarro são capazes de 

causar diversas condições patológicas como o câncer de pulmão, doença pulmonar 

obstrutiva crônica (DPOC) e problemas na fertilidade, especialmente na 

gametogênese e implantação (ROWELL et al., 2015; LUBIN et al., 2016). Estudos pré-

clínicos mostram que essas substâncias interferem no desenvolvimento do sistema 

nervoso central (SNC) (DWYER et al., 2009; TORRES et al., 2015; TORRES et al., 

2019). A exposição à fumaça do cigarro no início do desenvolvimento encefálico 

acarreta estresse oxidativo, além de diminuir a concentração de proteínas sinápticas 

em diferentes estruturas encefálicas e causar prejuízo no processo de aprendizado e 

memória (TORRES et al., 2012; TORRES et al., 2019). Em roedores, a exposição à 

nicotina durante o período de desenvolvimento encefálico está associada a alterações 

no estriado, com aumento da expressão de receptores nicotínicos e prejuízo no 

processo de mielinização (BRITTON et al., 2007; DWYER et al.,2009; BALSEVICH et 

al., 2014). 

Estudos em humanos mostram que a exposição à fumaça do cigarro durante 

a lactação leva a doença respiratória infantil, transtorno de déficit de atenção e 

síndrome da morte súbita infantil. Assim, estratégias de redução de danos, como a 

terapia de reposição de nicotina (TRN), têm sido consideradas. Contudo, ainda são 

necessários mais estudos na área para que haja melhor nível de evidência dos efeitos 

da nicotina durante a lactação. Estudos clínicos sobre os efeitos da TRN na lactação 

são escassos devido à dificuldade de sua execução, evidenciando a importância de 

estudos pré-clínicos na área (KREYBERG et al., 2019). 

Nesse contexto, o presente estudo possui como objetivo avaliar os efeitos da 

exposição à nicotina durante o início do período pós-natal na sensibilização 

comportamental em camundongos machos durante a fase adulta, além de avaliar os 

efeitos moleculares da nicotina em diferentes estruturas encefálicas. Para tanto, 

camundongos machos que receberam nicotina pela lactação durante o período pós-

natal foram submetidos ao protocolo de sensibilização comportamental pela nicotina 

na fase adulta. Nossa hipótese é de que a exposição prévia a nicotina em um período 
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crítico de desenvolvimento do SNC contribui para a sensibilização comportamental 

pela nicotina na fase adulta. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 EPIDEMIOLOGIA 

 

A descoberta do tabaco ocorreu durante a colonização da América no século 

XVII, tendo rápida propagação na sociedade europeia, sendo associado a status 

social. Durante o século XIX, o tabaco surge na forma de cigarro, com ampla expansão 

mundial durante as duas grandes guerras (ROSEMBERG, 2004). Com o decorrer dos 

anos, o tabagismo tornou-se um problema de saúde pública, reconhecido como uma 

doença crônica, devido a dependência causada pela nicotina, principal substância 

presente no composto. Com isso, o tabagismo foi inserido na Classificação 

Internacional de Doenças (CID-10) da World Health Organization (WHO) e os 

governos de diversos países vêm desenvolvendo políticas públicas com foco na 

diminuição do número de fumantes. No Brasil essa campanha teve início em 1989, 

com a criação do Programa Nacional de Controle do Tabagismo (PNCT) (SILVA et al., 

2014; PORTES et al., 2018). 

Segundo a WHO, há cerca de 1 bilhão de tabagistas ao redor do mundo, sendo 

que, o tabaco é consumido em diversas formas, além do cigarro (WHO, 2014). Estima-

se que 6 milhões de usuários de tabaco são levados ao óbito ao longo de cada ano, 

sendo que para o ano de 2030 há uma previsão da ocorrência de 8 milhões de morte 

relacionada ao tabagismo, com maior incidência em países de baixa e média renda 

(ÖBERG et al., 2011; U.S. National Cancer Institute and World Health Organization; 

2016; WHO, 2015). 

O tabagismo acarreta altos custos para os sistemas de saúde. Estudos 

apontam que em 2012 os gastos relacionados ao tabagismo foram correspondentes 

a 1,8% do PIB mundial, sendo que, as doenças causadas pelo tabagismo representam 

5,7% dos gastos relacionados com a saúde global (GOODCHILD et al., 2017;). No 

Brasil o custo do tabagismo para o Sistema Único de Saúde (SUS) é de R$ 

23.374.477.024 por ano. No ano de 2011, destaca-se que o maior montante foi 

destinado para as doenças cardíacas (R$ 7.219.651.548), seguido por DPOC (R$ 

6.773.192.770), câncer de pulmão (R$ 1.596.815.061) e acidente vascular cerebral 

(AVC) (R$ 1.557.995.266 (PINTO et al., 2015). 
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Além da exposição direta a fumaça do cigarro, também ocorre exposição 

ambiental à esta fumaça (fumo involuntário ou passivo). De acordo com a WHO, o 

tabagismo passivo é definido como a inalação da fumaça de derivados do tabaco por 

indivíduos não-fumantes em ambientes fechados e à poluição decorrente dessa 

fumaça (INCA, 2008). Estudos demonstram que, no mundo, 33% dos homens, 35% 

das mulheres e 30% das crianças são expostos ao fumo passivo (ÖBERG et al., 

2011). No Brasil, 10,7% da população é exposta ao fumo passivo no ambiente 

domiciliar, enquanto, 13,5% é exposta em ambiente laboral (VIGITEL, 2017; WHO, 

2018). 

 

2.2 TABACO E GESTAÇÃO/LACTAÇÃO 

 

No mundo, cerca de 25% das mulheres grávidas fazem o uso do tabaco. Em 

2010, nos Estados Unidos, 10,7% das mulheres grávidas faziam uso do tabaco, 

enquanto no Canadá, a prevalência era de 23% das mulheres gestantes. De acordo, 

com Pereira et al. (2017), a prevalência do consumo do tabaco pelas gestantes 

brasileiras entre 1991 a 2001, ficou entre 9% a 23%. Segundo o User Guide to the 

2013 Natality Public Use File, publicado pelo Centers for Disease Control and 

Prevention (CDC), no ano de 2013, 8,5% das gestantes utilizaram cigarro durante a 

gestação, sendo 8,3% no primeiro trimestre, 7,1% no segundo e 6,7% no último 

trimestre (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION et al., 2013). 

Domingues et al. (2019) demonstraram a prevalência do tabagismo em mulheres no 

período pré-gestacional e gestantes no Brasil. Os resultados encontrados pelos 

pesquisadores foi de que 16,1% fizeram uso do tabagismo durante o período pré-

gestacional, 9,6% relataram o tabagismo durante algum momento da gravidez e 6,8% 

utilizaram cigarro durante toda a gestação, indicando, desse modo, uma alta 

prevalência do tabagismo durante a gravidez. 

O tabagismo durante a gravidez é considerado um problema de saúde pública 

(MARITZ, 1995; LAMBERS et al., 1996; LEE et al., 2015). Isso decorre principalmente 

da passagem de metabólitos pela barreira placentária, como a nicotina e o monóxido 

de carbono (VIGGIANO et al 1990). A nicotina interfere na função dos 

neurotransmissores, afetando os vasos placentários e hematoencefálico, o que 

contribui para vasoconstrição e alteração da frequência cardíaca do feto (MELLO et 



19 

 

al., 2001; HOLBROOK, 2016). Por outro lado, a combinação do monóxido de carbono 

com a hemoglobina materna e/ou fetal pode gerar hipóxia, sendo que mães fumantes 

também podem apresentar aumento de lactato em sua circulação (VIGGIANO et al., 

1990; MELLO et al., 2001). 

Vale ressaltar que quando a puérpera é tabagista ocorre a transferência da 

nicotina para a criança por meio da amamentação, sendo que a concentração de 

nicotina no leite é três vezes maior do que no plasma (STELDINGER et al.,1988). De 

acordo com o estudo Calvaresi et al. (2016) a concentração de nicotina no organismo 

materno tem pico máximo após meia hora da exposição. A cotinina, por sua vez, é um 

dos principais metabólitos da nicotina encontrado no leite materno, e permanece no 

organismo após 12 horas de exposição, mesmo que haja abstinência.  

A utilização do tabaco durante a gravidez, pode levar a danos como baixo peso 

ao nascer; maiores chances de ocorrer abortos espontâneos; defeitos cardíacos 

congênitos e diminuição da produção de leite (MELLO et al., 2001; MUND et al., 2013). 

Galão et al. (2009) em seu estudo com 718 puérperas, em que 23% se declararam 

fumantes ativas durante toda a gestação, demonstraram a diminuição do peso dos 

recém-nascidos em relação às mães não-fumantes. A exposição à fumaça do cigarro 

durante a lactação é associada a distúrbios como transtorno de déficit de atenção e 

síndrome da morte súbita infantil (EINARSON e RIORDAN, 2009). Ainda assim, 

estudos sugerem que a amamentação deve ser mantida e estimulada em mulheres 

fumantes, já que a amamentação prolongada está relacionada a menores índices de 

morbidade e mortalidade nas crianças (DOREA, 2007). As mulheres fumantes não 

amamentam ou interrompem precocemente a amamentação, contudo, as crianças 

continuam sendo expostas ao fumo passivo. 

Neste contexto, estratégias de redução de danos, incluindo o tratamento da 

dependência pelo tabaco, têm sido consideradas. Além da terapia psicológica e 

grupos de apoio, são utilizados antidepressivos, vareniclina e terapia de reposição de 

nicotina (TRN), com gomas de mascar ou adesivos transdérmico contendo nicotina 

(BARAONA et al., 2017). No Brasil estão disponíveis gomas de mascar com 2 mg 

nicotina/unidade e adesivos transdérmico com 7 mg, 14 ou 21 mg nicotina/unidade, 

com a indicação de utilização por 24 horas (FOCCHI et al., 2005). 

Em estudo conduzido por Bérard et al. (2016), apresentaram uma resposta 

mais promissoras quando a administração da TRN foi realizada em associação com 



20 

 

o antidepressivo bupropiona, verificando diminuição do tabagismo durante a gestação. 

Contudo, em mulheres gestantes e lactantes, o uso da TRN é preferível já que a 

efetividade e os perfis de segurança e riscos dos antidepressivos e da vareniclina 

ainda não estão claros. Além disso, apesar da grande quantidade de estudos pré-

clínicos com foco nos efeitos deletérios da nicotina, ainda não há consenso. 

Pesquisadores discutem que os efeitos observados em roedores não são 

reproduzidos em humanos devido à dose de nicotina utilizada nos ensaios em 

animais, que seriam mais elevadas do que as observadas em mulheres fumantes ou 

em uso de TRN (DOREA, 2007). De fato, a TRN é considerada como compatível com 

a amamentação pelo Ministério da Saúde (BRASIL, 2010) e como risco muito baixo 

na amamentação pela Associação para Promoção e Pesquisa Cultural e Científica 

sobre Aleitamento Materno, uma das principais associações na área (APILAM, 

Association for Promotion of and cultural and scientific Research into Breastfeeding; 

http://e-lactancia.org). Além disso, com a justificativa de falta de evidências científicas, 

a Academia Americana de Pediatria não inclui a nicotina na lista de drogas 

contraindicadas durante a lactação (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2001). 

Além de tais estratégias, estudos mostram que há aumento do uso de cigarro 

eletrônico na população em geral e também por mulheres, devido à sensação de ser 

menos prejudicial do que o cigarro tradicional. Mcmillen et al. (2014) compararam a 

prevalência do uso do cigarro eletrônico entre fumantes durante o período de 2010 a 

2013. No ano de 2010 apenas 6,2% dos fumantes responderam que fizeram uso de 

cigarro eletrônico pelo menos uma vez, já no ano de 2013 esse número aumentou 

para 54,2%. Nesse mesmo estudo é possível observar a prevalência do uso de cigarro 

eletrônico em homens e mulheres fumantes. No ano de 2010, 2,2% dos homens e 

1,4% das mulheres fumantes fizeram uso do cigarro eletrônico. Já em 2013, 13,9% 

dos homens e 12,4% das mulheres fumantes fizeram uso do cigarro eletrônico. 

Cavalcante et al. (2017) avaliaram 727 indivíduos fumantes acima de 18 anos no 

Brasil, o estudou mostrou que 37,4% dessa população têm conhecimento do cigarro 

eletrônico, 9,3% já fizeram o uso desse dispositivo e 4,6% fizeram uso nos últimos 

seis meses. 

 

2.3  FORMAÇÃO DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL  

 

http://e-lactancia.org/
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A formação do SNC é um processo complexo que se inicia durante o 

desenvolvimento intrauterino em humanos, e se estende principalmente durante os 

primeiros anos de vida pós-natal. Durante o período da gestação há o processo de 

neurulação, que consiste na formação da placa neural por meio do espessamento do 

ectoderma, conduzindo o desenvolvimento da notocorda (LAHUNTA et al., 2016). 

Após a formação do sulco neural propriamente dito, ocorre em conjunto com as dobras 

neurais, o surgimento do tubo neural. O tubo neural se desenvolverá à medida que o 

SNC é formado e ao final de processo verifica-se a presença do neuroporo rostral 

(SILBEREIS et al., 2016), que ao se desenvolver levará a formação de três vesículas 

que darão origem ao prosencéfalo, mesencéfalo e rombencéfalo, bem como a medula 

espinal na parte caudal (LAHUNTA et al., 2016). 

Em roedores, o período gestacional ocorre em 22 dias, período equivalente 

aos dois primeiros trimestres gestacionais em humanos. O desenvolvimento do SNC 

em roedores também tem início durante o período gestacional, no entanto, parte 

considerável deste processo ocorre durante o período pós-natal. Nestes animais, o 

início do desenvolvimento do SNC se inicia em torno do 11° dia gestacional, com o 

desenvolvimento do neuroepitélio, composto de células proliferativas que geram os 

neurônios e células da glia, sendo que a parte rostral será responsável pelo 

desenvolvimento do prosencéfalo. Em conjunto, a porção caudal do tubo neural será 

responsável pelo desenvolvimento da ponte e da medula espinal. Após a ramificação 

dos neurônios, há início das conexões sinápticas e da transmissão química (DWYER 

et al., 2009). 

Com relação ao desenvolvimento do SNC, as duas primeiras semanas do 

período pós-natal dos roedores é análoga ao terceiro trimestre da gestação em 

humanos. Nesse período, há crescimento encefálico, arborização dendrítica, 

crescimento axonal, mielinização e picos dos processos de sinaptogênese, 

glicogêneses e maturação da neurotransmissão (BAYERYER et al.,1993; QUINN et 

al., 2005; DWYER et al., 2008, 2009). 

Nos humanos, o desenvolvimento do SNC tem início no período embrionário 

e estende-se até a adolescência, com a ocorrência de vários processos, como é o 

caso da sinaptogênese e da mielinização. Com o início da vida adulta, existe a 

continua recapitulação da sinaptogênese, que é estimulada pela plasticidade sináptica 
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e está relacionada aos estímulos ambientais, promovendo o remodelamento sináptico 

durante a vida adulta (RICE et al., 2000; MOURA-RIBEIRO et al., 2006). 

Durante o amadurecimento do SNC, ocorrem simultaneamente diversos 

processos, destacando-se a sinaptogênese, caracterizada por alterações bioquímicas 

e morfológicas entre os elementos pré e/ou pós-sinápticos (RICE et al., 2000). A 

formação das sinapses tem início com o desenvolvimento dos axônios e dendritos, 

por meio da diferenciação celular. Em seguida ocorre o processo de ramificação 

celular, em que moléculas são secretadas para guiar os axônios aos seus alvos e 

também para promover a sua maturação. O reconhecimento do local correto pelos 

axônios é feito por moléculas de adesão (CAM), levando a formação de uma zona 

pré-sináptica e com isso a estabilização da sinapse (WAITES et al., 2005; SÜDHOF, 

2018). 

Ao longo do desenvolvimento do SNC existem proteínas cuja a sua síntese está 

relacionada a atividade neuronal, como é o caso da c-Fos, sinapsina I e PSD-95. 

(GALLO et al., 2018). A síntese da c-Fos está relacionada a estímulos elétricos ou 

químicos, que ocorrem pela ação de neurotransmissores como glutamato ou da 

norepinefrina. A ativação dessa enzima pode ocorrer por meio do aumento de AMP 

cíclico ou pela indução direta devido ao influxo de cálcio (GALLO et al., 2018; 

KOVÁCS, 1998). O aumento da concentração de c-Fos pode ser observado nos 

tecidos até 180 minutos após seu estimulo (FARIVAR et al., 2004; GALLO et al., 2018; 

JAWORSKI et al., 2018). 

A proteína sináptica sinapsina I está envolvida na regulação da sinaptogênese, 

atuando no alongamento de axônios e na regulação das vesículas sinápticas durante 

a liberação dos neurotransmissores, auxiliando a ancoragem das mesmas 

(FERREIRA et al. 1998; MIRZA et al., 2017). A ação da sinapsina I envolve sua ligação 

com a actina do citoesqueleto celular. Quando a sinapsina é fosforilada há liberação 

das vesículas sinápticas, que serão incorporadas à membrana plasmática, permitindo 

a liberação dos neurotransmissores (HOSAKA et al., 1999; THIEL, 1993). A PSD-95 

(postsynaptic density - 95) compreende proteínas de membrana pós-sináptica 

localizadas nos espinhos dendríticos de sinapses excitatórias (CHENG et al., 2006; 

COLEY et al., 2018). Essas proteínas possuem funções relacionadas à maturação de 

sinapses excitatórias e na transdução dos sinais pós-sinápticos (KIM et al., 2004; 

DOUCET et al., 2012). 



23 

 

 

2.4 INFLUÊNCIA DA NICOTINA NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL  

 

A nicotina presente no cigarro é capaz de ultrapassar a barreira placentária e 

chegar ao feto, causando efeitos em seu organismo (MOHAMMADI et al., 2017). 

Durante o período pós-natal a exposição à nicotina pode ocorrer por meio da ingestão 

no leite materno e pelo fumo passivo (CALVARESI et al., 2016). Estudos clínicos 

mostram que a exposição à nicotina durante o período gestacional está associada à 

déficit de atenção, e prejuízo da memória e ao aprendizado (WICKSTROM, 2007; 

HAWKEY et al., 2019). O tabagismo materno também provoca diminuição nos escores 

motores e na compreensão verbal, além de afetar processos sensoriais e auditivos 

(GUSELLA et al., 1984; ERNST et al., 2001). 

Estudos pré-clínicos mostram que a exposição à nicotina durante o período 

gestacional pode levar a dessensibilização dos receptores nicotínicos do tipo α4, os 

quais estão presentes no SNC durante a gestação, interferindo no desenvolvimento 

da atividade sináptica. A utilização de nicotina também está relacionada à indução de 

apoptose pela desregulação endócrina precoce e pela redução do metabolismo de 

neurotransmissores, como dopamina e serotonina (NAVARRO et al., 1989; LAW et 

al., 2003; LV et al., 2008; SMITH et al., 2010;). 

Estudos demonstram que a exposição a nicotina durante o período pós-natal 

leva a diminuição de proteínas pré e pós-sinápticas envolvidas no sistema 

glutamatérgico, além de alterar comportamentos relacionados a ansiedade e 

depressão. Além disso, a exposição combinada de nicotina durante o período pré-

natal e de álcool durante a fase adulta é capaz de causar alterações nas espécies 

reativas de oxigênio, além de provocar aumento em proteínas relacionadas a 

apoptose como caspase-3, além de diminuir proteínas relacionadas a função 

sináptica, como a PSD-95 (PARAMESHWARAN et al., 2011; BHATTACHARYA et al., 

2020). 

A exposição a nicotina pode alterar a concentração de c-Fos em determinadas 

áreas do encéfalo. Hsu et al. (2007) analisaram os efeitos da nicotina frente ao 

estresse por restrição e a ansiedade, demonstrando redução na concentração de c-

Fos no núcleo central, núcleo medial da amigdala e núcleo paraventricular 

hipotalâmico. A administração aguda de nicotina alterou a concentração de c-Fos em 
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áreas corticais e estriatais. Ainda, a exposição a nicotina ao longo do período pré-natal 

provocou a diminuição da expressão de c-Fos em áreas corticais, porém houve o 

aumento de sua expressão em regiões estriatais, assim como em áreas relacionadas 

a visão durante a adolescência (MATHIEU-KIA et al., 1998; PARK et al., 2006). 

A exposição à nicotina por via intraperitoneal durante a adolescência de 

roedores leva a efeitos agudos, como aumento da concentração de serotonina, e a 

efeitos crônicos, como diminuição da atividade da enzima colina acetiltranferase. A 

administração de nicotina durante a adolescência também está relacionada a 

alteração na conectividade sináptica e processamento da informação, uma vez que o 

uso da nicotina pode promover remodelamento estrutural dos dendritos, levando a 

alteração no padrão de sinaptogênese. Vale destacar que a administração de nicotina 

durante a adolescência aumenta a chance de desenvolver a dependência na fase 

adulta (SLOTKIN et al., 2007; SHEARMAN et al., 2008; DWYER; et al., 2009; 

BRACKEN et al., 2011; SMITH et al., 2015). 

 

2.5 SENSIBILIZAÇÃO COMPORTAMENTAL 

 

A farmacodependência é descrita na literatura como um distúrbio crônico e 

complexo, sendo caracterizado pela busca compulsiva e repetida por substâncias 

psicoativas. A compulsão é duradoura e pode retornar inesperadamente após um 

período de melhora. Esse transtorno está associado ao desenvolvimento emocional 

do indivíduo, mas também apresenta fatores ambientais e sociais. O Manual de 

Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais (DMS-5) preconiza a utilização do 

termo transtornos relacionados às substâncias, que consiste em um conjunto de 

sintomas cognitivos, comportamentais e fisiológicos relacionados ao uso abusivo de 

substâncias, em que há adaptação do organismo, recidiva de um ciclo caracterizado 

pela procura da droga, intoxicação e a abstinência (SANNA et al., 1998; GOLDSTEIN 

et al., 2002; NESTLER, 2004; ZILVERSTAND et al., 2018). 

O desenvolvimento do processo de sensibilização ocorre através de 

exposições repetidas a uma substância psicoestimulante, por meio da ativação da via 

mesolímbica, principalmente na área tegumental ventral e do núcleo accumbens 

(PIERCE et al., 1997; VEZINA et al., 2007; STEKETEE et al., 2011). A exposição 

repetida de substâncias relacionadas ao abuso, resulta em reforço positivo e aumento 
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gradual e progressivo na atividade locomotora em roedores, processo este, 

denominado sensibilização comportamental (POST et al., 1983; ROBINSON et al., 

1986; ANDERSON et al., 2005). O desenvolvimento da sensibilização 

comportamental resulta em adaptações neuroquímicas e moleculares do sistema 

dopaminérgico mesolímbico (ROBINSON et al., 1986; NESTLER et al., 2001). 

Contudo, o processo de sensibilização não resultaria no aumento do efeito reforçador 

das drogas, mas da saliência motivacional do estímulo (ROBINSON et al., 2003). 

O papel da dopamina está relacionado com a mediação da sensação subjetiva 

do prazer, e regulação do impulso motivacional, incluindo os estímulos reforçadores. 

Durante o processo de sensibilização ocorreria estímulos (uso da droga e 

comportamentos relacionados) altamente salientes, atrativos e desejados. Em suma, 

resultaria em aumento patológico da relevância que o SNC atribui ao ato de consumir 

a droga. Assim, com o uso repetido, a droga e os estímulos associados tornam-se 

progressivamente mais atrativos e capazes de controlar o comportamento. Dessa 

forma, desenvolve-se a fissura pela droga e seu uso compulsivo (ROBINSON et al.; 

1993; 2001). 

O modelo de sensibilização comportamental tem sido utilizado para avaliar as 

principais adaptações neuroquímicas desenvolvidas no SNC, em decorrência da 

utilização de substâncias de abuso. O desenvolvimento do processo de sensibilização 

é divido em duas fases, aquisição e expressão. A fase de aquisição ocorre por meio 

de processos moleculares, celulares e fisiológicos temporários, promovendo 

neuroadaptações devido a administração repetidas de psicoestimulantes. Essas 

alterações ocorrem na área tegmental ventral e alteram a função neural em longo 

prazo (PIERCE et al., 1997; ROBINSON et al., 2001 CAMARIN et al., 2016). A 

expressão é caracterizada pela reexposição a substância logo após um período de 

abstinência. Durante a expressão da sensibilização ocorrem mudanças duradouras 

na função neuronal decorrentes da fase de aquisição. As principais modificações 

moleculares e celulares desta fase ocorrem no núcleo accumbens (ROBINSON et al., 

2001 CAMARIN et al., 2016;) 

.  
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3 JUSTIFICATIVA  

 

A utilização do tabaco durante a gravidez e lactação levar a danos como baixo 

peso ao nascer; maiores chances de ocorrer abortos espontâneos; defeitos cardíacos 

congênitos, diminuição da produção de leite, transtorno de déficit de atenção e 

síndrome da morte súbita infantil (MELLO et al., 2001; EINARSON e RIORDAN, 2009 

MUND et al., 2013). Devido ao conhecimento comum sobre os danos da fumaça do 

cigarro, as mulheres fumantes são consideradas grupo de risco para não amamentar 

ou interromper precocemente a amamentação, pelo medo das substâncias presentes 

no cigarro passarem para o leite. Contudo, tais mulheres não deixam de fumar, 

expondo as crianças ao fumo passivo. Assim, estratégias de redução de danos do 

tabaco, incluindo a terapia de reposição de nicotina, têm sido consideradas. Neste 

contexto, novos estudos são necessários para avaliar os efeitos da nicotina isolada 

em uma fase crítica do desenvolvimento do SNC. Assim, o presente projeto visa 

investigar a relação entre a exposição à nicotina durante o início do período pós-natal 

de camundongos por meio do aleitamento materno na predisposição à sensibilização 

comportamental e mudanças de concentração de proteínas sinápticas na vida adulta. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo geral deste projeto é avaliar se a exposição à nicotina durante o 

início do período pós-natal é capaz de predispor os animais à sensibilização 

comportamental pela nicotina na vida adulta, além de avaliar alterações moleculares 

induzida pela exposição à nicotina durante o período pós-natal seguida exposição à 

nicotina na fase adulta. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

• Avaliar a sensibilização comportamental pela nicotina em animais adultos 

expostos ou não à nicotina durante início do período pós-natal. 

• Avaliar a concentração das proteínas c-Fos, PSD 95 e sinapsina I, em 

diferentes estruturas encefálicas, por meio de Western blot. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

5.1 ANIMAIS 

 

No presente projeto foram utilizados camundongos Swiss provenientes do 

Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas e aprovado pelo comitê de ética 

desta Instituição (54/2018; Anexo I). 

Durante a execução do projeto, os animais foram mantidos em caixas de 

polietileno, tendo o livre acesso à água e comida (ração para roedores Nuvilab CR1®), 

temperatura controlada (21 ± 2°C) e ciclo claro/escuro de doze horas (luz ligada às 

7:00 h). Todos os experimentos foram realizados no período claro.  

 

5.2  DESENHO EXPERIMENTAL 

 

O protocolo envolve exposição dos animais à nicotina por meio do aleitamento 

materno, portanto, realizou-se o acasalamento para obtenção da prole, sendo 

alocados duas fêmeas para cada macho durante 5 dias. Foi obtido uma prole de 

cinquenta e seis machos para o desenvolvimento do projeto em questão, enquanto as 

fêmeas foram designadas para outro projeto em vigência no laboratório. 

No quarto dia pós-natal (PN 4), as fêmeas lactantes foram submetidas a um 

processo cirúrgico para implantação da minibomba osmótica contendo 200 μL da 

solução de nicotina (8 mg/kg/dia) ou salina 0,9% estéril (NUNES-FREITAS et al., 

2011; ROGUSKI et al., 2014). Como medida profilática, um dia antes da cirurgia os 

animais receberam a aplicação de amoxicilina na dose de 22 mg/kg. Para a cirurgia, 

os animais foram anestesiados com quetamina (100 mg/kg) e xilasina (10 mg/kg), por 

via intraperitoneal (i.p.), realizando um corte sobre o dorso do animal para inserção da 

minibomba osmótica. Após o procedimento, as fêmeas foram colocadas na caixa para 

a amamentação dos filhotes até o PN16. Em PN 17, a minibomba foi retirada 

cirurgicamente seguindo o mesmo procedimento cirúrgico exposto anteriormente.  

Durante a fase de lactação cada fêmea ficou responsável por oito filhotes, 

sendo quatro machos e quatro fêmeas. Quando os animais chegaram na fase adulta, 

em PN 65, os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais: 
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➢ GRUPO SAL pós-natal SAL /SAL (n=14) – animais que receberam salina 

durante o período pós-natal e que receberam salina durante o protocolo de 

sensibilização comportamental na fase adulta (aquisição e desafio). 

➢ GRUPO SAL pós-natal NIC/NIC (n=14) – animais receberam salina durante 

o período pós-natal e que receberam nicotina durante o protocolo de sensibilização 

comportamental na fase adulta (aquisição e desafio). 

➢ GRUPO NIC pós-natal SAL/SAL (n=14) – os animais receberam nicotina 

durante o período pós-natal e que receberam salina durante o protocolo de 

sensibilização comportamental na fase adulta (aquisição e desafio). 

➢ GRUPO NIC pós-natal NIC/NIC (n=14) – os animais receberam nicotina 

durante o período pós-natal e que receberam nicotina durante o protocolo de 

sensibilização comportamental na fase adulta (aquisição e desafio). 

 

O protocolo de sensibilização comportamental foi iniciado por meio da análise 

da atividade locomotora dos animais em campo aberto. Nos três primeiros dias do 

experimento, os animais foram expostos durante 30 minutos ao campo aberto. Este 

procedimento permitiu a habituação dos animais ao aparelho comportamental. No 

quarto dia, os animais receberam uma injeção de salina ou nicotina (i.p), na dose de 

1,0 mg/kg (CELIK et al., 2006), e foram colocados imediatamente no campo aberto. A 

atividade locomotora foi avaliada durante 30 minutos. Este procedimento foi repetido 

sete vezes em dias alternados, conforme descrito por Ulusu et al. (2004). 

Os animais foram submetidos a um período de quatro dias de abstinência, 

antes de ocorrer a expressão da sensibilização comportamental. No terceiro dia de 

abstinência, foi realizado ensaio em labirinto em cruz elevado por 5 minutos. No dia 

da expressão da sensibilização (desafio), os animais receberam uma dose de salina 

ou nicotina (1 mg/kg; i.p.), e logo foram colocados no campo aberto para análise da 

atividade locomotora durante 30 minutos.  

A Figura 1 ilustra o desenho experimental. 
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Figura 1 - Desenho experimental do presente projeto 

 

 
Fonte: do Autor 
 
Legenda: Desenho experimental do presente projeto. As fêmeas lactantes foram submetidas à 

implantação da minibomba de infusão contendo nicotina (8 mg/kg/dia) ou salina 0,9% 
estéril no quarto dia pós-natal (PN 4), permanecendo com a bomba até  PN 17. Quando 
os animais chegaram na fase adulta PN65, iniciou-se o protocolo de sensibilização 
comportamental pela nicotina. A habituação dos animais ao equipamento foi realizada 
durante três dias (H1 a H3) durante 30 minutos. Em D1, D3, D5, D7, D9, D11, e D13 os 
animais receberam uma injeção de salina ou nicotina (1,0 mg/kg). Durante os 4 dias de 
abstinência (A1 a A4), os animais não receberam nenhum tipo de tratamento. Após este 
período, foi realizada a expressão da sensibilização comportamental, em que os animais 
receberam uma injeção de salina ou nicotina, e foram avaliados em campo aberto durante 
30 minutos. No terceiro dia de abstinência foi realizado ensaio em labirinto em cruz elevado 
(LCE). Os animais foram eutanasiados (#) imediatamente após o ensaio da expressão da 
sensibilização comportamental. 

 

Imediatamente após o término dos ensaios comportamentais, os animais foram 

eutanasiados com auxílio da guilhotina. Logo após a eutanásia, retirou-se as 

seguintes estruturas: estriado, hipocampo, cerebelo e tronco encefálico. As amostras 

foram congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas em freezer a -80 °C para os 

ensaios de Western blot.  

 

5.3 NICOTINA 

 

A nicotina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi diluída em solução salina 0,9% 

estéril e injetada em minibombas osmóticas modelo 2002 (ALZET®), que permitiu a 

liberação de 0,50 μl por hora. Durante o período pós-natal foi utilizada a dose de 8 

mg/kg/dia. Ao longo do protocolo de sensibilização comportamental por sua vez, 

utilizou-se a dose de 1 mg/kg. 
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5.4 ANÁLISE DA ATIVIDADE LOCOMOTORA NO CAMPO ABERTO  

 

A atividade locomotora dos animais foi avaliada em campo aberto, que consiste 

em uma arena circular de madeira com 40 cm de diâmetro e 40 cm de altura. Durante 

o teste, os animais foram colocados no centro da área do aparato e observados 

durante 30 minutos. Com o término de cada observação, o campo aberto foi limpo 

com uma mistura de álcool-água 5% antes da introdução do próximo animal, com 

objetivo de evitar interferência do animal anterior pelo odor (MARTINS, 2009). Para 

minimizar os efeitos causados pelo ciclo circadiano, os testes foram realizados sempre 

em um mesmo horário, durante a parte da manhã. O registro da atividade dos animais 

foi realizado com uma câmera digital. Os vídeos com os animais foram analisados por 

meio do software EthoVision XT (Noldus, The Netherlands). 

 

5.5  LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO 

 

O labirinto em cruz elevado (LCE) é um aparato comportamental constituído 

em dois braços abertos (30 x 5 x 0,25 cm) e dois braços fechados de mesmo tamanho, 

distante 60 cm do chão. Os braços do aparato se cruzam formando um ângulo reto 

sendo unidos por uma área central. Os animais foram observados no LCE durante 5 

minutos, sendo avaliados: a porcentagem de tempo de exploração dos braços aberto 

e fechados, a porcentagem do número de entradas nos braços abertos e 

comportamento de rearing (PELLOW et al., 1985). O rearing consiste no animal ficar 

em pé sob as patas traseiras, sendo um comportamento relacionado à ansiedade. 

Quanto maior a ansiedade, maior a frequência de rearing. O registro da atividade dos 

animais foi realizado com uma câmera digital. Os vídeos com os animais foram 

analisados por meio do software EthoVision XT (Noldus, The Netherlands). 

 

5.6 WESTERN BLOT 

 

As proteínas c-Fos PSD-95 e Sinapsina I foram quantificados no tronco 

encefálico, cerebelo, hipocampo e no estriado por meio de Western blot. As amostras 

foram homogeneizadas com tampão Tris-HCl 50 mM (pH 7,4 contendo 1,0 mM de 

PMSF e coquetel inibidor de protease 1:1000 (Sigma) na diluição 1:5(g/ml) e ajustadas 
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para a mesma concentração proteica pelo método de Bradford. Em seguida, 130 μL 

da amostra foram diluídos com 30 μL de tampão de Laemmli. 

Quantidades variáveis do extrato proteico (c-Fos: 75 µg; PSD-95 e Sinapsina I: 

25 µg) foram separadas por eletroforese em gel de policrilamida (c-Fos: 12,5%; PSD-

95 e Sinapsina I: 10%). Após a separação eletroforética, as proteínas foram 

transferidas para uma membrana PVDF (Millipore, 0,2 μm de diâmetro) sob 

amperagem constante de 0,8 A durante 120 minutos. A transferência foi confirmada 

pela coloração das membranas com o corante vermelho de Ponceau e as membranas 

lavadas com TBS-t (Tampão Tris-Salina com Tween 20). Após, houve o bloqueio com 

leite desnatado 5% em tampão TBS-t por 90 minutos a fim de saturar os sítios de 

ligações inespecíficas. As membranas foram incubadas overnight a 4C com 

anticorpos primários específicos diluídos em TBS-t e em concentrações previamente 

padronizadas; c-Fos (Abcam ab134122 – 1:2000); PSD-95 (Abcam ab13552 – 

1:1000); Sinapsina I (Abcam Ab64581 – 1:1000). Em seguida, as membranas foram 

lavadas com TBS-t e incubadas por 2 horas com um anticorpo secundário conjugado 

com peroxidase (anti rabbit, 1:5000 – Santa Cruz Biotechnology ou anti mouse 1:5000 

– Santa Cruz Biotechnology). O excesso de conjugado foi removido com mais um ciclo 

de lavagens e as bandas imunorreativas foram reveladas por incubação com 

substratos específicos para as enzimas conjugados aos anticorpos secundários, cujas 

reações envolvem emissão de quimioluminescência. As imagens foram detectadas 

(ImageQuant LAS 500, GE Healthcare) e digitalizadas (IQuantCapture 400, v.1.0.0, 

GE Healthcare) e as intensidades das bandas imunorreativas foram comparadas pelo 

programa ImageQuant (GE Healthcare) e expressas em unidades arbitrárias. Utilizou-

se a proteína β-actina (controle interno; 1:25000) como fator normalizador. 

 

5.7 PADRONIZAÇÃO DA QUANTIFICAÇÃO DA PROTEÍNA C-FOS 

 

A padronização da quantificação da proteína c-Fos possibilitou a determinação 

da quantidade de proteína a ser utilizada no ensaio e a diluição do anticorpo primário. 

A diluição de anticorpo utilizada foi de 1:2000, que estava presente no intervalo 

especificado pelo fabricante, sendo adequada para as condições em nosso laboratório 

e assim, foi a diluição de escolha nas amostras do estudo. Com relação à quantidade 
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de proteína, a aplicação de 75 µg foi suficiente em todas as estruturas, como 

observado na Figura 2. 

As diluições e a quantidade das proteínas PSD-95 (1:1000; 25 µg) e sinapsina 

I (1:1000; 25 µg). já haviam sido padronizados previamente em nosso laboratório. 

 

Figura 2 – Padronização da proteína c-Fos por do ensaio de Western blot  

 
Fonte: do Autor. 
 
Legenda: Para quantificação de c-Fos. Foram realizadas aplicações com diferentes quantidades de 

proteínas totais (10, 25, 50, 75 e 100 µg) nas quatro estruturas de interesse do estudo: 
tronco encefálico, hipocampo, estriado e cerebelo. 
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6 ANÁLISES ESTATÍSTICA 

 

Nas análises da atividade locomotora, os grupos foram comparados por meio 

de análise de variância (ANOVA) para medidas repetidas ou ANOVA duas vias, 

seguida do teste post-hoc Newman-Keuls. Nas análises de labirinto em cruz elevado 

os grupos foram comparados por meio de análise de variância (ANOVA) uma via 

seguida do teste post-hoc Newman-Keuls. Nas análises de Western blot os grupos 

foram comparados por meio de análise de variância (ANOVA) uma via seguida do 

teste post-hoc de Bonferroni. Os dados foram apresentados como média ± EPM (erro 

padrão da média) e considerados significativamente diferentes para valores de p < 

0,05. 
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7 RESULTADOS 

 

7.1 SENSIBILIZAÇÃO COMPORTAMENTAL  

 

Para analisar a sensibilização comportamental pela nicotina, realizou-se o 

registro da atividade locomotora do animal durante 30 minutos, visto que o pico de 

locomoção varia entre os estudos (ULUSU et al., 2004; BUDZYNSKA et al., 2013). A 

Figura 3 mostra os registros da atividade locomotora em diferentes intervalos de 

tempo - 0 a 10 minutos (Figura 3A), 10 a 20 minutos (Figura 3B), 20 a 30 minutos 

(Figura 3C). O processo de aquisição da sensibilização é avaliado entre os dias D1 e 

D13, enquanto a expressão da sensibilização em D18. Os resultados indicam que o 

intervalo entre 0 e 10 minutos representou melhor o pico de atividade locomotora e 

menor heterogeneidade para os animais que receberam nicotina durante o protocolo. 

Assim, as demais análises estatísticas para do processo de sensibilização 

comportamental foram realizadas com este intervalo de tempo, de 0-10 minutos. 
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Figura 3: Atividade locomotora dos animais de diferentes grupos experimentais em D1, D13 e 
DESAFIO (D18).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: do Autor. 
 
Legenda : Grupos: SAL pós-natal SAL/SAL (n=14), SAL pós-natal NIC/NIC (n= 14), NIC pós-natal  
                  SAL/SAL (n= 14), NIC pós-natal NIC/NIC (n= 14). A – Intervalo de 0 a 10 minutos no campo  
                   aberto; B – Intervalo de 10 a 20 minutos no campo aberto; C – Intervalo de 20 a 30 minutos  
                   no campo aberto. 
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A Figura 4A mostra a locomoção dos animais durante o processo de 

habituação. A ANOVA para medidas repetidas, mostrou que não houve efeito 

significativo de tratamento (F 3,52 = 0,70; p > 0,05) nem de efeito significativo de tempo 

(F3,52 = 1,11; p > 0,05) ou interação estatística entre tratamento e tempo (F = 6,52 1,00; 

p > 0,05). A Figura 4B mostra o protocolo de sensibilização comportamental. 

Observou-se efeito significativo de tratamento (F 3,52 = 7,90; p < 0,001), e do tempo 

(F3,52 = 3,55; p < 0,001), bem como, interação estatística entre tratamento e tempo (F 

= 21,52 = 2,85 p < 0,001), entre os diferentes grupos experimentais. 
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Figura 4 - Distância total percorrida em campo aberto ao longo da habituação e durante o processo de 

                sensibilização  

 

 
Fonte: do Autor. 
 
Legenda: Protocolo de sensibilização comportamental. A. Distância total percorrida em campo aberto 

ao longo da habituação. B. Distância total percorrida em campo aberto ao longo do processo 
de sensibilização e do desafio. Os animais receberam injeção (i.p) de nicotina (1 mg/Kg) ou 
salina e foram avaliados em campo aberto por 10 minutos.  
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A Figura 5A, demonstra a comparação entre o primeiro dia (D1) e o último dia 

(D13) da fase de aquisição. A ANOVA para medidas repetidas mostrou que houve 

efeito significativo de tratamento (F3,524 = 7,04; p < 0,001), efeito de tempo (F1,52 = 

15,08; p < 0,001) e interação de tratamento e do tempo (F3,52 = 4,64; p < 0,01). Os 

resultados mostram que em D1 houve diminuição na atividade locomotora dos grupos 

SAL pós-natal NIC/NIC (p < 0,05) e NIC pós-natal NIC/NIC (p < 0,001) quando 

comparados ao grupo SAL pós-natal SAL/SAL. Quando comparamos D13 com D1, 

é possível observar, que houve um aumento da atividade locomotora dos grupos SAL 

pós-natal NIC/NIC (p < 0,05) e NIC pós-natal NIC/NIC (p < 0,01). 

Na Figura 5 B observa-se a comparação entre D1 e o Desafio (D18). A ANOVA 

para medidas repetidas mostrou efeito de tratamento (F3,52 = 8,74; p < 0,001) e efeito 

de tempo (F1,52 = 8,14; p < 0,01), além de interação entre tratamento e tempo (F3,52 = 

3,28; p < 0,05). É possível observar que houve um aumento da atividade locomotora 

do grupo NIC pós-natal NIC/NIC (p < 0,01) entre D18 e D1, também observamos uma 

diminuição da atividade locomotora dos seguintes grupos SAL pós-natal NIC/NIC (p 

< 0,05) e NIC pós-natal NIC/NIC (p < 0,001). Com relação a comparação entre D13 

e D18 não foi observada nenhuma diferença estatística, porém foi observado 

diminuição da atividade locomotora dos seguintes grupos SAL pós-natal NIC/NIC (p 

< 0,05) e NIC pós-natal NIC/NIC (p < 0,001) somente durante o Desafio. 
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Figura 5 - Comparação da distância total percorrida em campo aberto em D1 , D13 e Desafio 

 

Fonte: do Autor. 
 

Legenda: A. Comparação da distância total percorrida em campo aberto em D1 e D13. B Comparação 
da distância total percorrida em campo aberto em D1 e Desafio. C Comparação da distância 
total percorrida em campo aberto em D13 e Desafio. Grupos SAL pós-natal SAL/SAL (n=14), 
SAL pós-natal NIC/NIC (n= 14), NIC pós-natal SAL/SAL (n= 14), NIC pós-natal NIC/NIC (n= 
14). Dados expressos em cm (média ± EPM). ANOVA para medidas repetidas, seguido do 
teste Newman-Keuls. *p < 0,05; **p < 0,01, *** p < 0,001. 
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7.2  LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO  

 

Os resultados obtidos no LCE são observados na Figura 6. A Figura 6A 

representa a porcentagem do tempo de permanência dos animais nos braços abertos. 

O grupo NIC pós-natal NIC/NIC apresentou um aumento significativo na permanência 

nos braços abertos em relação aos grupos SAL pós-natal SAL/SAL e SAL pós-natal 

NIC/NIC (p < 0,01). A porcentagem de entradas nos braços abertos confirma esse 

resultado (Figura 6B), já que houve aumento de entrada nos braços abertos no grupo 

NIC pós-natal NIC/NIC comparado ao grupo SAL pós-natal NIC/NIC (p < 0,01). Ainda, 

observamos que houve diminuição de entrada nos braços abertos no grupo SAL pós-

natal NIC/NIC comparado ao grupo NIC pós-natal SAL/SAL (p < 0,05). A Figura 6C 

mostra o número de rearing. Os grupos NIC pós-natal SAL/SAL (p < 0,05), SAL pós-

natal NIC/NIC (p < 0,001) e NIC pós-natal NIC/NIC (p < 0,001) apresentaram 

diminuição de rearing em relação ao grupo SAL pós-natal SAL/SAL. 
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Figura 6 – Parâmetros analisados no Labirinto em Cruz Elevado  

Fonte: do Autor. 

 
Legenda:. Labirinto em cruz elevado A. Porcentagem de tempo de permanência nos braços abertos do 

labirinto em cruz elevado. B. Porcentagem de entrada nos braços abertos do labirinto em cruz 
elevado. Rearing. Grupos: Grupos SAL pós-natal SAL/SAL (n=14), SAL pós-natal NIC/NIC 
(n= 14), NIC pós-natal SAL/SAL (n= 14), NIC pós-natal NIC/NIC (n= 14). Dados expressos 
em porcentagem ou número absoluto (média ± EPM). ANOVA uma via, seguido do teste 
Newman-Keuls. *p < 0,05; **p < 0,01, *** p<0,001. 
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7.3  WESTERN BLOT  

 

7.3.1 C-fos, PSD-95 e SINAPSINA I 

 

As Figuras 7, 8 e 9 mostram a quantificação das proteínas c-Fos, PSD-95 e 

Sinapsina I no tronco encefálico, cerebelo, hipocampo e estriado. Os resultados da 

Figura 7A mostram que no cerebelo e no estriado houve diminuição na concentração 

de c-Fos nos grupos NIC pós-natal SAL/SAL (p < 0,05 e p < 0,01), SAL pós-natal 

NIC/NIC (p < 0,01 e p < 0,05) e NIC pós-natal NIC/NIC (p < 0,01 e p < 0,05) quando 

comparados ao grupo SAL pós-natal SAL/SAL. Nenhuma diferença estatisticamente 

significativa foi observada na quantificação de c-Fos no tronco encefálico e no 

hipocampo. Além disso, nenhuma diferença estatística foi observada nas proteínas 

PSD-95 (Figura 8) e sinapsina I (Figura 9) em nenhuma das estruturas estudadas. 
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Figura 7 - Quantificação da proteína c-Fos  

 

Fonte: do Autor. 

 
Legenda : (A) tronco encefálico, (B) cerebelo, (C) hipocampo e (D) estriado. Grupos: Grupos SAL pós-

natal SAL/SAL (n=6), SAL pós-natal NIC/NIC (n= 6), NIC pós-natal SAL/SAL (n= 6), NIC 
pós-natal NIC/NIC (n= 6). Dados expressos como % em relação ao controle (média ± EPM). 
ANOVA uma via, seguido do teste Bonferroni *p < 0,05, **p < 0,01. 
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Figura 8 - Quantificação da proteína PSD-95  

 

Fonte: do Autor. 

 

Legenda : Quantificação da proteína PSD-95 no (A) tronco encefálico, (B) cerebelo, (C) hipocampo e 
(D) estriado. Grupos: Grupos SAL pós-natal SAL/SAL (n=6), SAL pós-natal NIC/NIC (n= 6), 
NIC pós-natal SAL/SAL (n= 6), NIC pós-natal NIC/NIC (n= 6). Dados expressos como % em 
relação ao controle (média ± EPM). ANOVA uma via, seguido do teste Bonferroni.  
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Figura 9 - Quantificação da proteína Sinapsina I  

Fonte: do Autor. 

 

Legenda : (A) tronco encefálico, (B) cerebelo, (C) hipocampo, (D) estriado. Grupos: Grupos SAL pós-
natal SAL/SAL (n=6), SAL pós-natal NIC/NIC (n= 6), NIC pós-natal SAL/SAL (n= 6), NIC pós-
natal NIC/NIC (n= 6). Dados expressos como % em relação ao controle (média ± EPM). 
ANOVA uma via, seguido do teste Bonferroni.  
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8 DISCUSSÃO 

 

Os resultados do presente estudo mostram que o protocolo de exposição pós-

natal à nicotina na dose de 8 mg/kg/dia nas mães, seguida pela administração de 

nicotina (1 mg/Kg) durante a vida adulta dos filhotes foi capaz de induzir aumento na 

atividade locomotora, sem que houvesse sensibilização comportamental; e diminuir a 

concentração de c-Fos no estriado e no cerebelo. Nenhum efeito foi observado nas 

proteínas sinápticas PSD-95 e sinapsina I. Em conjunto, tais resultados evidenciam a 

importância da análise dose-reposta da nicotina. Apesar da grande quantidade de 

estudos pré-clínicos com foco nos efeitos deletérios da nicotina, não existe consenso 

sobre o tema. Pesquisadores e profissionais de saúde discutem que os efeitos 

observados em roedores não são reproduzidos em humanos, sendo que um dos 

motivos seria a dose de nicotina utilizada nos ensaios em animais. 

Nos ensaios comportamentais, a dose de 1 mg/kg de nicotina utilizada durante 

a fase adulta não foi capaz de induzir sensibilização comportamental, embora a 

exposição à nicotina no início do período pós-natal tenha contribuído para o aumento 

da atividade locomotora no dia do desafio e para a diminuição da ansiedade durante 

o período de retirada da substância.  

Estudos mostram que a nicotina pode produzir aumento ou diminuição da 

atividade motora, dependendo da dose, da linhagem do animal, sexo e idade 

(SCHOCHET et al., 2004; CRUZ et al., 2005; ERICSON et al.,2010; WATTERSON et 

al., 2016). Animais adultos apresentaram uma sensibilização comportamental pela 

nicotina menos robusta com relação aos adolescentes (SCHOCHET et al., 2004). 

Ainda, diversos estudos relatam os efeitos da exposição à nicotina durante o período 

gestacional e pós-natal, bem como a reexposição durante a fase adulta. Observa-se 

que a exposição previa não foi capaz de provocar alterações significativas na 

locomoção dos machos (ROMERO et al.,2004). Quando se observam as fêmeas, 

verifica-se uma diminuição da atividade locomotora espontânea, porém, não se 

encontra diferenças na atividade locomotora induzida (LESAGE et al., 2006). 

Nordberg et al. (1991) observaram diminuição na atividade locomotora induzida 

nos animais expostos a nicotina do 10° ao 16° dia do período pós-natal e após 4 

meses. Além disso, Domino (2001) avaliou a sensibilização comportamental pela 

nicotina (0,32 mg/kg) em ratos adultos Sprague-Dawley. Ao longo do primeiro dia do 
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protocolo experimental houve uma diminuição acentuada da locomoção. Porém, após 

6 dias de administração de nicotina observou-se aumento da atividade locomotora. 

Além disso, a dose de 0,32 mg/kg de nicotina diminuição da locomoção depois de 4 

dias de administração, o que corrobora com os nossos resultados. Apesar desses 

estudos, a hipoatividade observada nos grupos tratados com nicotina no primeiro dia 

da sensibilização comportamental do nosso trabalho difere da maioria dos dados 

presentes na literatura, que mostraram aumento da atividade locomotora em roedores 

expostos à nicotina (SCHOCHET et al., 2004; CRUZ et al., 2005). Ericson et al. (2010) 

relataram os efeitos do tratamento crônico com nicotina, nas doses de 0,2 mg /kg e 

0,4 mg/kg. A evolução da sensibilização comportamental ocorreu de maneira 

semelhante para machos e fêmeas, porém, os animais machos que receberam a dose 

de 0,4 mg/kg apresentaram maior locomoção. Além disso, Bracken et al. (2001) 

demonstraram que animais submetidos a diferentes concentrações de nicotina por 12 

dias na adolescência, influenciou o desenvolvimento da sensibilização durante a idade 

adulta.  

A nicotina pode ser considerada um composto ansiolítico (FILE et al., 1998; 

IRVINE et al., 2000) ou ansiogênico (MANHÃES et al., 2008; IÑIGUEZ et al., 2009; 

PINHEIRO et al.,2015), dependendo do protocolo de exposição, como dose e período 

de abstinência. Durante o período de abstinência da nicotina, observa-se uma maior 

ativação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal, levando ao aumento da ansiedade 

(GEORGE et al., 2007; SIMPSON et al., 2020). Ainda, o aumento da ansiedade pode 

ocorrer por meio de alterações no sistema neuropeptídio Y (SLAWECKI et al., 2005), 

que está relacionado a diversas funções a regulação da alimentação, ansiedade, 

medo e estresse, além de contribuir para homeostase do sistema esquelético e do 

metabolismo (EVA et al., 2020; NAHVI et al., 2020). A exposição à nicotina durante o 

período de gestacional e/ou lactação, leva ao aumento de ansiedade em diferentes 

momentos da prole (EPPOLITO et al.,2010; PINHEIRO et al., 2015), enquanto a 

exposição à nicotina durante a adolescência reflete em ansiedade na idade adulta 

(IÑIGUEZ et al., 2009). Ainda, a abstinência pela nicotina na idade adulta também leva 

a aumento da ansiedade (MANHÃES et al., 2008). 

Em nosso estudo, o teste de labirinto em cruz elevado foi realizado com três 

dias de retirada da substância, o que caracteriza um curto período de abstinência e 

que pode justificar o efeito ansiolítico observado. Kupferschmidt et al. (2010) também 
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observaram efeito ansiolítico após administração de nicotina em roedores durante a 

adolescência e na idade adulta. Os animais que receberam a dose de 0,4 mg/kg de 

nicotina apresentaram aumento do número de entradas nos braços abertos no 

labirinto em cruz elevado. SCHNEIDER et al. (2012) mostraram os roedores que 

tiveram uma exposição a nicotina ao longo do período gestacional apresentaram uma 

porcentagem maior no número de entradas nos braços abertos no labirinto em cruz 

elevado em relação ao grupo que não foi exposto neste período. 

Estudos relacionam o rearing, comportamento em que o animal fica em pé sob 

as patas traseiras, à ansiedade, sendo que a administração de ansiolíticos como 

benzodiazepínicos leva à diminuição da frequência do rearing (BRITTON E 

BRITTON.,1981; WANDA., et al. 2015; KHAN et al., 2016; FRAGA et al., 2018). No 

presente estudo, o resultado de rearing foi coerente com os observados no tempo de 

permanência e do número de entradas nos braços abertos do labirinto em cruz 

elevado, o que colabora para a sugestão de que a administração de nicotina durante 

o período pós-natal seguida da administração de nicotina na fase adulta é capaz de 

produzir efeito ansiolítico durante o curto período de retirada da substância na fase 

adulta. 

Em nosso estudo, observamos que a administração de nicotina durante o 

período pós-natal, seguida ou não de exposição na fase adulta, é capaz de diminuir a 

concentração de c-Fos no estriado e no cerebelo. A proteína c-Fos, em conjunto com 

outras proteínas da família FOS, são utilizadas em estudos de mapeamento funcional 

de áreas do SNC, como marcador de atividade neuronal. A expressão de c-Fos está 

ligada a fatores neurotróficos, neurotransmissores e o aumento de cálcio. Dessa forma 

estudos sobre transtorno de uso de substância, como é o caso de cocaína, heroína e 

nicotina, utilizam-se desta proteína para avaliação dos circuitos neuronais envolvidos 

em áreas que essas substâncias atuam no SNC (KOVÁCS, 1998; CRUZ; et al., 2015). 

Estudos mostram que a administração de nicotina durante a gestação, 

adolescência ou fase adulta leva a aumento de c-Fos no núcleo accumbens, 

componente do sistema recompensa (PARK et al., 2006; SHRAM et al., 2007). Porém, 

de acordo com o estudo de Hsu et al. (2007), o estresse de restrição associado com 

a administração de nicotina pode estar relacionado a diminuição da expressão de c-

Fos em algumas regiões do encéfalo, como o núcleo paraventricular talâmico e no 

núcleo basolateral da amígdala. 
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Trabalhos anteriores mostram que a concentração de sinapsina I e de PSD95 

pode ser alterada pela exposição à fumaça do cigarro ou pela nicotina dependendo 

do protocolo de exposição. Diversos estudos mostram que a exposição à fumaça do 

cigarro ou à nicotina isolada leva a diminuição da concentração de sinapsina I e/ou de 

PSD95 em diferentes regiões encefálicas (Torres et al., 2015; Torres et al. 2019; 

Parameshwaran et al., 2011; Chen et al., 2020). Por outro lado, Wang et al. (2011) 

mostram que a exposição gestacional à nicotina está relacionada ao aumento da 

expressão de PSD95 e Jackson et al. (2009) observaram que a exposição aguda à 

nicotina leva a fosforilação da sinapsina I, efeito dependente de sua ação em 

receptores nicotínicos β2. Ao contrário de tais estudos, o protocolo de exposição 

utilizado no presente trabalho não levou a diferenças significativas na concentração 

de sinapsina I ou PSD95 em nenhuma estrutura encefálica. 

Em suma, o nosso estudo mostrou que a exposição à nicotina durante o início 

do período pós-natal não predispôs à sensibilização comportamental na fase adulta. 

Contudo, este resultado pode ter ocorrido devido a dose utilizada no protocolo de 

sensibilização comportamental, uma vez que a exposição à nicotina no início do 

período pós-natal contribuiu para o aumento da atividade locomotora no dia do desafio 

e para a diminuição da ansiedade durante o período de retirada da substância. Ainda, 

a administração de nicotina durante o período pós-natal seguida da administração de 

nicotina na fase adulta foi capaz de diminuir a concentração de c-Fos em regiões 

importantes no desenvolvimento do SNC. 
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9 CONCLUSÕES  

 

1. A administração de nicotina (1 mg/Kg) durante sete dias alternados na fase 

adulta de camundongos que receberam nicotina durante o início do período 

pós-natal é capaz de induzir aumento da atividade locomotora, porém não 

houve o desenvolvimento do processo de sensibilização comportamental. 

 

2. A administração de nicotina durante o período pós-natal e seguida por 

exposição na fase adulta é capaz de produzir efeito ansiolítico durante o 

período de retirada da substância na fase adulta. 

 

3. A administração de nicotina durante o período pós-natal, seguida ou não de 

exposição na fase adulta, é capaz de diminuir a concentração de c-Fos no 

estriado e no cerebelo, embora não tenham efeito na concentração de PSD-

95 e de sinapsina I. 
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