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"Ha muitas maneiras de ver o cérebro,
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RESUMO

O tabagismo € um problema de saude publica e atinge cerca de um tergo da
populacdo adulta do mundo, sendo considerado a principal causa evitavel de
doencas e mortes prematuras. A quantidade de nicotina encontrada no leite de
mulheres tabagistas pode chegar ao triplo da quantidade sérica, mesmo assim a
Academia Americana de Pediatria ndo inclui a nicotina na lista de drogas
contraindicadas durante a lactacdo devido a falta de evidéncias cientificas na area.
Este trabalho teve como objetivo avaliar se a exposi¢cado de nicotina durante o inicio
do periodo pés-natal em roedores fémeas induz maior vulnerabilidade ao estresse
na vida adulta. Para isso, camundongos Swiss fémeas foram expostos a nicotina (8
mg/kg/dia) durante a fase de amamentacéo, entre os dias pés-natal 4 (PN4) e
PN17, através de minibombas osmoéticas implantadas nas maes. O grupo controle
recebeu uma minibomba contendo salina 0,9%. Na idade adulta (PNG5), foi
realizado o protocolo de estresse crénico imprevisivel por 10 dias, tendo o teste de
nado forgcado (NF) como um dos estressores. Um dia apds o ultimo estressor, foi
realizado o teste de labirinto em cruz elevado (LCE) e em seguida, os animais
foram eutanasiados, o sangue coletado para quantificacdo de corticosterona e as
estruturas encefalicas separadas para quantificagao do fator neurotréfico derivado
do encéfalo (BDNF), e das proteinas sinapticas PSD-95, sinaptofisina e sinapsina I.
Nao houve alteragao da corticosterona sérica em nenhum dos grupos. O protocolo
de estresse promoveu uma diminuicdo no peso corporal e, no LCE, houve um
aumento da velocidade média dos camundongos. Nos animais expostos a nicotina
e ao protocolo de estresse houve um aumento das frequéncias de grooming e head
dipping. Adicionalmente, os animais expostos a nicotina tiveram um aumento da
laténcia para imobilidade e uma diminuigdo no tempo imével no NF, além de uma
reducao dos niveis de BDNF no cerebelo. Nos animais expostos a nicotina e/ou ao
estresse, houve uma diminui¢do de BDNF no estriado e de PSD-95 e sinapsina | no
tronco encefalico. Os grupos expostos isoladamente ao estresse ou a nicotina
tiveram um aumento de PSD-95, sinaptofisina e sinapsina | no cerebelo.

Palavras-chave: Tabagismo; Redugao de danos; Amamentagao; Sistema nervoso
Central; Fator neurotréfico derivado do cérebro.



ABSTRACT

Smoking is a public health problem and affects about one-third of the world's adult
population, being considered the main preventable cause of diseases and premature
deaths. The amount of nicotine found in women who smoke can reach triple the
amount of serum, but the American Academy of Pediatrics does not include nicotine
in the list of contraindicated drugs during lactation due to the lack of scientific
evidence in the area. This study aimed to assess whether nicotine exposure during
the early postnatal period in rodents due to greater vulnerability to stress in
adulthood. For that, Swiss mice were exposed to nicotine (8 mg / kg / day) during the
breastfeeding phase, between the postnatal days 4 (PN4) and PN17, through
osmotic minipumps implanted in the mothers. The control group integrated a mini-
pump containing 0.9% saline. In adulthood (PN65), the unpredictable chronic stress
protocol was performed for 10 days, with the forced swimming test as one of the
stressors. One day after the last stressor, the elevated plus-maze test was performed
and then the animals were euthanized, the blood collected for quantification of
corticosterone and the separate brain structures for quantification of the brain-derived
neurotrophic factor (BDNF), PSD-95, synaptophysin, and synapsin |. There was no
change in serum corticosterone in any of the groups. The stress protocol promoted a
decrease in the body weight of the mice and, in the elevated plus-maze test, an
increase in the average speed. In animals exposed to nicotine and the stress
protocol, there was an increase in grooming frequencies and head diving. Animals
exposed to nicotine had an increased latency for immobility and a decrease in
immobile time in the forced swimming test, and a reduction in BDNF levels in the
cerebellum. In animals exposed to nicotine and/or stress, there was a decrease in
BDNF in the striatum and PSD-95 and synapsin | in the brainstem. Groups exposed
to stress or nicotine alone had an increase in PSD-95, synaptophysin, and synapsin |
in the cerebellum.

Keywords: Smoking; Harm reduction; Breast-feeding; Central nervous system;
Neurotrophic factor derived from the brain.
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1 INTRODUGAO

O tabagismo atinge cerca de um tergo da populagédo adulta do mundo, sendo
responsavel direto por milhées de mortes anuais e é considerado a principal causa
evitavel de doengas e mortes prematuras. Desde a sua popularizagdo mundial, o
tabagismo vem sendo controlado por a¢des decorrentes de acordos e propostas
realizadas por 6rgdos de saude devido aos fatores negativos decorrentes deste
habito como diversos tipos de cancer e doengas pulmonares e cardiacas crénicas
(ACHUTTI; MENEZES, 2001; MUAKAD, 2014).

Somente nas ultimas décadas surgiram as primeiras pesquisas avaliando os
efeitos do tabagismo considerando as diferengas morfologicas e fisiolégicas entre os
sexos, sendo que os estudos anteriores eram estritamente direcionados para a
populagdo masculina, mesmo as mulheres sendo um dos principais grupos atingidos
pelos problemas decorrentes do tabagismo e pela exposicao a fumaca de forma
passiva (SAMET; YOON, 2001).

O tabagismo durante a gravidez possui relagdo direta com a implantagéo
ectopica e aumento da morbidade e mortalidade perinatal. Quase metade das
mulheres mantém o consumo do tabaco durante a gravidez, sendo influenciadas
pela dependéncia e pelo medo de ganho de peso durante a gestacado. Das mulheres
que abandonam o tabagismo durante o periodo gestacional, aproximadamente 75%
retomam o tabagismo ainda durante o periodo de amamentagédo (LUMLEY, 2009).

Ha no mercado diversas alternativas para reducdo de danos no consumo de
tabaco, incluindo o cigarro eletrénico, gomas de mascar ou adesivos transdérmicos
de nicotina (IRHA, 2010). Estas alternativas, comumente referidos como produtos de
exposicao potencialmente reduzida, nem sempre podem apresentar o efeito
terapéutico desejado, ja que muitos fumantes continuam a fumar o cigarro tradicional
ou relatam que os cigarros eletrbnicos ndo sdo uma alternativa satisfatéria ao
tabagismo, sendo que a exposi¢ao reduzida pode nao se traduzir necessariamente
em risco reduzido para o usuario individual ou para pessoas expostas, além dos
efeitos do uso em longo prazo nédo serem bem conhecidos (COX et al., 2018;
PECHACEK et al., 2016; TATARSKY, 2003).

Dados epidemiolégicos indicam que os estressores facilitam o inicio do
tabagismo, diminuem a motivagao para parar e aumentam o risco de recaida. Além

disso, pessoas com depressdo ou transtorno de ansiedade tém maior probabilidade
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de fumar do que pessoas sem esses transtornos (HUGHES; KEELY; NAUD, 2004;
JARVIS, 2004; NIAURA, 2001). A nicotina e o estresse compartilham mecanismos
moduladores no sistema nervoso central (SNC). Camundongos submetidos a
estresse agudo ou expostos a nicotina tem um aumento na intensidade das sinapses
excitatorias dos neurdnios dopaminérgicos no mesencéfalo (SAAL et al., 2003). A
exposi¢ao a nicotina aumenta a sensibilidade ao estresse por uma remodelagao dos
sistemas nicotinicos, causando, o aumento de comportamentos relacionados ao
estresse, como a aversdo social em camundongos (MOREL et al., 2018). Ainda,
trabalhos anteriores de nosso grupo de pesquisa mostraram que a exposi¢cao a
fumaca do cigarro no inicio do periodo pds-natal esta relacionada com prejuizo no
desenvolvimento encefalico de roedores, interferindo no aprendizado e meméaria,
além de reduzir o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e proteinas
sinapticas (TORRES et al., 2015).

Neste contexto, este projeto de pesquisa tem como foco avaliar se a
exposicao a nicotina durante o inicio do periodo pés-natal leva a maior
vulnerabilidade ao estresse na vida adulta em camundongos fémeas. Para isto, as
maes foram implantadas com minibombas de pressao osmotica contendo 200 pL de
nicotina solubilizada em salina na concentracdo de 56 mg/mL, sendo liberada uma
dose diaria de 8 mg de nicotina para cada kg de animal. Na fase adulta, os animais
passaram por um protocolo de estresse cronico imprevisivel e em seguida foram
avaliados os parametros bioquimicos e comportamentais relacionados ao estresse.
Para os estudos comportamentais foram utilizados os testes de labirinto em cruz
elevado e nado for¢gado, que avaliam ansiedade e depressao. Foi também avaliado a
concentracdo de BDNF por meio de imunoensaio e proteinas sinapticas — PSD-95,
sinaptofisina e sinapsina | — por meio de western blot.

Este trabalho possui relevancia para a comunidade cientifica ja que a
exposicdo a xenobidticos em uma fase critica de maturagcdo do SNC esta
relacionada a prejuizo ao processo de desenvolvimento. Cabe ainda destacar que a
concentracido de nicotina encontrada no leite de méaes fumantes é quase o triplo da
sua concentragdo seérica. Além disso sdao escassos os estudos avaliando a
exposicdo a nicotina na fase de amamentagcdo (AMERICAN ACADEMY OF
PEDIATRICS, 2001).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Histérico e epidemiologia do tabagismo

O tabaco é um produto originado do processamento das folhas de plantas do
género Nicotiana, em especial a Nicotiana tabacum, que é de origem sul-americana
e teve suas sementes enviadas do Brasil para a Franga no ano de 1560 pelo médico
e embaixador Jean Nicot, popularizando o consumo do tabaco no continente
europeu e espalhando rapidamente para todo o mundo em uma velocidade nunca
antes observada em nenhum outro habito social ou droga (ROSEMBERG;
ROSEMBERG; MORAES, 2003).

Desde a antiguidade o consumo do tabaco € realizado por diversas formas,
inicialmente manipulado por tribos indigenas como inseticida e em rituais religiosos
nas formas de cachimbos e charutos. Atualmente, aproximadamente 90% do
consumo mundial de tabaco é realizado por meio de cigarros, sendo a forma de
utilizagdo mais popular desde o século XIX (MUAKAD, 2014).

A partir da década de 60, foram desenvolvidos os primeiros estudos indicando
os efeitos negativos na saude e correlacionando doengas com o uso do tabaco.
Aproximadamente 50 doencas diferentes sao descritas como consequéncia do
habito de fumar, incluindo diversos tipos de cancer, doengas cardiovasculares e
pulmonares crénicas (GOODCHILD; NARGIS; D'ESPAIGNET, 2018).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) considera o tabagismo a maior
causa de morte evitavel em todo o mundo, estimando que aproximadamente 1,2
bilhdo de pessoas em todo o mundo sdo fumantes, dentre elas, 250 milhées sao
mulheres. E estimada a morte anual de 7 milhdes de pessoas em todo o mundo
devido ao tabagismo, em sua maioria nos paises em desenvolvimento (WHO, 2018).
No Brasil, o tabagismo € responsavel por aproximadamente 200 mil mortes por ano,
sendo responsavel também por mais de 26 mil casos de cancer de pulmao (NUNES;
CASTRO, 2010).

Além de danos a saude, o tabagismo interfere diretamente na economia. No
ano de 2015 foram gastos aproximadamente 56,9 bilhdes de reais no Brasil em
despesas meédicas ou por perda de produtividade relacionados ao uso do tabaco,
sendo que a arrecadacédo de impostos no pais sobre a venda de cigarros abrange

apenas 23% das despesas geradas pelo tabagismo (PINTO et al., 2017).
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Diante da relevancia do assunto, a OMS estabeleceu acordos e propostas
para o controle do tabagismo, empenhando organizagbes governamentais e
privadas a desenvolverem politicas de saude visando uma diminuigdo dos indices de
fumantes em todo o mundo (REITSMA et al., 2017).

A Pesquisa Nacional de Saude indica que a prevaléncia do tabagismo tem
diminuido no Brasil com o passar dos anos. Em 1989 a taxa de fumantes maiores de
18 anos era de 34,8%. Em 2003 a taxa foi de 22,4% e em 2008, 18,5%. Mais
recentemente, em 2013, a taxa de fumantes na populacdo adulta foi de 14,3%,
sendo 11% das mulheres e 18,9% dos homens de todo o Brasil (IBGE, 2014). O
controle do tabagismo no Brasil foi efetivo nas ultimas décadas, mas ainda ha um
maior aumento da prevaléncia de fumantes entre mulheres jovens quando
comparado a homens da mesma idade (MENEZES et al., 2008).

O tabagismo passivo também € um grave problema de saude publica, sendo
estimada a exposi¢ao de 40% das criangas, 35% das mulheres e 33% dos homens a
fumacga do tabaco, ocasionando a morte anual de 603 mil pessoas em todo o
mundo, dentre estes, 48% mulheres e 28% criancas menores de 5 anos (OBERG et
al., 2011).

2.1.1 O tabagismo em mulheres e gravidas

No ultimo século, a maioria dos estudos sobre dependéncia de nicotina foram
voltados para a populagdo masculina tendo como justificativa as possiveis
interferéncias nos resultados gerados pelos efeitos hormonais relacionados ao ciclo
menstrual e gravidez. Recentemente houve um aumento no niumero de pesquisas
que consideram os diferentes aspectos morfoldgicos e fisioldgicos entre os sexos,
possibilitando uma avaliagao inicial das diferencas em relagcéo as caracteristicas da
dependéncia pela nicotina entre homens e mulheres (SAMET; YOON, 2001).

Estudos sugerem que a populagédo feminina tem mais dificuldades de cessar o
tabagismo devido a relagdo do habito de fumar das mulheres com o humor e ao
reforgco negativo (BENOWITZ, 2008), possuindo também uma metabolizagdo mais
rapida da nicotina em relacdo aos homens. Ha evidéncias de uma maior
metabolizagdo da nicotina no organismo durante a fase lutea do ciclo menstrual,

podendo gerar uma maior dificuldade para cessar o consumo (BENOWITZ, 2006).
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As mulheres apresentam uma maior chance de desenvolver cancer de pulmao
relacionado ao uso de cigarros, pois a nicotina induz na populagao feminina uma
maior concentragdo do receptor do peptideo liberador de gastrina, atuando como
fator de crescimento tumoral, além de produzirem uma maior quantidade de
nitrosaminas em comparagdo aos homens (BENOWITZ, 2008). O tabagismo
influencia o carcinoma de colo uterino, triplicando o risco deste tipo de cancer
(KJELLBERG et al., 2000). Estudos também relacionam o tabagismo com o
aumento do risco de canceres de vulva (MADSEN et al., 2008), mama (JONES et
al., 2017) e ovario (KISPERT; MCHOWAT, 2017).

A utilizagdo do tabaco aumenta a metabolizagdo dos anticoncepcionais orais,
podendo desencadear quadros de trombose devido a diminuicdo dos niveis séricos
hormonais. O tabagismo duplica o risco de gravidez ectdpica, interferindo nas
funcdes das tubas e ovarios (REICHERT et al., 2009) e pode induzir menopausa
precoce nas mulheres, antecipando o quadro clinico em até trés anos (WHITCOMB
etal., 2017).

Nos Estados Unidos, 40% das mulheres que fumam interrompem o consumo
de cigarros durante a gravidez, mas apenas 25% das fumantes permanecem
abstinentes ao longo de um ano, retomando o consumo ainda durante a gestagao ou
no periodo de amamentacdo. Estudos também mostram que o uso de cigarros na
gestacéo esta associado ao medo de ganho de peso (LUMLEY, 2009). O tabagismo
durante a gravidez esta diretamente relacionado com o aumento da morbidade e
mortalidade perinatal (PATTINSON; TAYLOR; PATTINSON, 1991), podendo
desenvolver diversas complicagbes fetais, como o aborto espontaneo, nascimento
prematuro, baixo peso ao nascer, disturbios ventilatérios, entre outros (GILLILAND;
LI; PETERS, 2001 e ROZOV et al., 2004).

A quantidade de nicotina encontrada no leite de mulheres tabagistas pode
chegar ao triplo da quantidade sérica, mas a Academia Americana de Pediatria n&o
inclui a nicotina na lista de drogas contraindicadas durante a lactagao devido a falta
de evidéncias cientificas na area. Formas alternativas de administrar a nicotina,
como a transdérmica e oral, sdo utilizadas durante o periodo de cessacao do
tabagismo como forma de inibir o consumo de cigarros, entretanto, ndo foram
suficientemente estudadas para avaliar se a utilizacido destes métodos durante a
lactagcdo é eficiente e quais seriam os efeitos em longo prazo (AMERICAN
ACADEMY OF PEDIATRICS, 2001).
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2.1.2 Cessacgao do tabagismo e redugao de danos

A reducado de danos pode ser determinada como acéo que tende a diminuir as
interferéncias em todos os espectros provocados pelo uso de drogas, sem haver
necessariamente uma diminuicdo do consumo. Ha diversas alternativas para
reducdo de danos no consumo de tabaco, dentre eles estdo o ato de mascar ou
aspirar outros derivados do tabaco sem combustdo e as terapias de reposi¢cao de
nicotina por vias transdérmica ou nasal (IRHA, 2010).

O cigarro eletrénico foi uma das mais recentes propostas como reducéo de
danos no tabagismo. Por nao realizar a combustdo como no cigarro tradicional, o
dispositivo libera vapor de nicotina sem a presenca da maioria dos compostos
maléficos presentes na fumaga do cigarro (FARSALINOS; HOUEZEC, 2015). Os
efeitos do uso a longo prazo dos cigarros eletrénicos ainda ndo sao conhecidos, mas
devido a nao-regulamentacdo, os equipamentos podem funcionar de maneiras
bastante distintas de acordo com o modelo. Em alguns casos, o dispositivo pode
produzir apenas tragos de algumas substéncias tdxicas ou liberar niveis de agentes
toéxicos e carcinogénicos mais elevados que encontrados em cigarros combustiveis
(POLOSA et al., 2013).

Essas a¢des que visam a cessagao do tabagismo, podem inicialmente, reduzir
os danos provocados pelo tabaco, mas ao diminuir a administracdo de nicotina sao
desencadeados comportamentos compensatérios, induzindo um maior consumo
dessa substancia (TATARSKY, 2003).

2.2 Nicotina

A nicotina € um alcaloide vegetal e foi isolada na planta do tabaco pela
primeira vez em 1828 pelos quimicos alemaes Posselt e Reimann, e posteriormente
foi amplamente estudada pelo toxicologista Orfila, a partir de 1843. E também
encontrada em pequenas quantidades em plantas como o tomate, batata, pimenta
verde e berinjela (HENNINGFIELD; ZELLER, 2006; POSSELT; REIMANN, 1828).

A nicotina é o composto de maior relevancia presente no cigarro, agindo como
agonista dos receptores colinérgicos nicotinicos de acetilcolina, estimulando o SNC

a liberar hormbénios e neurotransmissores, dentre eles o hormbénio
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adrenocorticotrofico (ACTH), beta-endorfina, noradrenalina, serotonina e dopamina.
Em baixas doses de nicotina ha estimulagéo ganglionar e em altas doses o bloqueio
deste mecanismo (BENOWITZ, 2009).

Durante o desenvolvimento do SNC a exposi¢ao a nicotina induz teratogénese
na fase de neurulagdo, podendo gerar anomalias no tubo neural. Também diminui a
quantidade de neurdnios e causa danos celulares mais intensos nos segundo e
terceiro trimestres de gestacdo, podendo induzir hipoatividade colinérgica, déficit de
noradrenalina e dopamina. A exposi¢cdo perinatal a nicotina é relacionada com
alteragdes comportamentais, psicomotoras e sexuais em jovens (LEOPERCIO;
GIGLIOTTI, 2004). O nivel sérico de cotinina, metabdlito da nicotina, em criangas
expostas a fumacga do cigarro tem relacdo com o desenvolvimento de sintomas do
transtorno de ansiedade, depressao e déficit de atengdo (BANDIERA et al., 2011).

Estudos prévios ja publicados pelo nosso grupo mostram que a exposigcao de
camundongos a fumaca do cigarro durante o inicio do periodo pds-natal tem efeitos
negativos na memoria e aprendizagem espacial, além de diminuir a concentragdo do
BDNF e de proteinas sinapticas, dentre elas a sinapsina, sinaptofisina e PSD-95
(TORRES et al., 2015). O BDNF é importante para o desenvolvimento do SNC e
para a regulacdo da sobrevivéncia celular. Ja as proteinas sinapticas sao
importantes reguladores da neurotransmissao (TANG; MACHAALANI; WATERS,
2008).

2.3 Estresse

Estresse foi definido pelo médico canadense Hans Selye, pioneiro nos
estudos desta area, como um elemento intrinseco a toda doenga, produzindo
modificagdes inespecificas na estrutura e na composi¢ao do organismo, as quais
podem ser observadas e mensuradas. Estas situagcbes nédo sao controladas,
tornando-as exaustivas e perigosas para o organismo (SELYE, 1978). Em situagdes
de estresse ha a ativagdo do sistema nervoso autbnomo e do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal como resposta fisiologica a adversidades. A ativagdo excessiva das
fungdes adrenocortical e autondmica sao prejudiciais ao organismo e ocorre quando

ha preocupacédo antecipada ou lembranga de um momento estressante, sendo
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observadas repostas fisioldgicas ao estresse mesmo na auséncia do agente
estressor (ENGELMANN; LANDGRAF; WOTJAC, 2004).

De acordo com os estudos de Selye, o estresse é um elemento relacionado
com as modificagdes inespecificas do organismo, se manifestando pela Sindrome
Geral da Adaptagao que se desenvolve em trés etapas (Figura 1). A primeira fase é
a de alarme, sendo a resposta inicial a uma lesao ou estressor, sendo caracterizada
por manifestagdes agudas que desaparecem na fase de resisténcia e retomam na

fase de esgotamento ou exaustao (SELYE, 1978).

A

Fase de alarme Fase de resisténcia Fase de esgotamento

Nivel de cortisol

-
>

Tempo

Figura 1 — Esquema representativo dos niveis de cortisol em cada fase da Sindrome Geral da
Adaptacéo descrita por Selye.
Fonte: Adaptado de SELYE, Hans. The Stress of Life: Rev Ed. McGraw-Hill, 1978.

Estudos indicam o estresse como um fator de predisposi¢cdao ao uso de
drogas de abuso, podendo desencadear a recaida ao uso do tabaco, ja que apds a
exposicado a eventos estressantes ha um aumento do desejo de fumar. Foi
observada uma sensibilizacdo cruzada entre estresse crénico imprevisivel e
exposi¢cao a nicotina em ratos, havendo uma maior locomog¢ado em campo aberto na
interacéo destes dois fatores (CEZARIO et al., 2012). Estudos prévios indicam que o
estresse cronico reduz a concentragdo de BDNF no hipocampo (MURAKAMI, et al.,
2005), modifica a plasticidade sinaptica e induz alteragbes especificas na
concentragdo da pro-dinorfina, c-Fos, sinapsina, sinaptofisina e PSD-95 (DAGYTE,
etal., 2011; THOME, et al. 2001; YU, et al., 2016).
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3 JUSTIFICATIVA

A OMS estima que o mundo tenha 1,2 bilhdo de fumantes, havendo a morte
anual de 7 milhdes de pessoas em decorréncia do tabagismo (WHO, 2018). As
criangas e mulheres sdao as maiores vitimas do fumo passivo, contudo, a grande
maioria dos estudos sobre os efeitos do tabaco e da nicotina tem como foco o sexo
masculino (SAMET; YOON, 2001). A politica de redugédo de danos é uma estratégia
interessante no combate ao tabagismo e diversos produtos sdo comercializados com
esta finalidade como cigarros eletrénicos, adesivos € gomas de reposicdo de
nicotina. No entanto, ndo ha estudos suficientes sobre o efeito a longo prazo do uso
de tais produtos, especialmente se houver exposicdo em uma fase critica de
desenvolvimento do SNC, como acontece no periodo de amamentagao
(TATARSKY, 2003). De fato, a Academia Americana de Pediatria indica que n&o ha
estudos suficientes para avaliar se a exposi¢ao a nicotina no periodo de lactagéo é
ou nao nociva para a crianga (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2001).

O estresse € relacionado como fator de predisposicdo ao uso de drogas,
desencadeando recaida ao uso do tabaco e aumentando o desejo de fumar
(CEZARIO et al., 2012). Neste contexto, este trabalho teve com finalidade, avaliar
parametros comportamentais e bioquimicos em camundongos fémeas expostas a
estresse cronico imprevisivel na fase adulta e que foram expostas a nicotina na fase
de amamentacao, produzindo aporte cientifico para avaliar os riscos da nicotina a

longo prazo na vida do individuo.
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4 OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto é avaliar os parédmetros comportamentais e

bioquimicos em camundongos fémeas, que foram expostas a nicotina na fase de

amamentagao, submetidas ao estresse crénico imprevisivel na fase adulta.

Estratégia experimentais:

Utilizando camundongos fémeas adultas, expostas ou nao a nicotina durante

a fase de amamentacao, avaliar:

a) Evolugdo ponderal e ensaios comportamentais (labirinto em cruz

elevado e nado forgado);

b) Concentragao de corticosterona sérica,;
c) Concentracdo de BDNF no hipocampo, estriado, tronco encefalico e
cerebelo;

d) Concentracdo das proteinas PSD-95, sinaptofisina e sinapsina no

hipocampo, estriado cerebelo e tronco encefalico.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem Swiss oriundas de
ninhadas de cruzamentos de camundongos provenientes do biotério da
Universidade Federal de Alfenas. Os animais foram mantidos juntamente com as
maes em caixas de polietileno durante a fase de lactagédo, com livre acesso a agua e
comida (ragdo para roedores Nuvilab CR1®), a temperatura do ambiente foi
controlada (21£2°C) e ciclo claro/escuro de doze horas (luz ligada as 7h da manha).
O presente projeto foi submetido e aprovado pelo comité de ética desta instituicdo
(54/2018).

5.2 Desenho experimental

Para avaliar os efeitos da exposi¢cao a nicotina durante o inicio do periodo
pos-natal, inicialmente foi necessario realizar a reprodugdo dos roedores.
Camundongos de 6 a 8 semanas de idade foram colocados juntos durante 5 dias
para acasalamento, adicionando em cada caixa duas fémeas e um macho. Apds o
periodo de acasalamento, as fémeas prenhas foram separadas e mantidas assim
até o nascimento da prole. Um dia apds o nascimento dos filhotes, foi realizada a
adoc¢ao, padronizando as ninhadas alocando 8 filhotes para cada mae (4 machos e 4
fémeas). Cabe destacar que os filhotes machos foram utilizados em outro projeto de
pesquisa do laboratério. Como observado na Figura 2, as fémeas foram submetidas
a implantagdo da minibomba osmética contendo 200 yL da solugdo de nicotina (56
mg/ml) ou salina 0,9% estéril no quarto dia pés-natal (PN4) e colocadas na caixa
para a amamentacao dos filhotes até o 17° de vida, quando a minibomba foi retirada
cirurgicamente.

Os animais foram pesados em todas as idades para a avaliacdo ponderal e o
protocolo de exposicdo ao estresse crénico foi realizado durante 10 dias
consecutivos na fase adulta dos filhotes, iniciando em P65 e sendo finalizado em
P74; sendo que em P68, P71 e P74 foi realizado o nado forgado, funcionando como

estressor e teste comportamental. O nado for¢cado nos grupos nao expostos ao
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foi realizado apenas uma vez, em P68. No dia P76 foram realizados os

testes de LCE e logo apds os animais foram eutanasiados por decapitagcao para a

coleta das estruturas encefalicas e do sangue. Os grupos ndo expostos ao estresse

cronico imprevisivel ndo foram perturbados, exceto para pesagem, limpeza da gaiola

e reposicao de agua e comida até o dia de realizagao dos testes comportamentais.

Implantagéo da Labirinto em cruz
minibomba osmética elevado e eutanasia
Z -
2 pd pd z =z
o i o o o o o
Adocéao Y
Periodo de exposigao Periodo de exposigio
a nicotina ao estresse cronico

Figura 2 - Desenho experimental do presente estudo.

Nota: No primeiro dia pos-natal (PN1) os filhotes foram realocados em 8 por ninhada,
sendo 4 de cada sexo. Em P4 foi realizada a implantacdo da minibomba de pressao
osmotica nas maes de cada ninhada, contendo 200 pL da solugéo de nicotina (56 mg/mL)
ou 200 yL de salina 0,9% estéril. A minibomba libera uma dose diaria de 8 mg/kg de
nicotina durante 14 dias (P4 a P17). Em PN22 os animais foram desmamados e
separados por sexo, sendo as fémeas utilizadas no presente projeto. Na fase adulta, em
um periodo de 10 dias (P65-P74), foi realizado o protocolo de estresse cronico
imprevisivel, expondo dois grupos a situacdes estressantes. Os controles foram
manejados apenas para a limpeza da gaiola e pesagem. Em PN74 - teste de nado
forgado. PN75 - LCE e em seguida os animais foram eutanasiados para a coleta das
estruturas encefalicas e do sangue.

Fonte: Do autor (2021).

Assim, os animais foram divididos em quatro grupos experimentais, conforme

descrito a seguir:

a)

b)

Grupo SAL/NE (n=14): animais que foram amamentados pela mae que
teve implantada a minibomba contendo apenas salina e ndao foram
expostos ao estresse crénico na fase adulta.

Grupo SAL/E (n=14): animais que foram amamentados pela méae que
teve implantada a minibomba contendo apenas salina e foram expostos
ao estresse cronico na fase adulta.

Grupo NIC/NE (n=14): animais que foram amamentados pela mae que
teve implantada a minibomba contendo nicotina e ndo foram expostos

ao estresse croénico na fase adulta.
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d) Grupo NIC/E (n=14): animais que foram amamentados pela mae que
teve implantada a minibomba contendo nicotina e foram expostos ao

estresse cronico na fase adulta.

5.3 Nicotina

A nicotina (Nicotine di-tartrate salt - Sigma-Aldrich®, Saint Louis, Missouri,
USA) foi diluida em salina 0,9% estéril e administrada nas maes de cada ninhada
por meio da implantagdo subcutédnea da minibomba de pressao osmotica durante 14
dias na dose de diaria de 8 mg/kg de nicotina sendo repassada para os filhotes

durante este periodo por meio da amamentacgao.

5.4 Implantagao da minibomba de pressao osmética

Minibombas de pressdo osmotica (ALZET® modelo 2002 de 200 pL) foram
implantadas no tecido subcutdaneo nas méaes de cada ninhada. Como medida
profilatica, na noite anterior a cirurgia foi administrado por meio de gavagem
amoxicilina na dose de 22 mg/kg e uma hora antes da cirurgia, foi administrado
intraperitonealmente meloxicam na dose 2 mg/kg, com objetivo de evitar inflamagao
e infecgdes pos-operatérias. Apods anestesia por via intraperitoneal com cetamina
(100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), foi retirada a pelugem e realizada uma inciséo de
1 cm abaixo da regido dorsal do pescogo, inserindo a minibomba contendo salina ou
a solucao de nicotina sob a pele e suturando em seguida. Por fim, 0 camundongo foi
colocado em bolsa térmica aquecida até reestabelecimento da consciéncia
(SIMONS et al., 2005).

5.5 Protocolo de estresse cronico variavel

O protocolo do estresse cronico variavel foi adaptado de Ortiz e colaboradores

(1996) e consiste na exposicdo dos roedores a diferentes estressores de forma

imprevisivel em horarios variaveis, como descrito na Tabela 1. Dentre os
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procedimentos estao o isolamento, serragem umida, imobilizagao, privagdo de agua

e comida, natacao forcada e inversao do ciclo de luz.

Tabela 1 — Sequéncia do procedimento de estresse cronico variavel.

Dia Horario Procedimento Duragao Horario Procedimento Duragao
1 10h00 Imobilizagao 1h 18h00 Serragem umida Overnight
2 15h00 Isolamento no frio 1h 19h00 Luzes acesas Overnight
3 8h00 Serragem Gmida 10h 19h00 Privagio de aguae 5 o niopy

comida
4 12h00 Luzes apagadas 3h 15h00 Nado forgado 6min
5 7h00 Serragem Umida 12h 19h00 Isolamento Overnight
6 14h00 Isolamento no frio 15min 15h00 Luzes apagadas 2h
7 15h00 Nado forgado 6min 19h00 Luzes acesas Overnight
8 19h00 Isolamento Overnight 19h00 Privagao d.e agua e Overnight
comida
9 16h00 Imobilizacao 1h 19h00 Luzes acesas Overnight
10 15h00 Nado forgado 6min 22h00 Serragem umida Overnight

Fonte: Adaptado de LEPSCH, et al., 2005, baseado em ORTIZ, et al., 1996.

As sessbes foram realizadas em uma sala diferente das instalacbes dos

animais e foram realizadas na idade adulta dos camundongos, do dia PN65 ao

PN74.

5.6 Avaliagao comportamental

Os testes comportamentais foram realizados durante e apds o protocolo de

estresse crbénico, em que foi avaliado o nado forcado nos dias P68, P71 e P74 e o

LCE em P76, 24h ap6s o ultimo procedimento estressor. Todos os testes

comportamentais foram registrados em video por uma camera digital e o software

EthoVision® (Noldus, The Netherlands) foi utilizado para a quantificagcdo dos

parametros comportamentais.



28

5.6.1 Nado Forcado

Este teste foi desenvolvido por Porsolt em 1977 para deteccdo do efeito
antidepressivo de alguns farmacos e é atualmente utilizado para a mensuragéo de
comportamento depressivo devido a sua boa reprodutibilidade e a sua capacidade
de detectar antidepressivos clinicamente eficazes. Consiste em um cilindro contendo
14 cm de agua onde os animais foram colocados individualmente nos dias P68, P71
e P74 por um periodo de 6 minutos. O tempo total de imobilidade para cada animal e
o periodo de laténcia para o inicio deste comportamento foram mensurados a partir
do primeiro minuto (SLATTERY; CRYAN, 2012).

5.6.2 Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado (LCE) é o principal equipamento utilizado para
avaliar a ansiedade em roedores (DE REZENDE PINTO, et al., 2012). Vinte e quatro
horas apos o protocolo de estresse crénico foi realizado o teste de LCE. O animal foi
colocado no centro do labirinto com o focinho voltado para algum dos bracos
fechados (WALF; FRYE, 2007) e a porcentagem de permanéncia nos bracos
abertos, a velocidade média, a frequéncia de grooming e de head dipping foram

quantificados por 5 minutos.

5.7 Eutanasia, coleta de sangue e dissecagao

Vinte e quatro horas apds o protocolo de estresse cronico, os animais foram
submetidos ao teste do LCE (PN75) e logo em seguida foram eutanasiados por
decapitagao, evitando interferéncias quimicas nos resultados obtidos (CONSELHO
FEDERAL DE MEDICINA VETERINARIA, 2012; RUGINSK, et al., 2013).

Apos a decapitacdo o sangue foi imediatamente coletado em tubo
heparinizado e em seguida foi centrifugado sob refrigeracdo a 4°C a 3000 rpm por
20 minutos, fracionando o plasma e congelando a -80 °C até a realizagdo das
dosagens. Foi realizada a dissecacdo encefalica para a coleta do hipocampo,

estriado, cerebelo e tronco encefalico dos camundongos. Apdés a dissecagao as
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estruturas foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -80

°C até a realizacao das analises.

5.8 Quantificagao de Corticosterona

A corticosterona foi extraida de 25 uL de plasma de cada animal usando 1 mL
de etanol e foi quantificada por radioimunoensaio utilizando um padrao de
corticosterona (GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont, UK) e um anticorpo anti-

corticosterona (C8784; Sigma) seguindo a metodologia descrita por Jaffe em 2012.

5.9 Western blot

Foram realizados ensaios de Western blot prévios, a fim de padronizar as
diluicbes dos anticorpos e as quantidades de proteinas que seriam aplicadas em
cada estrutura. Foram utilizadas informagbdes contidas na documentagcdo dos
anticorpos para determinar as diluicdes testadas inicialmente.

As proteinas PSD-95, sinaptofisina e sinapsina | foram quantificadas no
cerebelo, tronco encefélico, estriado e hipocampo dos camundongos por meio de
Western blot. As amostras foram homogeneizadas com tampao Tris-HCI 50 mM (pH
7,4 contendo 1,0 mM de PMSF e coquetel inibidor de protease 1:1000 (Sigma) na
diluicdo 1:2, centrifugadas durante 5 min (1000 g; 4 °C) e ajustadas para a mesma
concentragédo proteica pelo método de Bradford. Em seguida, 130 yL da amostra
foram diluidos com 30 pL de tampé&o de Laemmli.

As amostras foram submetidas a eletroforese por SDS-PAGE, sendo utilizado
25ug de proteina por amostra. Apds a separacao eletroforética, as proteinas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose. Apds bloqueio com leite
desnatado 5% em tampéo Tris-Salina por 2 horas, as membranas foram incubadas
com anticorpos primarios especificos em concentragcdes previamente padronizadas;
PSD-95 (Abcam ab13552 — 1:1000); sinapsina | (Abcam (ab64581 — 1:1000);
sinaptofisina (Abcam ab8049 — 1:500). Em seguida, as membranas foram lavadas
com Tris-Salina e incubadas por 2 horas com um anticorpo secundario marcado com

peroxidase. O excesso de conjugado foi removido com mais um ciclo de lavagens e
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as bandas imunorreativas foram reveladas por incubagdo com substratos
especificos para as enzimas conjugados aos anticorpos secundarios na diluicdo de
1:5000 (Anti-mouse IgG GE NA931 ou Goat Anti-Rabbit IgG Abcam ab97051), cujas
reacdes envolvem emissdo de quimioluminescéncia. As imagens foram detectadas
(ImageQuant 400, GE Healthcare) e digitalizadas (IQuantCapture 400, v.1.0.0, GE
Healthcare) e as intensidades das bandas imunorreativas foram comparadas pelo
programa ImageQuant TL (1.43u, National Institutes of Health), sendo realizada a
normalizagdo dos dados quantificados anteriormente com os valores obtidos de
beta-actina (Mouse Monoclonal Anti-B-Actin-Peroxidase Sigma-Aldrich A3854 —
1:25000). Os dados finais foram expressos em porcentagem em relagao ao grupo
controle (SAL/NE).

5.10 Quantificagao do BDNF

A quantificacdo do BDNF foi realizada em amostras de tecido de tronco
encefalico, cerebelo, estriado e hipocampo dos camundongos por meio do kit BDNF
Emax® ImumunoAssay System (Promega) e protocolo adaptado (SZAPACS et al.,
2004). Foram adicionados 4 mL de tampao de lise com PMSF e coquetel inibidor de
protease em cada tubo contendo as amostras, que foram lisadas e homogeneizadas
e em seguida foram centrifugadas a 16000 g por 30 minutos a 4 °C e o
sobrenadante foi armazenado a -80 °C até o momento da analise.

A microplaca foi revestida com 100 uL de Anti-BDNF mAb diluido em tampao
carbonato, selada e submetida a incubacgédo overnight a 4 °C sem agitagdao. Apos
incubagéao, o conteudo dos pogos foi removido e a microplaca lavada vigorosamente
com tampao de lavagem TBS-t. Em seguida, foram adicionados 200 uL de tampéao
Amostra & Block 1X em cada poco. A microplaca foi incubada a temperatura
ambiente por 1 hora e lavada com TBS-t. Apds o preparo da curva padrao de BDNF,
foram adicionados 100 uL dos padrbes ou amostras em cada um dos pocos. Apos
uma série de lavagens e incubacodes, foram adicionados 100 uL de acido cloridrico 1
M para interromper a reagao, realizando a leitura espectrofotométrica a 450 nm.
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5.11 Analises estatisticas

Os resultados das avaliagbes comportamentais, os ensaios de Western blot,
BDNF e corticosterona foram comparados por meio da analise de variancia
(ANOVA), seguido da comparagao multipla pelo teste Tukey. Os dados foram
apresentados como média + EPM (erro padrdo da média) e considerados

significativamente diferentes para valores de p < 0,05.
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6 RESULTADOS
6.1 Padronizagao do protocolo de estresse crénico

Inicialmente, foi realizado um ensaio para padronizar o protocolo de estresse
cronico imprevisivel por 10 dias. Foram utilizados 20 camundongos fémeas, que
foram divididas em dois grupos: Controle (n = 10) e Estresse (n = 10).

Vinte e quatro horas apds o ultimo estimulo estressor, os animais foram
submetidos ao teste do LCE e entado eutanasiados, sendo o sangue coletado para a
dosagem da corticosterona sérica.

6.1.1 Dosagem de corticosterona sérica

O teste t de Student ndo pareado indicou ndo haver diferenga significativa da

corticosterona sérica entre os grupos controle e estresse, como observado na Figura
3.

15—

Corticosterona sérica (ug/dL)

0 | |
Controle Estresse

Figura 3 — Corticosterona sérica dos camundongos Swiss fémeas submetidas ou ndo ao protocolo de estresse
cronico imprevisivel.
Nota: Grupo estresse, n = 10; Grupo controle, n = 10. Valores expressos em pg/dL (média + EPM).
Os camundongos foram expostos ao protocolo de estresse cronico imprevisivel por 10 dias. Teste t
de Student.

Fonte: Do autor (2021).
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6.1.2 Labirinto em cruz elevado

Ao realizar o teste t de Student ndo pareado foi possivel verificar que nao

houve diferenga significativa no tempo de permanéncia nos bragos abertos do LCE

entre os grupos controle e estresse (Figura 4A). Contudo, ao avaliar a frequéncia de

grooming durante o LCE (Figura 4B), o grupo estresse teve uma frequéncia de

grooming significativamente maior que o grupo controle (p < 0,001). O protocolo de

estresse promoveu um aumento na frequéncia de grooming durante o LCE em

relagcdo ao grupo controle (p < 0,001), mas nao alterou o tempo permanéncia dos

animais nos bragos abertos.
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4 — Parametros comportamentais do LCE dos camundongos Swiss fémeas submetidas ou ndo ao

protocolo de estresse crbnico imprevisivel.

Nota: Grupo estresse, n = 10; Grupo controle, n = 10. Dados expressos em porcentagem de
permanéncia nos bragos abertos (A) e a frequéncia de grooming durante o ensaio (B); média + erro
padrao médio (EPM). Os camundongos foram expostos a um protocolo de estresse crbnico
imprevisivel por 10 dias. Teste t de Student. ***p < 0,001 — Grupo estresse em relagdo ao controle
24h apds o ultimo agente estressor.

Fonte: Do autor (2021).
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6.1.3 Padronizacdo do ensaio de Western Blot

A padronizagdo do ensaio de Western Blot possibilitou determinar os
parametros de concentracdo proteica e diluicdo dos anticorpos primarios
necessarios para a detecgdo das proteinas analisadas. As diluicbes recomendadas
pela fabricante foram suficientes para a realizagcdo da densitometria das bandas,
sendo utilizadas na quantificagcdo definitiva das amostras (PSD-95 1:1000;
Sinaptofisina 1:500 e Sinapsina | 1:1000). Em todas estruturas analisadas, 25 pg de
amostra foi satisfatéria, apds a normalizagdo dos dados com a beta-actina, como

observado na Figura 5.

Hipocampo Tronco Estriado Cerebelo

L | |
ugfm 25 50 75! 10 25 50 75 T 10 25 50 75 !10 25 50 75 !

el -4.---;.....
B-actina
(42KDa) ---- ------. - - - o

_________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

Sinaptofisina ‘--- , - & .-u A n .'

(34 kDa)

TL——— -..bu aat®

(42 kDa)

sl - - - - .. -

(74 kDa)
P - —mand
(42 kDa) m. - -

Figura 5 — Imagens representativas das membranas de padronizacdo do ensaio de Western blot.
Nota: Foram realizadas quatro aplicagdes com diferentes quantidades de proteinas totais (10, 25, 50 e
75 ug) nas quatro estruturas dissecadas de camundongos fémeas na fase adulta: hipocampo, tronco
encefalico, estriado e cerebelo.

Fonte: Do autor (2021).
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6.2 Avaliagao da vulnerabilidade ao estresse na vida adulta apos exposicao a

nicotina no inicio da fase pés-natal

6.2.1 Dosagem de corticosterona sérica

N&o houve alteragdes significativas na dosagem de corticosterona sérica em
nenhum dos grupos experimentais (Figura 6), indicando que a administragdo da
nicotina e/ou a exposi¢cdo ao estresse nao alteraram as concentragdes séricas deste

hormonio, no periodo avaliado.
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Figura 6 — Corticosterona sérica de camundongos expostos, por meio da amamentagédo, a salina (SAL/NE, n = 5;
e SAL/E, n = 5) ou nicotina (NIC/NE, n = 5; e NIC/E, n = 5) entre P4 e P17 e foram submetidos (SAL/E
e NIC/E) ou ndo (SAL/NE e NIC/NE) a um protocolo de estresse crénico de P65 a P74.
Nota: Valores expressos em ug de corticosterona por dL de plasma. ANOVA de duas vias, seguido do
teste de Tukey.

Fonte: Do autor (2021).

~

6.2.2 Evolucéo ponderal

Ao avaliar o peso médio em gramas (g) dos camundongos a cada 10 dias,
observa-se que nao ha diferenga significativa entre os grupos experimentais do dia
poés-natal 25 (PN25) até o PN65. Apds o protocolo de estresse, iniciado em PNG5, é
possivel verificar que houve uma diminuicdo do peso médio nos grupos submetidos
ao protocolo de estresse cronico, como mostra a Figura 7. Houve uma diminuigcéo
estatisticamente significativa no peso nos grupos submetidos ao estresse, SAL/E (p
<0,001) e NIC/E (p < 0,01), quando comparados aos grupos SAL/NE e NIC/NE.
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Figura 7 — Evolugdo ponderal dos camundongos Swiss fémeas nos diferentes grupos experimentais entre PN25
e PN75.
Nota: Valores expressos em gramas (g), média + EPM. Os camundongos foram expostos, por meio da
amamentacao, a salina (SAL/NE, n = 14; e SAL/E, n = 14) ou nicotina (NIC/NE, n = 14; e NIC/E, n =
14) do quarto dia pds-natal (PN4) até P17 e foram submetidos (SAL/E e NIC/E) ou ndo (SAL/NE e
NIC/NE) a um protocolo de estresse cronico de P65 a P74. ANOVA duas vias, seguido do teste de
Tukey. **p < 0,01 — SAL/NE em relagao ao NIC/E e NIC/NE em relagéo ao NIC/E em P75. ***p < 0,001
— SAL/NE em relagéo ao SAL/E e NIC/NE em relagao ao SAL/E em P75.

Fonte: Do autor (2021).

6.2.3 Labirinto em cruz elevado

No teste do LCE foram avaliados quatro pardametros comportamentais: a
porcentagem de permanéncia dos camundongos nos bragos abertos, a velocidade
média (m/s), a frequéncia de grooming e a frequéncia de head dipping, como visto
na Figura 8.

A porcentagem de permanéncia nos bragos abertos (Figura 8A) foi
semelhante entre todos os grupos, nao havendo diferenga significativa.

Houve um aumento da velocidade média (Figura 8B) nos animais dos grupos
submetidos ao estresse e expostos a salina (SAL/E) ou nicotina (NIC/E) em relagéo
aos grupos que receberam salina e n&o foi exposto ao estresse (SAL/NE) (p < 0,01 e
p < 0,001, respectivamente) e com o grupo nao submetido ao estresse e exposto a
nicotina (NIC/NE), (p < 0,0001 em ambos).
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Houve um aumento da frequéncia de head dipping (Figura 8C) no grupo que
recebeu nicotina e foi exposto ao estresse (NIC/E) em relagdo ao grupo NIC/NE, que
também foi exposto a nicotina, mas nao foi submetido ao estresse (p < 0,05).

A frequéncia de grooming (Figura 8D) foi maior apenas no grupo submetido
ao estresse e exposto a nicotina (NIC/E) em comparagao ao grupo SAL/E, que foi

submetido ao estresse e exposto a salina (p < 0,05).
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Figura 8 — Camundongos Swiss fémeas foram submetidas ao teste de LCE por 5 minutos no dia PN76. (A)
Porcentagem de permanéncia nos bragos abertos; (B) Velocidade média no LCE; (C) Frequéncia de
head dipping e (D) Frequéncia de grooming durante o LCE.

Nota: Dados expressos em porcentagem (A), em metros por segundo (B) e frequéncia (C e D) £
EPM. Os camundongos foram expostos, por meio da amamentacgéo, a salina (SAL/NE, n = 14; e
SAL/E, n = 14) ou nicotina (NIC/NE, n = 14; e NIC/E, n = 14) do quarto dia pés-natal (PN4) até PN17
e foram submetidos (SAL/E e NIC/E) ou ndo (SAL/NE e NIC/NE) a um protocolo de estresse crénico
de PN65 a PN74. ANOVA duas vias, seguido do teste de Tukey. (B) **p < 0,01 — SAL/NE em relagéo
ao SAL/E; ***p < 0,001 — NIC/E em relagdo ao SAL/NE; **** p < 0,0001 — SAL/E e NIC/E em relagao
a NIC/NE. (C) *p < 0,05 — NIC/E em relagéo ao NIC/NE. (D) *p < 0,05 — NIC/E em relagao ao NIC/NE
Fonte: Do autor (2021).
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6.2.4 Nado forgcado

O teste de nado forgado foi realizado em trés dias diferentes (PNG68, PN71 e
PN74) nos animais submetidos ao protocolo de estresse crénico. Cada animal foi
submetido ao teste por 6 minutos, sendo avaliada a distancia total percorrida durante
o teste (Figura 9A), a laténcia para o primeiro episédio de imobilidade (Figura 9B) e
o tempo total de imobilidade (Figura 9C). Nao houve diferenga significativa na
distancia total de nado entre os trés dias avaliados (Figura 9A), contudo, houve um
aumento significativo na laténcia para o primeiro quadro de imobilidade no primeiro
dia de teste (PN68) no grupo exposto a nicotina em relacédo ao exposto apenas a
salina (p < 0,05; Figura 9B). Verificou-se também uma diminuicdo do tempo de
imobilidade no grupo exposto a nicotina em relagdo ao exposto a salina em P71 e

P74, ou seja, no segundo e terceiro dia de nado for¢gado (p < 0,05; Figura 9C).
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Figura 9 — Camundongos Swiss fémeas foram submetidas a uma sequéncia de testes de nado forgado inclusos
no protocolo de estresse cronico, sendo realizados em PN68, PN71 e PN74. Os dados indicam a
distancia percorrida durante o nado (A), a laténcia para a ocorréncia do primeiro episodio de
imobilidade (B) e o tempo médio de imobilidade durante o ensaio (C).
Nota: Dados expressos em metros (A) e em segundos (B e C) média + EPM. Os camundongos foram
expostos, por meio da amamentagéo, a salina (SAL/E, n = 14) ou nicotina (NIC/E, n = 14) do quarto
dia pds-natal (PN4) até P17 e foram submetidos a um protocolo de estresse crénico de P65 a P74.
ANOVA de duas vias, seguido do teste de Tukey. *p < 0,05.

Fonte: Do autor (2021).
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6.2.5 Quantificagcao de BDNF

O BDNF é a principal neurotrofina do cérebro e faz a modulagao de diversas
fungdes sinapticas, induzindo estimulo ao crescimento e integridade neuronal. A
quantificacdo de BDNF (Figura 10) indicou uma diminuicdo desta proteina no
cerebelo nos grupos em que tiveram administragdo de nicotina durante a
amamentacdo (NIC/NE e NIC/E) quando comparados aos grupos que receberam
apenas salina (SAL/NE e SAL/E, respectivamente; p > 0,01, Figura 10A). No
estriado (Figura 10C), houve diminuigdo do BDNF nos grupos NIC/NE (p < 0,0001),
SAL/E (p > 0,05) e NIC/E (p < 0,01) em comparagao ao grupo SAL/NE, além de uma
diminuicdo de BDNF no grupo NIC/NE em comparagao ao grupo SAL/E (p < 0,05).
Ja as dosagens de BDNF no tronco encefalico e no hipocampo ndo detectaram

diferencga significativa entre os grupos.
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Figura 10 — BDNF no cerebelo (A), tronco encefalico (B), estriado (C) e hipocampo (D) por ensaio de
imunoabsorgdo enzimatica (ELISA).
Nota: Valores expressos em pg de BDNF por grama de cada estrutura. Os camundongos foram
expostos, por meio da amamentagdo, a salina (SAL/NE, n = 14; e SAL/E, n = 14) ou nicotina
(NIC/NE, n = 14; e NIC/E, n = 14) do quarto dia pds-natal (PN4) até PN17 e foram submetidos
(SAL/E e NIC/E) ou ndo (SAL/NE e NIC/NE) a um protocolo de estresse cronico de P65 a P74.
ANOVA duas vias, seguido do teste de Tukey. (A) **p < 0,01 — SAL/NE em relagdo ao NIC/NE e
SAL/E em relagdo ao NIC/E; ****p < 0,0001 — SAL/NE em relagdo ao NIC/E. (C) *p < 0,05 —
SAL/NE e NIC/NE em relagao ao SAL/E; **p < 0,01 — SAL/NE em relagéo ao NIC/E; ****p < 0,0001
— SAL/NE em relacédo ao NIC/NE.

Fonte: Do autor (2021).
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6.2.6 Quantificacdo de PSD-95, sinaptofisina e sinapsina | por Western blot

Os ensaios de Western blot apresentaram variacbes dependentes da
estrutura e proteina alvo, destacam-se o cerebelo, que apresentou um aumento em
todas as proteinas quantificadas nos grupos expostos isoladamente ao estresse ou
a nicotina e o tronco encefalico, que apresentou uma diminuigdo das proteinas PSD-
95 e sinaptofisina nos grupos expostos a nicotina e/ou submetidos ao estresse. O
estriado e o hipocampo nao tiveram alteragbes significativas em nenhuma das

proteinas quantificadas.

6.2.6.1 PSD-95

A quantificacdo do PSD-95 indicou um aumento da concentragdo desta
proteina no cerebelo (Figura 11A) do grupo exposto apenas a nicotina (NIC/NE; p <
0,001) e no grupo exposto apenas ao estresse (SAL/E; p < 0,01) quando
comparados ao grupo controle (SAL/NE). Ainda no cerebelo, houve uma redugao do
PSD-95 no grupo NIC/E em relagao ao SAL/E e ao NIC/NE (p < 0,05 e p < 0,01,
respectivamente). No tronco encefalico (Figura 11B) houve uma diminuicado de PSD-
95 no grupo NIC/NE (p < 0,001), SAL/E e NIC/E (p < 0,0001) em relacdo ao SAL/NE.
No estriado (Figura 11C) e no hipocampo (Figura 11D), a concentragdo de PSD-95

nao apresentou diferenga significativa entre os grupos.
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Figura 11 — PSD-95 no cerebelo (a), tronco encefélico (b), estriado (c) e hipocampo (d) por meio de ensaio de
Western blot.
Nota: Os camundongos foram expostos, por meio da amamentacado, a salina (SAL/NE, n = 5; e
SAL/E, n = 5) ou nicotina (NIC/NE, n = 5; e NIC/E, n = 5) entre P4 e P17 e foram submetidos (SAL/E
e NIC/E) ou ndo (SAL/NE e NIC/NE) a um protocolo de estresse cronico de P65 a P74. Valores
normalizados pela beta-actina e expressos em porcentagem em relagéo ao grupo controle (SAL/NE).
ANOVA de duas vias, seguido do teste de Tukey. (A) *p < 0,05 — SAL/E em relagdo ao NIC/E; **p <
0,01 — SAL/NE em relagdo ao SAL/E e NIC/NE em relagdo ao NIC/E; ***p < 0,001 — SAL/NE em
relacdo ao NIC/NE. (B) ***p < 0,001 — SAL/NE em relacdo ao NIC/NE; ****p < 0,0001 — SAL/E e
NIC/E em relagdo ao SAL/NE.

Fonte: Do autor (2021).
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6.2.6.2 Sinaptofisina

A quantificacdo da sinaptofisina no cerebelo dos camundongos (Figura 12A)
indicou um aumento de sua concentragcdo no grupo exposto apenas a nicotina
(NIC/NE; p < 0,01) e no grupo exposto apenas ao estresse (SAL/E; p < 0,05),
quando comparados ao grupo controle (SAL/NE), além de diminuigdo na
concentragdo no grupo NIC/E em relagdo ao grupo NIC/NS (p < 0,05). No tronco
encefalico (Figura 12B), estriado (Figura 12C) e hipocampo (Figura 12D) ndo houve
nenhuma diferenga significativa na concentracao de sinaptofisina entre os grupos

experimentais.
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Figura 12 — Sinaptofisina no cerebelo (a), tronco encefalico (b), estriado (c) e hipocampo (d) por meio de ensaio
de Western blot.
Nota: Os camundongos foram expostos, por meio da amamentacado, a salina (SAL/NE, n = 5; e
SAL/E, n = 5) ou nicotina (NIC/NE, n = 5; e NIC/E, n = 5) entre P4 e P17 e foram submetidos (SAL/E
e NIC/E) ou ndo (SAL/NE e NIC/NE) a um protocolo de estresse cronico de P65 a P74. Valores
normalizados pela beta-actina e expressos em porcentagem em relagéo ao grupo controle (SAL/NE).
ANOVA de duas vias, seguido do teste de Tukey. (A) *p < 0,05 — SAL/NE em relagdo ao SAL/E e
NIC/NE em relagéo ao NIC/E; **p < 0,01 — SAL/NE em relagédo ao NIC/NE.

Fonte: Do autor (2021).
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6.2.6.3 Sinapsina |

A exposicao isolada a nicotina (NIC/NE) ou ao estresse (SAL/E) promoveu um
aumento da concentragdo de sinapsina | no cerebelo (Figura 13A) em relagdo ao
grupo SAL/NE (p < 0,001 e p < 0,05, respectivamente) e houve uma diminuicdo da
mesma proteina no grupo exposto a nicotina e submetido ao estresse (NIC/E) em
relacgo ao NIC/NE (p < 0,01). No tronco encefalico houve diminuicdo na
concentragéo de sinapsina | nos grupos NIC/NE, SAL/E e NIC/E (p < 0,0001; Figura
13B). Nenhum dos tratamentos alterou a concentragdo de sinapsina | no estriado

(Figura 13C) ou no hipocampo (Figura 13D).
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Figura 13 — Sinapsina | no cerebelo (a), tronco encefalico (b), estriado (c) e hipocampo (d) por meio de ensaio de
Western blot.
Nota: Os camundongos foram expostos, por meio da amamentagdo, a salina (SAL/NE, n = 5; e
SAL/E, n = 5) ou nicotina (NIC/NE, n = 5; e NIC/E, n = 5) entre P4 e P17 e foram submetidos (SAL/E
e NIC/E) ou ndo (SAL/NE e NIC/NE) a um protocolo de estresse cronico de P65 a P74. Valores
normalizados pela densitometria de beta-actina e expressos em porcentagem em relagdo ao grupo
controle (SAL/NE). ANOVA de duas vias, seguido do teste de Tukey. (A) *p < 0,05 — SAL/NE em
relagdo ao SAL/E; **p < 0,01 — SAL/NE em relagédo ao SAL/E; ***p < 0,001 — SAL/NE em relagdo ao
NIC/NE. (B) ****p < 0,0001 — SAL/NE em relagao a NIC/NE, SAL/E e NIC/E.
Fonte: Do autor (2021).
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7 DISCUSSAO

As terapias de reposi¢cdo de nicotina sdo consideradas alternativas mais
seguras que o tabagismo durante a amamentacdo considerando que ha a
diminuicdo dos compostos transferidos para o leite (HOTHAM; HOTHAM, 2015;
ILETT et al., 2003), entretanto € necessaria uma avaliagdo mais aprofundada dos
efeitos dos substitutos do cigarro em mulheres gravidas, lactantes e nos bebés
devido a escassez de ensaios que avaliam estes efeitos a longo prazo (JAMSHED et
al., 2020; REECE-STREMTAN; MARINELLI, 2015). O atual estudo indica que a
administracao de nicotina pela amamentagdo no inicio do periodo pos-natal em
camundongos Swiss fémeas submetidas a um protocolo de estresse crénico
imprevisivel na fase adulta promove alteragdes comportamentais observadas no
LCE e o NF, e promoveu alteracdes bioquimicas em diferentes estruturas cerebrais,
observadas pela diminuigcdo da concentragcdo de BDNF no estriado e de PSD-95 e
sinapsina | no tronco encefalico. Nesse estudo, também foi possivel observar que a
exposicao isolada a nicotina no inicio da fase pds-natal ou protocolo de estresse
cronico na vida adulta aumentou a expressao das proteinas PSD-95, sinaptofisina e
sinapsina | no cerebelo.

A dosagem de corticosterona sérica ndo apresentou diferenca significativa
entre os grupos. Gong e colaboradores (2015) quantificaram em diferentes dias a
corticosterona sérica em camundongos fémeas submetidas a um protocolo de
estresse por contencéo, sendo que o maior nivel de corticosterona foi observado no
primeiro dia de estresse, tendo os niveis diminuidos gradativamente até o 18° dia de
protocolo, quando os niveis de corticosterona voltaram a aumentar. No mesmo
estudo, as alteragdes permanentes foram observadas apenas em protocolos com
etapas estressoras mais longas e agressivas que as utilizadas no presente trabalho,
como no teste de nado forcado, em que o nivel maximo de corticosterona sérica foi
verificado apenas no ensaio com 40 minutos de duragdo. Assim, a estabilidade da
concentracdo sérica de corticosterona observada pode ser decorrente de uma
adaptacao caracteristica da fase de esgotamento do estresse, podendo ter ocorrido
um aumento agudo nos dias iniciais do protocolo seguido de uma diminui¢cao
progressiva.

Os dados obtidos em relagdo a evolugdo ponderal dos camundongos sao

condizentes com a literatura, ja que diversos estudos indicam haver uma diminuigcao
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do peso corporal em roedores submetidos a diferentes protocolos de estresse
cronico (CHRISTIANSEN et al., 2008; FURMAN et al, 2019; LOPEZ et al., 2018). De
fato, o estudo de Jeong et al. (2013) verificou que camundongos tendem a perder
peso corporal quando submetidos a estresse por contencdo. O sexo dos animais €
um fator a ser considerado na relagao entre peso e estresse. Furman et al. (2019)
avaliaram um protocolo de estresse cronico por restricdo em camundongos machos
e fémeas. Os autores verificaram reducdo do peso corporal em ambos os sexos
submetidos a contengédo em relagdo ao grupo controle. No entanto, ao comparar os
sexos, eles observaram que os camundongos machos tiveram uma menor
diminuicdo no ganho de peso corporal em relagcao as fémeas, evidenciando que as
fémeas sdo mais propensas a perderem peso ao serem submetidas ao estresse,
mas a relagdo entre esses dois fatores ainda néo foi totalmente elucidada.Com
relagao a interagao entre a nicotina e o peso dos animais, em um estudo que avaliou
0 peso corporal de camundongos expostos a nicotina diluida na concentracéo de
200 pg/mL na agua de beber, verificou-se uma diminuigdo do peso corporal dos
animais apenas 18 dias apos o consumo, mostrando que para interferir no peso
corporal a nicotina deve ser administrada em uma dose e um periodo maior que o
utilizado em nosso estudo (CALARCO et al., 2017).

Ao avaliar os parametros comportamentais em estudos sobre estresse é
possivel verificar uma heterogeneidade dos resultados, ja que os protocolos
experimentais, as linhagens e as espécies dos animais utilizados estdo diretamente
relacionados com o comportamento intrinseco de cada modelo (DUCOTTET,
BELZUNG, 2008). Neste contexto, foi realizada uma avaliagdo dos dados obtidos
com estudos que mais se assemelharam metodologicamente com o presente
trabalho.

O LCE é um modelo amplamente utilizado para avaliagdo da ansiedade em
roedores, sendo que uma menor permanéncia do animal nos bragos abertos do
aparato indica maior ansiedade. No presente estudo observamos que o tratamento
com nicotina no inicio do periodo pés-natal e o protocolo de estresse na vida adulta
nao foram capazes de promover alteracbes estatisticamente significativas na
permanéncia dos bracos abertos do LCE, resultado semelhante ao obtido pelo
estudo de Morais-Silva e colaboradores (2016), em que foi realizado um protocolo

de estresse por contencdo durante 5 dias consecutivos em camundongos Swiss
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machos, ndo havendo alteragdo no tempo de permanéncia nos bragos abertos do
LCE.

Ainda no LCE, foi avaliado a velocidade média dos camundongos, sendo
observado um aumento da velocidade nos grupos submetidos ao estresse. O
aumento da velocidade média durante o LCE pode indicar aumento da ansiedade, ja
que a administragao de compostos ansioliticos em camundongos como o haloperidol
e a fluoxetina promovem uma diminuicdo da velocidade e do tempo nos bragos
abertos (YANG et al., 2015).

O grooming € um comportamento de autolimpeza realizada por roedores,
sendo que o aumento da frequéncia deste comportamento indica de aumento da
ansiedade. No presente estudo, a administracdo de nicotina e o protocolo de
estresse isolados n&o foram suficientes para alterar a quantidade de grooming
realizada durante o LCE, contudo no grupo em que foi administrada a nicotina na
amamentacao e foi submetido ao estresse na vida adulta houve uma frequéncia de
grooming maior em relagdo que o grupo que recebeu apenas salina e foi submetido
ao estresse. Os resultados da frequéncia de grooming nos grupos submetidos ao
estresse sao condizentes com o estudo de Yalcin e colaboradores (2008) que
avaliou a frequéncia de grooming em camundongos submetidos a estresse crbnico
imprevisivel por seis semanas e nao houve alteracdo significativa desse
comportamento.

O estudo de Zarridast e colaboradores (1998) indicou uma relagdo direta da
administracdo de nicotina com o aumento da frequéncia de grooming, sendo
derivada de alteragcbes no mecanismo muscarinico, o que pode justificar o aumento
da frequéncia de grooming no grupo NIC/E, Adicionalmente, Myslivecek e Kvetnasky
(2006) demonstraram que o estresse promove alteragbes nos receptores
muscarinicos, sendo estas modificagcbes dependentes do carater quimico, fisico ou
social dos estressores. No LCE o aumento de head dipping também esta
relacionado com diminuicdo da ansiedade (ADUEMA et al., 2018) havendo um
aumento da frequéncia deste comportamento em camundongos expostos a diversos
compostos tradicionalmente ansioliticos (SARKAR, 2020; TAKEDA; TSUJI,
MATSUMIYA, 1998).

No primeiro ensaio de NF foi observado no grupo exposto a nicotina um
aumento da laténcia para imobilidade e no segundo e terceiro NF uma diminui¢céo do

tempo total de imobilidade. Nao houve diferenca significativa na distancia total de
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nado. Os resultados obtidos indicam que a nicotina promove efeitos do tipo
antidepressivo em camundongos submetidos ao nado forgado durante o protocolo
de estresse. O estudo de Tizabi e colaboradores (2000) demonstrou a capacidade
da nicotina de reduzir o tempo de imobilidade no teste de nado forgado, sendo este
efeito anulado pela administragcdo de mecamilamina, um antagonista nao seletivo e
nao competitivo da nicotina, sugerindo que este efeito esteja relacionado a ligagao
da nicotina aos receptores nicotinicos, sendo este resultado replicado por Vazquez-
Palacios em 2004 e por Vieyra-Reyes em 2008.

Os animais expostos a nicotina tiveram uma redugao dos niveis de BDNF no
cerebelo e os animais expostos a nicotina e/ou ao estresse tiveram uma diminuigao
de BDNF no estriado. Adicionalmente, um estudo clinico realizado por Lavesi e
colaboradores (2018) mostra uma diminuicdo no BDNF do cerebelo de bebés que
vieram ao obito e foram expostos ao cigarro. Em camundongos, o BDNF cerebelar é
relacionado ao aumento das respostas exploratérias e em busca de novidades no
labirinto em T elevado (LARICCHIUTA et al.; 2018). O periodo neonatal € uma fase
critica do desenvolvimento do cerebelo em roedores, visto que a neurogénese desta
estrutura ocorre integralmente apés o nascimento (DWYER et al., 2009). Além disso,
a ativagao precoce dos receptores nicotinicos afeta diretamente o desenvolvimento
dos neuroblastos cerebelares primarios (OPANASHUK et al., 2001). O estriado tem
participagdo no controle da motricidade e no sistema limbico (HUNNICUTT et al.,
2016; CHOI et al., 2012). Uma diminuicdo nos niveis de BDNF estriatal ja foi
relatada em ratos submetidos a separacdo materna (LIPPMANN et al., 2007) e em
ratos submetidos a estresse cronico durante 4 semanas (TOTH et al., 2008). O
estudo de Ortega e colaboradores (2012) demonstrou que camundongos expostos
diariamente a nicotina (18 mg/kg) tiveram uma diminuicdo de BDNF no estriado.

Nos animais expostos a nicotina e/ou ao estresse houve uma diminuicao de
PSD-95 e sinapsina | no tronco encefalico, o que pode ser um indicativo de efeitos
deletérios em elementos sinapticos e pds-sinapticos, ja que o PSD-95 estabelece a
transducdo de sinal na zona sinaptica organizando receptores e moléculas
(DOSEMECI et al., 2007). A sinapsina | esta relacionada com a neurotransmisséo e
sinaptogénese (GITLER, 2004). Os resultados obtidos sdo complementares ao
estudo de Torres e colaboradores (2015) que verificaram uma diminuicdo nas
proteinas especificas da mielina no tronco encefalico em camundongos expostos a

fumaca de cigarro durante a fase pds-natal, evidenciando uma sensibilidade desta
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estrutura aos compostos presentes no cigarro. Vale destacar que a exposi¢cao a
fumaca do cigarro aumenta em cerca de cinco vezes a chance de sindrome da
morte subita infantil.

Em conjunto, os dados obtidos pelo estudo mostram que a exposigdo a
nicotina em uma fase critica do desenvolvimento reduz o comportamento do tipo
depressivo durante o estresse na fase adulta, além de interferir em elementos da
transmissao sinaptica em diferentes estruturas encefalicas. Ainda, apesar de ndo ser
capaz de alterar a concentracao sérica de corticosterona, o protocolo de estresse
imprevisivel induziu uma diminui¢do do peso corporal em camundongos, além de
aumentar a velocidade média dos animais no LCE. A associacao entre exposigcao a
nicotina no periodo pos-natal e estresse na fase adulta levou ao aumento da
frequéncia de grooming e de head dipping durante o LCE, diminui a concentracéo de
BDNF no estriado, de PSD-95 e sinapsina | no tronco encefélico. Ja a exposi¢cao
isolada a nicotina ou ao estresse, aumentou os niveis de PSD-95, sinaptofisina e

sinapsina | no cerebelo.
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8 CONCLUSOES

A corticosterona sérica nao sofreu alteragbes pelo protocolo de estresse ou

pela exposigao no inicio do periodo pos-natal a nicotina;

O protocolo de estresse crbénico de 10 dias induziu uma diminuigdo do peso
corporal em camundongos; enquanto a exposi¢do a nicotina no inicio do
periodo pdés-natal ndo foi capaz de promover alteragbes no peso na vida

adulta;

O protocolo de estresse ndo promoveu alteracdo na permanéncia nos bragos
abertos do LCE, mas foi capaz de aumentar a velocidade média dos animais
no mesmo ensaio. O grupo exposto a nicotina e submetido ao estresse teve

um aumento da frequéncia de grooming e de head dipping durante o LCE;

No nado forgado, a exposi¢ao a nicotina durante o inicio do periodo pés-natal
reduziu o comportamento do tipo depressivo durante o estresse nos
camundongos, ja que houve diminuicdo do tempo de imobilidade e aumento

da laténcia para imobilidade;

A nicotina promoveu uma diminuicdo da quantidade de BDNF no cerebelo e
0s animais expostos a nicotina e/ou ao estresse tiveram uma diminuicdo de
BDNF no estriado;

Os ensaios de Western blot indicaram um aumento de PSD-95, sinaptofisina
e sinapsina | no cerebelo dos animais expostos isoladamente a nicotina ou ao
estresse. No tronco encefalico, houve uma diminuigdo da concentragao das
proteinas PSD-95 e sinapsina | dos camundongos expostos a nicotina e/ou

submetidos ao protocolo de estresse.
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