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Resumo

DURO, S. O. Efeitos da exposicdo a fumaca do cigarro com diferentes
concentragdes de nicotina nos elementos da transmissdo sinaptica no
inicio do periodo poés-natal de camundongos. 2017. 97f. Dissertagcédo
(mestrado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2017.

O inicio do desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) é
caracterizado por diversos processos, com periodos criticos, que podem ser
influenciados por xenobioticos. Este estudo teve como objetivo comparar os
efeitos das diferentes concentragdes de nicotina em elementos da transmissao
sinaptica durante o desenvolvimento de camundongos C57BI/6. Para tanto,
foram utilizados cigarros com duas diferentes concentracdes de nicotina, o0 3R4F
(0,73 mg de nicotina/cigarro) e o 4A1 (0,16 mg de nicotina/cigarro). As
exposi¢cdes ocorreram diariamente a partir do 3° dia de vida (P3) até o 14° dia
(P14) por duas horas, e os animais controle foram expostos somente ao ar
sintético. Os animais foram eutanasiados em P15, P35 e P65 e avaliamos as
seguintes proteinas: sinapsina (SYN1), sinaptotagmina (SYT), sinaptofisina
(SYP), sinaptobrevina (SYB), PSD-95 e EGR-1, por Western blotting; o gene
Egr-1 por PCR Real Time; MAP-2 e neurofilamentos (Neu) por
imunofluorescéncia no hipocampo, tronco encefalico e cerebelo. Nossos
resultados mostraram que na infancia (P15) a fumaca do cigarro 3R4F diminuiu
SYN1, assim como EGR-1, MAP-2 e Neu no cerebelo. No hipocampo houve
aumento de SYN1 e MAP-2, diminuicdo de PSD-95, Egr-1 e Neu. No tronco
encefalico esse cigarro ndo modificou nenhum dos parametros avaliados. Nessa
mesma idade, a fumaca do cigarro 4A1 diminuiu MAP-2, Neu e a expressao
génica de Egr-1 no cerebelo; diminuiu MAP-2 e Neu no hipocampo e nao
promoveu alteracdes no tronco encefalico. Em P35 (adolescéncia) o 3R4F
manteve reduzido SYN1, EGR-1, MPA-2 and Neu, e também reduziu Egr-1 no
cerebelo. A diminuicdo de SYN1 também foi observada no hipocampo, mas
nessa estrutura o 3R4F também aumentou SYT, SYP, MAP-2 and Neu; diminuiu
EGR-1 e a expressao de Egr-1. No entanto, no tronco encefalico, foram

observados aumento de SYN1 e MAP-2, e uma diminuicdo de Neu. Em relacao



a fumaca do 4A1, em P35, nossos resultados mostraram diminuicdo de SYB,
Egr-1, MAP-2 and Neu no cerebelo; aumento de Egr-1, MAP-2 e diminuigdo de
Neu no hipocampo; no tronco encefalico houve aumento de SYB, Egr-1, Neu e
diminuicdo de MAP-2. Na fase adulta (P65) as Unicas diferencas estatisticas
encontradas foram: no cerebelo: diminuicdo de SYB pelos cigarros 4Al,
aumento de EGR-1 pelo 3R4F e aumento de Egr-1 e MAP-2 por ambos 0s
cigarros; no hipocampo: aumento de Neu por ambos o0s cigarros; tronco
encefalico: aumento de SYB e EGR-1 e diminuicdo de SYT pelo 4A1, diminuicdo
de SYN1, aumento de EGR-1, Egr-1 e MAP-2 pelo 3R4F. Nossos resultados
indicam que a exposi¢do a fumacga do cigarro nos primeiros dias de vida de
camundongos, mesmo que em baixas concentragcbes de nicotina, podem
acarretar em alteracbes em elementos da transmissao sinaptica em varias

regides encefalicas durante a infancia, adolescéncia e na fase adulta.

Palavras-chave: Neurotransmissdo, Proteinas sinapticas, Poluicdo tabagistica
ambiental, C57BI/6.



Abstract

DURO, S. O. Effects of environmental tobacco smoke with different
concentrations of nicotine in synaptic elements in the postnatal period of mice.
2017. 97f. Dissertacdo (mestrado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2017.

The initial steps of the development of the central nervous system are
characterized by several critical processes, which can be affected by xenobiotics.
The present study aimed to compare the effect of two different nicotine
concentrations in cigarettes on synaptic transmission elements during the
development of C57/BI6 mice. To reach this aim we exposed C57BI/6 mice to
smoke from two different cigarettes — 3R4F (0.73mg of nicotine/cigarette) or 4Al
(0.16mg of nicotine/cigarette), from the third day of life (P3) until the fourteenth
(P14) for a period of 1h, twice a day (at 8am and at 3pm). The control animals
were exposed only to synthetic air. At P15, P35 and P65, the animals were
submitted to euthanasia and different encephalic areas were collected
(cerebellum, hippocampus and brainstem); quantification of synapsin (SYN1),
synaptotagmin (SYT), synaptophysin (SYP), synaptobrevin (SYB), PSD-95 and
EGR1 protein expression was assessed by western blotting, gene expression of
Egr-1 by was assessed by RT-PCR and MAP-2 and neurofilaments (Neu) were
assessed by immunofluorescence. Our results showed that exposure to 3R4F
smoke decreased the quantification of SYN1 at infancy (P15), as well as EGR-1,
MAP-2 and Neu at cerebellum. At hippocampus, there was an increase of SYN1
and MAP-2, decrease of PSD-95, Egr-1 and Neu. At brainstem, 3R4F smoke did
not modify any parameter. At the same age, 4A1 smoke decreased the
guantification of MAP-2, Neu and the expression of Egr-1, at cerebellum;
decreased MAP-2 and Neu at hippocampus and did not alter any parameter at
brainstem. At P35 (adolescence) 3R4F smoke still reduced SYN1, EGR-1, MAP-
2 and Neu, and reduced Egr-1 at cerebellum. The reduction of SYNL1
guantification was also observed at hippocampus, but at this area, 3R4F smoke
also increased the quantification of SYT, SYP, MAP-2 and Neu and decreased

EGR-1 and the expression of Egr-1. However, at the brainstem, an increased



guantification of SYN1 and MAP-2 and a decrease of Neu were observed.
Regarding 4A1 smoke, at the same age, our results showed a decreased
guantification of SYB, Egr-1, MAP-2 and Neu at cerebellum; increase of Egr-1,
MAP-2 and decrease of Neu at hippocampus; and at brainstem, increase of SYB,
Egr-1, Neu and decrease of MAP-2. At adulthood (P65) the only statistical
differences were: at cerebellum — decreased quantification of SYB by 4Al
cigarette smoke, increase of EGR-1 by 3R4F and increase of Egr-1 and MAP-2
by smoke of both cigarettes; at hippocampus — increase of Neu by smoke of both
cigarettes; at brainstem — increase of SYB and EGR-1 and decrease of SYT by
4A1 smoke, decrease of SYN1, increase of EGR-1, Egr-1 and MAP-2 by 3R4F
smoke. Thus, we can conclude that exposure to cigarette smoke early in life,
even at low nicotine concentrations can modify elements of synaptic

transmission, compromising such transmission at several encephalic areas.

Keywords: Neurotransmission, synaptic proteins, secondhand smoke, C57BI/6.
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1.1 Epidemiologia do cigarro

A Organizacéo Mundial da Saude (OMS) classifica 0 uso do tabaco como
uma epidemia, que leva a morte de aproximadamente seis milhfes de pessoas
ao ano, sendo que 600.000 destas referem-se as pessoas expostas ao fumo
passivo (OMS, 2014).

O fumante passivo é exposto a poluicdo tabagistica ambiental (PTA), que
€ composta por duas correntes de fumaca: primaria e secundaria, também
conhecidas como fumaca central e lateral, respectivamente. A corrente
primaria, ou fumaga central, é a corrente tragada e absorvida pelo fumante.
Esta produz aproximadamente 7.000 substancias toxicas ao organismo, das
quais 43 sdo cancerigenas, e sua temperatura de queima pode chegar a
aproximadamente 900 °C (COUTO, CAMPELO, 2009).

A principal responsavel pela poluicdo tabagistica ambiental € a corrente
secundaria, ou fumaca lateral, que € composta pela fumaca que sai da ponta
do cigarro acesso, onde a temperatura atingida € de aproximadamente 350°C.
Nesta temperatura ocorre uma combustdo incompleta dos compostos o que
gera varias substancias téxicas em quantidades iguais ou maiores as da
corrente primaria, como o triplo da quantidade de nicotina, o triplo de CO,, 0
quintuplo de alcatrdo e 50 vezes mais substancias cancerigenas (INCA, 2014).

Varios estudos epidemiolégicos associam as exposicOes tabagisticas
ambientais em fases precoces da vida (intrauterina e infancia) com
consequéncias na saude na vida adulta, inclusive com o surgimento de cancer
(BOFFETTA et al., 2000; BARTON et al., 2005; ASOMANING, et al., 2008). A
exposicdo a PTA no inicio da vida intrauterina pode induzir processos
deletérios no feto por causa da conducdo de substancias toxicas pelo cordao
umbilical tanto em gestantes fumantes quanto em gestantes expostas ao fumo
passivo (WUNSCH FILHO et al., 2010).

Estudos mostram que o ato de fumar durante a gravidez é responsavel
por 20% dos casos de fetos com baixo peso ao nascerem, 8% dos partos
prematuros e 5% de todas as mortes perinatais, além de contribuir para a

sindrome da morte subita infantii e de causar alteracdes importantes no
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desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) do feto (LEOPERCIO et al.,
2003; GALAO et al., 2009).

Nos recém-nascidos, o tabagismo passivo esta relacionado a déficits
neurolégicos e cognitivos, tremores, hipertonicidade, inquietude e
hiperatividade. Ja a crianca no periodo pré-escolar exposta ao fumo passivo
apresenta prejuizos no aprendizado, déficit de atencao, dificuldades na leitura,
em calculo, no desenvolvimento de habilidades manuais e ainda da linguagem
falada (REICHERT et al., 2008).

Pesquisas recentes mostram que o consumo do cigarro foi reduzido no
Brasil (Figura 1) em funcdo de diversas campanhas anti-tabagisticas. Um
exemplo é a Lei n® 12.546 de dezembro de 2011, a qual proibe o ato de fumar
em recintos coletivos fechados, privados ou publicos, de todo o pais. Esta lei
representa um avanco significativo na Politica Nacional de Controle do Tabaco,
passando a garantir protecdo a populacdo contra os danos a saude

decorrentes da exposicao a fumaca ambiental do tabaco (INCA, 2014).
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Figura 1: Consumo oficial aparente de cigarros per capita no Brasil de 1980 a 2010
(INCA, 2014).

A nicotina € uma das 4.200 substancias catalogadas que compdem o
cigarro e esta fortemente relacionada a dependéncia dos individuos fumantes.
Os cigarros com maior concentracdo deste alcaloide foram caracterizados
como 0s maiores responsaveis por este efeito, sugerindo que quanto maior a
concentracdo de nicotina mais dependente o individuo se tornaria. Por isso, no

final dos anos 80 as industrias de tabaco, por imposi¢cdo do FDA, comegaram a
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fabricar cigarros com baixo teor desta substancia em uma tentativa de “reduzir”
0 quadro de dependéncia. Estes cigarros foram erroneamente caracterizados
como “menos perigosos”, pois a nicotina ainda estd presente na composicao,
levando o fumante a fumar mais cigarros por dia para compensar a reducao da
concentracéo desta (DUNSBY et al. ,2004).

O impacto desta reducédo ainda permanece controverso, pois sabemos
gue na composicdo do cigarro existem varias outras substancias também
capazes de causar danos a saude, como o benzeno, o niquel, o cianeto, o
formaldeido, a aménia e as n-nitrosaminas, que S&do cancerigenas
(VALAVANIDIS et al., 2009).

1.2 Nicotina

A nicotina é um alcaloide vegetal encontrado nas folhas mais altas e
areas proximas ao talo da planta Nicotianasp. Existem varias espécies de
Nicotiana, sendo as mais conhecidas a Nicotiana tabacum (popularmente
conhecida como tabaco) e a Nicotiana rastica (popularmente conhecida como
mapacho) (ROSEMBERG, 2004; BALBINI, 2005).

Este alcaloide é constituido de uma amina terciaria derivada de piridina e
de um anel de pirrolidina (Figura 2).Durante a queima do cigarro, em
temperaturas de aproximadamente 900°C, duas formas racémicas
estereoisdbmeras se formam:a (S)-nicotina e a (R)-nicotina(Figura 3). A primeira
((S)- Nicotina) é farmacologicamente 100 vezes mais ativa do que a segunda e

representa 90% do total de nicotina absorvida pelo usuario (BENOWITZ, 2009).

H
XY~ N
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N

Figura 2: Estrutura quimica da nicotina. O anel de piridina estd em azul e o de
pirrolina em vermelho (Adaptado de NCBI, 2017).
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(S)-Nicotine (R)-Nicotine

Figura 3: Formulas estruturais da (S)-nicotina e da (R)-nicotina (Adaptado de NCBI, 2017).

1.2.1 Absorcgéo

A nicotina é um composto dibasico, cuja absor¢do ocorre prontamente na
mucosa oral, pulmdes, pele ou pelo trato digestorio, mais especificamente no
intestino, e dependera do pH do meio (LANGONE, GJIKA, VAN VUNAKIS , 1973).

O aumento do pH do meio aumenta a concentracéo das fracdes lipofilicas
sem cargas, podendo assim, atravessar ativamente as membranas biologicas
(MISHRA, 2015). O cigarro tem carater acido (pH 5,5), fazendo com que a
nicotina se encontre na forma ionizada e ndo seja permeavel as membranas
biologicas, assim, a absorcédo pela mucosa oral ndo ocorre facilmente.Quando
a fumaca do cigarro atinge o pulméo a nicotina é entdo rapidamente absorvida
devido a grande superficie de contato dos alvéolos e dos bronquiolos e o fato
destas regibes conterem muco com pH em torno de 7,4, favorecendo a
dissolugdo da nicotina, que permanece em maior propor¢cdo em sua forma
molecular (TUTKA, 2005; OGA, 2008).

A nicotina, ao atravessar as membranas biolégicas, atinge rapidamente
um pico maximo de aproximadamente 10ng/ml, durante a tragada e chega a
corrente sanguinea de 5 a 10 minutospor difusdo passiva, alcancando o SNC
entre 10-20 segundos, por transporte ativo (BENOWITZ; HUKKANEN; JACOB,
2009; ROSEMBERG,2004).

O ato de fumar € um processo complexo e diversos parametros irdo
determinar o quanto de nicotina o fumante tera circulante em seu organismo.
Entre esses parametros destacamos as caracteristicas da exposicdo como
volume, frequéncia, intensidade da tragada, temperatura de queima do cigarro,

bem como a quantidade de fumaca inalada e dispersa no ambiente, além das


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Langone%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4761980
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Van%20Vunakis%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4761980
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caracteristicas de fabricacdo, como composic¢ao do cigarro, do filtro e do papel
(USDHHS, 2001; TUTKA, 2005).

1.2.2 Biotransformacéo e eliminacao

A composicao do cigarro e as suas caracteristicas de fabricacdo, assim
como a fisiologia do usuério e o padrdo de uso podem afetar a concentracao
dos produtos de biotransformacao da nicotina, como a cotinina e a 6xido-N-
nicotina, assim como a velocidade com que estas se formam e sdo eliminadas
(USDHHS, 2001).

No figado, a biotransformacdo da nicotina é catalisada pelo citocromo
P450, sendo a enzima CYP2A6 a principal responsavel pela reacao.
Primeiramente, a nicotina € convertida a ion de nicotina-iminio e este pode ser
um dos principais responsaveis pelas alteracbes que ocorrem no tecido
pulmonar, pois, por ser um agente alquilante, este pode se ligar ao DNA e
gerar mutacbes no tecido (SHIGENAGA, TREVOR, CASTAGNOLI, 1988;
BYRD, 1998; ST. CHARLES et al, 2006). A segunda etapa consiste na
biotransformacédo deste ion em cotinina pela enzima citosdlica aldeido oxidase
(SHIGENAGA , TREVOR , CASTAGNOLI, 1988).

Ha ainda duas vias de biotransformacdo ndo oxidativas da nicotina: a
metilacdo do nitrogénio da piridina, que resulta no ion nicotina isometénio e, a
via da glicuronidacdo. Por meio da glicuronidacao a nicotina é biotransformada
em glicuronideo N-quaternario, catalisado pela enzima uridina difosfato-
glucuronosiltransferase (UGT) que produz a (S)-nicotina-NB-glicuronideo (cerca
de 3-5% da nicotina) (HUKKANEN; JACOB; BENOWITZ, 2005). A Figura 4
ilustra as principais vias de biotransformacao da nicotina.

Apesar de a nicotina ser considerada um indicador de exposicdo ao
tabaco, sua meia vida é de apenas duas horas, tornando a diferenciacdo do
individuo fumante ativo e passivo mais dificil, pois em ambos 0s casos a
concentracdo de nicotina sera constante e diretamente proporcional a
guantidade de tabaco que este é exposto. Desse modo, a cotinina tem sido
considerada um bom indicador para caracterizar essa diferenca, tendo em vista
que esta pode durar de 36 a 40 horas, podendo ainda se estender por mais
tempo (ROSEMBERG, 2004).
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Figura 4: Principais vias de biotransformacédo da nicotina. CYP — Enzima citocromo
P450; UGT - enzima uridina difosfato-glucuronosiltransferase; MOF — Monooxidase
contendo Flavina (Adaptado de HUKKANEN; JACOB; BENOWITZ, 2005).

A identificacdo da cotinina na urina é possivel mesmo que o individuo
tenha fumado dois dias antes da deteccédo, havendo uma recuperacéo de até
90% da cotinina secretada. Nos rins, a cotinina é biotransformada em trans-3’-
hidroxicotinina (34%) pela CYP2A5(90% da biotransformacdo da cotinina) e
glicuronideo de nicotina (13%) pelo acido glicurébnico (ROSEMBERG, 2004).

Evidéncias sugerem que variacbes na sequéncia genética da enzima
CYP2A6, definam a velocidade e a capacidade do individuo em biotransformar
a nicotina e, consequentemente, isto influencie no comportamento de uso, ou
seja, o individuo que biotransforma mais rapidamente em cotinina (alta
atividade da CYP2A6) tera menos nicotina circulante, logo ird fumar mais

cigarros, como mostra a Tabela 1 (LEWIS et al, 1999).
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Tabela 1: Alteracdes genéticas da fracdo CYP2A6 em relacdo ao consumo do tabaco

Genotipagem da
fracdo CYP2A6

Consumo de tabaco

Alto consumo;
Homozigoticos biotransformacgéo de 80% da nicotina; e alto potencial de
dependéncia.

Baixo consumo;
Heterozigéticos biotransformacdo de 5% a 50% da nicotina; menor
potencial de dependéncia.

(Fonte: ROSEMBERG, 2004)

A eliminacédo renal da nicotina ocorre pela filtracdo glomerular e secrecao
tubular, sendo esta ultima pH dependente. Quando a urina se torna acida,
cerca de 23% da nicotina € excretada, ja que ha predominio de sua forma
ionizada, fazendo com que a reabsorcao tubular seja minima, ou seja, quando
0 pH urinario € maior que 7 a excrecdao de nicotina cai (BENOWITZ;
HUKKANEN; JACOB, 2009).

O fumo associado a ingestdo de alcool aumenta a eliminacdo da nicotina,
pois o pH urinario se modifica, acidificando-se. Por essa razao 0s nicotino-
dependentes, quando ingerem alcool, tém maior necessidade de consumo de
cigarros (ROSEMBERG, 2004).

Alguns autores sugerem que o uso de aditivos do cigarro como a amdnia,
pode propiciar o aumento do pH durante a queima, aumentando a absorcao de
nicotina do fumante (PANKOW et al, 2003; RABINOFF et al, 2009; WERTZ et
al, 2011). Antigamente as industrias adicionavam a amoénia e outros aditivos,
como o fosfato de diamdnia (DAP), a ureia, a amodnia pura e até o hidroxido de
amonia, entretanto outros estudos indicam que o uso destes aditivos nao
acarreta no aumento da concentracdo de nicotina na corrente sanguinea
(PANKOW et al, 2003; RABINOFF et al, 2009; WERTZ et al, 2011).
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1.3 Desenvolvimento do sistema nervoso central

O desenvolvimento do SNC se origina a partir do espessamento da
ectoderma. As células, ao longo do dorso do embrido, se diferenciam pela
inducdo da notocorda e do mesoderma paraxial, para a formagdo da placa
neural. Gradativamente, a placa neural cresce e adquire a forma de um sulco,
gue se aprofunda, denominado de sulco neural. A partir da quarta semana do
desenvolvimento, com o dobramento das pregas do sulco neural, ocorre a
neurulagdo, quando ha a formagdo do tubo neural. Algumas células
neuroectodérmicas migram dorsalmente para cada extremidade do tubo,
constituindo laminas longitudinais dando origem a crista neural. Deste modo, é
aceitavel estabelecer que o SNC seja formado a partir do tubo neural e que a
crista neural origina a maior parte do sistema nervoso periférico (LENT, 2010;
BATISTA et al., 2004). A formagédo do tubo neural ocorre, em humanos, entre
os dias 24-28 de gestacdo e nos roedores, entre os dias 9-9,5 (camundongos)
ou 10,5-11 (ratos) (SEMPLE et al., 2013). A Figura 5 ilustra este fendémeno.

Aproximacao das
pregas neurais
-p =
=
Sulco - Epiderme
neural em desenvolvimento
—— =
4 -
Crista
neural
neural . neural ‘ Tubo
Ganglio espinhal neural
em desenvolvimento

Figura 5: Fechamento do tubo neural (Adaptado de MOORE et al., 2003).

Em roedores durante o desenvolvimento do SNC, as estruturas se
encontram em diferentes estagios de maturacdo. A migracdo celular e a
neurogénese ocorrem durante a segunda semana e juntamente com estes
fendbmenos temos varios outros que sdo também muito importantes durante o
desenvolvimento, como a sinaptogénese, a diferenciagdo, a apoptose e a
mielinizagao (RICE; BARONE, 2000).


http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRxqFQoTCL7ds_v7jcgCFYeGkAod8i4COA&url=http://blogdoenem.com.br/cordados-biologia-enem/&psig=AFQjCNEA2cASE-fBTW5oz0arpAikvkmuIQ&ust=1443124589976373
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Nas primeiras duas semanas pds-natais é possivel observar, no cerebelo,
as diferentes migracdes e conexfes que as células realizam durante este
processo. Os movimentos saltatérios, a transicdo de fases estacionarias, a
interacdo célula-célula e a degradacdo da matriz celular sdo processos que
marcam o inicio da migracdo das células granulares e em cesto tanto para
regidbes mais superficiais (granulares) quanto para as regides mais
internalizadas (em cesto). Ha ainda fatores reguladores, tanto para estimular,
guanto para inibir esta migracao, como o0s neuropeptidios (PACAP- polipeptidio
ativador de adenilato ciclase da hipdéfise) e proteinas como IGF-1 (fator de
crescimento de insulina-1). Exposicfes a xenobidticos durante esta migracao
pode alterar a conformacéao celular e levar a distlrbios no cerebelo (GALAS et
al. , 2017; MIALE; SIDMAN, 1961).

A formacao do hipocampo ocorre no periodo pré-natal e se inicia com o
dobramento da regido da zona medial da placa cortical, que posteriormente ira
formar a regido das células piramidais e ainda a regiao do giro denteado. O giro
denteado exibe proliferacdo pds-natal continua de células granulares tanto em
roedores quanto em humanos (RICE; BARONE, 2000).

Durante a formacao do giro denteado, por volta do 21° dia embrionario, as
células granulares que se encontram na regido mais interna do giro migram de
modo progressivo para a regido lateral. A diferenciacdo destas células
granulares é dada pela transformacao polimérfica, ou seja, por diferencas na
morfologia das células. O escurecimento das células ao redor da diferenciacao,
o clareamento de células granulares, € dada da mesma forma tanto na parte
interna, quanto externa do giro (ORR et al., 2016; ALTMAN; BAYER, 1990).

O tronco encefalico também é formado durante o periodo pré-natal e este
periodo coincide com a formacédo craniofacial em roedores (RICE; BARONE,
2000). O desenvolvimento do tronco encefalico se inicia através da migracao
celular na ponte e na medula, que ocorre de forma direta e indireta na zona
germinativa, que é caracterizada pelo conjunto de células formadas durante
a formacdo do embrido. Estas células irdo posteriormente formar as regides
motora e sensorial do tronco, e suas posicées sao determinadas em relacdo a
linha média do embrido e de acordo com a zona ventricular, esta zona possui
alta neurogénese durante o desenvolvimento (YACHNIS; RORKE, 2016).


https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://journals.sagepub.com/author/Yachnis%2C+Anthony+T
http://journals.sagepub.com/author/Rorke%2C+Lucy+B
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A diferenciacdo neuronal esta ligada a migracdo celular e através deste
processo hi também o surgimento dos primeiros circuitos neurais, estes sao
dependentes da sinaptogénese, processo caracterizado como sendo o periodo
de criacéo das primeiras sinapses do SNC durante a sua formacao.

Durante o desenvolvimento, ha refinamento das ligagdes neuronais tais
como a comunicagédo do axdnio com o dendrito, para estabelecer as primeiras
sinapses, sendo que este contato pode ser iniciado pelo crescimento de cones
de crescimento (Figura 6). Os cones sdo responsaveis por explorar o
microambiante em que se encontram, determinando o direcionamento do
crescimento axonal. Este evento envolve varios elementos como receptores
(NMDA, por exemplo), moléculas de sinalizacdo (Wnt, por exemplo) e
moléculas de adesao, que sdo especializadas no reconhecimento célula-célula
(CAM’s), induzindo sinais quimicos para 0s estagios iniciais da formacdo da
sinapse. Tais elementos tornardo os primeiros neurbnios aptos a formar
sinapses (WAITES et al., 2005).
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Figura 6: Representacdo de um cone de crescimento. Destaca-se a dire¢do em
gue ocorre o crescimento do futuro axénio (Adaptado de PAWLIZAK, 2009).

Nos mamiferos, durante o periodo do desenvolvimento neural, as
sinapses se dao de forma assimétrica em locais onde h4d a adesdo célula-
célula. Estas juncdes sinapticas possuem trés regides: o botdo pré-sinaptico, a

fenda sinaptica e a regido pods-singptica. Os botbes pré-sindpticos sao
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encontrados ao longo dos ax6nios ou em suas extremidades 0s quais sao
preenchidos por vesiculas pré-sinapticas (GARNER et al., 2002).

Logo apéds a diferenciacao neuronal e o processo de formacao de axénios
e dendritos, muitos genes que sao responsaveis pela codificacdo das proteinas
sinapticas, estao também ligados a formacao, ao acumulo, e ao direcionamento
do trafico de vesiculas que transportam complexos de proteina pré e poés-
sinpticos (WAITES et al., 2005).

Estas vesiculas ancoram na membrana pré-sinaptica, se fundem a ela e
por fim, liberam o neuromediador contido em seu interior. O local de liberacdo
do neuromediador é chamado de zona ativa. Estudos que investigam a
formacdo das primeiras vesiculas pré-sinapticas identificaram que 50 ou mais
proteinas pré-sinapticas sao transportadas para terminais nervosos em
vesiculas precursoras. Estas, por sua vez, sao recicladas no citoplasma da
membrana por endossomas e amadurecem formando novas vesiculas aptas
para a neurotransmissao (ZHAI et al., 2001; HANNAH et al., 1999).

A biogénese das vesiculas precursoras aparentemente ocorre no
complexo de Golgi. Cada precursor de vesicula pré-sinaptica € composto por
diferentes proteinas pré-sinapticas. Assim, em uma vesicula, podemos
encontrar sinaptofisina e sinaptotagmina e em outra vesicula encontramos
sinaptobrevina-2. Quando estdo maduras estas vesiculas estdo prontas para
serem preenchidas pelo neuromediador. Antes de ocorrer a sinaptogénese, a
fusdo destas vesiculas se da de forma irregular em locais ndo especializados
na transmissao, levando a liberacdo do transmissor ao longo de todo o cone de
crescimento. Quando ha a sinaptogénese a fusdo da vesicula sinaptica esta
restrita a zona ativa (SLEPNEV et al., 2001; HANNAH et al.,1999).

Vérios estudos tém demonstrado que os sitios pré-sinapticos podem se
formar rapidamente em menos de 30 minutos apds o contato inicial com a
regido axo-dendritica. 1sso é condizente com a teoria de que a formacao dos
sitios de liberacdo do neuromediador acontece logo apdés a fusdo dos
precursores das vesiculas pré-sinapticas na zona ativa primitiva, sendo que
estas vesiculas possuem, em humanos, 80 nm de densidade. Aparentemente,
a fusdo das vesiculas com a membrana pré-sinaptica € acompanhada pela
deposicdo de componentes proteicos na fenda sinaptica que estd em

formacéo. Tal fusdo pode influenciar ou direcionar a formacao sinaptica, bem
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como diferenciar o ancoramento pré-sinaptico e o0 recebimento do
neuromediador na regido pdés-sinaptica, como mostra a Figura 7 (ZHAI et al.,
2001; GARNER et al., 2002; FERNANDEZ; COLLINS; UREN, 2009).

A regido pos-singptica encontra-se justaposta a zona ativa e esta
localizada na membrana pdés-sinaptica. Essa regido pode ser identificada pela
presenga das proteinas PSD’s (Post Synaptic Density). As PSD’s estdo
diretamente envolvidas no agrupamento e na ancoragem dos receptores pos-
singpticos e canais de ions de alta densidade (SCANNEVIN et al., 2000;
SHENG et al., 2001). As PSD’s sdo conhecidas como uma zona elétron-densa,
ou seja, possuem alta densidade de elétrons. Sua composi¢cdo abrange
centenas de proteinas incluindo receptores do tipo NMDA, AMPA, receptores
metabotropicos de glutamato, proteinas de sinalizacdo celular, enzimas,
componentes do citoesqueleto e canais ibnicos. As centenas de componentes
da PSD se associam por uma série de interagdes proteicas, o que classifica a
PSD como uma das proteinas mais complexas da formacao sinaptica (MERLO
et al., 2011).
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Figura 7: Sinaptogénese no SNC de uma sinapse glutamatérgica. E um processo de
multiplos passos iniciado logo apds o contato inicial axo-dendritica. (@) O primeiro
passo envolve a ativagdo de moléculas de adesdo celular "classicas” (CAMSs), tais
como as caderinas. (b) Vesiculas pleomoérficas se agrupam nos sitios pré e poés-
sinapticos do contato estabelecido célula-célula. O nimero e o tipo de vesiculas que
participam destes estagios iniciais € desconhecido. Estes podem fornecer ndo s6
proteinas estruturais pré-singpticas, mas também proteinas responsaveis pela fuséao
exocitética. (c) O nucleo elétron-denso de 80 nm das vesiculas sugere que este pode
expressar fatores sinaptogénicos que ajudam a impulsionar a diferenciacdo pos-
singptica. (d) Diferenciacdo da célula pos-sinaptica parece ocorrer pelo recrutamento
de moléculas precursoras da PSD seguido de receptores de glutamato e moléculas
sinalizadoras da PSD. Os pontos de tempo () representam o curso de tempo
aproximado destes processos em minutos apos o contato axo-dendritico (Adaptado de
GARNER et al., 2002).
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Durante a diferenciacdo dos elementos pds-sinapticos um dos primeiros
eventos que ocorre é o recrutamento das proteinas da familia PSD-95. Estas
estdo presentes nas sinapses no segundo dia pds-natal no hipocampo e séo
detectadas apdés 20 minutos do primeiro contato axo-dendritico. Alguns
pesquisadores como Prange e Murphy (2001) observaram que o transporte de
PSD-95 durante a sinaptogénese ocorre por meio de aglomerados de
proteinas, enquanto outros observaram que o acumulo de PSD-95 ocorre de
maneira gradual e ndo em forma de aglomerados (TAFT; TURRIGIANO, 2014;
KIM et al, 2007). O acumulo gradual de PSD-95 pode ocorrer pelo
aprisionamento dos agrupamentos destas proteinas na membrana plasmatica
ou por fusdo das vesiculas na membrana, sendo que cada uma destas

vesiculas transporta uma pequena quantidade de PSD-95 (WAITES et al., 2005).

1.3.1 Proteinas pré-sinapticas envolvidas no ancoramento da vesicula

pré-sinaptica

O processo de ancoramento das vesiculas pré-singpticas na membrana
plasmatica, no botdo pré-sinaptico, assim como sua reciclagem, € orquestrado
por diversas proteinas e complexos proteicos. Dentre as principais proteinas
podemos citar a sinaptofisina, sinaptotagmina e sinapsina, e o complexo PSD-
95.

Durante o periodo do desenvolvimento do SNC, a sinaptofisina esta
localizada na regido distal do axénio e no cone de crescimento, antes do
contato estabelecido entre célula-célula (FLETCHER, 1991). A sinaptofisina foi
uma das primeiras proteinas pré-sinapticas a ser identificada, entretanto, seu
papel bioquimico na vesicula permanece incerto. Alguns estudos tém
demonstrado seus efeitos no desenvolvimento da memaoria e na endocitose das
vesiculas sinapticas, sugerindo que esta proteina possa desempenhar um
papel importante no ciclo destas vesiculas (ADAMS et al., 2015).

A sinaptofisina € uma glicoproteina da membrana, cujo peso molecular é
de 38 kDa, e contém quatro dominios transmembranares. Por ser uma proteina
localizada exclusivamente nas vesiculas sinapticas, ela é utlizada como

marcador de terminais pré-singpticos (KNOW et al., 2011). A fosforilacdo da
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desta proteina sugere que ela auxilie na liberacdo das vesiculas sinapticas do
citoesqueleto, permitindo a migracdo da vesicula para a fusdo com a
membrana plasmética (BENFENATI et al.,, 1989; PIERIBONE et al., 1995
SUDHOF et al., 2004; FERREIRA, 2006). A Figura 8 ilustra a disposi¢édo das

proteinas na vesicula sinaptica.

sinaptotagmina

Membrana
pré-sindptica

Membrana ADP
pos- + pi
sinaptica

A B

Figura 8: llustracdo de uma vesicula pré-sinaptica. Pode-se observar onde estdo
dispostas as proteinas pré-sindpticas como sinaptofisinas, sinaptotagminas e
sinaptobrevina. (Adaptado de BENFENATI et al., 2007).

A Sinaptobrevina-2 (ou VAMP-2), principal proteina SNARE (SNAP
receptors, SNAP-Synaptossome Associated Proteins) das vesiculas sinapticas,
€ necessaria para que haja uma rapida exocitose das vesiculas sinapticas em
sinapses que utilizam calcio como sinalizador (DEAK, 2004). Bacci et al. (2001)
demonstraram que o bloqueio crénico de receptores de glutamato provoca a
diminuicdo do complexo sinaptobrevina/sinaptofisina e indicaram que a
sinaptofisina atua na regulacdo da disponibilidade de sinaptobrevina, e
consequentemente, na exocitose das vesiculas sinapticas. Becher et al. (1999)
relataram que o complexo sinaptobrevina/sinaptofisina  apresenta
supersensibilidade durante o desenvolvimento do SNC. Contudo, estes estudos
demonstraram que, mesmo com a disponibilidade de ambas as proteinas na
vesicula sinaptica, a interagcdo destas proteinas s6 ocorre apos o inicio do

processo de sinaptogénese.
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Berton et al. (1997) determinaram por meio de hibridizacéo in situ, que no
SNC em desenvolvimento, a expressao das subunidades de sinaptotagmina |,
I, 1l e IV s&o distintas, sendo que quando analisamos células granulares do
cerebelo, as quatro subunidades foram detectadas durante a formacéo da fibra
paralela e na formacdo das sinapses desta fibra com as células de Purkinje.
Durante o desenvolvimento, a sinaptotagmina Il foi mais expressa na medula
espinhal. Em relacdo as sinaptotagminas 1, Il e Ill, foi constatado que estas
aumentaram sua expressdo de forma gradativa durante o periodo de
desenvolvimento e de acordo com a diferenciacdo neuronal, e que esta
expressao se estende até a fase adulta (BERTON et al.,1997).

As sinaptotagminas s@o proteinas amplamente distribuidas, encontradas
em tecidos nervosos e nao nervosos. As proteinas do sistema nervoso
possuem uma porcdo N-terminal dentro da vesicula pré-sinaptica, um
segmento transmenbranar e um segmento extra-vesicular que se conecta a
dois dominios C2, citoplasmaticos, ligantes de calcio. Esses dominios
interagem com fosfolipidios e com o complexo SNARE de maneira célcio
dependente e sdo essenciais para a fusdo das membranas (vesicular e
plasmatica) (ARISI; NEDER; MOREIRA, 2001; LEE; LITTLETON, 2010).

1.3.2 Fator de transcricdo EGR-1

O fator de transcricdo nuclear responsavel pelo crescimento precoce, o
EGR-1, também conhecido como NGFI-A, krox24, zif 268 e tis 8, € uma
proteina que se liga ao DNA nuclear e reconhece especificamente a sequéncia
5-GCGKGGGCG-3 e foi identificado como um modulador importante em
diversos tipos celulares (CASTILLO et al., 2003).

Este gene desempenha um papel importante no SNC, onde ¢é
amplamente expresso em animais adultos e em desenvolvimento. Dentre suas
atribuicbes podemos citar a proliferacdo, a diferenciacdo e seu envolvimento
nas vias de morte celular (MCCAFFREY et al., 2000).

H& poucos trabalhos que citam os sitios de ligacdo para o EGR-1,
entretanto, analises realizadas nas regifes que codificam as proteinas de
vesiculas sinapticas mostraram que este gene esta ligado aos genes

promotores de sinapsina |, sinaptobrevina Il e sinaptofisina. Esses dados
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sugerem que este fator de transcricdo nuclear pode estar envolvido na
plasticidade sinaptica (THIEL et al., 1994).

Segundo Thiel et al. (1994), as alteracdes na plasticidade em longo prazo
podem incluir mudancas na expressdo de genes que codificam
neurotransmissores, neuromoduladores, receptores, canais ibnicos, proteinas
estruturais e regulatérias de mielina e sinapse, proteinas de vesicula sinaptica,
e fatores neurotréficos. Os promotores que contém sitios de ligacdo e de
transcricdo ativos para EGR-1 incluem aqueles da timidina quinase, o fator de
necrose tumoral, ambas as cadeias de fator de crescimento derivado de
plaquetas, sinapsinas, a acetilcolinesterase e o receptor NMDAR-1.

1.3.3 Complexo pés-sinaptico (PSD-95)

Durante o periodo de sinaptogénese as PSD’s mudam sua estrutura e
composicdo. As expressdes de algumas proteinas deste complexo aumentam
(por exemplo, a PSD-95), e atingem seus picos durante a 2-42 semana do
periodo pds-natal, sendo relacionado a formacdo e maturacédo das sinapses no
SNC (CHEN et al.,2005).

O GIuN2B € expresso em neurbnios imaturos e determina as
propriedades do canal glutamatérgico, tal como a regulagcdo de seu
acoplamento com moléculas de sinalizacdo intracelular (moléculas como
neuromediadores). Ja a SAP102 (um membro da familia PSD-95) desempenha
um papel importante na localizacdo do receptor. Em conjunto, o GIuN2B e a
SAP102 sdo responsaveis pela localizacdo e maturacdo das sinapses
glutamatérgicas (CHEN et al., 2005).

Em um determinado estagio do desenvolvimento o complexo GIuN2B-
SAP102 é substituido pelo complexo GIuN2A (NR2A, subunidade dos
receptores NMDA), que faz parte do complexo PSD-95 nas sinapses, gerando
mudancas na funcdo do receptor e na plasticidade sinaptica (SHENG et al.,
2011).

A abertura dos olhos, em ratos, esta associada ao recrutamento de PSD-
95, em especial ao complexo GIuN2A. Por ser um dos componentes dos
receptores NMDA's, ao serem induzidos por pela potenciagao de longo prazo

(LTP) aumentam sua distribuicdo, se compararmos com a distribuicdo de
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receptores que contém GIUN2B em animais neonatos. Assim, a composi¢cao do
receptor NMDA, bem como a sua associacdo com determinados complexos
pode ter sua atividade regulada na regido das PSD'’s, principalmente no SNC
em desenvolvimento (SHENG et al., 2011).

As PSDs sdo um complexo de proteinas em forma de disco que revestem
a membrana pos-sinaptica, cuja massa total foi estimada em torno de 1 milh&do
kDa, destacando a proteina PSD-95, que esta associada aos receptores pos-
singpticos glutamatérgicos (como NMDA e AMPA) e elementos do
citoesqueleto. Dentre outras proteinas encontradas no complexo de PSD’s
podemos citar moléculas de adesdo celular (por exemplo, a N-caderina,
dependente de calcio), proteinas kinases, entre outras (DOSEMECI, 2007;
CHEN et al. 2005).

El-Husseini et al. (2000), observaram que a superexpressao de PSD-95
em neurbnios do hipocampo pode modular a maturacdo das sinapses
glutamatérgicas. Esta superexpressdo também reforca as atividades pos-
sinapticas e as atividades dos receptores glutamatérgicos, além de melhorar a
maturacao do terminal pré-sinaptico. Estes resultados demonstram que a PSD-
95 desempenha um papel importante no desenvolvimento sinaptico e também
sugerem que esta pode estar envolvida na estabilizacdo das sinapses e na

plasticidade.

1.3.4 Proteina associada ao microtubulo2 (MAP-2)

A proteina associada ao microtubulo2 (MAP-2) foi considerada
antigamente uma proteina estritamente estrutural, estatica e que juntamente
com outras proteinas do citoesqueleto mantinham a neuroarquitetura. Mas ao
contrario do que se suspeitava, a MAP-2 tem um papel importante no
crescimento, na diferenciacdo e na plasticidade dos neurdnios, além de atuar
juntamente com fatores de crescimento, neurotransmissores e regular a
formacédo de espinhos dendriticos (JOHNSON; JOPE, 1992).

O comprometimento de certos efetores de microtibulos causa transtornos
graves durante o neurodesenvolvimento. Dentre estes transtornos podemos
citar a lisencefalia, sindrome do cértex duplo e a microcefalia. Para a regulacéo

estrutural, encontramos uma familia de MAPs estruturais, incluindo a MAP2,
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que foi descrita como proteina estabilizadora de microtabulos. A inibicdo aguda
de qualquer MAP estrutural em neurdnios pode acarretar em uma diminui¢cao
do crescimento neuritico, proporcionando a ideia de que a estabilizacdo do
microtibulo seria crucial para a diferenciacdo neuronal durante o
desenvolvimento encefélico (DELOULME et al, 2015).

1.3.5 Neurofilamentos

O citoesqueleto neuronal € composto de varias proteinas estruturais
dentre elas, os neurofilamentos, que sdo importantes durante a axogénese.
Durante o desenvolvimento, o crescimento axonal sofre influéncias da
combinagdo entre os filamentos de actina e os microtubulos, porém o papel
gue os neurofilamentos desempenham durante este processo nao esta
totalmente esclarecido. O controle de crescimento axonal do neurdnio e o
controle da velocidade de transmissao de neuromediadores sao duas funcdes
reconhecidas para os neurofilamentos (JULIEN, 1999).

Neurofilamentos sdo os principais tipos de filamentos intermediarios
encontrados em neurdnios adultos e compreendem trés subunidades (61kDa,
90 kDa e 120 kDa). Durante a neurogénese, as subunidades de neurofilamento
pequena de 61 kDa e média de 90 kDa sdo co-expressas, enquanto que a
subunidade pesada de 120 kDa s6 sera ativada no periodo pds-natal. Estes
trés subtipos de neurofilamentos partilham juntamente com outros tipos de
filamentos um dominio de aproximadamente 310 aminoacidos (AZOGUI et al,
2015).

1.4 Efeitos da nicotina no desenvolvimento do sistema nervoso central

Véarios eventos que caracterizam o desenvolvimento do SNC séo
considerados fundamentais durante os periodos pré e pés-natal. Dentre eles
estd a sinaptogénese, principal evento relacionado com a maturacdo das
sinapses e dos neurdnios. Estudos demonstram que a exposicdo a PTA
durante este periodo pode desencadear uma série de alteracdes na morfologia,
modulacdo, e sobrevivéncia de neurdnios, além de influenciar a expressao

génica de alguns fatores importantes nesta fase. Estes efeitos representam o
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potencial teratogénico conferido a nicotina, principal componente do cigarro
(MANSVELDER et al., 2002).

A nicotina exerce seus efeitos quando se liga aos receptores colinérgicos
nicotinicos, o0s quais estdo localizados em todo o SNC. Durante o
desenvolvimento dos humanos, os receptores nicotinicos sdo expressos nho
primeiro trimestre e exibem um complexo padrdo de expressdo, sendo
encontrados em varias regibes. Podem modular varios outros receptores e
neurdénios como, por exemplo, participar da maturacdo dos neurdnios
catecolaminérgicos localizados em regifes envolvidas na regulacdo do
movimento, do humor e da atencdo. A ativacdo destes receptores afeta a
liberacdo de véarios neuromediadores como a dopamina, noradrenalina,
adrenalina, acetilcolina, serotonina, GABA, glutamato e outros
neuromoduladores como a substancia P (MANSVELDER. et al, 2002;
LEOPERCIO et al, 2004).

A exposicao a nicotina durante a gestacao esta associada a problemas
cognitivos, motores e sensoriais. Estes problemas podem se estender da
infancia até a fase adulta (WICKSTROM, 2007; DWYER, 2009). Quando o feto
€ exposto a nicotina ha uma estimulacdo muito acima dos niveis considerados
fisiologicos para esta fase do desenvolvimento, podendo levar a ativacédo de
varios fatores ontogenéticos que atuam neste periodo, como o protoncogene c-
fos. O c-fos € um gene utilizado como marcador neural de ativacéo celular,
sendo expresso quando os neurdnios estdo despolarizados, importante para a
diferenciacdo, proliferacdo, e sobrevivéncia das células neuronais. A
superexpressdo deste gene resultara na inducdo de apoptose, devido ao
aumento exacerbado do metabolismo neuronal (SLOTKIN et al., 2004).

Estudos realizados com ratos durante o periodo da gestacdo demonstram
gue a exposicao a nicotina pode diminuir a expressao génica de varios fatores
importantes para a maturacdo do SNC. Slotkin et al (1987) constataram que o
SNC,de alguma maneira, tenta reparar os danos causados pela nicotina, porém
observaram que esta tentativa de reparo pode ocorrer entre o final da
neurogénese e no comeco da gliogénese, sugerindo que esta perda neuronal
sera substituida por células gliais.

A substituicdo por células gliais é considerada um padréo tipico quando

h&4 perda neural, que pode ser causada por exposicio a compostos
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neurotoxicos. Considerando esta substituicdo, os danos causados pela nicotina
durante o desenvolvimento fetal podem ser irreversiveis. No periodo pds-natal,
a nicotina também afeta a regulacdo da atividade da ornitina descarboxilase,
uma enzima responsavel pela coordenacédo da biossintese durante a replicacao
e diferenciacéo celular, indicando que a maturacdo neuronal ocorrerd de modo
anormal (SLOTKIN et al.,1987; DWYER et al.,2008).

Varias pesquisas tém documentado a influéncia da nicotina sobre o
desenvolvimento do SNC, no entanto este desenvolvimento se estende até o
periodo da adolescéncia e varios eventos como sinaptogénese, mielinizacéo,
maturacdo da area cortical e a expressédo de diferentes subtipos de receptores
sinapticos também estdo presentes neste periodo (SMITH et al.,2015). Um
estudo realizado com camundongos expostos a nicotina durante a
amamentacao (P1 —P25) demonstrou que estes animais tiveram prejuizos
durante a formacdo da memdria de longo prazo no periodo da adolescéncia,
pois apresentaram dificuldades em localizar o objeto ao serem testados em
testes comportamentais de localizacéo de objetos (NAKAUCHI et al, 2015).

Considerando que a nicotina € uma droga que pode causar danos
neuronais significativos e que a adolescéncia € considerada também como um
periodo vulneravel, Villaca et al. (2004), avaliaram se a diferenca entre as
concentracfes de nicotina nos cigarros interfere no funcionamento do sistema
colinérgico, no periodo da adolescéncia. Os autores submeteram
camundongos a fumaca de cigarros entre o0 30° e 0 45° dia de vida e utilizaram
cigarros produzidos pela Universidade de Kentucky que possuiam
concentrac@es diferentes de nicotina.

Os pesquisadores constataram que mesmo nas exposi¢cdes aos cigarros
de baixa concentracdo de nicotina, elementos da transmisséo colinérgica,
como a reciclagem da acetilcolina e o retorno da colina para a membrana pré-
sinaptica, foram alteradas. Animais expostos ao cigarro 3R4F (0,73 mg de
nicotina/cigarro) apresentaram aumento no retorno da colina no hipocampo e no
cortex, sendo que nos animais expostos ao cigarro 4Al1 (0,168 mg de
nicotina/cigarro) o retorno de colina aumentou somente no coértex (VILLACA et
al.,2004).

Wang et al. (2008) realizaram um estudo em que 0S animais eram

by

expostos a nicotina durante 14 dias do periodo gestacional. Os autores
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constataram que no periodo pds-natal estes animais apresentaram deficiéncias
no sistema glutamatérgico no hipocampo, sendo que ocorreu um aumento dos
receptores AMPA e NMDA durante o periodo de desenvolvimento, porém ao
investigar os animais na idade adulta, em P63, constataram que a expressao
destes mesmos receptores havia sido reduzida.

No hipocampo, 0s receptores glutamatérgicos podem modular o
aprendizado, a memadria e a cogni¢cdo, 0 que evidencia que os efeitos da
exposicdo a nicotina durante o periodo de desenvolvimento podem perdurar
até a idade adulta. Estes receptores glutamatérgicos estdo envolvidos nos
mecanismos de plasticidade e na formacdo de novos espinhos dendriticos
durante a LTP (SMITH et al., 2015). Brown e Kolb (2001) também mostraram
gue a nicotina pode causar alteracbes na morfologia dendritica em
camundongos adultos.

Levando em consideracdo a exposicdo a xenobidticos como a nicotina,
salientamos a PTA, que é considerada um problema de saude publica. Varios
estudos epidemiolégicos evidenciam as implicacbes das exposicdes
tabagisticas ambientais em fases precoces da vida (intrauterina e infancia) e as
suas consequéncias para a salde na vida adulta (WUNSCH FILHO et al., 2010).

Trabalhos anteriores de nosso grupo mostram que a exposicao de
camundongos a PTA em uma fase critica do desenvolvimento induz estresse
oxidativo em diferentes regifes encefalicas (TORRES et al., 2012), além de
danos ao processo de mielinizagdo no nervo optico e alteracbes em proteinas
especificas expressas em diferentes estagios de maturacdo dos
oligodendrdcitos: Olig-1 e proteina basica de mielina (TORRES et al., 2014).
Ainda, observamos que a exposi¢do de camundongos a PTA durante o inicio
do periodo pos-natal leva a diminuicdo de proteinas sinapticas no hipocampo e
a danos ao processo de aprendizagem e memoéria (TORRES et al., 2015).

Assim, o presente projeto visou aprofundar o estudo dos efeitos da
exposicao da PTA no inicio do periodo pdés-natal em parametros envolvidos na
transmissao sinaptica. Para tanto, foram utilizados cigarros com diferentes
concentracfes de nicotina e quantificadas proteinas pré e pos-sinapticas como
a sinaptofisina, sinaptobrevina, sinaptotagmina, PSD-95 e EGR-1, além de

marcadores sinapticos como os neurofilamentos e MAP-2, no cerebelo,
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hipocampo e tronco encefalico de camundongos C57BL/6, na infancia, na
adolescéncia e na fase adulta.



2 Objetivo
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2 Objetivo

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da exposi¢cdo no inicio do
periodo pés-natal a fumaca de cigarros com diferentes concentracbes de
nicotina (3R4F e 4A1) com foco nas proteinas envolvidas com a transmisséo
sinaptica, em regides ligadas a cognicdo e memadria (hipocampo), as funcdes
vitais (tronco encefélico) e na interpretacdo dos movimentos (cerebelo), durante

a infancia, adolescéncia e na fase adulta.

2.1 Estratégias experimentais

Avaliar nos animais C57BL/6 de 15, 35 e 65 dias de vida, que foram
expostos aos cigarros 3R4F ou 4A1 nos primeiros dias de vida, os seguintes

parametros:

e Quantificacdo das proteinas sinapticas: sinapsina, sinaptofisina,
sinaptobrevina, sinaptotagmina, EGR-1 e PSD-95 por Western-Blotting.

e Expresséo génica de Egr-1 por PCR Real time.

e Concentracao proteica de neurofilamentos (NF- 68, 160 e 200 kDa) e de

MAP-2 por Imunofluorescéncia.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 e suas respectivas
proles, provenientes do biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de S&o Paulo. Todos os animais foram mantidos em sala com
temperatura controlada por ar condicionado (22 + 2 °C) e ciclo de 12 horas
claro/escuro (claro as 7h e escuro as 19h), com &gua e racdo fornecidas
livremente, de acordo com a aprovacéo do Comité de Etica de Experimentacg&o
Animal (CEUA/FCF 96.2014-P479) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
da Universidade de S&o Paulo (Anexo 1).

3.2 Exposicao dos animais a fumaca do cigarro 3R4F e 4A1l

A exposicdo a fumaca do cigarro foi realizada conforme Torres et al.
(2012, 2014, 2015) e ocorreu em dois horérios, 9h e 16h, com duracdo de uma
hora, sendo que os animais foram expostos do 3° ao 14° dia de vida,
acompanhados pelas respectivas maes. A exposicdo foi realizada dentro de
uma camara de polipropileno (564x385x371lmm) acoplada a um sistema
Venturi onde um fluxo de ar, dentro de uma tubulacdo suavemente conica,
produz uma pressao negativa (vacuo), sendo proporcional a velocidade do
fluxo e as dimensdes da tubulacdo, mimetizando assim a tragada do cigarro
(Figura 9). Para a fumaca central, ou seja, a que é liberada pelo sistema
Venturi, foram utilizados 4 cigarros acoplados ao sistema, que queimavam a
cada 15 minutos. Para a fumaca lateral foram utilizados 3 cigarros a cada 20
minutos, sendo que os animais ficavam com um intervalo de 10 minutos sem
cigarro. Foram utilizados cigarros referéncia desenvolvidos pela Universidade
do Kentucky (Tobacco Health Research — Research cigarettes) com diferentes
concentracfes de nicotina: o cigarro 4A1 (0,16 mg de nicotina/cigarro) e o
3R4F (0,73 mg de nicotina/cigarro). As exposicdoes foram realizadas sempre

nos horarios determinados para respeitar o ciclo circadiano dos animais.
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Os animais do grupo controle foram colocados em um sistema parecido
com o dos animais fumantes, porém foram expostos somente ao ar sintético
(21% de O, . 79% de N, cilindro de gas da Air products®).

Figura 9: Camara de exposicéo a fumaca do cigarro

3.3 Desenho experimental

Os animais foram expostos, juntamente com suas maes, a fumaca de
cigarro a partir do 3° dia de vida (P3) até o 14° dia (P14). Para cada cigarro
(3R4F e 4A1) as analises foram realizadas em seis grupos experimentais (n=6),

como descrito a seguir:

e Grupo Tratado I: animais expostos a fumaca do cigarro 3R4F ou 4A1 de
P3 a P14 e eutanasiados 24 horas apods a Ultima exposicdo (P15-
infancia).

e Grupo Controle I: animais expostos ao ar sintético de P3 a P14 e
eutanasiados 24 horas apés a ultima exposicao (P15-infancia).

e Grupo Tratado II: animais expostos a fumaca do cigarro 3R4F ou 4A1l de
P3 a P14 e eutanasiados no 35° dia de vida (P35-adolescéncia).

e Grupo Controle Il: animais expostos ao ar sintético de P3 a P14 e
eutanasiados no 35° dia de vida (P35-adolescéncia).

e Grupo Tratado lll: animais expostos a fumaca do cigarro 3R4F ou 4Al
de P3 a P14 e eutanasiados no 65° dia de vida (P65-adulto).

e Grupo Controle lll: animais expostos ao ar sintético de P3 a P14 e

eutanasiados no 65° dia de vida (P65-adulto).
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Em P15, P35 ou P65 os camundongos foram submetidos a eutanésia por
deslocamento cervical e o encéfalo rapidamente retirado e mergulhado em
solucdo salina 0,9% de cloreto de soédio fria. As estruturas encefalicas
(hipocampo, cerebelo e tronco encefalico) foram dissecadas sobre uma placa
de petri gelada coberta com papel de filtro também embebecido em solugéo
salina gelada, e congeladas em gelo seco. As estruturas foram armazenadas
em freezer a -80°C até os ensaios de Western-blotting e PCR Real time. Para
0os ensaios de Imunofluorescéncia, os animais foram anestesiados e
submetidos a perfusdo transcardiaca com solucdo salina 0,9%, seguida de
uma solucao fixadora de paraformaldeido 4% dissolvido em tampao fosfato 0,2
M (PB tampao fosfato de sédio, pH 7,4). Apds a perfusdo, os encéfalos foram
coletados e armazenados em paraformaldeido 1% durante 24 horas. Apos este
periodo, o material foi transferido para uma solucao crioprotetora de sacarose a
30% em PB 0,1 M. Em seguida, os tecidos foram congelados em gelo seco e

armazenados em freezer -80°C até serem preparados.

3.4 Determinacao de Carboxihemoglobina (COHb)

Para a determinacao da porcentagem de COHb, 0,1 mL de sangue total
foi hemolisado em 10 mL de solucdo hemolisante (1 mL de tampao fosfato
0,1M, pH 6,8 + 9 mL de agua destilada) e apds agitacdo por inversao, a
solucdo foi deixada em repouso por 10 minutos. Em seguida, 0,2 mL do
hemolisado foi diluido em 2,3 mL de solucédo redutora (1,25mg/mL de ditionito
de sédio em tampéao fosfato 0,1M pH 6,8). A solucdo foi tampada e deixada a
temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida, a leitura
espectrofotométrica foi realizada em 420 e 432 nm, utilizando como branco a

solucdo redutora. As absorbancias obtidas foram aplicadas na formula a seguir:

%COHb = 1= (ARxF1) 100
0 T AR(F2—FD— F3+1 7"

Sendo: AR = Absorbancia em 420/ Absorbancia em 432
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Os fatores de calibragdo F1, F2 e F3 foram previamente padronizados e
determinados em nosso laboratério, sendo F1: 1,2814; F2: 0,7672 e F3: 1,9170
(TORRES, 2009).

3.5 Determinacdo da concentracdo de nicotina e cotinina por UPLC-
MS/MS

A determinacdo da nicotina e da cotinina em plasma foi realizada por
meio de cromatografia liquida de alta performance (ACQUITY) acoplado a
espectrometro de massas no modo tandem (QUATPREMXE) - UPLC-MS/MS
da Waters Corporation (MILFORD, MA, USA). Foram utilizados 150 pL de
plasma diluido em 150 pL de tampéao fosfato 0,1 M pH 6,0. O padréo interno
utilizado foi o prolintano, previamente diluido em metanol, numa concentragéo
final de 1 pg/mL.

As amostras foram submetidas a extracdo em fase solida com cartucho
SPE BOND ELUT CERTIFY 130 mg (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
EUA), segundo SKOOG (2006). Os cartuchos foram previamente
condicionados com 2,0 mL de metanol e 2,0 mL de tampéao fosfato 0,1 M pH
6,0. Em seguida, o cartucho foi lavado duas vezes com 3,0 mL agua milli-Q e
3,0 mL HCI 0,1 M. Ap0Os sete minutos de secagem a vacuo foram adicionados
9,0 mL de metanol. A eluicdo foi realizada com solugcdo de
diclorometano/isopropanol/hidroxido de aménio (12:3:0,3) recém preparado.
Apoés secagem com N o analito foi ressuspendido com 50 puL de metanol para
injecdo de 2,0 uL no UPLC.

Parametros Cromatograficos: Coluna Acquity UPLC® BEH 1,7 um, 2,1 x
100 mm (Waters Corporation). Fase mével A: formiato de aménio 1mM em H,O
com 0,1% de &cido foérmico; fase movel B: formiato de aménio 1 mM em H,0O:
ACN 5:95 v/v com 0,1% de &cido formico. Temperatura da coluna: 40 °C. Fluxo
0,4 mL/min. Gradiente: 98% de A entre 0 - 0,75 min., de 98% a 0% de A entre
0,75 e 1,50 min., de 0% até 98% de A entre 1,50 e 1,51min, 98% de A entre
1,51 e 2,5 min.

As transicOes utilizadas foram: 218,28>64,83/ 71,80/ 90,80* para o
prolintano, 163,09>105,99/ 116,80* 129,66 para nicotina e 177,04>79,81*/
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97,84/ 145,88 para cotinina. Os asteriscos indicam a transigéo utilizada para
guantificacédo dos analitos.

3.6 Western blotting

As estruturas encefalicas foram homogeneizadas em tamp&o Tris 50 mM
pH 7,4 com coquetel inibidor de protease na diluicdo 1:1000 e PMSF 0,5 M
diluido em etanol absoluto. Para o hipocampo e cerebelo foi utilizada a diluicdo
1:5 (g/mL) e para o tronco encefalico a de 1:2 (g/mL).Apds rapida
homogeneizagdo em sonicador, as amostras foram centrifugadas por 5 min a
4°C e 1000 x g (1000 rcp). Em seguida realizou-se a quantificacdo das
proteinas totais pelo método de Bradford (BRADFORD, 1979).

As amostras foram diluidas em tampao Tris/HCI 50 mM, pH 7.4,
posteriormente aquecidas com tampao de amostra 2x (Tris-HCI 0,25M, SDS
4%, Glicerol 20%, B-Mercaptoetanol 10% e azul de bromofenol 0,04%) por 5
min e armazenadas em freezer -80°C até o momento das analises. Foi
realizada eletroforese utilizando o sistema da Bio-Rad® e para cada proteina
investigada foi preparado gel de poliacrilamida com porcentagem de 15%. Apos
a eletroforese, foi realizada a transferéncia das proteinas para membrana de
PVDF. A Tabela 2 apresenta as proteinas que foram investigadas bem como a

descricdo dos os anticorpos utilizados nesse trabalho.

Tabela 2: Representacéo de proteinas e seus respectivos anticorpos

Peso
Proteinas Anticorpos Fabricante  Cédigo Diluicéo
Molecular
: . Anti-
Sinaptotagmina : _ Abcam ab13259 64 kDa 1:1000
sinaptogamina
EGR-1 Anti-EGr-1 Santa Cruz  SC-189  ~82kDa 1:500
. - Anti-
Sinaptofisina : . Abcam ab8049 38 kDa 1:500
sinaptofisina
) ) Anti-
Sinaptobrevina . _ Abcam ab18013 17 kDa 1:1000
sinaptobrevina
Sinapsina Anti-sinapsina Abcam ab64581 74 kDa 1:1000

PSD-95 Anti - PSD-95 Abcam ab13552 100 kDa 1:1000
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ApoOs a transferéncia, as membranas foram coradas com solucdo de
Ponceau S por 3 min para verificar a eficiéncia do método. Em seguida,
algumas lavagens com agua destilada foram realizadas e as membranas
bloqueadas com leite desnatado em tampdo TBS-T por 2 horas. As
membranas foram incubadas com os anticorpos citados na tabela 2, overnight,
de acordo com as padronizagdes realizadas. No dia seguinte a incubacao, as
membranas foram lavadas com TBS-T e incubadas por 2 horas com um
anticorpo secundario marcado com peroxidase. O excesso de conjugado foi
removido com mais um ciclo de lavagens (com TBS-T) e os antigenos foram
revelados com o ECL de quimioluminescéncia. As imagens foram detectadas
(Amersham Imager 600, GE Healthcare) e digitalizadas (IQuantCapture 400, v
1.0.0, GE Healthcare). As intensidades das bandas imunorreativas foram
guantificadas pelo programa ImageQuant e expressas em unidades arbitrarias.

A B-actina foi utilizada como fator normalizador.

3.7 PCR Real time

As estruturas encefdlicas foram homogeneizadas com 1 mL de Trizol®
(Invitrogen) e deixadas em repouso por 5 minutos a temperatura ambiente.
Foram adicionados 200 pL de cloroférmio para separacao das fases aquosa e
organica e, apos agitacdo manual, as amostras foram deixadas em repouso por
10 minutos. A seguir, as amostras foram centrifugadas a 12.000x g por 15 min
a 4 °C para a separacao do RNA, DNA e proteinas.

O RNA foi entdo coletado em novo microtubo ao qual foram adicionados
500 uL de isopropanol. A seguir, estas foram agitadas manualmente e deixadas
em repouso overnight a -20°C para a precipitacio do RNA. Apds nova
centrifugacédo de 12.000 x g por 10 min a 4°C, o sobrenadante foi descartado
evitando contato com o precipitado de RNA. Em seguida, adicionou-se 0,5 mL
de etanol 95% e a amostras foram centrifugadas a 7.500 x g por 5 min a 4°C.
Apds a remocdo do sobrenadante, foi adicionado 0,5 mL de etanol 75% e
novamente centrifugado a 7.500 x g por 5min a 4°C. O sobrenadante foi entéo
descartado e o pellet foi deixado para secar em temperatura ambiente, por 10

min. O RNA foi ressuspenso em 30 uL de agua ultra pura (RNAse/DNAse free),
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fervido a 55 °C e logo apds a quantificacdo foi realizada em NanoDrop 1000
(Uniscience®).

Para a preparagéo do cDNA, foi utilizada uma concentracéo de 1 pg/uL
de RNA diluido em 13 pL de solucdo aquosa RNAse/DNAse free. Em seguida
adicionou-sel pL de Vilomix®, que foram misturados com o auxilio de uma
pipeta. Esta mistura foi levada ao termociclador por 30 min a 50 °C no primeiro
ciclo, 20 minutos a 70 °C no segundo e 10 minutos a 4°C no terceiro. O cDNA
foi armazenado em -20 °C até realizacao das analises.

Para a realizacdo do PCR real time o cDNA preparado foi diluido em
uma proporc¢ao de 1:5, sendo utilizados 3uL da solucédo para cada analise. Foi
preparado um meio reacional contendo 9uL de Syrbrgreen Master Mix® (genes
analisados foram Egr-le 18S,sendo este o gene enddgeno utilizado como
normalizador). Este meio foi adicionado a placa de PCR. A reacéao foi levada ao
termociclador AppliedBiosystems 7500HT Real-Time PCR System®, e a
guantificacéo foi realizada utilizando os dados de expressao relativa do gene

estudado em relacdo ao gene enddgeno (AACt) (PFAFF, 2001).

3.8 Imunofluorescéncia

Os encéfalos congelados foram cortados em uma espessura de 40 um
em criostato (CM3050, Leica) e conservados em microtubo de 5 mL contendo
solucéo anti-freeze (Tampao fosfato de sodio 0,4 M+ sacarose + etilenoglicol) a
-20°C.

Os cortes foram colocados em peneiras de 0,4 um e lavados em placas
de 6 pocos contendo PBS, 3x de 10 min para retirar o excesso de solucao anti-
freeze. ApGs lavagem com PBS, os cortes foram incubados durante duas horas
com solucdo de bloqueio 5 % (BSA 5% +Triton 0,01%). Com o bloqueio
realizado, os cortes foram incubados overnight a -4°C em um microtubo de 2
mL contendo os anticorpos primarios, mouse monoclonal anti-neurofilamentos
1/50 (68 kDa, 160 kDa e 200 kDa; Invitrogen®) e mouse monoclonal anti-
MAP2-1/2500 (Abcam), diluidos em solucao de bloqueio 5%. No dia seguinte,
os cortes foram lavados em PBS, 3x de 5 min, e em seguida colocou-se uma
solugcdo de Metanol 10% e H,0, 1% (diluido em PBS) por 20 minutos para

diminuir o background dos cortes. A seguir, as amostras foram lavadas 1x com
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PBS e incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente com anticorpo
secundério conjugado a fluoroforo (anti-rabbit AlexaFluor 488 e 594, 1:500,
Abcam), diluido em solucéo de bloqueio. Finalmente, apds nova lavagem de 3x
de 5 min com PBS, os cortes foram incubados por 20 min a temperatura
ambiente com DAPI 300 nM (Sigma-Aldrich) diluido 1/1000 em PBS. Lavagens
foram realizadas com PBS, 4x de 10 min, para a retirada do excesso de DAPI,
os cortes foram montados nas laminas Superfrost e apds a secagem adicionou-
se Fluoromount-G (Sigma Aldrich®) e selou-se com esmalte incolor. As
andlises e aquisicdes de imagem foram realizadas, escolhendo-se trés locais
aleatérios das regifes escolhidas e a captura das imagens foi em microscépio
de fluorescéncia, com a lente de 10X (Zeiss®).

3.9 Andlise Estatistica

Nos ensaios de Western Blotting, PCR Real time e imunofluorescéncia os
grupos controle e fumante foram comparados pelo teste “t” de Student
utilizando o software Prism6 para Windows (GraphPad Prism).Para as analises
das fotos de imunofluorescéncia utilizou-se o programa ImageJ. Os dados
foram apresentados como média + EPM (erro padrdo da média) e

considerados significativamente diferentes para valores de p<0,05.



4 Resultados
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4.1 Determinag&o de COHb e determinagao de nicotina/cotinina do 3R4F e 4A1
A determinacdo de COHb é um parametro de monitorizagdo biolégica para
confirmar que a exposicao ao cigarro se deu de forma eficaz, além disso, garantimos
gue o padréo de exposi¢cdo ndo promoveu hipdxia nos animais.
A Tabela 3 representa os resultados obtidos de COHb em sangue total dos

animais expostos.

Tabela 3: Valores de porcentagem de carboxihemoglobina dos animais controles e
expostos a fumaga do cigarro 3R4F e 4A1 por 13 dias consecutivos. Valores expressos
em média + erro padrao. (n=8 para o0 grupo controle e n=8 para 0 grupo exposto)

Porcentagem de COHb

Controle 1,49 +1,294
Exposicéo ao 3R4F 22,74 + 0,956
Exposicdo ao 4A1 23,47 £1,89

Ja a determinacdo de nicotina/cotinina também é considerada como uma
monitorizacdo ambiental, sendo a cotinina considerada um marcador que diferencia

o fumante passivo do fumante ativo.

Tabela 4: Valores de nicotina/cotinina dos animais expostos a fumaca do cigarro 3R4F e
4A1 por 13 dias consecutivos. Valores expressos em ng/mL. (n=5 para 0 grupo exposto)

Nicotina (ng/mL) Cotinina (ng/mL)

Exposicio ao 3R4F 116,36 54,88
Exposicio ao 4A1 9,94 4,94
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4.2 Cerebelo

4.2.1 Analise Western Blotting e PCR Real time

As Figuras de 10 a 15 apresentam os resultados obtidos nas quantificacbes
das proteinas sinapticas sinapsina, sinaptotagmina, sinaptofisina, sinaptobrevina,
PSD-95 e do fator de transcrigdo EGR-1, por Western Blotting. A expresséo do gene
Egr-1 por PCR Real time esta apresentada na Figura 16.

Os resultados indicam que a exposicao a fumaca do cigarro 3R4F no inicio do
periodo pés-natal diminuiu a concentracdo de sinapsina na infancia (p<0,05) e na
adolescéncia (p<0,01) e aumentou a sinaptofisina na infancia e na adolescéncia
(ambos p<0,05) sem alteracdes na fase adulta. Mais ainda, foi observada diminui¢ao
de EGR-1 na infancia e na adolescéncia (ambos p<0,01) e aumento na fase adulta
(p<0,05), entretanto, sua expressao génica diminuiu na adolescéncia e aumentou na
fase adulta.

Nos animais expostos a fumaca do cigarro 4A1 no inicio do periodo pos-natal
foi observada somente diminuicdo de sinaptobrevina (p<0,05) na fase adulta. Outra
alteracao causada por este cigarro foi a diminuicdo da expressdo génica do Egr-1 na

infancia e na adolescéncia.
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Figura 10: Analise quantitativa de sinapsina por Western Blotting no cerebelo de animais
expostos a fumacga do cigarro 3R4F e 4A1 por 15 dias. A -15 dias, B- 35 dias e C- 65 dias. Teste
“t” de Student, *p<0,05 e **p<0,01. Dados expressos em % em relacdo ao controle (n=6). CT=
controle, FU= fumante.
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Figura 11: Analise quantitativa de sinaptotagmina por Western Blotting no cerebelo de animais
expostos a fumacga do cigarro 3R4F e 4A1 por 15 dias. A -15 dias, B- 35 dias e C- 65 dias. Teste
“t” de Student, p>0,05. Dados expressos em % em rela¢do ao controle (n=6). CT= controle, FU=

fumante.
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Figura 12: Analise quantitativa de sinaptofisina por Western Blotting no cerebelo de animais
expostos a fumaga do cigarro 3R4F e 4A1 por 15 dias. A -15 dias, B- 35 dias e C- 65 dias.
Teste “t” de Student, p>0,05. Dados expressos em % em relacdo ao controle (n=6). CT=
controle, FU= fumante.
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Figura 13: Andlise quantitativa de sinaptobrevina por Western Blotting no cerebelo de animais
expostos a fumaca do cigarro 3R4F e 4A1 por 15 dias. A -15 dias, B- 35 dias e C- 65 dias.
Teste “t” de Student, *p<0,05 e **p<0,01. Dados expressos em % em relacdo ao controle (n=6).
CT= controle, FU= fumante.
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Figura 14: Analise quantitativa de PSD-95 por Western Blotting no cerebelo de animais
expostos a fumaca do cigarro 3R4F e 4A1 por 15 dias. A -15 dias, B- 35 dias e C- 65 dias.
Teste “t” de Student, p>0,05. Dados expressos em % em relacdo ao controle (n=6). CT=
controle, FU= fumante.
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Figura 15: Analise quantitativa de ERG-1 por Western Blotting no cerebelo de animais
expostos a fumaca do cigarro 3R4F e 4A1 por 15 dias. A -15 dias, B- 35 dias e C- 65 dias.
Teste “t” de Student, *p<0,05 e **p<0,01. Dados expressos em % em relacdo ao controle (n=6).

CT= controle, FU= fumante.
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Figura 16: Andlise quantitativa do gene Egr-1 por PCR Real time no cerebelo de animais
expostos por 15 dias a fumaca do cigarro 3R4F e 4A1. Ae B- 15dias; Ce D 35 dias;Ee F
65 dias. Teste “t” de Student, *p<0,05. As imagens nos campos superiores da figura
representam as curvas de Melt. Dados expressos em AACt em relacdo ao gene enddgeno
18S (n=4). CT= controle, FU=fumante.
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4.2.2 Analise de imunofluorescéncia das proteinas MAP-2 e Neurofilamentos.

As figuras 17 e 18 mostram as fotos representativas das andlises de
imunofluorescéncia das proteinas MAP-2 e Neurofilamentos.

CT 654 FU 354 CT 35d FU 154 CT 15d

FU 654

Figura 17: Fotos representativas das andlises de imunofluorescéncia das proteinas MAP-2
e neurofilamentos, em animais expostos a fumaga do cigarro 3R4F. As setas representam a
area granular do cértex cerebelar. CT= controle, FU=fumante.



57

CT 65d FII 35d CT 35d FUI 154 CT 154

FII 65d

Figura 18: Fotos representativas das andlises de imunofluorescéncia das proteinas MAP-2
e neurofilamentos, em animais expostos a fumaca do cigarro 4A1. As setas representam a
area granular do cértex cerebelar. CT= controle, FU= fumante.
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Os resultados da andlise quantitativa da MAP-2 estdo apresentados na figura
19. A exposicdo aos dois cigarros no inicio do periodo pés-natal apresentou
diminuicdo da MAP-2 na infancia (p<0,001 e p<0,0001) e na adolescéncia (p<0,001)
e aumento na fase adulta (p<0,001).
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Figura 19: Analise quantitativa da MAP-2 no cerebelo. Animais expostos por 15 dias a
fumaca do cigarro 3R4F e do 4Al, nas idades de 15 (A), 35 (B) e 65 dias (C). Teste “t” de
Student, ***p<0,001 e ****p<0,0001. Dados expressos em intensidade de fluorescéncia em
relacdo ao grupo controle (n=4). CT= controle, FU= fumante.
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Os resultados da andlise quantitativa dos Neurofilamentos estdo demonstrados
a sequir, pela figura 20. A exposi¢ao aos dois cigarros no inicio do periodo pos-natal
apresentou diminuicdo da dos neurofilamentos na infancia (p<0,001 e p<0,0001) e na
adolescéncia (p<0,001 e p<0,0001), sem alteracéo na fase adulta.
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Figura 20: Analise quantitativa dos Neurofilamentos no cerebelo. Animais expostos por 15 dias
a fumaca do cigarro 3R4F e do 4A1, nas idades de 15 (A), 35 (B) e 65 dias (C). Teste “t” de
Student,***p<0,001 e ****p<0,0001. Dados expressos em intensidade de fluorescéncia em
relacéo ao grupo controle (n=4). CT= controle, FU= fumante.
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4.3 Hipocampo

4.3.1 Analise Western Blotting e PCR Real time

Nas Figuras 21 a 26 estao apresentados os resultados das quantificagbes das
proteinas sinapsina, sinaptotagmina, sinaptofisina, sinaptobrevina, PSD-95 e EGR-1
dos animais expostos a fumaca do cigarro. A Figura 26 mostra os resultados da
expressao génica de Egr-1.

A exposicdo a fumaca do cigarro 3R4F aumentou sinapsina na infancia
(p<0,01) e diminuiu na adolescéncia (p<0,05). Em relacdo a quantificacdo da
sinaptotagmina e da sinaptofisina, constatamos um aumento somente na
adolescéncia. Mais ainda, a PSD-95 mostrou-se diminuida somente na infancia
(p<0,05). Apesar da proteina EGR-1 mostra-se diminuida somente na adolescéncia
(p<0,001), sua expressao génica diminuiu (p<0,01) tanto na infancia quanto na
adolescéncia.

Nos animais expostos ao 4A1 em relagcdo as proteinas sinapticas néo
ocorreram mudancas significativas, somente foi constatado um aumento (p<0,01) do

gene Egr-1 na infancia e na adolescéncia.
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Figura 21: Analise quantitativa de sinapsina por Western Blotting no hipocampo de animais
expostos por 15 dias a fumaca do cigarro 3R4F e 4Al. A-15 dias, B-35 dias e C-65 dias. Teste
“t” de Student, *p<0,05 e **p<0,01. Dados expressos em porcentagem em relagcdo ao controle
(n=6). CT= controle, FU= fumante.
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Figura 22: Andlise quantitativa de sinaptotagmina por Western Blotting no hipocampo de
animais expostos por 15 dias a fumaca do cigarro 3R4F e 4Al. A-15 dias, B-35 dias e C-65
dias. Teste “t” de Student,*p<0,05 e **p<0,01. Dados expressos em porcentagem em relacdo
ao controle (n=6). CT= controle, FU= fumante.
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Figura 23: Andlise quantitativa de sinaptofisina por Western Blotting no hipocampo de animais
expostos por 15 dias a fumaca do cigarro 3R4F e 4Al1. A-15 dias, B-35 dias e C-65 dias. Teste
“t” de Student, **p<0,01. Dados expressos em porcentagem em relagdo ao controle (n=6). CT=
controle, FU= fumante.
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Figura 24: Analise quantitativa de sinaptobrevina por Western Blotting no hipocampo de
animais expostos por 15 dias a fumacga do cigarro 3R4F e 4Al. A-15 dias, B-35 dias e C-65
dias. Teste “t” de Student,* p<0,05 e **p<0,01. Dados expressos em porcentagem em relacao
ao controle (n=6). CT= controle, FU= fumante.
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Figura 25: Analise quantitativa de PSD-95 por Western Blotting no hipocampo de animais
expostos por 15 dias a fumaca do cigarro 3R4F e 4Al1. A-15 dias, B-35 dias e C-65 dias. Teste
“t” de Student, *p<0,05 e **p<0,01. Dados expressos em porcentagem em relagcdo ao controle
(n=6). CT= controle, FU = fumante.
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Figura 26: Analise quantitativa de EGR-1 por Western Blotting no hipocampo de animais
expostos por 15 dias a fumaca do cigarro 3R4F e 4A1. A-15 dias, B-35 dias e C-65 dias. Teste
“t” de Student, ***p<0,001. Dados expressos em porcentagem em relacdo ao controle (n=6). CT=
controle, FU = fumante.
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Figura 27: Andlise quantitativa do gene Egr-1 por PCR Real time no hipocampo de animais
expostos por 15 dias a fumaca do cigarro 3R4F e 4A1. A e B- 15 dias; Ce D 35 dias; Ee F
65 dias. Teste “t" de Student, **p<0,01. As imagens nos campos superiores da figura
representam as curvas de Melt. Dados expressos em AACt em relacdo ao gene enddgeno
18S (n=4). CT= controle, FU=fumante.
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4.3.2 Analise de imunofluorescéncia das proteinas MAP-2 e Neurofilamentos.

As figuras 28 e 29 mostram as fotos representativas das andlises de
imunofluorescéncia das proteinas MAP-2 e Neurofilamentos, no hipocampo.

i~

DAPI MAP-2 Neu Merge

-
-

Figura 28: Fotos representativas das andlises de imunofluorescéncia das proteinas MAP-2

CT 154

FU 154

T 354

CT 654 FLI 35d

FU 65d

e neurofilamentos, em animais expostos a fumacga do cigarro 3R4F. As setas indicam a area
do giro denteado. CT= controle, FU= fumante.
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Figura 29: Fotos representativas das andlises de imunofluorescéncia das proteinas MAP-2
e neurofilamentos, em animais expostos a fumaca do cigarro 4Al. As setas indicam a area
do giro denteado. CT= controle, FU= fumante.
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Os resultados da andlise quantitativa da MAP-2 estdo apresentados na figura
30. O cigarro 3R4F aumentou a MAP-2 na infancia (p<0,0001), na adolescéncia
(p<0,0001) e na fase adulta (p<0,001). No entanto, o cigarro 4A1l causou diminui¢ao
na infancia (p<0,001) e aumento nas outras duas idades avaliadas (p<0,01 e
p<0,001).
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Figura 30: Andlise quantitativa da proteina MAP-2 no hipocampo de animais expostos por
15 dias a fumaca do cigarro 3R4F e do 4A1, nas idades de 15 (A), 35 (B) e 65 dias (C).
Teste “t” de Student, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001. Dados expressos em intensidade
de fluorescéncia em rela¢éo ao grupo controle (n=4). CT= controle, FU= fumante
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Os resultados da andlise quantitativa dos Neurofilamentos estao
apresentados na figura 31. O cigarro 3R4F diminuiu os neurofilamentos na infancia
(p<0,0001), porém causou aumento na adolescéncia (p<0,001) e na fase adulta
(p<0,01). J& o0 4A1 diminui os neurofilamentos tanto na infancia (p<0,0001) quanto
na adolescéncia (p<0,001), porém aumentou na fase adulta (p<0,01).
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Figura 31: Analise quantitativa dos Neurofilamentos no hipocampo de animais expostos por
15 dias a fumaca do cigarro 3R4F e do 4A1, nas idades de 15 (a), 35 (b) e 65 dias (c). Teste
“t” de Student, **p<0,01, ***p<0,001 e ***p<0,0001. Dados expressos em intensidade de
fluorescéncia em relagcdo ao grupo controle (n=4). CT= controle, FU= fumante.
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4.4 Tronco Encefalico

4.4.1 Analise Western Blotting e PCR Real time

Nas Figuras 32 a 37 estao apresentados os resultados das quantificagbes das
proteinas sinapsina, sinaptotagmina, sinaptofisina, sinaptobrevina, PSD-95 e EGR-1
dos animais expostos a fumaca do cigarro 3R4F e ao 4A1 em relacdo aos animais
do grupo controle. A figura 38 apresenta a expressao génica de Egr-1.

Houve aumento estatisticamente significativo na quantificacdo da sinapsina de
animais expostos a fumaca do cigarro 3R4F no inicio do periodo poés-natal na
adolescéncia (p <0,05) e uma diminui¢do na fase adulta (p<0,05). Ja a quantificacéo
do fator de transcricdo EGR-1 mostrou-se aumentada na fase adulta (p<0,01) e sua
expressao génica aumentou somente na fase adulta (p<0,01).

Os animais expostos ao cigarro 4Al1 apresentaram diminuicdo de
sinaptotagmina na fase adulta (p<0,05) e aumento de sinaptobrevina na
adolescéncia (p<0,05) e na fase adulta (p<0,01). Mais ainda, a proteina EGR-1
aumentou na fase adulta (p<0,05) e sua expressao génica mostrou-se aumentada

na infancia (p<0,05) e na adolescéncia (p<0,05).
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Figura 32: Analise quantitativa de sinapsina por Western Blotting no tronco encefalico de animais
expostos por 15 dias a fumaca do cigarro 3R4F e 4Al. A-15 dias, B-35 dias e C-65 dias.Teste “t”
de Student, *p<0,05. Dados expressos em porcentagem em relacdo ao controle (n=6). CT=
controle, FU= fumante.
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Figura 33: Analise quantitativa de sinaptotagmina por Western Blotting no tronco encefélico de
animais expostos por 15 dias a fumaca do cigarro 3R4F e 4Al. A-15 dias, B-35 dias e C-65
dias. Teste “t” de Student, *p<0,05. Dados expressos em porcentagem em relacdo ao controle
(n=6). CT= controle, FU= fumante.
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Figura 34: Andlise guantitativa de sinaptofisina por Western Blotting no tronco encefélico de
animais expostos por 15 dias a fumaca do cigarro 3R4F e 4Al. A-15 dias, B-35 dias e C-65
dias. Teste “t” de Student, p>0,05. Dados expressos em porcentagem em relagdo ao controle
(n=6). CT: Controle, FU: Fumante.
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Figura 35: Andlise quantitativa de sinaptobrevina por Western Blotting no tronco encefalico de
animais expostos por 15 dias a fumaca do cigarro 3R4F e 4A1. A-15 dias, B-35 dias e C-65 dias.
Teste “t” de Student, *p<0,05 e **p<0,01. Dados expressos em porcentagem em relagdo ao
controle (n=6). CT: Controle, FU: Fumante.
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Figura 36: Analise quantitativa de PSD-95 por Western Blotting no tronco encefalico de animais
expostos por 15 dias a fumaca do cigarro 3R4F e 4Al. A-15 dias, B-35 dias e C-65 dias. Teste
“t” de Student, p>0,05. Dados expressos em porcentagem em relagcdo ao controle (n=6). CT:
Controle, FU: Fumante.
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Figura 37: Andlise gquantitativa de EGR-1 por Western Blotting no tronco encefalico de
animais expostos por 15 dias a fumaga do cigarro 3R4F e 4A1. A-15 dias, B-35 dias e C-65
dias. Teste “t” de Student, *p<0,05 e **p<0,01. Dados expressos em porcentagem em relagdo
ao controle (n=6). CT: Controle, FU: Fumante.
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Figura 38: Analise guantitativa do gene Egr-1 por PCR Real time no tronco encefélico de
animais expostos por 15 dias a fumaca do cigarro 3R4F e 4A1. A e B- 15 dias; C e D 35 dias;
E e F 65 dias. Teste “t” de Student, *p<0,05 e **p<0,01. As imagens nos campos superiores
da figura representam as curvas de Melt. Dados expressos em AACt em relacdo ao gene

endodgeno 18S (n=4). CT= controle, FU= fumante.
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4.4.2 Analise de imunofluorescéncia das proteinas MAP-2 e Neurofilamentos.

As figuras 39 e 40 mostram as fotos representativas das andlises de
imunofluorescéncia das proteinas MAP-2 e Neurofilamentos, no tronco enceféalico.

CT 65d FU 35d CT 35d FU 154 T 154

FLI 654

Figura 39: Fotos representativas das andlises de imunofluorescéncia das proteinas MAP-2

e neurofilamentos, em animais expostos a fumaca do cigarro 3R4F. As setas indicam a area
da formacéo reticular CT= controle, FU= fumante.
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CT 654 FLI 354 CT 35d FlI 15d CT 154

FU 654

Figura 40: Fotos representativas das andlises de imunofluorescéncia das proteinas MAP-2
e neurofilamentos, em animais expostos a fumaca do cigarro 4Al. As setas indicam a area
da formacao reticular. CT= controle, FU= fumante.
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Os resultados da analise quantitativa da MAP-2 estao apresentados na figura

41. Foi detectado aumento de MAP-2 na adolescéncia (p<0,01) e fase adulta

(p<0,05) apds exposicao ao cigarro 3R4F. No entanto, a exposi¢do ao 4A1 diminuiu
MAP-2 na adolescéncia (p<0,001).
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Figura 41: Analise quantitativa da proteina MAP-2 no tronco encefalico de animais expostos
por 15 dias a fumaca do cigarro 3R4F e do 4Al, nas idades de 15 (A), 35 (B) e 65 dias (C).
Teste “t” de Student, *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001. Dados expressos em intensidade de
fluorescéncia em relagéo ao grupo controle (n=4). CT: Controle; FU: fumante.



Os resultados da andlise quantitativa dos

Neurofilamentos
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estao

apresentados na figura 42. Como pode ser visto os dois cigarros diminuiram o0s

neurofilamentos na adolescéncia (p<0,0001).
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Figura 42: Analise quantitativa dos Neurofilamentos no tronco encefalico de animais
expostos por 15 dias a fumaca do cigarro 3R4F e do 4A1, nas idades de 15 (A), 35 (B) e 65
dias (C). Teste “t” de Student, ****p<0,0001. Dados expressos em intensidade de
fluorescéncia em relagéo ao grupo controle (n=4). CT: Controle, FU: Fumante.



Tabela 5: Resumo dos resultados obtidos nas analises de Western Blotting, PCR Real time e Imunofluorescéncia.

] _ Cerebelo Hipocampo Tronco Encefalico

Proteinas | Cigarro

15D 35D 65D 15D 35D 65D 15D 35D 65D
3R4F - - -

SYN1 4 4 T 4 T 1
4A1 - - - - - - - - -
3R4F - - - - - - - -

SYT ﬂ
4A1 - - - - - - - - I
3R4F - - - - - - - -

SYP T
4A1 - - - - - - - - -

SvE 3R4F - - - - - - - - -
4Al - 0 ! ) - ] ) T i
3R4F - - - - - - - -

PSD-95 4
4A1 - - - - - - - - -
3R4F - - - -

EGR-1 4 4 o 4 o
4A1 - - - - - - - - 1T

Egr-1 3R4F - a 1T a 1 - - - T
AL g 4 ' ' T ' T T :

MAP-2 SRAF 4 4 T T T - - T T
wl g T N S N A ' ' L '

NEU R4F 1 g - i T T : Il :
4AL { I - I {1 T - 1 ]

SYNL1 - sinapsina; SYT — sinaptotagmina; SYP — sinaptofisina; SYB — sinaptobrevina; PSD-95 — post synaptic density protein-95; EGR-1 — early growth receptor -1; Egr-1 — gene
promotor de EGR-1; MAP-2 — microtubule associated protein — 2; NEU - neurofilamentos; as setas representam as diminui¢cdes e os aumentos em relacdo aos animais controle, 0s
tracos representam diferengas néo significativas.
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5. Discussao

A poluicdo tabagistica ambiental € considerada um problema de saude publica
e a exposicdo em fases precoces do desenvolvimento pode trazer consequéncias
para a satde ao longo da vida (WUNSCH FILHO et al, 2010).

A barreira encefélica ndo é totalmente impermeével aos xenobidticos, estes
podem atingir o SNC dependendo de suas caracteristicas quimicas, como a
lipossolubilidade (FERNANDES, 2004). A nicotina € um alcaléide que tem a
capacidade de atravessar a barreira hematoencefélica e exercer seus efeitos nos
receptores colinérgicos nicotinicos, que estéo localizados em todo o SNC (RODIER,
1995).

No SNC a nicotina tem um efeito farmacologico semelhante as drogas
psicoativas como a cocaina e a anfetamina, interagindo na area tegumentar ventral
e no nucleo accumbens, principais areas relacionadas a recompensa e a
dependéncia. Alguns estudos sugerem que a nicotina pode ainda aumentar a
atividade locomotora, além de exercer um efeito reforcador no consumo de outras
drogas (INIGUEZ et al, 2009).

Outros estudos indicam que a nicotina induz adaptacbes moleculares que
podem modificar a ativacdo de fatores intracelulares e promover alteracbes na
transcricdo de proteinas, como por exemplo, nas transmissfes glutamatérgicas,
podendo aumentar o MRNA e/ou as concentracdes proteicas dos receptores AMPA
e NMDA (REZVANI et al, 2007).

Dajas-Bailador e Wonnacott (2004), em sua revisdo, descreveram que um dos
efeitos da nicotina esta ligado a liberacdo dos neurotransmissores por meio da
ativacdo dos receptores nicotinicos, e que ainda pode exercer alteracbes pos-
sinapticas, contribuindo com a sua potenciacdo devido ao baixo estimulo pré-
sinaptico. Pela regulacdo na neurotransmisssdo glutamatérgica a nicotina pode
ainda induzir a potenciacdo de longa duracdo mediada pelo receptor NMDA,
fendmeno que pode contribuir para a adaptacao celular.

Durante o desenvolvimento do SNC os receptores colinérgicos nicotinicos
estao envolvidos no desenvolvimento neural e de circuitos sensoriais, bem como na
sobrevivéncia celular e na maturagdo das sinapses. A exposi¢cdo a nicotina nesta

fase é considerada um fator de risco para o0 surgimento de alteracdes
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comportamentais e de déficit de memoria, podendo ainda aumentar a ansiedade e
promover efeitos depressivos, problemas estes que podem se estender da infancia
até a fase adulta. (WICKSTROM, 2007; DWYER, 2009; PARAMESHWARAN et al,
2012).

Villaga et al. (2010) compararam a exposi¢cao de dois cigarros com diferentes
concentragbes de nicotina, o 3R4F( 0,73 mg de nicotina) e o 4Al1 (0,16 mg de
nicotina), em elementos da transmissao colinérgica, em animais expostos durante a
adolescéncia (P 30-45). Foi observado que mesmo nas exposi¢cdes aos cigarros de
baixa concentracdo de nicotina, elementos da transmissdo colinérgica, como a
reciclagem da acetilcolina e o retorno da colina para a membrana pré-sinaptica,
foram alteradas; no cigarro 3R4F houve um aumento no retorno da colina no
hipocampo e no cortex, e no cigarro 4A1, o retorno de colina aumentou somente no
cortex.

Os cigarros 3R4F e 4A1 sao cigarros referéncia produzidos pela Universidade
de Kentucky, e possuem diferentes concentracdes de nicotina. Esta diferenca de
concentracdo foi confirmada pelos resultados da monitorizacdo biologica da
exposicao (quantificacdo de COHDb).

A COHb, é considerada um biomarcador de intensidade de fumo que compara
os fumantes de acordo com o quantidade de cigarros fumados (APPLETON et al,
2015). Nossos resultados de COHb mostram que néo houve diferenca entre os dois
cigarros e que a exposicao se deu da mesma forma para 0s animais expostos.

Os cigarros 3R4F e 4A1 sao cigarros referéncia produzidos pela Universidade
de Kentucky, sendo que uma das diferencas entre eles é a concentracdo de nicotina.
Este dado foi confirmado pela monitorizacdo biologica da exposicdo através da
determinacdo de nicotina/cotinina, que podemos observar foi maior no cigarro com
concentracdo mais alta de nicotina e menor no cigarro com baixa concentragao.

Estudos anteriores de nosso grupo mostraram que a exposicdo a fumaca do
cigarro no inicio do periodo poés-natal de animais Balb-c induziu estresse oxidativo
em diferentes regibes encefélicas, além de levar a diminuicdo de proteinas
envolvidas na transmissao sindptica, prejudicar processos de mielinizacdo, de
aprendizagem e memoria (TORRES et al., 2012; TORRES et al., 2015).

Aprendizado e memaria sao processos dependentes de plasticidade sinaptica,
qgue envolve a formacdo da vesicula singptica, bem como o transporte desta, a

liberacdo do neuromediador, o seu retorno e reciclagem. Ao longo deste ciclo as
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proteinas que podemos destacar como essenciais sdo sinapsina, sinaptotagmina,
sinaptofisina, sinaptobrevina (ARISI; NEDER; MOREIRA, 2001; LEE; LITTLETON,
2010; MAYFORD; SIEGELBAUM; KANDEL, 2012).

O cerebelo é uma regido encefélica que apresenta a maior taxa de crescimento
durante o desenvolvimento. As suas regides mediais estdo envolvidas no controle
dos reflexos somaticos e autonémicos, além dos movimentos compostos como a
locomocdo. O hemisfério intermediério esta relacionado com o controle dos
movimentos voluntarios e por fim, o hemisfério lateral participa de fungdes cognitivas
mais complexas, como a linguagem (LENT, 2010).

No presente estudo, observamos que nos animais expostos ao cigarro 3R4F
ocorreu reducédo da quantidade de sinapsina na infancia e adolescéncia e que nos
animais expostos ao cigarro 4Al a reducdo se deu na proteina sinaptobrevina
durante a adolescéncia e fase adulta.

A sinapsina mostra-se essencial no acoplamento das vesiculas sinapticas ao
citoesqueleto, estudos em ratos durante a gestacdo mostram que uma deficiéncia de
folato e vitamina B12 pode interferir neste acoplamento da vesicula, sugerindo que
esta deficiéncia pode atuar diretamente na sintese de sinapsina (POURIE et al,
2015). Considerando que a fumaca do cigarro 3R4F reduziu a quantidade dessa
proteina na infancia e na adolescéncia, e ainda que esta proteina sinaptica atua na
liberacdo da vesicula pré-sinaptica, podemos sugerir que a exposicao a este cigarro,
no inicio da vida, possa causar danos durante a liberacéo vesicular.

A sinaptobrevina é uma proteina de membrana vesicular constituinte da familia
SNARE, ela aproxima e funde as membranas do terminal sinaptico por meio de um
complexo formado por sinaptobrevina-2, sintaxina-l1A e SNAP-25 (complexo
SNARE) (ARISI, NEDER; MOREIRA, 2001; ZHANG et al.,, 2013). Durante o
desenvolvimento do cerebelo esta proteina esta mais associada as sinapses
gabaérgicas (MOHRMANN et al, 2010). Considerando que a sinaptobrevina é
responsavel por estas caracteristicas, sugerimos que o 4Al pode ter exercido um
efeito danoso durante a transmisséo sinaptica do cerebelo.

Na mesma estrutura (cerebelo) ndo observamos nenhuma diferenca
significativa na quantificacdo da sinaptofisina e nem na quantificagdo da
sinaptotagmina em nenhum dos cigarros.

Aléem das alteracbes nas proteinas pré-sinapticas, observamos ainda no

cerebelo, reducdo do fator EGR-1 na infancia e adolescéncia e aumento na fase
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adulta (3R4F). Nossos resultados indicam que a redugdo dessa proteina na infancia
e adolescéncia pode ter ocorrido devido a diminuicdo da expressédo do gene Egr-1,
qguantificado por PCR Real time. O gene Egr-1 é amplamente expresso em varias
regides do SNC; no cerebelo ele esta relacionado com o auxilio da plasticidade de
interpretagéo do movimento (THIEL et al, 2010).

Sabendo que o Egr-1 é um fator importante que pode atuar durante a
interpretacdo e plasticidade dos movimentos no cerebelo, podemos sugerir que
estes eventos podem estar alterados na adolescéncia e na fase adulta dos animais
expostos ao 3R4F e que estas mudangas foram mais evidentes na primeira fase da
vida dos animais expostos ao 4Al. Nossos resultados sao parecidos aos
encontrados por Koldamova et al. (2012), que observou por meio da quantificacéo
por PCR Real time, a diminuicdo desse gene, e que estes resultados ainda possam
estar ligados de alguma forma com as alteragbes encontradas em
neurodegeneracdes, como na doenca de Alzheimer.

O Alzheimer estd associado a comprometimentos de memoria sérios. Autores
sugerem que o inicio da degeneracéo se da através de alteracdes sutis da eficacia
sinaptica do hipocampo e que esta disfuncdo sinaptica é causada por aglomerados
de proteina 3 amiléide, também chamados de placas senis (SELKOE, 2002).

Os estudos de Xue et al. (2015) demonstraram que a nicotina pode ativar a via
de expressdo MAPK/ERK/EGR-1 por meio do receptor nicotinico da acetilcolina
(nAChR) a7. Os autores também verificaram que a ativacdo do gene Egr-1 pela
nicotina é dependente da concentracdo e que a up-regulation deste pode aumentar
a fosforilacdo de CyclinD1 (proto-oncogene regulador da mitose celular), o que
contribui para a atenuacédo da neurotoxicidade provocada pela proteina  amiloide,
principal constituinte das placas senis ha doenca de Alzheimer, as placas senis sao
estruturas extracelulares constituidas desta proteina. Na doenca a clivagem da
proteina amiloide ocorre de forma alterada, gerando a proteina B amiloide, que vai
se acumulando e provocando les6es no cértex cerebral (DOMINGUEZ, HARTMANN,
2004).

De modo geral, a exposicdo a fumaca do cigarro, tanto 3R4F quanto 4Al,
promoveu alteracdes significativas na expressao de Egr-1, sugerindo que mesmo
em concentracoes diferentes de nicotina ainda é possivel observar mudancas em

relacdo a transcricdo génica durante o desenvolvimento.
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A familia de proteinas associadas ao microtubulo (MAPS) estruturais inclui a
MAP-2, que pode ser considerada um marcador precoce e sensivel aos danos
neuronais causados por lesdo traumatica (HUH et al., 2003). A inibicdo aguda de
qgualquer MAP estrutural em neurfnios pode acarretar em uma diminuicdo do
crescimento neuritico, proporcionando a ideia de que a estabilizacdo do microtibulo
seria crucial para a diferenciagdo neuronal durante o desenvolvimento encefélico
(DELOULME et al, 2015).

Uma das fungbes dos neurofilamentos é manter a integridade do axonio,
durante o crescimento radial e até podem auxiliar na velocidade de conducdo do
estimulo em ax6nios amplamente mielinizados, podendo ser utilizado como
marcador para doencas neurodegenerativas (REDONDO et al, 2015;JULIEN, 1999).

Com relacdo as proteinas MAP-2 e Neurofilamentos, tanto o cigarro 3R4F
guanto o cigarro 4A1 promoveram a reducdo destas proteinas na infancia e na
adolescéncia e embora somente a MAP-2 tenha aumentado na fase adulta.

Estas alteracbes podem estar relacionadas com a exposicdo a fumaca do
cigarro, pois sabemos que alteracdes relacionadas aos neurofilamentos podem ser
associadas a manutencao da integridade neuronal, assim como a proteina MAP-2 e
considerando este fato, os animais expostos tanto para o 3R4F quanto para o 4A1l
podem apresentar problemas relacionados a sustentacdo neuronal em alguma parte
desta estrutura encefalica.

Zha et al. (2016) constataram por meio de imunoreatividade que a proteina
MAP-2 diminui durante o desenvolvimento, o que evidencia sua importancia durante
este processo. Estudos como o de Yum et al (2009) constataram que a diminuicdo
de neurofilamentos, leva a uma menor conducdo do estimulo pelos neurbnios
mielinizados durante o desenvolvimento e que isto pode agravar um quadro de
neuropatia.

O hipocampo € uma estrutura encefalica responsavel por varias funcées dentre
elas podemos destacar a formacdo da memoéria e o aprendizado. Por auxiliar na
formacdo das memodrias de longo prazo, o hipocampo € capaz de processar
informacfes e armazena-las por um longo tempo, e exposi¢cdes a xenobidticos como
a nicotina pode alterar a modulagdo deste processo (KENNEY, GOULD, 2008).
Estas informacées sao armazenadas por meio de um processo chamado

plasticidade. A plasticidade é a capacidade que o0 sistema nervoso possui de se

adaptar as novas condi¢bes do ambiente (LENT, 2010).
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Uma das mais importantes plasticidades sinapticas € a LTP. A LTP ou
potenciagdo de longa duragéo tem sido apontada como um dos mais importantes
fatores para que as sinapses ocorram de modo eficiente, pois ela é capaz de
modular a liberacdo do neuromediador na fenda sinaptica, alterar a conformacgéo dos
receptores poés-sinapticos e pode ainda influenciar na ativacdo de genes
responsaveis, por exemplo, na sintese de proteinas importantes para a manutencao
da vesicula pré-sinaptica como a sinapsina (TAKEUCHI; MORRIS; DUSZKIEWICZ,
2014).

Nas investigacOes realizadas no hipocampo, constatamos que a exposi¢cao ao
cigarro 3R4F, aumentou a sinapsina na infancia e diminuiu na adolescéncia, além
disso, aumentou sinaptotagmina e sinaptofisina na adolescéncia, sugerindo que
estes animais de alguma maneira tiveram as funcdes destas proteinas alteradas, e
gue estas alteracdes foram revertidas quando analisamos 0s animais na fase adulta.
Em relacdo as investigacdes do cigarro de menor concentracdo o 4Al, nédo
observamos diferencas significativas nas quantificacbes de nenhum dos elementos
pré-sinapticos.

Estudos realizados com camundongos knockout para sinapsina demonstraram
déficit de aprendizado e de memdria, mostrando que a sinapsina € essencial para
manutencdo do numero de vesiculas sinapticas, por acelerar o transporte de
vesiculas perante uma estimulacéo repetitiva e regulacdo da plasticidade sinaptica
em curto prazo (SUDHOF, 2004; Li L. et al., 1995).

A sinaptotagmina esta ligada ao ancoramento e liberacdo de
neurotransmissores (MARQUEZE et al., 2000). Pang et al. (2006) mostraram que
camundongos knockout C57-Bl que ndo expressam sinaptotagmina-2 possuem
deficiéncias nas transmissfes sinapticas, através de estudos que avaliaram a
capacidade de se alimentar, observaram que a partir da segunda semana de vida
estes animais pararam de procurar alimento e de crescer, levando a morte na
terceira semana de vida, o que evidencia a importancia das sinaptotagminas na
liberacdo dos neurotransmissores, principalmente nas transmissées que envolvem a
procura por alimento.

Nishiki et al., (2004) observaram por eletrofisiologia, que a sinaptotagmina no
hipocampo pode estar associada com a sincronizacdo e liberacdo de
neurotransmissores, como o glutamato e o GABA, em resposta a potenciais de agéo

pré-sinapticos ao invés de controlar a quantidade de neuromediador que € liberado.



91

A sinaptofisina foi a primeira proteina da membrana de vesicula sinaptica,
clonada e isolada (VALTORTA et al., 2004); esta proteina desempenha importante
papel na biogénese, formacdo sinptica, exo e endocitose dessas vesiculas e
portanto, essencial na liberagdo de neurotransmissores (FERREIRA et al 2006).
Chapman (2011) constatou que em animais knock-out para sinaptofisina a
endocitose da vesicula pré-sinaptica € mais lenta e menos eficiente. A perda de
desta proteina pode levar a um "engarrafamento’ de componentes vesiculares em
locais de libertacdo da vesicula e, assim, contribuir para depressao sinaptica durante
a transmissao.

Quando analisamos o0 elemento pos-sinaptico (PSD-95) constatamos que
somente na infancia dos animais expostos ao 3R4F ocorreu diminuigdo, sugerindo
gue a manutencdo da membrana pos-sinaptica possa estar alterada de alguma
forma, pois a PSD-95 € necessaria para que ocorra a maturacdo e a plasticidade
das transmissdes, Ehrlich et al. (2007) mostraram que camundongos knockdown
para PSD-95,durante a infancia, apresentaram deficiéncias na execucdo das
sinapses glutamatérgicas devido a auséncia desta proteina.

Em relacéo as proteinas MAP-2 e neurofilamentos, observamos que durante a
infancia ocorreu o aumento de MAP-2 no 3R4F e reducdo no 4Al, a reducéo é
também observada quando analisamos os neurofilamentos em ambos os cigarros,
nesta mesma idade. Na adolescéncia somente os neurofilamentos do 4Al se
mantiveram reduzidos, pois MAP-2 aumentou para ambos os cigarros. Na fase
adulta somente os neurofilamentos aumentaram para ambos 0s cigarros.

Levando em consideracdo as caracteristicas destas duas proteinas quanto a
manutencdo da integridade do neurdnio, podemos sugerir que 0 aumento e a
diminuicdo pode ter ocorrido devido a exposicédo a fumaca do cigarro, ja que durante
o desenvolvimento estas estruturas estdo relacionadas ndo s6 a integridade como
também ao transporte de vesiculas para a membrana sinaptica (LARSEN;
HOLZBAUR, 2002).

Sabe-se que o tronco encefalico atua em conjunto com a medula espinhal
para controlar as funcfes vitais, como na regulacdo da frequéncia cardiaca, da
pressdo sanguinea e na respiracdo. A exposicdo a fumacga do cigarro tem sido
apontada como um dos fatores de risco para a sindrome da morte subita infantil,
nesta sindrome a crianga tem um comprometimento cardiorrespiratorio que a leva a

morte, logo o tronco encefélico devido as suas fungbes tem sido apontado como a
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principal estrutura relacionada com este fendbmeno (JONES et al.,2008; MAUAD,
2010).

Com relacao ao tronco encefalico, houve efeitos tardios da exposi¢cao a fumaca
do cigarro, demonstrado pelo aumento na concentracdo de sinapsina na
adolescéncia e na fase adulta. Este resultado é particularmente relevante, pois a
sinapsina esta ligada a manutencdo das vesiculas, estando estas fungbes
comprometidas as sinapses podem ocorrer de forma inadequada levando a um
comprometimento das proprias funcdes do tronco encefélico, como a manutencéo
do sistema cardiorrespiratério, e o fumo passivo é um dos fatores de risco para que
ocorra a sindrome da morte subita infantil. O mecanismo fisiopatol6gico dessa
sindrome ainda nao é conhecido, e provavelmente envolve o desenvolvimento desta
estrutura.

Observamos que 0s elementos pré-sinapticos (sinaptotagmina e sinaptobrevina)
nao mostraram alteracdes significativamente diferentes, quando os animais foram
expostos a fumaca do cigarro 3R4F, porém nos animais expostos ao 4Al a
sinaptotagmina mostrou-se diminuida na fase adulta e a sinaptobrevina diminuiu
durante a adolescéncia sendo este comportamento observado também durante a
fase adulta, podemos sugerir que este aumento possa estar relacionado a alguma
mudanca na conformacéao desta vesicula sinaptica.

Na mesma estrutura, nossos resultados indicam que a exposi¢ao a fumaca do
cigarro 3R4F induz aumento da expressdo génica de Erg-1 na fase adulta e
aumento na concentracao proteica de ERG-1 também na fase adulta, e nos animais
expostos ao 4A1 observamos que as alteracfes da expressdo de Egr-1 comecaram
na infancia e se estenderam até a adolescéncia sendo possivel perceber ainda uma
alteracao na quantificacédo da proteina EGR-1 na fase adulta.

Em conjunto, estes resultados sugerem que a exposi¢cao a fumaca no inicio do
periodo pés-natal é capaz de induzir alteracbes na modulacédo da funcédo da EGR-1
mesmo a longo prazo. No caso dos animais expostos ao 3R4F o aumento da
expressdo génica de Egr-1 na fase adulta pode indicar um mecanismo de adaptacéo
frente a exposicdo ao xenobidtico, ja que neste caso as mudancas se deram de
forma tardia, em relacdo aos animais expostos ao 4A1 estas mudangas se deram de
forma precoce, sugerindo que a expressdo génica do Egr-1 possa estar alterada,
uma vez que pesquisadores como Xue et al. (2015) investigaram que a nicotina

pode ser capaz de modular a expressao de Egr-1.
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Quando quantificamos as proteinas MAP-2 e os neurofilamentos constatamos
gue durante a adolescéncia ocorreu um aumento de MAP-2 nos animais expostos
ao 3R4F, visto que na mesma idade 0s animais expostos ao 4Al tiveram uma
diminuicdo em relacéo a esta proteina. Os neurofilamentos mostraram-se diminuidos
em ambos os cigarros durante a adolescéncia. Estas modificacées sugerem que o
tronco encefalico pode ter tido alteragcbes em relacdo a sustentacdo neuronal
(LARSEN; HOLZBAUR, 2002).

As alteragcdes observadas foram pontuais e mais evidentes no cerebelo,
provavelmente pelas caracteristicas desta estrutura, que se desenvolve até a
adolescéncia. No hipocampo as altera¢cées foram mais evidentes durante a infancia,
pois esta € uma estrutura que apresenta uma taxa de desenvolvimento alta somente
durante este periodo, podendo ser susceptivel a alteracbes devido a exposicdes a
agentes externos, como a fumaca do cigarro. Em relagcéo ao tronco encefalico esta é
uma estrutura que apresenta varias juncdes dos sistemas de transmissao e pode ser

esta a razao das alteracbes s6 serem perceptiveis a partir da adolescéncia.



94

6 Conclusdes

Os primeiros dias de vida de um individuo sdo caraterizados como criticos para
o desenvolvimento normal do SNC, pois exposi¢cfes a xenobidticos, como a PTA,
podem promover altera¢des durante este desenvolvimento.

Nossos resultados mostraram que a exposi¢cdo a fumaca de cigarro, mesmo
com diferentes concentragcdes de nicotina, alteram elementos importantes para a
transmissao sindptica como as proteinas vesiculares, bem como o fator de
transcricdo e até mesmo a expressdo génica deste fator em diferentes areas
encefalicas.

Assim concluimos que a exposicdo a PTA no inicio do periodo pos-natal,
mesmo em baixas concentracbes de nicotina, altera elementos envolvidos na
transmissao sinaptica em diferentes regides encefalicas durante diferentes fases de

desenvolvimento.
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