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RESUMO

Introduc¢do: A nicotina ¢ um psicoestimulante presente no tabaco. Apos ser inalada, a
substancia atinge o cérebro em poucos segundos. Estudos anteriores demonstram que o perfil
da emissao de ondas cerebrais (delta, teta, alfa, beta e gama) pode ser usado para descrever os
efeitos da nicotina. No entanto, ha escassez de informagdes quanto ao perfil durante os periodos
de abstinéncia a droga. Objetivos: Caracterizar as alteragdes eletrofisiologicas presentes no
encéfalo de animais em abstinéncia da nicotina. Metodologia: Foram utilizados 36 ratos da
linhagem Wistar adultos, sendo divididos nos seguintes grupos: a) Grupo controle (n=9); b)
Grupo nicotina (grupo tratado com nicotina 1mg/kg via i.p.) (n=9); ¢) Grupo tratado com
nicotina (1 mg/ml) na dose de 1 mg/kg i.p. por 14 dias, com abstinéncia de 24 horas (n=9); d)
Grupo tratado com nicotina (1 mg/ml) na dose de 1 mg/kg i.p. por 14 dias com abstinéncia de
48 horas (n=9). Foram realizados estudos eletroencefalograficos para avaliar o perfil das ondas
cerebrais em cada grupo. Resultados e Discussao: O grupo de ratos nunca previamente
sensibilizados que recebeu nicotina de forma aguda demonstrou um aumento da amplitude de
todas as ondas cerebrais, diferindo dos resultados encontrados em estudos anteriores. Ja nos
grupos abstinentes, houve aumento na poténcia da ondas delta, e reducao das ondas teta, alfa,
beta e gama. Conclusio: As alteragdes eletrocorticograficas descritas corroboram com a teoria
que os efeitos agudos negativos da abstinéncia podem estar relacionados com as ondas
cerebrais. O perfil descrito dos espectros durante 24 ¢ 48 horas de abstinéncia esta de fato
associado a perdas do desempenho cognitivo, mental, fisico e social. A descri¢do de alteragdes
quantitativas realizadas nesse espectro eletrofisiologico ¢ de interesse para estudos futuros

destinados a desenvolver novas abordagens terapéuticas para o tratamento do vicio em cigarros.

Palavras-chave: Nicotina; Abstinéncia; Ondas cerebrais.



ABSTRACT

Introduction: Nicotine is a psychostimulant present in tobacco. After being inhaled, a
substance attains knowledge in a few seconds. Previous studies that can be used to describe the
effects of the screen (delta, tenicotine, alpha, describe and gamma) However, there are drugs to
the drug profile during periods of withdrawal. Objectives: Characterize as electrophysiological
does not show changes in animals in nicotine withdrawal. Methodology: Thirty-six adult
Wistar rats were used, divided into the following groups: a) Control group (n=9); b) Nicotine
group (group treated with 1mg/kg nicotine via i.p.) (n=9); c¢) Group treated with nicotine (1
mg/ml) at a dose of 1 mg/kg i.p. for 14 days, with abstinence for 24 hours (n=9); d) Group
treated with nicotine (1 mg/ml) at a dose of 1 mg/kg i.p. for 14 days with abstinence of 48 hours
(n=9). Electroencephalic studies were performed to assess the graphic wave profile in each
group. Results: The group of previously sensitized rats that received nicotine in a definite way
and a greater increase in the amplitude of all waves found in studies were never increased,
differing from the results found in studies in studies. In the abstinent groups, there was an
increase in the power of delta waves, and a reduction in theta, alpha, beta and gamma waves.
Conclusion: As electrocorticographic changes corroborate the theory that the acute effects of
withdrawal may be related to electromagnetic waves. The profile described of the associates
during 24 and 48 hours of abstinence is in fact the series of the cognitive, mental, physical and
social performance. The description of changes implemented in this electrophysiological
spectrum is of interest for treatment studies for new treatment approaches for cigarette

addictions.

Keywords: Nicotine; Abstinence; Brain waves.
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1 INTRODUCAO

A nicotina ¢ um importante componente psicoestimulante do tabaco. Uma vez inalada,
ela ¢ rapidamente distribuida pela corrente sanguinea. Depois de 10 a 20 segundos, ela atravessa
a barreira hematoencefalica, e atinge o cérebro, onde se liga ao seu alvo, os receptores
nicotinicos de acetilcolina (nAChR), que participam da sinalizacdo colinérgica nas camadas do
cortex (GORIOUNOVA; MANSVELDER, 2012).

Estudos anteriores t€ém demonstrado que a frequéncia das ondas cerebrais (delta, teta,
alfa, beta e gama) pode ser usada para descrever alguns dos efeitos relacionados ao uso e a
abstinéncia da nicotina, uma vez que esses parametros podem refletir o estado funcional do
encéfalo durante periodos de sono e vigilia. Tais oscilagdes neuronais estao relacionadas entre
si, e acredita-se que desempenham um papel importante nos processos cognitivos como
memoria, atencdo e consciéncia (MANSO, 2012).

Sabe-se que o efeito imediato da nicotina e seus metabdlitos produz um perfil de
“excitagdo” ou “ativagdo” do padrio de ondas cerebrais no mapeamento eletroencefalografico
(DOMINO et al., 2009; WANG et al., 2014). Por outro lado, ha certa escassez de informagdes
quanto a esse perfil durante os periodos de abstinéncia ao cigarro - o que, da mesma forma,
também pode contribuir para a descricdo das alteracdes causadas pela nicotina a nivel de
encéfalo.

Desta forma, neste trabalho descrevemos as alteracdes eletrocorticograficas presentes
em ratos Wistar durante a agdo imediata da nicotina e também os efeitos da abstinéncia dessa

substancia.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Caracterizar as alteracdes eletrofisiologicas presentes no encéfalo de animais em

abstinéncia da nicotina.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar o registro eletrocorticografico dos animais em abstinéncia;
e Caracterizar as oscilagdes cerebrais e registrar suas possiveis alteragdes;
e Descrever como a nicotina influencia a eletrofisiologia do encéfalo sob efeito da

droga.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 A nicotina e seu mecanismo de acao

A nicotina ¢ uma droga psicoativa incorporada comumente através do tabaco. Durante
a queima do cigarro, a substancia € volatilizada pela combustao, sendo absorvida pela pele, vias
aéreas e mucosas orais de maneira veloz e, ao chegar na corrente sanguinea, espalha-se pelos
tecidos do corpo, atingindo o cérebro entre 10 e 19 segundos (CUNHA et al., 2007).

A nicotina ¢ um alcaldide primario, cujas agdes farmacologicas sdo em geral dificeis de
mensurar, pois agem concomitantemente sobre diversos sistemas efetores, com agdes
estimulantes e depressoras sucessivas ¢ doses dependentes. As atuagdes da nicotina se dao
fundamentalmente por meio do sistema nervoso autdbnomo, uma vez que opera nos ganglios
auténomos, na medula adrenal, na juncao neuromuscular e no sistema nervoso central, ligando-
se a receptores colinérgicos e estimulando a producdo de diferentes neurotransmissores, tais
como dopamina, norefedrina, serotonina, acetilcolina, vasopressina e betaendorfina (MILLER
et al., 2010). Apo6s o estimulo colinérgico inicial, ocorre uma resposta bifasica, seguida de
discordancia resultando das doses empregadas. Pequenas quantidades de nicotina atuam nos
ganglios do sistema nervoso autobnomo, inicialmente como estimulo a neurotransmissao e, em
seguida, como depressor (FRANKEN; MARTINEZ; SASSO, 1980). A utilizacao de altas doses
de nicotina tem acelerado o momentaneo efeito estimulante, subsequente a um efeito depressor
duradouro.

A respeito do sistema nervoso central, a nicotina atua por meio de variadas vias
neuroquimicas e diferentes receptores. Disponibiliza acetilcolina, noradrenalina, vasopressina
e beta-endorfinas, e da mesma forma impede a liberagdo de substancia P e hormdnio estimulante
alfa-melanocitico. Os efeitos sobre a serotonina dependem da via de administracao e do local
do cérebro visualizado. A nicotina, semelhante a outras drogas que causam dependéncia, ativa
o sistema dopaminérgico mesolimbico. Essas a¢des potencializam o estado de atencdo e
sensagao de bem-estar, elevam a capacidade de memoria e provocam dependéncia. Em doses

elevadas, observam-se tremores de extremidades e até¢ convulsao (PIPER et al., 2004).

3.2 Ondas cerebrais

O cérebro tem como fun¢do principal comandar o corpo, ele faz isso por meio de

estimulos elétricos que enviam e recebem informagdes através dos neurdnios.
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Os neurdnios sdo estruturas que tém fungdes especificas dentro do organismo, podendo
sofrer estimulos provenientes do meio externo ou até mesmo advindos do proprio organismo,
ocorrendo assim a transmissdo de informagdes para o sistema nervoso central e
consequentemente a resposta ao estimulo recebido. Os neur6nios continuamente disparam
impulsos elétricos para gerar e receber informagdes através das sinapses, nas quais ha a
passagem de informagdes no sistema nervoso (CAIMAR; LOPES, 2020; GUERRA, 2009).
Esses sinais elétricos produzem ondas cerebrais, as quais podem ser transformadas em formas
eletromagnéticas e decodificadas por meio de um exame chamado eletroencefalograma (EEG).

O EEG reflete a atividade elétrica do cérebro por meio da colocagdo de varios eletrodos
no couro cabeludo, como mostra a Figura 1. O EEG é amplamente utilizado para avaliacao
diagnostica de varios distirbios cerebrais, tais como a determinacdo do tipo e localizagdo da
atividade observada durante uma crise epiléptica ou para o estudo de distarbios do sono. A
atividade cerebral também pode ser monitorada durante uma cirurgia, utilizando para isso
eletrodos invasivos e, nesse caso, recebe o nome de eletrocorticograma (ECoG) (SORNMO;
LAGUNA, 2005).

O eletroencefalograma ou eletrocorticograma ¢ classificado conforme a frequéncia das
ondas, sua amplitude, suas formas e conforme o posicionamento com que os eletrodos sdao
colocados no couro cabeludo, podendo estas ondas variar de 0,1 a 100 hertz (Hz). As ondas sdao
medidas em ciclos por segundo ou em Hz, mudando de acordo com as sinapses ou atividades
elétricas que o cérebro emite, relacionando estas com estados de alerta, sonhos, sono,

meditagdo, ansiedade, raiva, entre outras (MUNIAN et al., 2014).

Figura 1 — Aquisicao do sinal de eletroencefalograma (EEG).

EEG T
&"l|"I"""‘."l'uluhl"'»':ﬁ"' "W"‘Mﬂ ’:‘
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Legenda: (a) Representa o cérebro humano com dois eletrodos dispostos em regides distintas; (b) Regido do cortex
cerebral, exemplificando a transmissao sinaptica; (¢) Exemplo do sinal EEG e seu espectro no dominio da
frequéncia.

Fonte: NUNEZ; SRINIVASAN, 2006, p. 5.
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3.2.1 Ondas delta

Seguindo a ordem crescente de frequéncia, o ritmo correspondente as mais baixas
frequéncias ¢ denominado ritmo delta. Caracteristicos dos estagios do sono profundo,
consciéncia, recuperacdo ou cura, variam na faixa 0,5 a 3,5 Hz (FREEMAN; QUIAN
QUIROGA, 2013) e amplitude de onda média igual a 100 pV.

Os fatores como localizacdo, ritmicidade e morfologia influenciam na analise desse
ritmo, que pode ter caracteristicas normais, como ocorre no sono de ondas lentas, ou
caracteristicas patoldgicas, como acontece na presenca de tumores cerebrais. Para que as ondas
delta aparegam, alguns mecanismos sincronizadores podem ocorrer no sistema neuronal
cortical, sugerindo que o cortex ¢ desresponsabilizado de exercer atividades de ativagdo do

talamo e de outros centros inferiores (HALL, 2017).

3.2.2 Ondas teta

Os ritmos denominados teta encontram-se na faixa de frequéncia que compreende de
3,5 a 7,5 Hz. Tais ondas podem ser observadas em determinadas fases do sono e estdo
relacionadas a criagdo e meméria (SORNMO; LAGUNA, 2005). Além disso, desempenham
importante papel na infancia, porém quando presentes no adulto acordado pode ser considerada
anormal e relacionada a distarbios cerebrais (FREEMAN; QUIAN QUIROGA, 2013;
MUNIAN et al., 2014). Outra associagdo que pode ser feita a esse ritmo € o seu surgimento

durante momentos de desapontamento ou frustragdo do individuo (HALL, 2017).

3.2.3 Ondas alfa

Os ritmos alfa sdo dispostos na faixa de frequéncia entre 7,5 a 12,5 Hz, apresentando
maiores amplitudes nas regides occipitais do cortex cerebral (FREEMAN; QUIAN QUIROGA,
2013; SORNMO; LAGUNA, 2005). Aparecem de forma espontinea em individuos com olhos
fechados e em estados relaxados, meditativos, porém acordados. Para que essas ondas ocorram,
deve haver conexdo entre o tadlamo e o cortex cerebral, sendo resultantes das oscilagdes
espontaneas do feedback existente no sistema tdlamo-cortical. Essas oscilagdes sdo as possiveis

responsaveis pela periodicidade desse ritmo (HALL, 2017).

3.2.4 Ondas beta
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Entre as frequéncias de valores entre 12,5Hz a 30Hz estdo os ritmos beta, visualizados
principalmente em atividades cognitivas como célculos matematicos ou em situagcdes de
ativacdo do cortex cerebral, como raciocinio, compreensao e atencdo (FONTOURA, 2017;
FREEMAN; QUIAN QUIROGA, 2013; ISMAIL et al., 2016; PASRI, 2016).

Apresentam amplitude menor quando comparados ao ritmo alfa e sdo evidenciadas
principalmente nas regides centrais e frontais do couro cabeludo (FREEMAN; QUIAN
QUIROGA, 2013; SORNMO; LAGUNA, 2005).

3.2.5 Ondas gama

O ritmo gama possui a maior faixa de frequéncia e esta relacionado a uma alta ativagao
do cérebro em fung¢des motoras, trabalho simultaneo e outras tarefas multiplas (MUNIAN et
al.,2014).

Os ritmos gama, que estdo relacionados a estados de processamento da informagdo no
cortex cerebral, estdo presentes na faixa de 30 a 80 Hz (FREEMAN; QUIAN QUIROGA,
2013). Alguns estudos relacionam esse ritmo com diferentes processos cognitivos como

audicdo, percepgao visual, percepcdo olfativa e também com a atengao.

3.3 Ac¢ao e abstinéncia da nicotina nas ondas cerebrais

Pesquisas anteriores sugerem que o ato de fumar produz uma ativagdo no
eletroencefalograma (EEG). Em outras palavras, consumir um ou dois cigarros causa uma
diminui¢do nas bandas delta (1-4 Hz) e teta (4-8 Hz), um aumento na banda beta (14-30 Hz),
um aumento ou diminui¢do na banda alfa (8 -13 Hz) (DOMINO et al., 2009). Por esta razao,
sugere-se que a mudanga dos padrdes neurofisioldgicos das ondas cerebrais apos o consumo da
nicotina pode ser usada para explicar efeitos do tabagismo, tais como as mudancas de
comportamento e o proprio vicio.

Por outro lado, hé certa escassez de informagdes quanto ao perfil eletroencefalografico
durante os periodos de abstinéncia ao cigarro - o que, da mesma forma, também pode contribuir
para a descri¢do das alteragcdes causadas pela nicotina a nivel de encéfalo.

Entende-se que sintomas fisicos e afetivos da abstinéncia a nicotina - como déficits nos
processos cognitivos basicos e fungdes executivas (JIA, 2011), além de disturbios do sono - s@o
uma consequéncia persistente da cessacao do tabagismo. Por isso, para evitar a angustia € o
desgaste, muitos individuos reiniciam o héabito de fumar (CABRAL et al, 2021). Ha estudos

que acreditam que a diminui¢do na frequéncia alfa e aumento na frequéncia teta, durante o
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periodo abstinente, estdo relacionados ao aumento da vontade de fumar, diminui¢do da
excitagdo e piora do humor (GILBERTSON, 2011).

No entanto, os padrdes das ondas cerebrais durante a abstinéncia nunca foram realmente
estabelecidos e/ou interpretados anteriormente na literatura. Essa descri¢ao pode auxiliar na
descoberta e/ou desenvolvimento de estratégias para o combate ou tabagismo e para o

tratamento de fumantes e ex-fumantes.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar adultos machos pesando entre 180 ¢ 200
gramas (g), totalizando 36 animais. Estes foram obtidos do Biotério Central da Universidade
Federal do Pard e acondicionados individualmente no Biotério de Experimentacdo do
Laboratdrio de Farmacologia e Toxicologia de Produtos Naturais. Os animais receberam agua
e alimentagdo ad libitum, sendo mantidos em ambiente com temperatura regulada (25-28 °C),
e ciclo claro-escuro de 12 horas. A pesquisa foi regida segundo os preceitos da legislacdo
nacional para utilizagdo e criagdo de animais para experimentagdo e os Principios Eticos do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), apos o projeto de
pesquisa ter recebido a aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa em Uso de Animais da

UFPA (CEUA n° 3123260522 / ID 001941).

4.2 Substancias quimicas

Para a realizagdo do trabalho foram utilizadas as seguintes substancias quimicas:
anestésico cloridrato de cetamina, obtido do Laboratério Koing (Santana de Parnaiba, SP,
Brasil); cloridrato de xilazina que foi obtido do laboratorio Vallée (Montes Claros, MG, Brasil),
e o anestésico local lidocaina, obtido pelo laboratério Hipolabor (Sabard, MG, Brasil), que
foram utilizados para a implantagao dos eletrodos. Nicotina (Sigma) em pd na forma de cristal

e solucdo fisiologica 0,9. As aplicagdes de nicotina foram intraperitoneais (i.p.)

4.3 Delineamento experimental

Os animais foram divididos de forma aleatoria nos seguintes grupos:

a) Grupo controle (n=9);

b) Grupo nicotina (grupo tratado com nicotina 1mg/kg via i.p.) (n=9);

¢) Grupo tratado com nicotina (1 mg/ml) na dose de 1 mg/kg i.p. por 14 dias, com
abstinéncia de 24 horas (n=9);

d) Grupo tratado com nicotina (1 mg/ml) na dose de 1 mg/kg i.p. por 14 dias com
abstinéncia de 48 horas (n=9).

Os grupos que receberam nicotina durante 14 dias e tiveram abstinéncia de 24 e 48 horas

tiveram dois registros eletrocorticograficos realizados, um durante o periodo de abstinéncia e
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outros 15 minutos apos a aplicacdo de 1 mg/kg i.p. de nicotina. Todos os registros tiveram

duracdo de dois minutos.

4.4 Eletrofisiologia
4.4.1 Eletrocorticograma

O implante dos eletrodos para aquisicdo do eletrocorticograma foi realizado nas
coordenadas bregma -0,96 ¢ 1 mm para lateral de cada hemisfério, representado pelo cortex
motor (Paxios 2005). No quinto dia apds a cirurgia, os eletrodos foram conectados a um sistema
de aquisi¢do de dados, composto por um amplificador de alta impedancia (Grass Technologies,
P511), monitorado por um osciloscopio (Protek, 6510). Os dados foram continuamente
digitalizados em uma taxa de 1 KHz por um computador equipado com uma placa de aquisi¢ao
de dados (National Instruments, Austin, TX), os dados foram armazenados em disco rigido e
processados através de um software especializado (LabVIEW express). O eletrodo de registro
localizado no lado direito do hemisfério, e do lado esquerdo o eletrodo de referéncia. Todo o

experimento foi executado dentro da gaiola de Faraday.

4.4.2 Analise dos dados eletrofisiologicos

Para as andlises dos sinais adquiridos, uma ferramenta foi construida usando a
linguagem de programacao Python versdo 2.7. As bibliotecas Numpy e Scipy foram usadas
para o processamento matematico e a biblioteca Matplolib para os graficos. A interface grafica
foi desenvolvida utilizando a biblioteca PyQt4. Os graficos de amplitude demonstram a
diferenca de potencial entre os eletrodos de referéncia e de registro. Nos sinais, foram
observadas 1000 amostras por segundo. Os espectrogramas foram calculados usando uma
janela de Hamming com 256 pontos (256/1000 segundos), cada quadro foi gerado com uma
sobreposi¢do de 128 pontos por janela. Para cada quadro, a densidade de poténcia espectral
(PSD) foi calculada pelo método periodograma média de Welch. O histograma de frequéncia
foi gerado pelo primeiro célculo do PSD do sinal usando a janela de Hamming com 256 pontos,
sem sobreposicdo, com o PSD, resultando um histograma construido com caixas de 1 Hz. Para
analisar a diferenca entre os experimentos, um grafico com a média e desvio padrao de PSD de
varios experimentos foi construido, cada onda do grafico foi gerada a partir de um conjunto de
testes, onde o PSD foi gerado e calculado a média e o desvio padrao de cada grupo, para o

calculo da janela PSD Hamming foram usados 256 pontos sem sobreposigao.
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A andlise dos registros foi feita até 40 Hz, e as bandas foram analisadas de acordo com
Jalilifar et al. (2017) e Hamoy et al. (2018), que corresponde a: delta (1-4 Hz), teta (4-8 Hz),
alfa (8-12 Hz), beta (12-28 Hz) e gama (28-40 Hz).

4.4.3 Anélise estatistica

Os dados foram analisados por meio de comparacao entre médias, foi aplicada a analise
de variancia ANOVA seguida de teste de Tukey, foi considerado um nivel de significdncia *p
< 0.05, **p <0.01 e *** p <0.001. Os dados foram analisados pelo software GraphPad Prism
®S5.
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5 RESULTADOS
5.1 A abstinéncia da nicotina altera os registros eletrocorticograficos em ratos

Durante o experimento, os animais tratados com nicotina ndo mostraram alteracdes
comportamentais € mantiveram sua ingesta de comida e a4gua semelhante aos grupos controle e
veiculo (dados ndo mostrados). Os registros de ECoG do grupo de controle apresentaram
amplitude abaixo de 0.1 mV (Figura 2A, esquerda), conforme demonstrado na amplificacao de
1 segundo (Figura 2A, centro) com espectrograma mostrou a maior intensidade de energia
abaixo de 10 Hz (Figura 2A, direita).

Os registros eletrocorticografico para o grupo que recebeu nicotina de forma aguda
apresentaram maior amplitude no registro, com variacao de 0.2 mV (Figura 2B, direita), como
demonstrado na amplificacdo do registro (Figura 2B, centro), o espectrograma demonstra
aumento da intensidade de energia abaixo de 25 Hz (Figura 2B, direita).

O grupo tratado por 14 dias com a nicotina e submetido a abstinéncia de 24 horas
apresentou tragado com amplitude atingindo 0.1 mV (Figura 2C, esquerda), a amplificacdo do
registro demonstra as oscilagdes no tragado muito proximo ao grupo controle (Figura 2C,
centro), o espectrograma apresenta distribui¢ao de poténcia abaixo de 10 Hz (Figura 2C direita).

O grupo tratado durante 14 dias com a nicotina e submetido a abstinéncia de 24 horas
que recebeu reaplicacdo de nicotina apds o primeiro registro ECoG, sendo realizado novo ECoG
15 minutos apos a aplicacdo da nicotina, apresentou caracteristicas de tragado semelhantes aos
obtidos para o grupo nicotina (Figura 2D).

O grupo tratado por 14 dias com a nicotina e submetido a abstinéncia de 48 horas
apresentou tragado com amplitude atingindo 0.1 mV (Figura 2E, esquerda), a amplificacdo do
registro demonstra as oscilagdes no tragado muito proximo ao grupo controle e grupo
abstinéncia 24 horas (Figura 2E, centro), o espectrograma apresenta distribuicdo de poténcia
abaixo de 10 Hz (Figura 2E, direita).

O grupo tratado por 14 dias com nicotina e submetido a abstinéncia de 48 horas que
recebeu reaplicacdo de nicotina apds o primeiro registro ECoG e realizou novo ECoG 15
minutos ap6s a aplicagdo apresentou caracteristicas de tracado com maior irregularidade com
oscilagdes de amplitude de 0.15 mV (Figura 2F, esquerda e direita), o espectrograma

demonstrou intensidade de energia acima de 10 Hz (Figura 2F direita).
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Figura 2 — Demonstrativos de registros eletrocorticograficos (ECoG) com duragdo de 2

minutos.
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Legenda: (A) Tracado ECoG do grupo controle (esquerda), amplificacdo de 1 segundo do tracado (centro) e
espectograma de distribuicdo de energia (direita); (B) Tragcado ECoG para o grupo nicotina (esquerda),
amplificagdo do registro em 1 segundo (centro) e respectivo espectrograma com distribuicdo de poténcia nas
frequéncias até 40 Hz (direita); (C) Tracado ECoG para o grupo que recebeu durante 14 dias tratamento com
nicotina ¢ mantido em abstinéncia por um periodo de 24 horas (esquerda), amplifica¢do do registro em 1 segundo
(centro) e espectograma (direita); (D) Tragado ECoG para o grupo tratado durante 14 dias com nicotina mantido
em abstinéncia em 24 horas que recebeu nova dose de nicotina 1mg/kg i.p. (esquerda), amplificagdo de 1 segundo
(centro) e espectrograma de distribuicdo de energia nas frequéncias até¢ 40 Hz (direita); (E) Registro ECoG para o
grupo tratado com nicotina durante 14 dias e mantido em abstinéncia por 48 horas (esquerda), amplificag@o
(centro) e espectrograma (direito); (F) Registro ECoG do grupo tratado com nicotina durante 14 dias submetido
a 48 horas de abstinéncia que recebeu nova dose de nicotina 1 mg/kg i.p. (esquerda), amplificacdo do registro
(centro), espectrograma de distribuicdo de energia (direita).

Figura 3 — Grafico de distribui¢do de poténcia linear entre os grupos com frequéncia de até 40

Hz.
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Legenda: (#) indica diferenca estatistica para o grupo nicotina; (+) indica diferenga estatistica para o grupo com
abstinéncia 24 horas; (") indica diferenca estatistica para o grupo abstinéncia 24 horas e reaplicacdo de nicotina;
(x) indica diferencga estatistica para o grupo com abstinéncia 48 horas (Apés ANOVA seguida de Tukey, * p<0.05
**: p<0.01; ***p<0.001; n=9).
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Variacao significativa entre os grupos controle (0.5905 + 0.05835 mV?/ Hz x 10-*) e
nicotina (1.035 £+ 0.08384 mV? / Hz x 10-*) foi encontrada na andlise da distribui¢do das
frequéncias lineares de até 40 Hz (p <0,001). Durante a abstinéncia de nicotina por 24 horas, a
média de poténcia observada no registro foi de 0.7992 + 0.06636 mV? / Hz x 10-?, havendo
diferenca estatistica para os grupos controle e nicotina (p<0.001). O grupo tratado durante 14
dias com abstinéncia de 24 horas e que recebeu reaplicacdo de nicotina apresentou média de
1.005 = 0.1338 mV? / Hz x 10-3, diferindo estatisticamente do grupo controle e do grupo de
abstinéncia de 24 horas (p<0.001). O grupo com 14 dias de tratamento e abstinéncia de 48 horas
(0.7264 + 0.08494 mV?/ Hz x 10-?) apresentou diferenga estatistica para o grupo nicotina, para
o grupo abstinéncia 24 horas que reaplicou nicotina (p<0.001) e para o grupo controle (p<0.05).
Para o grupo de abstinéncia de 48 horas apos reaplicagdo de nicotina a média foi de 1.032 +
0.1396 mV?/ Hz x 10-%, diferindo significativamente dos grupos controle, abstinéncia 24 horas
e abstinéncia 48 horas (p<0.001) (Figura 3).

Para as oscilagdes em delta (1-4 Hz), ndo houve diferenca estatistica (p=0.0675) entre
os grupos controle (0.2886 = 0.02947 mV? / Hz x 10-?) e nicotina (0.3153 £ 0.02819 mV?/ Hz
x 10-?). O grupo sob abstinéncia 24 horas apresentou média 0.5046 = 0.07709 mV?/ Hz x 10-
3, diferindo dos grupos controle e nicotina (p<0.001). Grupo com abstinéncia a nicotina 24 horas
seguida de reaplicacdo de nicotina apresentou meédia 0.3633 + 0.03874 mV? / Hz x 10-3,
diferindo do grupo abstinéncia 24 horas (p<0.001). Para o grupo com abstinéncia de 48 horas,
a média foi de 0.4627 + 0.07191 mV? / Hz x 10-, diferindo dos grupos controle, nicotina e
abstinéncia 24 horas com reaplicacdo de nicotina (p<0.001). O grupo com abstinéncia 48 horas
com reaplicacdo de nicotina (0.2904 + 0.03451 mV?/Hz x 10-?) apresentou diferenga estatistica

para os grupos de abstinéncia de 24 e de 48 horas (p<0.001) (Figura 4A).
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Figura 4 — Espectrogramas representativos de intensidade de poténcia em oscilagdes delta para
cada grupo (esquerda) e grafico de distribuicdo de poténcia linear entre os grupos com

frequéncia em delta (1-4 Hz)
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Legenda: (A) Espectrogramas representativos da distribuicdo de poténcia para cada grupo nas oscilagdes em teta
(esquerda), média de distribuicdo de poténcia na frequéncia em teta (4-8 Hz); (B) (*) indica diferenca estatistica
para o grupo controle; (#) indica diferenca estatistica para o grupo nicotina; (+) indica diferenca estatistica para o
grupo com abstinéncia 24 horas; () indica diferenca estatistica para o grupo abstinéncia 24 horas e reaplicagio de
nicotina; (x) indica diferenga estatistica para o grupo com abstinéncia 48 horas (Apds ANOVA seguida de Tukey,
*p<0.05; ** p<0.01; ***p<0.001, n=9).

Para oscilagdes em teta (4-8 Hz), a média para o grupo controle foi de 0.09389 +
0.005302 mV? / Hz x 10-* e demonstrou diferenca estatistica em relagdo ao grupo nicotina
(0.2264 £0.03563 mV?/Hz x 10-?) (p<0.001). O grupo com 24 horas de abstinéncia de nicotina
(0.1547 + 0.01874 mV? / Hz x 10-%) apresentou diferenga estatistica para os grupos controle e
nicotina (p<0.001). O grupo com 24 horas de abstinéncia e reaplica¢do de nicotina apresentou
média de 0,1948 £+ 0,03718 mV? / Hz x 10-* e apresentou diferenga em relagdo aos grupos
controle (p<0.001) e abstinéncia durante 24 horas (p<0.05). O grupo de abstinéncia 48 horas
(0.1632 + 0.01549 mV?/ Hz x 10-%) apresentou diferenga estatistica para os grupos controle e
nicotina (p<0.001). O grupo de abstinéncia 24 horas e reaplicacdo de nicotina (0.2446 + 0.03687
mV?/ Hz x 10-%) apresentou diferenca estatistica para os grupos controle, abstinéncia 24 horas,
abstinéncia 48 horas (p<0.001) e para o grupo abstinéncia 24 horas com reaplica¢cdo de nicotina

((p<0.01) (Figura 4B).
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Para as oscilagdes em alfa (8-12 Hz), houve variacao significativa entre os grupos
controle (0.04043 £+ 0.005468 mV?/ Hz x 10-?) e nicotina (0.1375 + 0.01100 mV?/ Hz x 10-%),
encontrada na analise da distribui¢cdo das frequéncias lineares de até 40 Hz (p <0.001). Durante
a abstinéncia de nicotina por 24 horas, a média de poténcia observada no registro foi de 0.07429
+ 0.01840 mV? / Hz x 10-°, com diferenga estatistica para os grupos controle e nicotina
(p<0.001). O grupo abstinéncia de 24 horas e que recebeu reaplicagdo de nicotina apresentou
média de 0.1193 £0.01351 mV?/ Hz x 10-%, que determinou diferenca estatistica para o grupo
controle e grupo abstinéncia de 24 horas (p<0.001), bem como para o grupo nicotina (p<0.01).
O grupo abstinéncia de 48 horas (0.09093 + 0.007981 mV? / Hz x 10-?) apresentou diferenga
estatistica para os grupos controle, nicotina e grupo abstinéncia 24 horas com reaplicacao de
nicotina (p<0.001) e para o grupo abstinéncia 24 horas (p<0.05). Para o grupo abstinéncia 48
horas apos reaplicagdo de nicotina, a média foi de 0.1226 + 0.01189 mV? / Hz x 10-3,
apresentando diferenga estatistica para os grupos controle, abstinéncia de 24 horas e abstinéncia

48 horas (p<0.001) e para o grupo nicotina (p<0.01) (Figura 5A).

Figura 5 — Espectrogramas representativos de intensidade de poténcia em oscilagdes alfa para
cada grupo (esquerda) e grafico de distribuicdo de poténcia linear entre os grupos com

frequéncia em alfa (8-12 Hz)
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Legenda: (A) Espectrogramas representativos da distribuicdo de poténcia para cada grupo nas oscilagdes em beta
(esquerda), média de distribuicdo de poténcia na frequéncia em beta (12-28 Hz); (B) (*) indica diferenca estatistica
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para o grupo controle; (#) indica diferenga estatistica para o grupo nicotina; (+) indica diferenga estatistica para o
grupo com abstinéncia 24 horas; () indica diferencga estatistica para o grupo abstinéncia 24 horas e reaplicagio de
nicotina; (x) indica diferenga estatistica para o grupo com abstinéncia 48 horas (Apdés ANOVA seguida de Tukey,
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; n=9).

Para oscilagdes em beta (12-28 Hz), a média para o grupo controle foi de 0.05367 +
0.003660 mV?/Hz x 10-? e diferiu estatisticamente do grupo nicotina (0.1156 £+ 0.007982 mV?
/ Hz x 10-?*) (p<0.001). O grupo com 24 horas de abstinéncia (0.05977 + 0.007635 mV?/ Hz x
10-?) apresentou diferenga estatistica em relagdo aos grupos controle e nicotina (p<0.001). O
grupo com 24 horas de abstinéncia com reaplica¢cdo de nicotina apresentou média de 0,09927
+ 0,009556 mV? / Hz x 10-* e diferiu do grupo controle, do grupo abstinéncia 24 horas
(p<0.001) e do grupo nicotina (p<0.01). O grupo de abstinéncia 48 horas (0.07667 + 0.01102
mV?/Hz x 10-?) apresentou diferenca estatistica para os grupos controle, nicotina, abstinéncia
24 horas e reaplicag@o de nicotina (p<0.001), além de diferir também do grupo abstinéncia 24
horas (p<0.01). O grupo de abstinéncia 24 horas e reaplica¢do de nicotina (0.1083 £ 0.01335
mV?/ Hz x 10-?) apresentou diferenga estatistica para os grupos controle, abstinéncia 24 horas
e abstinéncia 48 horas (p<0.001) (Figura 5B).

Para as oscilagdes em gama, houve variagdo significativa entre os grupos controle
(0.01570 + 0.001831 mV? / Hz x 10-*) e nicotina (0.02074 + 0.002941 mV? / Hz x 10-%)
(p<0,001). Durante a abstinéncia de nicotina por 24 horas, a média de poténcia observada no
registro foi de 0.01601 = 0.001769 mV?/ Hz x 10-3, havendo diferenca estatistica para o grupo
nicotina (p<0.01). O grupo com abstinéncia de 24 horas com reaplicacdo de nicotina teve média
de 0.02239 +0.003794 mV?/ Hz x 10-?, diferindo estatisticamente do grupo controle e do grupo
abstinéncia de 24 horas (p<0.001). O grupo abstinéncia de 48 horas (0.01864 + 0.001375 mV?
/ Hz x 10-?) apresentou diferenga estatistica para o grupo abstinéncia 24 horas com reaplicagao
de nicotina (p<0.05). Para o grupo abstinéncia 48 horas apds reaplicacdo de nicotina, a média
foi de 0.02154 + 0.002383 mV?/ Hz x 10-? e teve diferenca estatistica em relagdo aos grupos
controle e abstinéncia 24 horas (p<0.001) (Figura 6).
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Figura 6 — Espectogramas representativos de intensidade de poténcia em oscilagdes gama para

cada grupo (esquerda) e grafico de distribuicdo de poténcia linear entre os grupos com

frequéncia em gama (28-40 Hz).
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Legenda: (*) indica diferenca estatistica para o grupo controle; (#) indica diferenca estatistica para o grupo
nicotina; (+) indica diferenca estatistica para o grupo com abstinéncia 24 horas; (*) indica diferenca estatistica para
o grupo abstinéncia 24 horas e reaplicacdo de nicotina (Apéos ANOVA seguida de Tukey, *p<0.05; **p<0.01;

#4%p<0.001; n=9).
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, os registros do ECoG foram empregados para descrever as alteragdes
eletrofisiologicas das ondas cerebrais (delta, teta, alfa, beta e gama) observadas em ratos apds
a administracao aguda de nicotina, durante um periodo de abstinéncia de 24 e 48 horas e apds
nova aplica¢@o do estimulante em ambos os grupos abstinentes. Comparado a estudos anteriores
que investigaram os efeitos nicotinicos nas vias cerebrais, este estudo se propde a observar
diretamente os achados eletrocorticograficos, isto €, foi realizado um procedimento de ligar
eletrodos diretamente a um cérebro animal exposto cirurgicamente.

E valido ressaltar que os efeitos do tabagismo dependem parcialmente do intervalo de
tempo ou grau de abstinéncia desde o ultimo cigarro fumado (BEAVER et al., 2011). Uma das
explicacdes para essas alteragdes comportamentais pode se encontrar na modulagdo
neurofisiologica mediada pelas ondas cerebrais.

A revisdo de estudos qualitativos anteriores sobre os efeitos do tabagismo no EEG
sugere que o efeito imediato do tabagismo produz um perfil de ativacao cortical. Dessa forma,
fumar um ou dois cigarros causaria uma diminui¢ao nas bandas delta (1-4 Hz) e teta (4-8 Hz),
um aumento na banda beta (14-30 Hz), um aumento ou diminuicdo na banda alfa (8 —13 Hz) e
uma mudanga para uma frequéncia alfa dominante mais alta (DOMINO et al., 2009).

No presente estudo, o grupo de ratos nunca previamente sensibilizados que receberam
nicotina via intraperitoneal de forma aguda demonstrou um aumento da amplitude de todas as
ondas cerebrais, diferindo dos resultados encontrados em estudos anteriores. Porém, da mesma
forma, a nicotina ou alguns de seus metabolitos afeta direta e/ou indiretamente as vias
envolvidas na geracao desses ritmos. Essas altera¢des da sincronia neural fisiologica, somadas
com as que descreveremos a seguir, podem refletir alguns dos fatores de risco para uso e
dependéncia de nicotina ou, ainda, os efeitos do seu uso cronico (RASS; AHN; O’DONNELL,
2016). Ao analisarmos a Figura 2, percebemos uma grande variacdo no espectro de poténcia
dessas alteragoes.

Em adultos saudaveis, o aumento da banda delta ¢ normalmente observada nos estagios
mais profundos do sono (também chamado sono de ondas lentas ou sono “REM”) e, quando
aumentada no cérebro em vigilia, pode indicar alteragdes do grau de consciéncia e de memoria
(GASPARD et al., 2013; MANSO, 2012). O grupo de ratos que permaneceu 24 horas em
abstinéncia apos a administracdo da nicotina apresentou aumento de cerca de 50% na poténcia
das oscilagdes cerebrais delta em relacdo ao controle (Figura 4). No entanto, ap6s reaplicacao

da nicotina nos ratos abstinentes, houve reducdo estatistica das ondas delta, aproximando-se
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novamente do comportamento habitual. Isso pode ser uma das explicagdes para estudos que
sugerem que, apos o uso de chiclete de nicotina, fumantes abstinentes apresentam desempenho
significativamente melhor em testes de cogni¢do ¢ memoria, ja que a sinalizagdo colinérgica
através dos receptores nicotinicos parece modular a cognigado e o estado de consciéncia e alerta
(ERNST et al., 2001).

A banda teta desempenha um papel importante na formagao e recuperagao de alguns
tipos de memoria, frequentemente observada no contexto exploratério e na aprendizagem
(MYERS et al., 2013). No grupo de ratos que recebeu nicotina de forma aguda, ha aumento de
140% na poténcia das ondas teta. Sabe-se que a nicotina geralmente melhora a fun¢do da
memoria verbal e aprendizagem. No entanto, no grupo de ratos abstinentes, ha reducao gradual
das ondas, sendo decréscimos de memoria e aprendizagem uma queixa clinica frequente em
individuos dependentes de tabaco (GILBERTSON et al., 2011).

No grupo de ratos que recebeu a nicotina aguda, houve aumento da amplitude das ondas
alfa, beta e gama, o que pode levar a uma melhora da memoéria de trabalho (GRUNDEY et al.,
2015), das interagdes sociais (LEONARD; MEXAL; FREEDMAN, 2007) e da memoria
(DZIEWCZAPOLSKI et al., 2009). As ondas alfa particularmente se relacionam com o
processamento cognitivo de informagdes, e estdo elevadas em situacdes de ganhos de atencao
(CABRAL et al., 2012). Nos ratos que receberam nicotina de forma aguda, a frequéncia das
ondas cerebrais alfa aumentaram em cerca de 240%, a maior taxa observada durante o estudo,
0 que corrobora pesquisas anteriores que sugerem que a nicotina tem grandes efeitos nesse
espectro. Sabe-se que a nicotina melhora o desempenho em algumas tarefas cognitivas, mas
ndo em todas. A atenc¢do seletiva demonstra melhorar apos a administragao aguda de nicotina
em alguns estudos. Dessa forma, o aumento consideravel da emissdo de ondas alfa pode estar
associado a esse fendomeno neurofisiologico.

Nos ratos abstinentes, a emissdo de frequéncias alfa diminuiu cerca da metade.
Pesquisas anteriores demonstram que diminuigdes nas frequéncias alfa durante a abstinéncia de
fumar estdo associadas com aumento da vontade de fumar, diminuicao da excitacao e piora do
humor (DOMINO et al., 2009). Entretanto, ap6s reposicao de nicotina, as ondas alfa voltaram
a aumentar, mostrando que a reposi¢ao desse componente pode, de fato, auxiliar a cogni¢do e
a atenc¢ao farmacologicamente moduladas diretamente apos a cessagao do tabagismo em
individuos que desejam parar de fumar, por exemplo (BEAVER et al., 2011).

As oscilagdes beta sdo um forte preditor do desempenho perceptivo e motor, e t€ém
relacdo com estados de alerta, foco e pensamento ativo (SHERMAN et al., 2016). Embora a

frequéncia dessas ondas tenha aumentado apos a administra¢ao de nicotina, suas emissdes caem
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em mais de 70% apds nos ratos abstinentes. Ja as ondas cerebrais gama — que aumentam durante
0 uso da memoria e em processos de aprendizagem, além de participar da comunicac¢io neural
durante a transferéncia de informagdes do mundo exterior para o encéfalo (JIA; KOHN, 2011)
—, reduziram cerca de 20%, uma taxa menos expressiva que as demais ondas, nos grupos de

ratos em abstinéncia.
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7 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou as principais alteragdes eletrofisiologicas observados no sistema
nervoso central, tanto apds a injecao intraperitoneal de nicotina, quanto durante a abstinéncia.
As alteragoes eletrocorticograficas descritas corroboram com a teoria que os efeitos agudos
negativos da abstinéncia podem estar relacionados com as ondas cerebrais. Observou-se,
durante o periodo abstinente de 24 e 48 horas apds a ingesta, aumento do espectro delta,
acompanhado de quedas gradativas das faixas teta, alfa, beta e gama. Esse perfil estd de fato
associado a perdas do desempenho cognitivo, mental, fisico e social. A descri¢do de alteragdes
quantitativas realizadas nesse espectro eletrofisioldgico ¢ de interesse para estudos futuros

destinados a desenvolver novas abordagens terapéuticas para o tratamento do vicio em cigarros.
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