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“A felicidade ndo esta em viver, mas em saber viver.

N&o vive mais o que vive, mas o que melhor vive”
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RESUMO
Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduagédo em Bioguimica Toxicologica
Universidade Federal de Santa Maria

ATIVIDADE DA ACETILCOLINSTERASE E DA PORFOBILINOGENIO-SINTASE
E ALTERACAO COMPORTAMENTAL DE RATOS EXPOSTOS A NICOTINA
Autora: ALINE SEGATTO JOSE
Orientadora: MARIA ESTER PEREIRA
Data e local de Defesa: Santa Maria, 16 de margo de 2007.

A principal fonte de exposicdo a nicotina € o habito de fumar e as terapias de
substituicdo a ele. O hébito de fumar frequentemente se inicia na adolescéncia e a
exposicdo a nicotina durante esta fase da vida produz alteragBes a longo prazo,
aumentando a replicagdo e diferenciagdo celular, assim como também a apoptose.
Alguns estudos relatam que a nicotina reduz, enquanto outros sugerem que este
alcal6ide néo afeta o peso corporal. Também ha controvérsias em relagdo a sua
acdo sobre a glicemia, secrecao de insulina, toleréncia & glicose e sobre a atividade
de algumas enzimas consideradas marcadores de exposi¢do a téxicos, como a
porfobilinogénio-sintase e a acetilcolinesterase. Entre os efeitos benéficos da
nicotina, tem sido descrita a melhora do desempenho cognitivo em humanos e
roedores, principalmente em relacdo a atengéo e ao aprendizado.

Assim, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da exposi¢édo a nicotina
sobre alguns parametros bioquimicos, fisiolégicos e comportamentais. Os animais
receberam, a partir do 30° dia de vida, 5 injecdes diarias (s.c., 1 ml/kg de peso) de
salina (0,9%) ou nicotina (dose total: 5 mg/kg/dia) aplicadas durante o periodo
escuro do ciclo (8, 10, 12, 14, 16:00 h) por um periodo de 28 ou 56 dias. Foram
analisados: atividade das enzimas acetilcolinesterase sanguinea e cerebral e
porfobilinogénio-sintase sanguinea e hepatica, niveis de glicogénio hepatico e
glicose sanguinea, e o comportamento de ratos em um campo aberto. Os animais
foram mortos 90 min apds a ultima dose, os tecidos foram coletados e preparados
de acordo com as andlises subsequentes.

Os animais expostos a nicotina apresentaram um decréscimo do ganho de
peso corporal (aos 28 e 56 dias) e do peso de figado (aos 56 dias), uma reducao
dos niveis de glicogénio hepético, mas ndo da glicemia, em ambos os intervalos de

tratamento. Esta diferenca de efeitos sugere que a diminuicdo dos niveis de
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glicogénio ndo foi suficiente para induzir uma hipoglicemia, até porque estes
parametros foram analisados no estado absortivo. As atividades das enzimas
porfobilinogénio-sintase de sangue e figado, assim como a acetilcolinesterase
sanguinea ndo foram afetadas pelo tratamento em nenhum dos intervalos
estudados. Similarmente, auséncia de efeito da nicotina foi observada sobre a
atividade da acetilcolinesterase de cérebro total, hipocampo e cortex de animais
tratados por 28 dias; e, sobre as fracdes, solivel em sal (enriquecida com a forma
globular G1) e em detergente (enriquecida na forma globular G4) destas estruturas
de animais expostos por 56 dias.

Na tarefa comportamental, os ratos tratados com nicotina apresentaram
namero de respostas de orientacdo e de cruzamento similares nas duas sessdes, 0
gue sugere que estes ndo habituaram ao ambiente. Entretanto, apresentaram
resultados similares aos controles no tempo de saida da primeira area e no nimero
de bolos fecais. Como o comportamento fébico nédo foi alterado, podemos sugerir
que 0s ratos jovens expostos a nicotina apresentam um prejuizo na memoria de
habituacéo.

Os resultados do presente estudo sugerem que os efeitos da nicotina parecem
ser muito especificos, prejudicando o crescimento e 0 armazenamento de energia
na forma de glicogénio e a habituagdo a um campo aberto, porém néo interferindo
na respostas de marcadores sensiveis a diversos agentes toxicos, como a atividade

da acetilcolinesterase e da PBG-sintase.

Palavras-chave: nicotina, acetilcolinesterase, porfobilinogénio-sintase, glicose,

glicogénio, ratos jovens.
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ACTIVITIES OF ACETILCHOLINESTERASE AND PORPHOBILINOGEN-
SYNTHASE AND BEHAVIORAL ALTERATION OF RATS EXPOSED TO
NICOTINE

Author: ALINE SEGATTO JOSE
Advisor: MARIA ESTER PEREIRA
Date and place of the defense: Santa Maria, March, 16 th , 2007.

Tobacco smoking and nicotine replacement therapy are the main form of
nicotine exposure. The drug abuse for humans often begins during adolescence and
the exposure to nicotine during this phase produces long-term alterations, such as
increase in cell replication and differentiation, and apoptosis. Some studies have
reported that nicotine exerts important inhibitory actions on eating and body weight
gain in humans and animals. However, there are also studies showing that this
alkaloid does not alter body weight gain. Contradictory results have also been
reported about the actions of nicotine on glycemia, insulin secretion, and glucose
tolerance and on the activity of some enzymes, such as porphobilinogen-synthase
and acetylcholinesterase. Among the beneficial effects of nicotine, it has been
reported that nicotine improves cognitive performance, mainly by increasing
attention and learning.

The aim of this study was to investigate the effects of nicotine exposure on
some biochemical, physiological and behavioral parameters. The animals received
since the 30° day of life, 5 injections per day (s.c., 1 ml/ kg weight) of saline (0.9%)
or nicotine (total dose: 5 mg/kg/day) applied during the dark period of the cycle (8,
10, 12, 14, 16:00 h) for 28 or 56 days. We analyzed acetylcholinesterase and
porphobilinogen-synthase activities, hepatic glycogen and glucose levels and the
rats behavior on an open field task at 21 days of treatment. The animals were killed
90 min after the last injection and the tissues were collected and prepared to
posterior analyses.

The animals exposed to nicotine presented a decrease in body weight gain (at
28 and 56 days) and liver weight (at 56 days), a reduction on the liver glycogen

levels but not glucose for both intervals of treatment. This difference of effects
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suggests that the decrease in liver glycogen levels were not enough to produce a
hypoglycemia, once these parameters were analyzed when the animals were fed.
The activities of the enzymes porphobilinogen-synthase from blood and liver and
blood acetylcholinesterase were not affected by nicotine treatment. Nicotine also did
not affect hippocampal and cerebral cortex acetylcholinesterase activities in animals
injected with nicotine for 28 days. The salt (predominantly G1 form) and detergent
(mostly G4 form) fractions showed not be affect for the treatment with nicotine for 56
days.

The rats treated with nicotine presented similar number of rearing and
crossings in both sessions of the open filed task suggesting that they did not
habituate to a new environment. However, they presented similar scores of control
group on the latency time and number of fecal boluses. As the phobic behavior was
not altered, we can suggest that nicotine adolescent rats present impairment of
habituation memory,

The results of the present study show that nicotine effects are very specific,
impairing the weight gain, energy storage in glycogen form and habituation to a new
environment, however not interfere in the acetylcholinesterase and porphobilinogen-

synthase activities.

Keywords: nicotine, acetylcholinesterase, porphobilinogen-synthase, glucose,
glycogen, young rats.
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Apresentacéo

A dissertacdo esta apresentada na seguinte forma: introducédo, objetivos,
revisdo da literatura, resultados, discusséo e conclusdes. Os resultados estéo na
forma de manuscritos, os quais estdo em fase de preparacdo, e foram escritos
segundo as normas das revistas aos quais serdo submetidos. A discussao e as
conclusbes referem-se a andlise geral dos dois manuscritos. As referéncias
bibliograficas, encontradas no final da dissertacao, referem-se as citacdes que

aparecem nos itens introdugéo, revisao da literatura e discusséo.
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1. INTRODUCAO:

A nicotina [1-metil-2-(3-piridil) pirrolidina] € um alcaléide natural encontrado em
uma ampla variedade de plantas (DOOLITTLE et al., 1995). E uma amina composta
de anéis piridina e pirrolidina (SCHEVELBEIN, 1982). A principal fonte de exposi¢éo
a nicotina é através do tabaco e das terapias de substituicdo a ele, como adesivos

transdérmicos e gomas que contém o alcaléide (HEISHEMAN et al., 1994).

A nicotina é uma base fraca, desta forma a sua taxa de absorcéo através das
membranas biol6gicas € um processo dependente do pH (SCHEVELBEIN, 1973
apud YILDIZ, 2004). Sua absor¢géo aumenta quando o pH da solucdo torna-se mais
bésico e diminui quando o pH torna-se acido, em fungéo disto, a absorcdo através
do trato gastrintestinal € pobre (YILDIZ, 2004). Depois de absorvida, a nicotina entra
na circulagdo sendo distribuida para diversos tecidos, incluindo o cérebro (ZEVIN et
al., 1998). E extensivamente metabolizada pelo figado em um grande nimero de

metabdlitos, sendo a cotinina o principal deles (CASHMAN et al., 1992).

Entre os efeitos benéficos da nicotina sobre o desempenho cognitivo humano,
os achados mais consistentes tém sido sobre a atengcdo (STOLERMAN et al.,
1995). Entretanto, em ratos tratados agudamente pode causar efeito sobre a
atividade locomotora, inicialmente causando uma supressdo. J4 a administracédo
cronica tende a estimular a atividade locomotora (BEVINS & BRESHEER, 2000).
Em modelos animais a nicotina induz uma melhora cognitiva, observada claramente
em termos de desempenho da memoéria (LEVIN & SIMON, 1998). Estudos com
ratos reportam que o tratamento agudo com nicotina melhora de maneira
significativa a memodria, e que esta melhora ndo diminui com o uso crbénico deste
alcal6ide (LEVIN & REZVANI, 2000). O desenvolvimento de modelos animais é
importante para a determinacdo dos mecanismos através dos quais a nicotina induz
a melhora do desempenho cognitivo, o que é fundamental para seu possivel uso
clinico (LEVIN & ROSE, 1991). Rezvani & Levin (2004) mostraram que a nicotina
ocasiona um decréscimo ha atividade locomotora de animais adolescentes quando
comparados a animais adultos. Demonstrando assim, que animais adolescentes
possuem uma maior sensibilidade a nicotina, o que pode facilitar ao hébito de

fumar.
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Sabe-se que a nicotina exerce uma acao inibitéria sobre a ingestdo de
alimentos e consequentemente sobre o peso corporal, como mostram trabalhos
desenvolvidos em humanos e animais (MIYATA et al.,, 1999; GUAN et al., 2004).
Ela também afeta a taxa metabdlica, pois fumantes pesam em média 4 kg a menos
que ndo-fumantes. Esta baixa no peso corporal € mantida pelo aumento da taxa
metabdlica e também pela supressdo do apetite (PERKINS, 1992). O habito de
fumar € um dos maiores fatores de risco para o desenvolvimento de doencas
coronarias, estando relacionado a hipertensdo, a um perfil lipidico desfavoréavel,
além de levar a um prejuizo na a¢ao da insulina (ATTVALL et al., 1993; FACCHINI
et al.1992 apud SWISLOCKI et al., 1997). Swislocki et al. (1997) relatam que no
teste de tolerancia oral a glicose, os animais que receberam nicotina ndo diferem
dos animais controle nos perfis de glicemia, insulina e acidos graxos livres. Também
relatam que a exposicdo a nicotina leva a uma hipertensdo, mas de forma
reversivel.

No sistema colinérgico, a nicotina age através de receptores colinérgicos
nicotinicos, os quais sdo encontrados no cérebro, ganglios autbnomos e na jungao
neuromuscular. A ativagdo do receptor nicotinico causa a liberacdo de
neurotransmissores, incluindo acetilcolina, norepinefrina, dopamina, serotonina,

beta endorfina, glutamato e outros (ZEVIN, 1998).

Ha& relatos de que a nicotina possa inibir a enzima acetilcolinesterase (AChE)
(CHANG, 1973, FIGUEIRO, 2005, SILVA, 2006). AChE é a enzima responsavel
pela hidrélise do neurotransmissor acetilcolina (ACh) em colina e acido acético,
interrompendo a agdo deste nas sinapses colinérgicas (TAYLOR, 1996). A AChE é
amplamente distribuida no sistema nervoso central e também € encontrada em
eritrocitos de mamiferos, linfécitos e plaquetas, onde sua funcdo é incerta
(ZAJICEK, 1957; GALERHR & PLATTNER, 1982; SZELENY!I et al., 1982 apud AL-
JAFARI & KAMAL, 1994).

A AChE existe nas formas moleculares: assimétrica (A4, A8 e Al2) e globular
(G1, G2 e G4). A forma globular estad presente no cérebro em diferentes
subunidades do mondémero (MASSOULIE et al.,1993). Estas formas isoméricas
diferem quanto a sua localizagcdo no neurénio e séo solluveis em sal ou detergentes.
A fracdo solivel em sal consiste basicamente do isdbmero G1 (monémero) e a

fracdo soluvel em detergente consiste, predominantemente, da forma G4

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

17

(tetrdmero). A forma G1 é citosOlica e a G4 esta ligada @ membrana. Em eritrécitos,
a forma predominante € a G2, que pode estar soluvel ou ligada a membrana
(TAYLOR & BROWN, 1999). O centro ativo da AChE é constituido de dois subsitios
principais: um sitio anibnico e um sitio esterasico, contendo os verdadeiros
residuos cataliticos da AChE (TAYLOR & BROWN, 1999). Existe ainda um segundo
sitio anibnico, que se tornou conhecido como sitio anidnico periférico (PAS)
(NUNES-TAVARES et al., 2002).

Outra enzima que tem recebido atengdo como biomarcador de exposi¢do a
agentes toxicos é a porfobilinogénio sintase (PBG-sintase). Esta enzima catalisa a
condensacdo de duas moléculas de &acido d-aminolevulinico (d-ALA), formando o
composto monopirrélico porfobilinogénio (PBG), com perda de duas moléculas de
dgua (CASTELFRANCO et al., 1983). Pertence a rota de biossintese do
grupamento heme e é essencial para todos os organismos vivos. A PBG-sintase por
ser uma enzima sulfidrilica, € extremamente sensivel a metais pesados como o
cadmio, chumbo e mercurio (ROCHA et al., 1995; PEIXOTO et al., 2003; 2004)
assim como a agentes oxidantes (EMANUELLI et al., 1996). Um dos metais, o
cadmio esta presente no cigarro, isto por estar concentrado nas folhas da planta
(KALCHER et al., 1993). Esta enzima também é um marcador de estresse oxidativo
porque seu grupo sulfidril ativo é muito sensivel a elementos pré-oxidantes
(MACIEL et al., 2000). Existem relatos de que esta é inibida pela nicotina in vitro e
também in vivo (DOWLA et al., 1996; PANEMANGALORE et al., 1999; FIGUEIRO,
2005; SILVA, 2006).

O uso de drogas por humanos geralmente inicia-se na adolescéncia, um
periodo no qual o individuo apresenta caracteristicas comportamentais especificas
da idade (SPEAR, 2000). Quando o habito de fumar inicia-se na adolescéncia ha
um maior consumo diario, assim como uma menor probabilidade de abandono do
vicio (CHEN & MILLER, 1998).

Assim, avaliar os efeitos da exposicao a nicotina por um periodo prolongado,
sobre a atividade das enzimas: acetilcolinesterase (cerebral e sangilinea) e
porfobilinogénio-sintase (hepéatica e sanguinea) e sobre o comportamento de

animais adolescentes torna-se de grande importancia.
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1.1 Objetivos:

Determinar a influéncia da exposicao a nicotina sobre o ganho de peso

corporal e o peso de cérebro e figado de ratos jovens;

Investigar o efeito da nicotina sobre a glicemia e o conteudo de

glicogénio hepatico;

Determinar a atividade especifica da enzima PBG-sintase de tecido

hepéatico e sangue total de ratos expostos durante 28 e 56 dias a nicotina;

Determinar a atividade especifica da enzima AChE de sangue total de

ratos expostos durante 28 dias a nicotina;

Investigar o desempenho comportamental de ratos expostos ao

alcal6ide por um periodo de 21 dias, na tarefa do campo aberto;

Determinar a atividade especifica da enzima AChE de cérebro total,

hipocampo e cortex, de ratos expostos a nicotina por 28 dias;

Determinar a atividade especifica da enzima AChE das fracdes
sollveis em sal e detergente de estruturas cerebrais (hipocampo e cértex) de ratos

expostos a nicotina por um periodo de 56 dias;
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2. REVISAO DA LITERATURA:

2.1 Nicotina:

A nicotina [1-metil-2-(3-piridil) pirrolidina] € um alcaléide de ocorréncia natural,
encontrado primeiramente em membros da familia das solanaceas, como batata,
tomate, berinjela e tabaco (DOOLITTLE et al., 1995). Nas folhas do tabaco (Figura
1) age como um inseticida natural. Sua estrutura quimica (CioH14N>) (Figura 2) é
composta de anéis piridina e pirrolidina, sendo uma amina terciaria
(SCHEVELBEIN, 1982). E um alcaldide liquido, que em contato com o ar, adquire
cor escura e o odor caracteristico do cigarro. A nicotina € o principal alcal6ide ativo
do tabaco e responséavel pelo habito de fumar (SOHN et al., 2003).

A principal fonte de exposicdo a nicotina € através do tabaco e das terapias de
substituicdo a ele, como os adesivos transdérmicos e as gomas que contém o
alcaldide (HEISHEMAN et al., 1994).

A grande maioria dos fumantes deseja parar de fumar, mas a dificuldade da
suspensao do habito é devido a nicotina ser uma substancia que causa
dependéncia quimica e desta forma apenas uma pequena porcentagem dos
fumantes consegue de maneira satisfatoria a interrupcdo do hébito de fumar

(USDHHS, 2000).

T N
\\
Fig.1. Nicotiana tabacum Fig. 2. Estrutura quimica da nicotina
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2.1.1 Absorc¢ao:

A nicotina € absorvida pela cavidade oral, pele, pulméo, bexiga e trato
gastrintestinal (YILDIZ, 2004). Sua absorcdo através das membranas bioldgicas é
dependente do pH. Ela é uma base fraca com um pKa de 8,0. Em seu estado
ionizado, como em meios acidos, ndo pode cruzar rapidamente as membranas.
Desta forma, sua absor¢do aumenta quando o pH da solucéo torna-se mais basico
e diminui quando o pH torna-se &cido, em fungdo disto a absor¢cdo através do
estdbmago é pobre, mas é bem absorvida no intestino delgado, onde o pH é mais
alcalino e possui uma maior area de contato (HUKKANEN et al., 2005).

O pH do tabaco presente no cigarro € em torno de 5,5 e a nicotina neste pH
esti positivamente carregada, desta forma € pouco absorvida através da mucosa
bucal. Quando a fumaga do cigarro alcanga as pequenas vias aéreas e os alvéolos
pulmonares, a nicotina é rapidamente absorvida. A rapida absor¢cdo de nicotina a
partir da fumaca do cigarro pelos pulmdes, presumivelmente, em funcéo da grande
area dos alvéolos e das vias aéreas e sua dissolu¢do nos fluidos com pH 7,4,
facilita sua transferéncia através das membranas. Em média, cerca de 1 mg (0,3-2,0
mg) de nicotina € absorvido sistematicamente durante o ato de fumar, como mostra
o uso de “C-nicotina (ARMITAGE et al., 1975 apud HUKKANEN et al., 2005). A
nicotina € bem absorvida através da pele, e esta € a razdo para o risco ocupacional
de envenenamento com nicotina, o qual ocorre em plantadores de tabaco, os quais
sdo expostos as folhas secas do mesmo (MCBRIDE et al., 1998).

As varias formulacdes existentes para a terapia de substituicdo ao uso do
tabaco, como gomas de mascar, adesivos transdérmicos, “spray” nasal e tabletes
sublinguais, séo tamponados em pH alcalino para facilitar a absorcdo de nicotina
através das membranas celulares. Mas todas essas formas de exposicdo a nicotina
possuem uma absor¢do mais lenta e ocasionam um aumento gradual na
concentracdo sanglinea, quando comparado ao ato de fumar. Este aumento mais
lento na concentragdo plasméatica e especialmente cerebral, faz com que haja um
menor abuso no uso dessas terapias. Apenas o “spray” nasal produz uma rapida
entrega de nicotina, a qual se aproxima aquela vista para o hébito de fumar
(GOURLAY & BENOWITZ, 1997).
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2.1.2 Distribuigéo tecidual de nicotina:

Na circulagdo sanglinea, onde o pH é 7,4, a nicotina encontrase-se em torno
de 69% ionizada e 31% permanece na forma n&o ionizada. Sua ligagdo as
proteinas plasméticas € menor que 5%. Esta droga € distribuida extensivamente
aos tecidos, sua maior afinidade é pelo figado, rim, bacgo, pulmdo e sua menor
afinidade é pelo tecido adiposo. Ela também é capaz de atravessar a barreira
placentaria facilmente, e ha evidéncias de que o acumulo de nicotina, no soro e
fluido amniodtico fetal, esteja em maior concentracdo que no Soro materno
(HUKKANEN et al., 2005).

A nicotina liga-se as tecidos neurais com grande afinidade, e a ligagcdo aos
receptores € mais intensa nos fumantes quando comparada aos nédo fumantes. Este
aumento é em decorréncia do maior nimero de receptores colinérgicos nicotinicos
no cérebro de fumantes (PERRY et al., 1999).

O ato de fumar um cigarro faz com que haja uma rapida entrega de nicotina a
circulacdo venosa pulmonar, a partir da qual este alcaldéide move-se rapidamente
para o ventriculo esquerdo do coragdo e posteriormente para a circulag@o arterial
sistémica e cérebro. O tempo decorrido entre uma tragada e a chegada da nicotina
ao cérebro é de 10 a 20 segundos (HUKKANEN et al., 2005). A taxa rapida de
entrega de nicotina consequiente da tragada (ou injegdo intravenosa, a qual
apresenta uma cinética de distribuicdo semelhante) resulta em niveis altos de
nicotina no sistema nervoso central, com pequeno tempo para o desenvolvimento
de toleréncia. O resultado é uma agdo farmacolégica mais intensa (PORCHET et
al., 1987). O curto tempo decorrido entre o ato de tragar e a chegada da nicotina no
tecido cerebral permite ao fumante ajustar a dose para a obtengdo da agéo
farmacolégica desejada e posterior facilitagdo do desenvolvimento do vicio
(HUKKANEN et al., 2005).

A concentragdo arterial de nicotina logo apés fumar um cigarro pode ser
bastante alta, alcangando cerca de 100 ng/mL, mas normalmente varia entre 20 e
60 ng/mL (HUKKANEN et al., 2005 ).

Em contraste, uma entrega mais demorada de nicotina ocorre quando do uso
de adesivos transdérmicos, resultando em concentragdes muito menores no tecido

cerebral e o aumento gradual nos niveis de nicotina no sistema nervoso central
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permite o desenvolvimento de uma consideravel tolerdncia aos seus efeitos
farmacolégicos (HUKKANEN et al., 2005).

2.1.3 Metabolismo:

A nicotina é metabolizada pelo figado a um grande nimero de metabdlitos. Em
humanos, cerca de 70 a 80% da nicotina é convertida a cotinina, por C-oxidacao, e
cerca de 4 a 7% a nicotina-N-oxido, através de N-oxidacdo (BENOWITZ & JACOB,
1994) (Figura 3-dois principais metabdlitos). O mecanismo proposto de conversao
da nicotina a cotinina (C-oxida¢do) envolve a hidroxilagdo da nicotina por enzimas
microssomais e a conversdo ao correspondente aldeido e posterior produgédo de
cotinina por uma enzima citosolica (HUCKER et al., 1960 apud HUKKANEN et al.,
2005). A maioria das enzimas envolvidas neste processo ja esté identificada. A
enzima mais importante na conversao de nicotina a cotinina € a CYP2AS6,
formalmente conhecida como cumarina 7-hidroxilase (NAKAJIMA et al., 1996,
MESSINA et al., 1997). A conversdo de nicotina a nicotina-N-6xido (N-oxidacao)
envolve uma 3-monooxigenase que contém flavina (FMO3), resultando na formacéo
de dois diasterisbmeros, o cis-1-(R)-2'-(S) e trans-1'-(R)-2’-(S) isébmeros. Em
humanos, somente o isdmero trans foi detectado na urina (CASHMAN et al., 1992).

A cotinina é muito mais polar que a nicotina, € metabolizada de forma mais
lenta e possui pouco, se algum, metabolismo de primeira passagem quando
administrada oralmente (ZEVIN et al., 1997).
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Fig.3. Principais metabolitos da nicotina (Zevin et al., 1998).

2.1.4 Excregéo:

Nicotina pode ser excretada pela urina, fezes, bile, saliva, suco géstrico, suor e
leite materno (YILDIZ, 2004). A meia-vida de eliminagdo da nicotina é de 2 a 3
horas. Pela urina, é excretada através de filtracdo glomerular e secre¢éo tubular,
com reabsorcdo variavel dependendo do pH urinario. Na urina acida a nicotina
encontra-se na sua maioria ionizada e desta forma a reabsor¢do tubular é
minimizada. Ja na urina alcalina, uma grande fragdo da nicotina esta na forma néo-
ionizada e assim permitindo reabsor¢céo tubular e desta forma menos nicotina é
excretada na urina (HUKKANEN et al., 2005).

A cotinina possui uma meia-vida de elimina¢cdo mais longa, de 14 a 20 horas.
Uma vez que a cotinina ndo se liga de maneira apreciavel as proteinas plasméticas,
ocorre uma extensiva reabsor¢do tubular. A excre¢cdo de cotinina € menos
influenciada pelo pH urinario do que a nicotina, uma vez que essa é menos basica e
desta forma esta na forma n&o-ionizada na faixa de pH fisiolégico (HUKKANEN et
al., 2005).

Embora a nicotina possua uma meia-vida de cerca de 2 horas, esta se

acumula no corpo de um fumante regular por um periodo de 6 a 8 horas e
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permanece em niveis significativos durante a noite ou durante um periodo de varias
horas sem fumar (BENOWITZ & JACOB, 1994).

2.1.5 Farmacodinamica:

A nicotina esta amplamente disponivel em produtos derivados do tabaco e em
certos pesticidas; possui diversas acdes farmacoldgicas e também pode ser fonte
de consideravel toxicidade. A nicotina age combinando-se aos receptores
colinérgicos nicotinicos, os quais sdo encontrados no cérebro, ganglios autbnomos
e na jungéo neuromuscular (ZEVIN et al., 1998).

Quando a nicotina liga-se a seu receptor ocorre uma mudanca alostérica nas
subunidades deste, resultando em um estado de ativagdo com a abertura do canal
ibnico e, posteriormente, um estado de dessensibilizagdo com o fechamento do
canal (LENA & CHANGEUX 1993 apud ZEVIN et al., 1998).

Os receptores nicotinicos neurais sdo compostos por subunidades a e . Uma
variedade de combinacbes dessas subunidades ja foi identificada e € esta
variedade que confere propriedades estruturais e funcionais distintas a diferentes
subtipos de receptores nicotinicos (DAJAS-BAILADOR & WONNACOTT, 2004).
Estes diferentes receptores nicotinicos s@o encontrados em diferentes regides
cerebrais, e variam em relacdo a afinidade de ligacédo e a resposta a estimulagdo
por seus agonistas. Esta variagdo na estrutura e na fungdo dos receptores
nicotinicos ajuda a explicar a diversidade de efeitos ocasionados pela nicotina
(ZEVIN et al, 1998).

A ativacdo dos receptores nicotinicos ocasiona a liberacdo de
neurotransmissores, como por exemplo: acetilcolina, norepinefrina, dopamina,
serotonina, beta-endorfina, glutamato, entre outros (ZEVIN et al., 1998).

Em doses baixas a nicotina causa uma ativacao simpatica através da ativacao
de receptores periféricos ou através de um efeito direto no cérebro, com
conseqliente aumento nos batimentos cardiacos e pressdo sanguinea. J& em doses
elevadas, ela age diretamente no sistema nervoso periférico, produzindo
estimulacédo ganglionar e liberagdo de catecolaminas pelas adrenais. Em doses

extremamente altas, causa hipotenséo e bradicardia (ZEVIN et al., 1998).,
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2.1.6 Dependéncia, tolerancia e abstinéncia:

A nicotina causa dependéncia profunda, demonstrada pela dificuldade dos
fumantes em abandonar o hébito. A exposi¢do repetida ou prolongada a nicotina
induz tolerancia. Assim, depois de repetidas doses, uma determinada dose da
droga produz menor efeito do que anteriormente, desta forma é necessério o
aumento da dose para que se obtenha o efeito desejado (SILVA, 1998; SOHN et al.,
2003).

A tolerncia a nicotina manifesta-se pela auséncia de nauseas, tontura e
outros sintomas caracteristicos, mesmo havendo o consumo de grandes
quantidades desta substancia (SOHN et al., 2003).

A abstinéncia a nicotina, apés um longo periodo de uso, produz alguns
sintomas caracteristicos como: humor deprimido, insdnia, irritabilidade, frustracéo,
ansiedade, dificuldade de concentragdo, cansaco, diminuicdo dos batimentos
cardiacos, e aumento do apetite com conseqiiente ganho de peso. Estes sintomas
podem surgir apds algumas horas de abstinéncia e suas manifestacdes sao
maximas dentro de 24 a 48 horas e decrescem gradualmente apés um periodo de
duas semanas (SILVA, 1998; SOHN et al., 2003).

2.1.7 Efeitos fisiologicos e bioquimicos da nicotina:

No sistema nervoso autbnomo, a nicotina atinge todos os ganglios
autondémicos, simpéticos e parassimpéticos. Além disso, ainda estimula a medula
da supra-renal provocando a liberagdo de epinefrina e norepinefrina, que ativam
receptores viscerais e provocam acdes reflexas. No sistema respiratério, a nicotina
inicialmente exerce estimulacéo, j& em elevadas doses observa-se depressdo deste
sistema. A nicotina pode paralisar os musculos respiratérios pela sua acao direta
sobre as jungdes neuromusculares. No sistema cardiovascular provoca aumento da
frequéncia cardiaca e elevacdo da presséo arterial. Também ocasiona redugéo do
apetite. Na pele observa-se queda da temperatura devido a vasoconstricdo
provocada por mecanismo central. No sistema urinério ha diurese pela inibicdo da

vasopressina (SILVA, 1998).
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Sabe-se que a nicotina exerce uma acao inibitéria sobre a ingestdo de
alimentos e consequientemente sobre o peso corporal, como mostram trabalhos
desenvolvidos em humanos e animais (MIYATA et al.,, 1999; GUAN et al., 2004).
Ela também afeta a taxa metabdlica, pois fumantes pesam, em média, 4 kg a
menos que ndo-fumantes. Esta baixa no peso corporal € mantida pelo aumento da
taxa metabolica e também pela supressao do apetite (PERKINS, 1992).

O uso prolongado de gomas de mascar que contém este alcaléide esta
associado com o desenvolvimento de hiperinsulinemia e resisténcia a insulina.
Desta forma a nicotina € tida como o possivel agente causador da relacdo existente
entre o habito de fumar e o desenvolvimento de resisténcia a insulina (ELIASSON et
al., 1996).

A nicotina possui uma série de efeitos enddcrinos, incluindo liberacdo de ACTH
e cortisol (ZEVIN et al., 1998).

Estudos relatam que o tratamento agudo com nicotina ocasiona uma
supresséao da atividade locomotora de ratos. O tratamento cronico tende a estimular
a atividade locomotora (BEVINS & BESHEER, 2001). Outro estudo também
demonstrou que a exposi¢do aguda & nicotina produz um decréscimo na atividade
locomotora dos animais adolescentes quando comparados aos animais adultos
(REZVANI et al., 2004).

Pequenas doses de nicotina administradas a ratos adultos, ocasionam um
aumento na porcentagem de respostas corretas (preciséo), diminuem os erros de
omissdo e o tempo de reagdo, assim como aumentam as respostas antecipatorias
na tarefa 5-CSRTT (five-choice serial reaction time task). Desta forma Stolerman et
al. (2000) concluem que doses apropriadas de nicotina podem produzir melhoras no
desempenho de ratos normais em uma tarefa de atencéo.

Pauly et al. (2004) demonstraram que ratos machos, expostos a nicotina
durante o periodo intra-uterino apresentam hiperatividade nos dias 40 e 60 apos o
nascimento na tarefa comportamental do campo aberto. Ja as fémeas néo
demonstram nenhum sinal de hiperatividade, mas apresentam uma atenuagéo
significante da resposta hipotérmica. Os autores sugerem assim, que a exposicao a
nicotina durante a gestagdo produz mudangas persistentes e dependentes do
género sobre o comportamento e a sensibilidade a este alcaldide.

A habilidade da nicotina em produzir efeitos Unicos na adolescéncia esta no

fato de que o desenvolvimento cerebral continua durante este periodo. Replicacéo
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celular, apoptose, formagéo sinaptica e a formacao das respostas comportamentais
sdo consolidadas durante a adolescéncia (HUNTTENLOCHER, 1990 apud
TRAUTH et al. 2000; SPEAR, 2000).

Quando o habito de fumar inicia-se nesta fase ha um maior consumo diario,
assim como uma menor probabilidade de abandono do vicio (CHEN & MILLER,
1998).

Estudos em ratos sugerem que a nicotina € neuroteratogénica e que o cérebro
adolescente é vulneravel aos efeitos toxicos deste alcaldide (SLOTKIN, 2002) e
que, ratos adolescentes e adultos podem diferir quanto a distribuicdo, densidade ou
afinidade dos receptores nicotinicos a nicotina (TRAUTH et al., 2000).

Entre os efeitos benéficos da nicotina sobre o desempenho cognitivo em
humanos, as descobertas mais consistentes tém sido em relacdo a atencao
(STOLERMAN et al., 1995).

Alguns estudos também relatam a possibilidade de seu uso terapéutico na
reducdo dos déficits de desempenho em pacientes com doenca de Alzheimer,
déficit de atencéo, hiperatividade e esquizofrenia (SAHAKIAN et al.,1989; LEVIN et
al., 1996).

Hahn & Stolerman (2002) relatam que a nicotina induz a uma melhora da
atencdo apos tratamento crénico e que esta descoberta € de extrema importancia
para a utilizagéo terapéutica desta droga, uma vez que este efeito pode ser o motivo

do uso continuo do fumo.
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2.2 Sistema Colinérgico:

A acetilcolina (ACh) (Figura 4) é o neurotransmissor das sinapses e jungdes
neuroefetoras colinérgicas dos sistemas nervoso central e periférico. E sintetizada no

citosol do neurdnio a partir da acetil coenzima-A e da colina.

0 CHs
ot
H:c™ o7 ¢\ CCH;

Ha  CHs

Fig.4. Estrutura quimica da acetilcolina (adaptado de http:// www.unizar.es).

A acetil coenzima-A tem origem mitocondrial, ao passo que a colina provém da
fenda sinaptica, extracelular. A colina atravessa a membrana do terminal axdnico por
um mecanismo de transporte ativo especifico (SILVA ,1998). A combinacao da acetil-
CoA a colina é catalisada pela colina acetiltransferase (ChAT). Depois de sintetizada,
a acetilcolina € armazenada nas vesiculas sinapticas. Este neurotransmissor possui
um papel crucial no sistema nervoso central. No terminal axonal, as vesiculas pré-
sinapticas contendo acetilcolina ficam armazenadas até que haja um estimulo que as
libere.

O impulso nervoso, ou potencial de acdo, ao chegar ao botdo sinaptico onde
estdo as vesiculas sinapticas, ocasiona uma despolarizacdo da membrana pré-
sinptica. Aumentando a condutancia do calcio, o que favorece a entrada deste no
axonio. A liberagdo da acetilcolina varia diretamente com a concentracdo de célcio
(PRADO et al.,, 2002). Posteriormente ocorre o “rompimento das vesiculas” e o
extravasamento do neurotransmissor na fenda sinéptica, ocorrendo a fusdo com a
menmbrana. A acetilcolina liberada pode difundir-se no espaco extracelular, ser

degradada a colina e 4cido acético pela acetilcolinesterase ou ainda combinar-se com
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receptores colinérgicos pos e pré-sindpticos. Os receptores colinérgicos sao
classificados em nicotinicos e muscarinicos, 0s quais transmitem os sinais por
mecanismos diferentes. Os receptores muscarinicos e nicotinicos cerebrais atuam a
nivel pré-sindptico. Porém os receptores nicotinicos estéo distribuidos de modo mais
esparso e facilitam a liberagdo de outros neurotransmissores como a dopamina
(RANG et al.,, 2004). Os receptores nicotinicos sdo formados por diversas
subunidades a e b (a2 - al0, b2 - b4). As diferentes associa¢des destas subunidades
conferem propriedades estruturais e funcionais distintas aos diferentes subtipos de
receptores nicotinicos (FENSTER et al., 1997 apud DAJAS-BAILADOR &
WONNACOTT, 2004).

Logo apds exercer sua acdo a acetilcolina sofre hidrolise pelas colinesterases,
liberando acido acético e colina. Nesta hidrélise, que ocorre na fenda sinaptica, cerca
de 50% da colina produzida é recaptada pelo terminal axdnico, e, posteriormente, é

reutilizada para a biossintese de acetilcolina (SILVA, 1998).

2.2.1 Colinesterases

Estas enzimas séo classificadas de acordo com suas propriedades cataliticas e
especificidade aos substratos, sensibilidade a inibidores e distribuicdo tecidual. As
colinesterases desempenham papel importante na neurotransmisséo colinérgica
central e periférica, além de outras funcBes, como a hidrélise e detoxificacdo de
xenobidticos (MASSOULIE et al., 1993).

Acetilcolinesterase (AChE; E.C 3.1.1.7) hidrolisa preferencialmente ésteres com
grupamento acetil, e a butirilcolinesterase (BChE; E.C. 3.1.1.8) hidrolisa outros tipos
de ésteres como a butirilcolina. Ambas as colinesterases sdo amplamente distribuidas
no organismo (TAYLOR & BROWN, 1999).

2.2.2. Acetilcolinesterase (E.C. 3.1.1.7)

Esta enzima possui um papel regulatorio na neurotransmissédo colinérgica. Ela é
responsavel pela hidrolise rapida do neurotransmissor acetilcolina. E uma

glicoproteina globular encontrada nos neurdnios colinérgicos, nas proximidades das
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sinapses colinérgicas e em concentracdes elevadas na jungcdo neuromuscular
(MASSOULIE et al., 1993).
A AChE est4 amplamente distribuida no sistema nervoso central e também é

encontrada em eritrécitos, linfécitos e plaguetas de mamiferos (SILVA, 1998).

2.2.3 Estrutura da acetilcolinesterase

A AChE existe em duas classes gerais de formas moleculares: como oligdmeros
homoméricos simples de subunidades cataliticas e como associa¢des heteroméricas

de subunidades cataliticas e subunidades estruturais.

Os oligbmeros homoméricos simples aparecem como: mondmeros, dimeros e
tetrdmeros, dando origem, assim, as formas globulares (G): G1, G2 e G4. As
associacfes heteroméricas de subunidades cataliticas e subunidades estruturais
resultam nas formas estruturais assimétricas (A): A4, A8 e Al2 (Figura 5)
(MASSOULIE et al., 1993). As formas homoméricas s&o encontradas como espécies
soliveis na célula, provavelmente com o intuito de exportacdo, ou entdo se
apresentam associadas & membrana externa da célula por meio de uma sequéncia
de aminoacidos hidrofébicos intrinsecos ou de um glicofosfolipideo acoplado. A AChE
que se apresenta nas formas heteroméricas encontra-se associada com a lamina
basal externa na sinapse e € particularmente abundante na juncdo neuromuscular
(TAYLOR & BROWN, 1999). A maior parte da AChE encontrada no tecido nervoso é
do tipo globular, predominantemente G4, ligada a membrana (MASSOULIE et al,
1993). Os eritrocitos, linfocitos e plaquetas contém a forma globular dimérica G2,

tetramérica G4 e a assimétrica A12, respectivamente.
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Fig.5. Isoformas da AChE (http://www.chemistry.emory.edu/ach_inactivation.htm)

2.2.4 Mecanismo de acéo

A estrutura tridimensional da AChE demonstra que seu centro ativo € formado

por residuos da chamada triade catalitica: serina 203, histidina 447 e glutamato 334.

A viséo tradicional do sitio ativo da AChE foi considerada como tendo dois
subsitios: um sitio carregado negativamente ou aniénico, ao qual a cadeia de
nitrogénio quaternario da ACh carregada positivamente se liga, e um sitio esterasico
contendo os verdadeiros residuos cataliticos, o qual aloja o grupamento éster e
carbonila da ACh (Figura 6) (TAYLOR & BROWN, 1999). Um segundo sitio anidnico
que se tornou conhecido como sitio aniénico periférico (peripherical anionic site-PAS),
foi proposto com base na ligacdo de compostos bis quaternarios. Tem sido proposto
que este sitio possa estar envolvido na acdo de determinados inibidores da enzima
ou ainda na inibic&o por excesso de substrato (NUNES-TAVARES et al., 2002).
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Fig. 6. Sitio catalitico da AChE (adaptado de Soreq & Seidman, 2001).

A enzima é classificada como uma serina hidrolase. Seu mecanismo catalitico
assemelha-se ao de outras hidrolases, onde o grupamento hidroxila da serina torna-
se altamente nucleofilico por um sistema de reposicdo de cargas que envolvem o
grupamento carboxila do glutamato, o imidazol da histidina e a hidroxila da serina
(TAYLOR, 1996). Quando do ataque enzimético sobre o éster, € formado um
intermediario tetraédrico entre a enzima e o éster que se rompe e forma um
conjugado acil-enzima, com a liberagdo concomitante da colina. A acetil enzima é
passivel de hidrolise e esta resulta na liberacdo de acetato e na regeneracdo da
enzima ativa (FROEDE & WILSON apud TAYLOR, 1996).
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2.3 Porfobilinogénio-Sintase (E.C. 4.2.1.24)

A enzima citosélica porfobilinogénio-sintase (PBG-sintase), também conhecida
como delta-aminolevulinato desidratase (d-ALA-D), foi descrita pela primeira vez em
1955 por Gibson et al. Ela € uma metaloenzima, uma vez que requer zinco para seu

funcionamento.

A PBG-sintase catalisa a condensag&o assimétrica de duas moléculas de acido-d-
aminolevulinico, formando o composto monopirrélico porfobilinogénio (PBG) (Figura
7), com a perda de duas moléculas de agua e envolve a formagdo de uma base de
Schiff entre uma molécula de substrato com um grupo amino da enzima (JAFFE et
al., 1995). A reacdo catalisada pela PBG-sintase faz parte da rota de biossintese de
compostos tetrapirrélicos, principalmente o heme, clorofilas, corrinas e bilinas
(CASTELFRANCO et al.,, 1983). Estes desempenham papéis metabdlicos

importantes, principalmente como grupo prostético de proteinas.

HOOC

Parphobilinogen

Fig.7. Sintese de porfobilinogénio (adaptado de Lee et al., 2003).

O sitio ativo da enzima envolve 2 residuos de cisteina, 2 residuos de histidina e
1 &tomo de zinco. O grupamento SH é essencial para o funcionamento da enzima e o
zinco possui a fungdo de manter este grupamento na forma reduzida (BLOCK et al.,
1990).

O heme (protoporfirina) é encontrado como grupo prostético da hemoglobina e

da mioglobina (participam do transporte e armazenamento de oxigénio); dos
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citocromos a, b, ¢ (participando no transporte de elétrons) e P450 (que catalisam
reacbes de oxidacdo de xenobioticos); e das catalases, peroxidases e triptofanio
pirrolase do sistema de protecéo contra perdxidos (MAINES, 1984).

A biossintese do heme ocorre parcialmente na mitocondria e no citosol. O d-ALA
€ sintetizado mitocondrialmente e transportado para o citosol para sua conversdo em
porfobilinogénio (Figura 8). Se ocorrer alguma inibicdo na via de sintese do heme,
ocorre 0 acumulo de porfirinas circulantes, que irdo gerar espécies reativas de
oxigénio, as quais podem causar alteracdes nas estruturas protéicas e inativacao da
enzima PBG-sintase, 0 que acarreta um prejuizo nas concentracbes de heme
(AFONSO et al., 1997).

Glicina + Suecinil CoA.  MITOCONDRIA CITOPLASMA
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(URO Iy descarboxilase
URO
descarboxilase
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Fig.8. Via biossintética do grupo heme (http:// www.scielo.br).

z

A PBG-sintase por ser uma enzima sulfidrilica, é extremamente sensivel a
metais pesados como o cadmio, chumbo e mercurio (ROCHA et al., 1995; PEIXOTO
et al., 2003; 2004) assim como a agentes oxidantes (EMANUELLI et al., 1996).
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Experimentos com ratos jovens mostram que a administragdo de cloreto de
mercurio (ROCHA et al., 1995; PEIXOTO et al., 2003), metilmercurio (ROCHA et al.,
1993) ou acetato de chumbo (ROCHA et al., 1995) inibe a atividade da PBG-sintase
de diversos tecidos e a administragdo de cloreto de cadmio (PEIXOTO et al., 2003)
inibe a atividade da enzima hepética. Assim a sensibilidade da PBG-sintase a metais
torna esta enzima um importante biomarcador para a exposi¢ao ou intoxicagao por

metais pesados.

Dowla et al. (1996) relata a inibicdo in vitro e Panemangalore et al. (1999) a
inibic&o in vivo da enzima PBG-sintase eritrocitaria humana pela nicotina.

A inibicAo da enzima por cadmio e nicotina torna-se ainda mais interessante
uma vez que ambos sdo constituintes do cigarro. O cadmio esta presente no cigarro,
por estar concentrado nas folhas da planta (KALCHER et al., 1993) e a nicotina € um

constituindo natural das folhas do tabaco.
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3. RESULTADOS:

3.1 Manuscrito I

Sensitivity of young rats to nicotine exposure: physiologic and biochemical

parameters

A.S. J6s&% C. Franciscato?, F. Sénego®, M. Figueir6®, M.E. Pereira ™’
aPrograma de Pés-Graduagdo em Bioquimica Toxicolégica; ® Departamento de
Quimica, Centro de Ciéncias Naturais e Exatas, Universidade Federal de Santa Maria,

97015-900 Santa Maria, RS, Brazil
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Abstract:

This work investigated the effects of prolonged exposure of young rats to nicotine on
some physiological and biochemical parameters. Wistar male rats (30 days old)
were treated (s.c.) with saline 0.9% or nicotine 5 mg/kg/day for 28 or 56 days. The
animals received 5 injections per day (8, 10, 12, 14, 16:00) on the dark period of the
cycle. They were sacrificed 90 min after the last dose and samples were collected.
In relation to weights of body and organs, the body and liver weights were
decreased by nicotine exposure for 56 days. Treatment with nicotine for 28 or 56
days decreases the hepatic glycogen but not blood glucose levels. The activities of
blood and hepatic PBG-synthase and blood acetylcholinesterase were not affected
for these treatments. These results show that although the younger animals are, in
general, more sensitive to nicotine effects, the most of parameters here analyzed
were not affected by prolonged nicotine exposure, with exception to storage of

glucose, body and liver weight.

Keywords: Nicotine, PBG-synthase, glucose, glycogen, AChE, weight gain, young

rats.
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Ethics

The experiments of this work involved the utilization of experimental rats. However,
aiming for the protection and welfare of animals, the studies were conduced in
accordance with the national and institutional guidelines (University Ethics
Committee Guidelines-Process No. 23081.017288/2006-06) for experiments with

animals.
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1. INTRODUCTION:

Nicotine is a naturally occurring alkaloid found primarily in the members of the
solanoceous plant family such as potato, tomato, green pepper, and tobacco
(Doolittle et al., 1995).The principal source of nicotine exposure is through the use of
tobacco and nicotine replacement therapies such as transdermal nicotine patches
and nicotine gum (Heisheman et al., 1994). Dermal exposure to nicotine during
tobacco production may be responsible for some of the health conditions found in
tobacco farm works, since this alkaloid is reported to exert numerous toxic effects on
the central and peripheral nervous systems (Nakayama et al., 1993). Farm workers
are known to develop “Green Tobacco Sickness” after working with wet tobacco,
and it has been attributed to dermal nicotine absorption (Anonymous, 1993).

A large range of toxic effects of nicotine was found as in human as in
experimental animals (Zevin et al., 1998; Boyce et al., 2000, Yildiz, 2004), and
several target has been susceptible to it (Zevin et al.,, 1998). Physiologic effects
have been described in chronic cigarette smokers. Nicotine exerts important
inhibitory actions on eating and body weight in human and animals (Miyata et al.,
1999; Guan et al., 2004). Alterations on body weight (Carney and Goldberg, 1984)
and resistance to obesity can be consequence of reduced food intake and increase
in the amount of energy consumption due to metabolic changes (Liu et al., 2003)
such glucose metabolism (Jensen et al., 1995)

Long-term use of nicotine gum has been associated with hyperinsulinemia and
insulin resistance, implicating nicotine as a possible causative agent (Eliasson et al.,
1996). The insensitivity to insulin and relative insulin deficiency lead to a decrease in

glucose utilization by liver, muscle and adipose tissue and to an increase in hepatic
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glucose production (MacGarry, 1992). Unlikely, a study involving healthy and
normal weight males reported that intravenous administration of low doses of
nicotine did not alter insulin or glucose levels (Anderson and Arner 1993 apud
Morgan et al., 2004).

An enzymatic process that has received attention is the synthesis of
porphobilinogen (PBG) since it is precursor of the large variety of heme compounds
such hemoglobin, myoglobin and cytocrome. Its synthesis can be decrease due to
sensitivity of PBG-synthase, an important enzyme of this rout, to nicotine as in vitro
as in vivo (Dowla et al., 1996; Panemangalore et al., 1999). It is a zinc-dependent
sulphydryl-containing enzyme, that catalyses the condensation of two d-
aminolevulinic acid (d-ALA) molecules to form PBG (Gibson et al., 1955).

Working with humans unexposed to agricultural chemicals, Dowla et al. (1996)
found in vitro inhibition of erythrocyte PBG-synthase by nicotine. Panemangalore et
al. (1999) reported in vivo inhibition PBG-synthase from erythrocytes of workers
occupationally exposed to agricultural chemicals during the production of tobacco.

Other enzyme which has received attention is the acetylcholinesterase (AChE).
Chang et al. (1973) showed the inhibition of rat brain AChE by nicotine. These
animals were treated with 1 mg/kg/day for a period of 8 or 16 weeks. They
suggested that the administration of nicotine induced a sustained effect on the AChE
activity. Panemangalore et al. (1999) reported the inhibition of human plasma
cholinesterase of workers exposed to nicotine.

AChE is an enzyme widely distributed in the central nervous system and in
blood (Al-Jafari & Kamal, 1994; Massoulié et al., 1993). It plays a crucial role
because hydrolyzes the neurotransmitter acetylcholine (ACh) and its activity is

essential for normal cholinergic transmission and neuromuscular function (Al-Jafari
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& Kamal, 1994). The cerebral and blood enzymes present similar structural features,
e.g., globular form. Most of the AChE founded in brain tissue is the G4 and the
isomer founded in erythrocytes is the G2 globular form (Massoulié et al., 1993).
These features make this enzyme an important biomarker to nicotine, since cerebral
sources is sensitive to this alkaloid (Chang et al., 1973).

Nicotine has a wide variety of pharmacological and toxicological effects, and its
reinforcing effects underlie tobacco use addiction (Benowitz et al., 1996). The drug
abuse for humans often begins during adolescence, a period of ontogeny in which
individuals exhibit age-specific behavioral characteristics (Spear, 2000). Smoking in
adolescence engenders greater addiction, higher daily consumption of cigarettes
and reduced probability of quitting (Chen and Millar, 1998).

The objective of present work was to investigate the sensitivity of young rats to
prolonged exposure to nicotine, in doses equivalent to those used by cigarette
smokers (Slotkin, 1997; Xu et al., 2001) and gum nicotine users (Benowitz et al.,
1988), on physiologic and biochemical parameters. As parameters were studied the
body, brain and hepatic weights, the glycemia and hepatic glycogen, the activities of
the blood and hepatic PBG-synthase and also blood AChE, two enzymes widely

used as biomarkers of several toxicants agents.
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2. MATERIAL AND METHODS:

2.1 Chemicals:

Acetyltiocholine (ATC), ethopropazine, Tris (hydroxymethyl-d;) amino-dz-
methane, 5, 5’-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB), d-aminolevulinic acid (ALA),
bovine albumin and Coomassie brilliant blue G were obtained from Sigma (St. Louis,
MO, USA). Potassium and sodium phosphate were obtained from Reagen. Glacial
acetic acid, ortho-phosforic acid, absolute ethanol and ether were obtained from
Merck (Rio de Janeiro, RJ, Brazil). The kit for dosage of glucose was purchased
from Labtest (Lagoa Santa/MG/Brazil). Nicotine 98% was obtained from Aldrich
(Germany). Glycogen and Triton X-100 were purchased from Merck

(Darmstadt/Germany). All the others were of analytical grade.

2.2 Animals:

Young male Wistar rats (30 days old) (n=36) obtained from the General Animal
House of the UFSM were transferred to our colony room and maintained in groups
of 6 in opaque plastic cages, at room temperature for 28 or 56 days. The animals
were maintained on an inverted 14-h light/ 10-h dark cycle. They had free access to

food and water.

2.3 Treatment:

The treatment consisted of subcutaneous (s.c.) injections of saline 0.9% or
nicotine 5 mg/kg/day, pH 8.0, divided in 5 injections (8, 10, 12, 14, 16:00). The
administration of solutions was done in the dark period of the cycle, lighted with a

red lamp of 40 W. The animals were weighted once a week.
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2.4 Tissue preparation:

After 28 or 56 days of treatment, the animals were anesthetized with ether and
killed by decapitation about 90 min after the last dose of nicotine or saline. Liver was
removed and weighted and blood was collected in heparinized tubes.

Glucose was determined in plasma. Blood was centrifuged at 1,000 g for 15
min at 4°C; the supernatant was removed and frozen at -20°C until analysis.

Glycogen was assayed on liver tissue. An aliquot of each liver was removed,
weighted and stored at -20°C until glycogen extraction and quantitative analysis.

The PBG-synthase activity was determined in liver and blood. Liver was
homogenized in saline 0.9% 1:7 (w/v), and centrifuged at 8,000 g for 40 min at 4°C.
The supernatant obtained was used in the enzyme assay. Blood was hemolyzed in
distilled water 1:4 (v/v), with agitation by 10 min in ice bath. The hemolyzed was
used to enzymatic assay.

AChE activity was determined in blood which was hemolyzed in 0.1 mmol/L
potassium/sodium phosphate buffer containing 0.03% Triton X-100 1:100 (v/v). The

biological materials were frozen at -20°C until assay.

2.5 Glucose and glycogen determination:

The determination of glucose was done by measuring the product formed in a
reaction medium containing phosphate buffer 9.9 mmol/L, pH 7.4, phenol 9.9
mmol/L, glucose oxidase 3 12,000U/L, peroxidase 21,000 U/L and 4-amino-
antipirine 0.4 mmol/L. The incubation was started by adding 10 pyL of sample and
realized at 37°C for 10 min. The absorbance was measured at 500 nm and the

sample glucose concentration was compared to the glucose standard curve.
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For the extraction of glycogen, to 0.2 g of liver was added 2.0 mL of KOH 30%
and heated at 100°C until full dissolution of tissue and, then cooled in cool water.
Ethanol (2.0 mL) was added and the mixture was heated at 70°C for 10 min. Next,
the tubes were cooled in ice for 3 min and centrifuged at 3,000 rpm for 5 min.
Supernatant was discarded and 0.2 mL of HCI 5N and 3.8 mL of distilled water were
added to the pellet. The glycogen content was determined by the Krisman method
(1962). The sample (50 pL) was mixed with reactive iodine [l 0.01% and Kl 0.1% in
a saturated solution of (NH4).SO,] and the absorbance was determined at 460 nm

and compared with a glycogen standard.

2.6 Enzyme assays:

PBG-synthase activity was assayed according to the method of Sassa (1982)
by measuring the rate of product (porphobilinogen) formation, at 39° C with
incubation of 120 min for blood and 40 min for liver, except that 76 mmol/L sodium
phosphate buffer, pH 6.8 (liver) and 6.4 (blood), and 2.2 mmol/L ALA were used.
The reaction product was determined using a modified Ehrlich's reagent at 555 nm,
with a molar absorption coefficient of 6.2 x 10" for Ehrlich-porphobilinogen salt. The
activity is presented as nmol PBG formed/h/mg of protein.

The blood AChE activity was determined following Ellman’s method modified
for Worek et al. (1999). The system was compound of sodium phosphate buffer
0.063 mmol/L pH 7.4, DTNB 0.316 mmol/L, ethopropazine 0.019 mmol/L and the
enzymatic material. After 3 min of pre-incubation at 37°C, the reaction was started
with acetylthiocoline 0.45 mmol/L. The increase of absorbance was registered during
2 min at 436 nm. The specific activity is express as nmol ATC hydrolysed/min/mg of

protein.
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Protein concentration was determined by the Coomassie blue method
(Bradford, 1976) utilizing bovine serum albumin as a standard. All samples were run

in triplicate.

2.7 Statistical analyses:

The results were analyzed by Student t-test. Effects were considered

significant when p<0.05.
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3. RESULTS:

The effects of nicotine on body, cerebral and liver weights are shown in Table
1. Student t-test revealed that nicotine in both intervals of exposure did not alter the
brain weight. The body and liver weights were significantly decreased when the rats
were exposed for 56 [body: t (9) = 2.244, p = 0.05; liver t (9) = 2.301, p < 0.05 ], but
not for 28 days.

The blood glucose and hepatic glycogen are shown in figure 1. The nicotine did
not alter the glycemia of rats exposed at both intervals of treatment. However,
hepatic glycogen levels showed significantly lower in rats exposed to nicotine than to
saline [Student t- test: 28 days, t (9) = 2.445, p < 0.04; 56 days, t (9) = 2.681, p <
0.03].

Figure 2 shows the activities of blood and hepatic PBG-synthase. These results
demonstrated that rats treated for 28 or 56 days with nicotine presented similar
PBG-synthase activities to those treated with saline 0.9 %.

Figure 3 shows the activities of blood AChE from animals submitted to the
same treatments. No significantly changes in AChE activities were observed as at

28 as 56 days of exposure to nicotine.
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Table 1

47

Body, total brain and liver weights of rats exposed to saline 0.9% or nicotine (5

mg/kg/day) for a period of 28 or 56 days.

Weight (g)
Body Total Brain Liver
Days of exposure
Treatment 28 56 28 56 28 56
256.1+11.9 324.1+20.8 1.71+0.06 1.53+0.03 11.6+0.8 13.3+1.2
saline
(6) ) ) ®) (6) 5)
248.2+8.8  278.5+6.9* 1.66+0.01 1.46+0.05 10.3+0.5 10.7+0.3*
nicotine

(6) (6) (5) (5)

(6)

(6)

The results are presented as mean + SEM. Significantly different from saline group:

*p < 0.05 (n= number of animals per group)
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Fig. 1. Plasma glucose and hepatic glycogen levels of rats (n= 5-6) treated with
saline 0.9% (sal) or nicotine 5 mg/kg/day (nic) for a period of 28 or 56 days. The
results are presented as mean + S.E.M. *Significantly different from saline group in

the same interval of exposure at least p< 0.05.
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Fig. 2. Blood and hepatic PBG-synthase activities of rats (n= 6-9) treated with saline

0.9% (sal) or nicotine 5 mg/kg/day (nic) for a period of 28 or 56 days. The results are

presented as mean = S.E.M.
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Fig. 3. Blood AChE activities of rats (n= 5-9) treated with saline 0.9% (sal) or nicotine
5 mg/kg/day (nic) for a period of 28 or 56 days. The results are presented as mean *

S.E.M.
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4. DISCUSSION AND CONCLUSION:

The main objective of this work was to investigate the sensitivity of animals in
a precocious age to prolonged exposure to nicotine in doses that would produce
corporal nicotine levels similar to that obtained in chronic cigarette smokers (Slotkin
et al., 1997; Xu et al.,2001).

The results demonstrate that from all parameter analyzed the body and liver
weights and hepatic glycogen were decrease by nicotine exposure. The decrease on
body and liver weights was verified only when rats were exposed to nicotine for 56
days (14 and 19.7 %), whereas the decrease on hepatic glycogen was verified as at
28 days (39.9 %) as at 56 days (45 %) of exposure.

Romero et al. (2004) and Newman et al. (1999) reported that nicotine did not
chang body weight in rat offspring. Nevertheless, nicotine exposure has reportedly
resulted in either weight loss or reduced weight gain; both from the thermogenic
effect of tobacco smoke, as well as alteration in metabolic rate (Benowitz, 1988;
Saah et al., 1994, Perkins et al., 1989 apud Swislocki, 2003).

In this study, the plasma glucose levels were not altered. There are reports that
show that smoking and subcutaneous injection of nicotine do not alter glucose
tolerance or insulin action in type 2 diabetic patients (Epifano et al., 1992) and
in adult male Sprague-Dawley rats in vivo (Swislocki et al., 1997). However, Saah et
al. (1994) reported that nicotine tends to decrease insulin secretion. These
discrepancies may be explained by various factors, including the nutritional status,
species difference, autonomic neural state, and the amount and route of

administration of nicotine (Benowitz and Henningfield, 1994).
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Liu et al. (2003) reported that the decrease of the liver weight caused by the
administration of nicotine occurred concomitantly with reduction of liver glycogen
content, whereas phosphorylase-a activity was significantly increased, glycogen
synthetase activity was significantly decreased by nicotine treatment.

The toxic effects of nicotine are well known and dermal exposure to nicotine
may be the cause of green tobacco sickness and other health conditions found in
tobacco field workers (Ballard, 1995). The absence of effect of nicotine on PBG-
synthase was not expected since Dowla et al. (1996) found in vitro inhibition of
erythrocyte PBG-synthase by nicotine over a wide range of concentrations and
Panemangalore et al. (1999) reported the in vivo inhibition of this enzyme. Hodgson
and Levi (1996) suggest that this inhibition could be due to the noncompetitive
binding of nicotine to the enzyme, since this chemical is neither substrate nor
competitor of substrates. This inhibition was not observed in this study, perhaps
because nicotine blood concentration was lower than that present on workers’ blood,
since all of them were heavy smokers and had a constant liaison with the tobacco
leaves, and was not enough to inhibit this enzyme.

Dowla et al. (1996) reported the in vitro absence of inhibition of plasma
cholinesterase activities, whereas Panemangalore et al. (1999) showed in vivo
inhibition of this enzyme. In the present study, no significant effects of nicotine on
blood AChE activities were obtained after 28 or 56 days of treatment. The
cholinesterase inhibition and consequently the accumulation of acetylcholine in the
central nervous system and other tissues can induce neurological damage (Rao et
al., 1992).

The exposure to nicotine 5 mg/kg/day for 28 or 56 days did not inhibit the

hepatic and blood PBG-synthase activity either the blood AChE activities. These
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results differ of those obtained in vitro experiment, where the nicotine inhibited both
enzymatic activities (data not shown). The absence of the effect ex vivo may be
related at least to two possibilities: low levels of nicotine reached in vivo; or a
possible inhibition induced by low concentrations of the alkaloid (in vivo) to be

reverted by saturating concentration of substrate assayed ex vivo.
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Abstract:

The aim of this study was to investigate the effects of prolonged exposure to
nicotine on the performance of rats in the open field task, brain acetylcholinesterase
and on their main isoforms activities. The 30 days old rats received injections (s.c.)
of saline 0.9% or nicotine 1 mg/kg (8, 10, 12, 14 and 16:00 h; total dose 5
mg/kg/day) during the dark period of the cycle. At 21 days of treatment the animals
were submitted to open field 60 min after the last injection. Acetylcholinesterase
activity was assayed in total brain, hippocampus and cerebral cortex at 28 days of
treatment and in the salt and detergent soluble fractions from hippocampus and
cortex, obtained after a differential centrifugation with Triton X-10, at 56 days of
treatment.

The exposure to nicotine induced to an absence of open field habituation, since
the nicotine exposed rats did not present reduction of rearing response in test
session when compared to training, and besides they presented similar number of
crossing responses in both sessions. We observed no effect of nicotine on the
acetylcholinesterase activity, independently of cerebral region and of molecular form
analyzed (salt or detergent soluble, predominance of G1 or G4 form, respectively).
As the phobic behavior was not altered (latency to leave the initial area), we can to
suggest that nicotine adolescent rats present impairment of habituation memory,
without alteration of the AChE activity, an important enzyme of cholinergic system,

involved in the acetylcholine hydrolyze efficiency.

Keywords: nicotine, acetylcholinesterase, isoforms, young rats, open field.

Running title: Nicotine effects on AChE from brain and behavior of rats.
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1. INTRODUCTION:

Nicotine is found in wide variety of plants (Doolittle et al., 1995). However, the
principal source of nicotine exposure is through the use of tobacco and nicotine
replacement therapies such as transdermal nicotine patches and nicotine containing
gum (Heishmann et al., 1994). Studies suggest that nicotine is one of the active
components in tobacco smoke responsible for tobacco addiction (Stolerman and
Jarvis, 1995). Nicotine acts through nicotinic cholinergic receptors that are found in
the brain, autonomic ganglia, and the neuromuscular junction (Zevin et al., 1998).
The acute effects of nicotine vary depending on nicotine dosage, gender, age and
possibly subject strain (Faraday et al., 1999; Cheeta et al., 2001, Elliot et al., 2004).

The drug abuse for humans often begins during adolescence, a period of
ontogeny in which individuals exhibit age-specific behavioral characteristics (Spear,
2000). Smoking early in adolescence engenders greater addiction, higher daily
consumption of cigarettes and reduced probability of quitting (Chen and Millar,
1998).

Adolescent and adult rats may differ in distribution, density or affinity of central
nicotine cholinergic receptors. During the adolescence neurobiological systems are
still  undergoing important developmental rearrangements, and than, the
pharmacokinetics of nicotine seems to be different in adolescent and adult rats
(Trauth et al., 2000). Given these facts, it is somewhat surprising that animal
research has largely ignored the adolescence period as a sensitive area for drug
abuse issues, concentrating instead on adult effects and on the effects of exposure
during fetal or early neonatal development (Kelley and Middaugh, 1999; Trauth et

al., 1999; 2000).
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Nicotine administration during rats adolescence produces a pattern of nicotinic
receptor up regulation of brain regions associated with addiction and reward
pathways and this differs from that seen after either gestational or adult exposure
(Slotkin and Orband-Miller, 1987; Trauth et al., 1999). Furthermore, adolescent
nicotine exposure produces long-term alterations in cell number, macromolecular
characteristics, and gene expression, commensurate with brain cell damage (Trauth
et al., 1999; 2000). Cell replication, apoptosis, synapse formation and the functional
programming of behavioral responses are all consolidated during adolescence
(Hunttenlocher, 1990).

It has been reported that nicotine could be able to improve the human cognitive
performance, mainly on attention (Stolerman et al., 1995). In rats, Hahn and
Stolerman (2002) reported attention enhancement after chronic treatment with
nicotine. They suggest that this effect is important for potential therapeutics
applications of the drug and as continuous cause for smoking behavior.

Among other nicotine effects on cognitive performance it was verified that small
doses of nicotine increased the percentage of correct responses (accuracy),
decreased omission errors and reaction time, and increased anticipatory responses.
In this way the authors propose that appropriate doses of nicotine can produce
robust improvements in performance of normal rats in an attention task (Stolerman
et al., 2000). Nicotine initially suppresses locomotor activity in rats. However,
chronically, nicotine tends to stimulate activity (Bevins and Besheer, 2001). Rezvani
et al. (2004) reported that nicotine significantly decreased locomotor activity in
adolescents compared to adult rats.

The vast experimental as well as clinical studies clearly indicate an undisputed

major role of acetylcholine in the regulation of cognitive functions (Blockland, 1996);
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and the level of this neurotransmitter in the synapses depends, in part, of
acetylcholinesterase (AChE). This enzyme is the hydrolase of the acetylcholine in
cholinergic synapses and neuromuscular junctions. Its activity is essential for
normal cholinergic transmission and neuromuscular function (Al-Jafari & Kamal,
1994).

AChE exists as asymmetric as globular forms; the latter is present in the brain
in different multiples of the monomer subunit: monomer, dimmer and tetramer
(Massoulié et al., 1993). It has also been reported that these isomeric forms are
differentially localized in the neuron, the cytosolic form is salt soluble and the
membrane bound form is detergent soluble. The most of enzyme molecules in the
salt soluble fraction consists of the G1 (monomeric) isomer and in the detergent
soluble fraction consists of G4 (tetrameric) along with the other isoforms (Rieger &
Vigny, 1976).

Reversible inhibitors of this enzyme have been used as cognitive enhancers in
the treatment of Alzheimer's disease and other dementia disorders (Giacobini,
1996). Similarly, nicotine reduces the performance deficits of patients with
Alzheimer’s disease, attention-deficit/hyperactivity disorder and schizophrenia (Levin
& Rezvani, 2000).

Considering the importance of cholinergic system in learning and memory
processes, the dependence of this system on AChE activity and the lack of stydies
with young animals, the objective of this work was evaluate the effects of prolonged
nicotine application in the precocious age on performance in the open field task, and

on cerebral and on hippocampal and cortical isoforms of AChE activities of rats.
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2. MATERIALS AND METHODS:

2.1 Chemicals:

Acetyltiocholine  (ATC), 5-5-dithiobisnitrobenzoic acid (DTNB), Tris
(hydroxymethyl-ds;) amino-d,—methane, Coomassie brilliant blue G were obtained
from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA); bovine serum albumin, sodium and
potassium phosphate were obtained from Reagen; nicotine 98% was obtained from

Aldrich (Germany); Triton X-100 was purchased from Merck (Darmstadt, Germany).

2.2 Animals:

Young male Wistar rats (30 days old) (n=36) obtained from the General Animal
House of the UFSM were transferred to our colony room and maintained in groups
of 6 in opaque plastic cages, at room temperature (23 £ 2 °C) for 28 or 56 days. The
animals were maintained on an inverted 14-h light/ 10-h dark cycle (lights on from

17:30 until 07:30 h). They had free access to food and water.

2.3 Treatment:

All animal manipulations were conduced during the dark period lighted with a
red lamp of 40 W in the same colony room. The animals were weighed once a week.
The treatment consisted of subcutaneous (s.c.) injections of saline 0.9% or nicotine
5 mg/kg/day, pH 8.0, divided in 5 injections of 1 mL/kg corporal weight (8, 10, 12, 14
and 16:00 h ). At 21 and 22 days of treatment, the animals were subjected to an

open field task.
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2.4 Open Field task:

The exploratory behavior was investigated in a circular open field, 58 cm X 30
cm diameter and high wall, situated on the room floor. The linoleum floor was
marked out into 12 equal areas. The animals were submitted to two sessions,
training and test, with interval of the 24 h between them. The sessions started after
60 min of last injection, at 5:00 p.m. Each rat was placed in the central area, in a
way to not see the observer. In the succeeding 5 min, the following behaviors were
recorded: latency to leave the initial area, crossing (number of areas entered),
rearing (incidence of head-lifting on the hind legs either against a vertical surface or
unsupported), and number of fecal boluses. The behaviors of exiting the initial area
and crossing were considered when the animal placed the four paws in another
area. The apparatus was cleaned between the animals with a 35 % ethanol solution.
The animals were tested alternating control and nicotine. There were two observers
in each session. The task was conduced during the dark period lighted with a 40 W

red lamp in the same colony room.

2.5 Tissue and fractions preparation:

After 28 or 56 days of treatment, the animals were anesthetized with ether and
kiled by decapitation 90 min after the last dose of nicotine or saline. For
determination of total AChE activity, total brain, hippocampus and cortex of rats
exposed for 28 days were homogenized in Tris-HCI buffer 10 mM pH 7.2 with
sucrose 160 mM (1:10, 1:20, and 1:10 w/v, respectively). After centrifugation at
1,000 g for 15 min at 4° C, the supernatant obtained was utilized as enzymatic

material.
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Hippocampus and cortex fractions of rats exposed for 56 days were prepared
for the determination of AChE activity. The hippocampus and cortex was
homogenized (1:20 and 1:10, w/v, respectively) in Tris-HCI buffer 10 mM, pH 7.2.
Aliquots were collected and the remaining homogenate was centrifuged at 14,500 g
for 30 min at 4°C. The supernatant was collected and considered as the salt-soluble
AChE (mainly G1 form, Das et al., 2001). The pellet was suspended in a mixture of
Triton X-100 1% and sodium phosphate buffer 50 mM, pH 7.2. The suspension was
stirred for 10 min at 10°C. After this, it was centrifuged at 43,200 g for 30 min at 4°C.
The supernatant was taken as membrane-bound or Triton soluble enzyme (mainly
G4 form, Das et al., 2001). The residual pellet was suspended on sodium phosphate

buffer 50 mM pH 7.2, and it was considered the residual enzyme.

2.7 Enzyme assay:

AChE activity was determined according to the method of Ellman et al. (1961),
modified as described for Pereira et al. (2004). The system contained DTNB 1 mM,
sodium phosphate buffer 44.4 mM, pH 7.2, acetylthiocoline 0.8 mM and 50 niL of
enzymatic material. It was pre-incubated for 2 min at 30°C and the reaction was
started by acetylthiocoline addition. The increase of absorbance was read at 412 nm
during 2 min. The specific activity is expressed as nmol ATC hydrolyzed/h/mg
protein.

Protein concentration was determined by the Coomassie blue method
(Bradford, 1976) utilizing bovine serum albumin as a standard. All samples were run

in triplicate.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

66

2.8 Statistical analysis:

The body weight gain and behavioral responses were analyzed by two-way
ANOVA, considering the days and session as dependent measure, respectively,
following by paired or unpaired Student t-test when appropriate. Brain weight and

AChE activity were analyzed by unpaired Student t-test. Effects were considered

significant when p <0.05.
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3. RESULTS:

3.1. Body and cerebral weights:

The body weight gain is shown in figure 1. Two-way ANOVA, considering the
days as repeated measure (treatment x 5 days), revealed no effect of treatment but
a significantly effect of days [F (4,136) = 702.01, p < 0.001] and treatment X days
interaction [F (4,136) = 6.41, p < 0.001]. The interaction was due the fact that the
nicotine exposed rats presented lower weight gain than that presented by saline
animals. However, the significant difference between the two groups only was
verified at 28 days of treatment. In relation to brain weight, no significant difference
was observed between saline and nicotine groups in both interval of treatment (data

not shown).

3.2. Open field task

The rearing and crossing responses are shown in figure 2. For the rearing
responses, the two-way ANOVA, considering the session as repeated measure
(treatment X 2 sessions), revealed a significantly effect of session [F (1, 34) = 12.60,
p = 0.001] and of treatment X session interaction [F (1, 34) = 7.37, p = 0.01]. For
crossing response, the two-way ANOVA, considering the session as repeated
measure, revealed significant effects of session [F (1, 34) = 20.29, p< 0.001] and of
treatment X session interaction [F (1, 34) = 9.8, p = 0.004]. The interaction effect for
both measurements was due to the fact that the animals treated with nicotine did not
present the reduction of response number in the test session in relation to training as
showed by saline.

The latency to exit of the initial area and number of fecal boluses were

registered in both sessions and showed in the figure 3. Two-way ANOVA showed
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significant session effect on latency [F (1, 34) = 16.83, p< 0.001] and on number of
fecal boluses [F (1, 34) =5.59, p < 0.03], but no effect of treatment either treatment x
session interaction were observed. Rats from both groups presented lower latency
to exit initial area in the test than in the training session, but only nicotine group

showed higher number of fecal boluses in test session.

3.3 AChE activity

Acetylcholinesterase activity from total brain, hippocampus and cerebral cortex
of rats treated with nicotine 5 mg/kg/day for 28 days is shown in figure 4. The
statistical analyses (Student t test) demonstrated that the treatment did not alter the
enzyme activity from different structures.

Aiming to investigate if nicotine could affect a specific isoform of AChE, we
evaluated the effect of treatment for 56 days on fractions rich in G1 (salt-soluble)
and G4 (detergent-soluble) forms of AChE from hippocampus and cortex. Figure 5
shows the AChE activity of homogenate, salt and detergent-soluble fractions, and
residual enzyme of hippocampus and cortex. Student t-test revealed that long-term

exposure to nicotine did not alter the specific activity in any of fractions studied.
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Fig.1. Body weight gain of rats treated with saline 0.9% (sal) or nicotine
5mg/kg/day (nic) for 28 days. The results are presented as mean + S.E.M. *p <0.05

compared to saline group. N =18 per group.

Fig. 2. Number of rearing (A) and crossings (B) of rats treated with saline 0.9%
(sal) or nicotine 5 mg/kg/day (nic) submitted to two sessions in an open field task.
The results are presented as mean + S.E.M. Significantly different from training

session: “p< 0.001 (Student t-test). N =18 per group.

Fig. 3. Latency to leave the initial area (A) and number of fecal boluses (B) of
rats treated with saline 0.9% (sal) or nicotine 5 mg/kg/day (nic) submitted to two
sessions in an open field task. The results are presented as mean + S.E.M.

Significantly different from training session: “p < 0.05 (Student t-test). N =18 per

group.

Fig. 4. AChE activities from total brain, hippocampus and cerebral cortex of rats
(n= 4-5) treated with saline 0.9% or nicotine 5 mg/kg/day for 28 days. The results are

presented as mean £ S.E.M.

Fig. 5. AChE activities from hippocampus (A) cerebral cortex fractions (B) of
rats (n= 5-6) treated with saline 0.9% or nicotine 5 mg/kg/day for 56 days. The
results are presented as mean + S.E.M. H= homogenate, S1= salt-soluble fraction,

S2= detergent-soluble fraction and P2= residual enzyme.
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4. DISCUSSION:

The adolescence is a period of life, both in human and rodents, in which there
is intense rearrangement of several functions and systems such as the central
nervous system; these features render this phase of development very sensitive to
drugs, such nicotine (Hunttenlocher, 1990; Spear, 2000; Slotkin, 2002). Then, the
aim of this study was to investigate the effects of prolonged exposure to nicotine in
young rats on brain acetylcholinesterase and on its main isoforms activities, and on
the performance of rats in the open field task.

The results showed that both groups, saline and nicotine, presented an
increase of weight gain, but at 28 days of treatment the body weight of the nicotine
group was 8% lower than that of saline group. However, in the moment of behavioral
task, e.g., at 21 and 22 days of treatment, the body weights of groups were similar.
Nicotine anorexic properties are well documented for adults (Saah et al., 1994; Liu et
al., 2003), and the treatment with nicotine causes a significant reduction of body
mass growth in neonates (Guan et al., 2004, Huang et al., 2006). Now, we verified
that adolescent rats seem also to be sensitive to anorexic effect of nicotine, although
the body weight effect presented in this work was subtle.

The role of nicotine was evaluated on performance in the open field. The open
field is commonly used to evaluate locomotion, anxiety, and various alterations in
emotional behavior. The results revealed that animals treated with nicotine
presented an absence of open field habituation, once these animals did not show an
improvement of the performance (rearing) on test when compared with training
session. Animals treated with nicotine maintained the same ambulatory activity on
the test day. These results may be related to stimulatory effect of nicotine on

locomotor activity induced by chronic exposure to alkaloid (Bevins and Besheer,
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2001), although in the training session the performance of both groups were similar.
In relation to neophobic behavior our results show that nicotine did not alter the
latency and fecal boluses number in the training session.

Nicotine directly and indirectly impacts many important neurotransmitter
systems, such as the cholinergic, serotonergic, dopaminergic, and GABAergic
systems (Stolerman and Shoaib, 1991) and many of these systems have been
implicated in its reinforcing effects of other abuse drugs. Nicotine exposure during
adolescence causes immediate and persistent changes in cholinergic function in
brain regions that influence reward, learning and memory (Trauth et al., 2000). Part
of the effectiveness of this system is determined by ACh hydrolyze, which are
catalyzed by AChE. However, the results of this study show that the AChE activity of
total brain, hippocampus and cerebral cortex were not altered for the treatment with
nicotine (5 mg/kg/day) for 28 days.

We also determinate the activity of different AChE isomers from different brain
structures. The different isoforms of AChE were solubilized in salt (G1; cytosolic) or
detergent (G4; membrane bound) (Das et al., 2001). Different brain areas present
variable activity and the profile of AChE isoforms showed a varied pattern and it was
expected because of extensive cholinergic innervations in the brain regions involved
in regulation of different type of functions (Das et al., 2001; 2005). Das et al. (2005)
suggested that the inhibition of the G4 isoform of AChE, from area related to
learning and memory, such hippocampus, could increase ACh levels, and contribute
to learning and memory. The results obtained here showed that the absence of
nicotine effects were not dependent on the molecular forms of the AChE. However,
the absence of effect on enzyme activity seems not be related to blood level of

nicotine (did not measured in this study). Slawecki and Ehlers (2002) showed that
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the administration of 5 mg/kg/day nicotine results in a mean blood nicotine levels at
88.5 ng/mL, similar to that presented by smokers. Furthermore, Slotkin et al. (1997)
and Xu et al. (2001) reported that administration of 6 mg/kg/day nicotine (via osmotic
minipump) to rats produced blood nicotine level higher than that verified in average
smokers.

Nicotinic systems play an important role in the neural basis of memory and
attention function. Animal models are important for determining the neurobehavioral
mechanisms of nicotine effects. Complementary studies would be useful to examine
the effects of nicotine exposure on other systems and to determine the mechanism

by which this alkaloid induced an absence of habituation.
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4. DISCUSSAO GERAL:

Estudos tém demonstrado que a adolescéncia compreende um periodo em
que o cérebro continua em desenvolvimento; replicagéo celular, apoptose, formagéo
sinptica e a formagéo das respostas comportamentais sdo consolidadas durante
este periodo (HUNTTENLOCHER, 1990 apud TRAUTH et al. 2000).

Quando o habito de fumar inicia-se na adolescéncia ha um maior consumo
diario, assim como uma menor probabilidade de abandono do vicio (CHEN &
MILLER, 1998).

Desta forma, avaliar os efeitos da exposicdo, de ratos considerados
adolescentes, a nicotina por um periodo de 28 ou 56 dias, sobre a atividade das
enzimas: acetilcolinesterase (cerebral e sangiinea) e porfobilinogénio-sintase
(hepética e sanguinea) e sobre o comportamento de animais jovens torna-se de
grande importancia.

Os resultados do presente estudo demonstram que a exposi¢cao a nicotina na
dose de 5 mg/kg/dia ocasiona redugdo no ganho de peso corporal e hepatico. O
peso corporal apresentado pelos animais tratados com nicotina por um periodo de
28 dias, foi apenas 8 % menor do que o observado para o grupo controle, ja aos 56
dias de tratamento observa uma reducéo de 14% no peso corporal destes animais.
A reducéo do peso hepéatico péde ser observada aos 56 dias de tratamento (19,7%).
Wellman et al. (2005) relatam que o peso corporal de ratos tratados por um periodo
de 14 dias com nicotina € menor do que o0 observado para o grupo controle, mesmo
havendo um consumo caldrico similar. O mecanismo cerebral, através do qual a
nicotina possa inibir o apetite ainda é desconhecido, embora haja evidéncias de que
a nicotina induza a uma hipofagia através da ativagao dos receptores nicotinicos no
tecido cerebral, ocasionando posterior liberagédo de dopamina e serotonina (GUAN
et al., 2004).

Neste estudo os niveis de glicose ndo foram alterados, mas os niveis de
glicogénio hepatico apresentaram-se diminuidos. Os animais que foram expostos a
nicotina por 28 dias possuem niveis de glicogénio 39,9% menores do que 0 grupo
controle e os animais que foram expostos por um periodo mais longo (56 dias)
demonstraram uma reducéo de 45% nos niveis de glicogénio hepatico em relacdo

ao grupo controle. Existem trabalhos que relatam que a nicotina n&do altera a
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tolerdncia a glicose ou mesmo a agédo da insulina (EPIFANO et al., 1992). Mas
também ha relatos de que este mesmo alcaléide possa diminuir a secrecéo e 0s
niveis basais de insulina (SAAH et al., 1994). Liu et al. (2003) relata decréscimo no
peso hepético de ratos apds tratamento com nicotina e também demonstra que h&a
decréscimo nos niveis de glicogénio.

O papel da nicotina no desempenho na tarefa do campo aberto foi avaliado
neste trabalho. Os resultados obtidos demonstram que animais jovens tratados com
nicotina apresentam auséncia de habituagdo, j& que esses ndo apresentaram uma
melhora no desempenho (respostas de orientagdo e locomogé&o) na sesséo de teste
em relacdo a sesséo de treino. Sabe-se que animais tendem a locomover-se mais
guando o ambiente em que se encontram é novo do que quando este lhes é familiar
(MENZAGHI et al., 1994). Estes resultados podem estar correlacionados ao efeito
estimulador sobre a locomogéo induzido pelo tratamento crénico com nicotina
(BEVINS & BESHEER, 2001). O comportamento neofdbico dos animais néo foi
alterado pelo tratamento com nicotina, uma vez que 0S animais tratados e 0s
animais controle apresentaram tempo de saida da primeira area e numero de bolos
fecais semelhantes.

O fato de nédo termos encontrado uma inibicdo sobre a atividade da enzima
PBG-sintase hepética e sanguinea é de certa forma ndo esperado, uma vez que,
Dowla et al. (1996) relata a inibig&o in vitro da PBG-sintase eritrocitaria humana e
Panemangalore et al. (1999) a inibicdo in vivo desta enzima pela nicotina. Silva &
Pereira (2004) relatam que a enzima PBG-sintase eritrocitaria humana néo se
apresenta modificada em doadores fumantes.

Dowla et al. (1996) e Panemangalore et al. (1999) relatam a auséncia de
inibicdo da enzima ChE plasmética humana in vitro, mas demonstram sua inibicao
in vivo. No presente estudo n&o observamos efeito da nicotina sobre a atividade da
AChE sanguinea. Figueiré (2005) demonstrou que a atividade da AChE de cérebro
de ratas, sangue humano e purificada de 6rgéo elétrico de enguia é inibida in vitro
pela nicotina.

Embora Chang et. al. (1973) relatem a inibicdo da AChE de cérebro de ratos
tratados com nicotina (1 mg/kg/dia) por um periodo de 8 ou 16 semanas, 0S
resultados obtidos no presente trabalho para a atividade da AChE de cérebro total,
hipocampo e coértex de animais tratados por 28 dias (5 mg nicotina/kg/dia)

demonstram auséncia de efeito da nicotina sobre a atividade desta enzima.
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Existem diversos estudos sobre os varios aspectos bioquimicos da AChE, mas
informagdes em relacdo a suas isoformas (G1 e G4), as quais estdo envolvidas no
estresse e no desempenho cognitivo e conseqgiientemente seu envolvimento na
memoria e aprendizado, ainda sdo escassas (DAS et al., 2005).

A atividade das diferentes isoformas da AChE de hipocampo e cortex foi
avaliada no presente estudo. As isoformas estudadas foram G1 e G4, fra¢éo soluvel
em sal e fragdo soluvel em detergente, respectivamente (DAS et al. 2001). Os
resultados obtidos demonstram auséncia de efeito da nicotina sobre as diferentes
isoformas da AChE de hipocampo e cortex cerebral. Podemos assim, supor que a
auséncia de efeito sobre a atividade desta enzima seja independente da forma
molecular. Uma vez que as diferentes isoformas da enzima possuem caracteristicas
especificas e respondem de maneira diferente a inibidores da AChE (OGANE et al.,
1992).

Os resultados do presente estudo demonstram que os efeitos da nicotina
parecem muito especificos, prejudicando o crescimento e o armazenamento de
energia na forma de glicogénio e a habituagdo a um campo aberto, porém néo
interferindo nas respostas de marcadores sensiveis a diversos agentes toxicos,

como a atividade da acetilcolinesterase e da PBG-sintase.
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5. CONCLUSOES:

Tendo em vista os objetivos do presente trabalho, pode-se concluir que:

Em relacdo ao ganho de peso corporal, os animais expostos a nicotina
apresentaram um decréscimo no ganho de peso aos 28 e 56 dias de tratamento;

O peso do figado dos animais tratados com nicotina apresentou-se menor do
que o observado para os animais controle aos 56 dias de tratamento;

Os niveis de glicose plasmatica ndo foram alterados pelo tratamento com
nicotina por 28 ou 56 dias;

Os niveis de glicogénio hepético, dos animais que receberam nicotina
encontraram-se diminuidos, tanto para o tratamento por 28 dias quanto por 56 dias;

Para a tarefa comportamental observou-se que os animais tratados com
nicotina demonstram uma auséncia de habituagdo, uma vez que estes né&o
obtiveram uma melhora no desempenho (resposta de orientagdo e cruzamentos) na
sessédo de teste quando comparada a sesséao de treino;

Os animais controle e os tratados com nicotina apresentaram uma
diminuicdo similar no tempo de saida da primeira &rea, mostrando assim que o
comportamento fébico ndo foi alterado. O grupo tratado com nicotina apresentou um
aumento no namero de bolos fecais na sesséo teste;

As enzimas PBG-sintase hepatica e sanguinea e AChE sanguinea dos ratos
expostos a nicotina por 28 ou 56 dias ndo apresentaram nenhuma modificacdo em
suas atividades, comparando-as ao grupo controle;

Em relacdo a atividade da enzima AChE de cérebro total, hipocampo e cortex
cerebral dos animais tratados por um periodo de 28 dias, podemos concluir que a
nicotina na dose de 5 mg/kg/dia, n&o alterou a atividade desta enzima,

A atividade das isoformas da enzima AChE, tanto de hipocampo quanto de
cortex, nao foi alterada com o tratamento por 56 dias, demonstrando que a

auséncia de efeito é independente das isoformas estudadas.
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