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RESUMO

A nicotina € um componente ativo encontrado no tabaco, que possui atividade
psicoestimulante, aumenta as atividades dos ganglios autbnomos e aumenta
a atividade simpatica. Essa droga atravessa facilmente a barreira
hematoencefalica, atingindo altas concentracdes no cérebro dependendo do
consumo. Este trabalho investigou padrdes eletrocorticograficos e
eletrocardiogréficos (ECG) em ratos Wistar submetidos a tratamento com
nicotina seguido de Abstinéncia por 24 e 48 horas, seguido de reaplicacéao de
nicotina. Os dados eletrocorticograficos mostraram um aumento nas
oscilacbes cerebrais de baixa frequéncia (delta, teta, alfa e beta) durante a
Abstinéncia e apo0s a administracdo de nicotina. De acordo com os dados do
ECG durante a abstinéncia, a frequéncia cardiaca diminui, mas apés a
reaplicacdo da nicotina, a frequéncia cardiaca aumenta principalmente apos
48 horas. Dessa forma, podemos avaliar que o uso da nicotina de forma
cronica, altera o organismo a parametros superiores, 0 que esta relacionado a

recompensa e ao bem-estar do paciente.

Palavras-chave: Abstinéncia , oscilacdes cerebrais, nicotina.



ABSTRACT

Nicotine is an active component found in tobacco, which has psychostimulant
activity, increases activities of autonomic ganglia and increases sympathetic
activity. This drug easily crosses the blood-brain barrier, reaching high
concentrations in the brain depending on consumption. This work has
investigated both electrocorticographic and electrocardiographic (ECG) patterns
in Wistar rats submitted to nicotine treatment followed by abstinence for 24 and
48 hours, followed by reapplication of nicotine. Electrocorticographic data
showed an increase in low-frequency brain oscillations (delta, theta, alpha and
beta) during abstinence and after nicotine administration. According to ECG data
during abstinence, heart rate decreases, but after nicotine reapplication, heart
rate increases mainly after 48 hours. In this way, we can assess that the use of
nicotine reconditions the body to higher parameters, which is related to the

reward and well-being of the patient.

Keywords: Chronic Exposure, brain oscillations, nicotine
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1. INTRODUCAO

Em meados de 1828 a nicotina foi extraida e isolada pela primeira vez por
dois médicos Alemées Wilhelm Heinrich Posselt e Karl Ludwig Reimann. No
entanto, apenas em 1843 foram iniciadas as primeiras pesquisas relacionando a
nicotina e a farmacologia (LEONIDES VAN PRAAG, 1855). Essa substancia
isolada, faz parte do grupo de alcaldide e, é derivada das folhas do tabaco
(Nicotiana tabacum e Nicotiana rustica). Essa substancia é o principal agente
aditivo do tabaco (CME, 2014).

A nicotina € um importante componente psicoestimulante do tabaco, sua
inalacdo provoca rapida absorcao e distribuicdo, dentro de 10 a 20 segundos
depois de inalada, ela atravessa a barreira hematoencefalica, e atinge o cérebro
(GORIOUNOVA; MANSVELDER, 2012; LE HOUEZEC, 2003). No cérebro, a
nicotina se liga ao seu alvo, os receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR),
que participam da sinalizacéo colinérgica (WANG et al., 2014b).

A nicotina ocasiona inducdo da estimulacdo e sensacao de prazer, além
de reduzir a ansiedade em fumantes. Quando um individuo para de fumar,
surgem os sintomas da Abstinéncia a nicotina, os quais incluem sintomas gerais
como a irritabilidade, a inquietacdo e a ansiedade (JONATAS REICHERT,
2008), mas também sintomas cognitivos como a dificuldade de concentracéo
(POMERLEAU; MARKS; POMERLEAU, 2000), problemas de memoria
(JACOBSEN et al., 2005; MANSVELDER et al., 2006), aumento do tempo de
resposta (SNYDER; DAVIS; HENNINGFIELD, 1989) e problemas no
aprendizado (KLEINMAN; VAUGHN; CHRIST, 1973). Acredita-se que os efeitos
da nicotina no apetite, atencdo e humor também contribuam para o
estabelecimento e manutencao do habito de fumar (PICCIOTTO; KENNY, 2013).

O cérebro é diretamente afetado pela exposi¢do a nicotina através da
ativacdo dos receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs), uma familia de
receptores inotropicos neuronais que regulam a atividade em varios locais do
cérebro (CHENG; YAKEL, 2015; KUTLU; GOULD, 2015; SLAWECKI et al., 2000;
ZEID; KUTLU; GOULD, 2018b), Dados indicam que a exposicdo a nicotina
podem alterar atividade funcional de estrutura como o hipocampo de ratos
adultos (SLAWECKI et al., 2000).
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Estudos eletroencefalograficos tem demonstrado que a frequéncia das
ondas cerebrais (delta, teta, alfa, beta, e gama) pode ser usada para descrever
alguns dos efeitos relacionados ao uso e a Abstinéncia da nicotina uma vez que
esses parametros podem refletir o estado funcional do encéfalo durante periodos
de sono e vigilia (CHOI; LEE; JEONG, 2017a; MATHEWS; STITZEL, 2019a).
Estas oscilagbes neuronais estdo relacionadas entre si e acredita-se que
desempenham um papel importante nos processos cognitivos como a memoria,
atencdo, consciéncia e aumentando potencialmente o nivel de vigilancia
(KUTLU; GOULD, 2015; MOHEIMANI et al.,, 2017; YAMAMOTO; DOMINO,
1965b; ZEID; KUTLU; GOULD, 2018a). Eletroencefalogramas indicam atividade
inibitéria aumentada, possivelmente refletindo ativacdo aumentada pela nicotina
(CHOI; LEE; JEONG, 2017b; LOGEMANN et al., 2014; RANZI; THIEL;
HERRMANN, 2016).

Estudos em fumantes relataram que a nicotina pode causar
repolarizacdo ventricular anormal, o que aumenta a vulnerabilidade a arritmias
ventriculares, especialmente no quadro de isquemia (ILGENLI et al., 2015;
TASOLAR et al., 2014). O aumento do tdnus simpatico e da frequéncia cardiaca
aumentada atribuivel & nicotina pode causar repolarizacdo ventricular anormal
em individuos predispostos (WONG et al., 2010). A nicotina pode aumentar o
tbnus simpatico e a frequéncia cardiaca agindo em receptores nos ganglios
autbnomos (MOHEIMANI et al., 2017).

O efeito imediato da nicotina e seus metabdlitos produz um perfil de
“‘excitagdo” ou “ativagdo” no cérebro e no coracdo (DOMINO et al., 2009a;
KHOURY et al., 1996; LEWIS et al., 2010). As informacfes sobre os efeitos
agudos da nicotina no cértex motor de ratos, especialmente nas ondas cerebrais,
permanecem escassas na literatura.

Mediante a isso, as alteracdes ja expostas em estudos anteriores,
causada pelo uso crbnico da nicotina, o presente trabalho visa caracterizar as

alteracdes eletrocorticograficas presentes no enceéfalo e no.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1  NICOTINA

A nicotina faz parte de um grupo heterogéneo de substancia nitrogenadas
chamado alcaloides, presente nas plantas e em alguns fungos. Grupo orgéanico
das aminas heterociclicas, contendo um nitrogénio (Figura 1). Sua substancia é
encontrada nas folhas do tabaco e, € a responsavel pela causa da dependéncia
do fumo (FRANKEN, R.A.; NITRINI, G.; FRANKEN; FONSECA, LEITE, 1996;
PLANETA et al., 2005).

Figura 1 - Estrutura Quimica da Nicotina

.
't (0,\
JJJQQQ
. » Q
999, S99
= N

= CHy
N

Fonte: Google Imagens, 2023

As aminas sao derivadas da amoénia (NH3) e possuem carater basico. Séo
formadas através de uma alteracdo de um ou mais hidrogénio (H) por radicais
organicos. A nicotina, por fazer parte desse grupo possui estrutura basica (LE
HOUEZEC, 2003). Ela se apresenta de formas distintas a depender das
substancias que ela entrar em contato. Quando esta em temperatura ambiente
e em seu aspecto puro, manifesta-se de forma liquida oleaginoso e incolor. No
entanto, quando entra em contato com oxigénio ela sofre um processo de
oxidacdo, mudando sua cor para pardo-escuro. Ela possui solubilidade em
contato com a agua (H20) e potencializa sua solubilidade quando exposta a
solventes organicos, como o alcool e éter (DOMINO et al., 2009a; MATHEWS;
STITZEL, 2019b) .
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2.2 PROPRIEDADES QUIMICAS E MECANISMO DE ACAO DA
NICOTINA

A nicotina € um alcalodide dibéasico, derivado de uma amina composta
por anéis de piridina e tetrahidropirrol, que se torna marrom com a exposi¢cao
ao ar (MISHRA et al., 2015). A disponibilidade e absorc¢ao da nicotina no corpo
humano, que pode ocorrer através da mucosa oral, pulmdes, pele ou
intestino, & pH dependente. Isto é, o aumento do pH de uma solugdo causa
um aumento nas concentracdes de nicotina lipofilica, desta forma ela pode
passar ativamente por todas as membranas biologicas (LE HOUEZEC, 2003).

Uma vez ingerida, € absorvida e metabolizada pelo figado. O processo
metabdlico pode ser categorizado em duas fases. Na fase |, h4 oxidacao
microssomal da nicotina através de mudltiplas vias, o que leva a formacao de
varios metabdlitos como cotinina e nornicotina. Na fase Il, ha glicuronidacéo
dos metabolitos e excrecdo via urina, fezes, bile, saliva e suor. 5-10% de
eliminacéo é por excrecdo renal de nicotina inalterada, porém ha reabsorcao
da bexiga quando o pH urinario é alto. Ha ainda evidéncias de que a nitrosacao
da nicotina in vivo pode levar a formacéo de N-nitrosonornicotina (NNN) e 4-
(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1- butanona (NNK), compostos conhecidos por
serem altamente cancerigenos. A inflamacéo na cavidade oral aumenta o risco
de nitrosacao endogena (MISHRA et al., 2015; SOBKOWIAK; LESICKI, 2013).

A nicotina atua por meio de 3 mecanismos principais, produzindo efeitos
fisiologicos e patoldgicos em uma variedade de sistemas organicos: (1)
transmissao ganglionar ; (2) receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) em
células cromafins via catecolaminas; e (3) estimulacdo do sistema nervoso
central (SNC) de nAChRs. Estudos de imagem cerebral demonstram que a
nicotina aumenta agudamente a atividade no cértex pré-frontal e nos sistemas
visuais. Ha liberacéo de uma variedade de neurotransmissores importantes na
recompensa induzida por drogas. A nicotina também causa um aumento do
estresse oxidativo e apoptose neuronal, danos ao DNA, espécies reativas de
oxigénio e aumento do peroxido lipidico (DANI; JI; ZHOU, 2001; JONES;
SUDWEEKS; YAKEL, 1999; MISHRA et al., 2015; PLANETA et al., 2005).

A nicotina em aplicagéo direta em humanos causa irritacdo e sensagao

de queimacdo na boca e garganta, aumento da salivagdo, nausea, dor
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abdominal, vomito e diarreia. Os efeitos gastrointestinais sdo menos graves,
mas podem ocorrer mesmo ap0s exposi¢ao cutanea e respiratéria. Os efeitos
imediatos predominantes observados em estudos com animais e em humanos
consistem no aumento da pulsacdo e da pressao arterial. A nicotina também
causa um aumento nos acidos graxos livres no plasma, hiperglicemia e um
aumento no nivel de catecolaminas no sangue. H& um fluxo sanguineo
coronariano reduzido, mas um fluxo sanguineo muscular esquelético
aumentado. O aumento da taxa de respiracdo causa hipotermia, um estado de
hipercoagulabilidade, diminui a temperatura da pele e aumenta a viscosidade
do sangue (MISHRA et al., 2015; PLANETA et al., 2005).

2.3  ACAO DA NICOTINA NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

A nicotina é possui a funcdo psicoestimulante do tabaco. Uma vez
utilizada, a nicotina é rapidamente distribuida pela corrente sanguinea. Em
média de 10 a 20 segundos depois, ela atravessa a barreira hematoencefélica,
e atinge o cérebro (GORIOUNOVA; MANSVELDER, 2012; LE HOUEZEC,
2003). No cérebro, a nicotina vai em busca do seu objetivo alvo, os receptores
nicotinicos de acetilcolina (hnAChR), que participam da sinalizacdo colinérgica
nas camadas do cortex(GORIOUNOVA; MANSVELDER, 2012).

No sistema nervoso central (SNC), 12 genes foram identificados
codificando receptores nicotinicos neuronais (MILLAR; GOTTI, 2009), que sao
expressos por nove subunidades a (a2—a10) e trés subunidades do tipo 3 (B2—
B4). Essas subunidades montam-se em diferentes estequiometrias para formar
canais pentaméricos, e as composi¢ées de subunidades de nAChRs variam
dependendo da regido do cérebro (GORIOUNOVA; MANSVELDER, 2012,
MILLAR; GOTTI, 2009).

Os AChRs nicotinicos sé@o canais seletivos de cations que permitem o
fluxo de Na*, K* e Ca?' através da membrana, o que leva a correntes
despolarizantes e ativa neurdnios piramidais, aumentando as entradas
dopaminérgicas e glutamatérgicas. Basicamente, 0s receptores nicotinicos de
acetilcolina sédo expressos diretamente nos neurdnios dopaminérgicos, nos
neurdnios GABA, e nos terminais axbénicos da entrada glutamatérgica para o
mesencéfalo (LAVIOLETTE; VAN DER KOOY, 2004; TAKAHASHI et al.,
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2008). Sendo assim, além da ativacao direta dos receptores dopaminérgicos,
também foi relatado que a exposi¢cdo a nicotina reduz a sensibilidade dos
receptores GABA e resulta na desinibicdo dos neurénios dopaminérgicos do
mesencéfalo, e aumenta a entrada excitatéria do glutamato no mesencéfalo
(TAKAHASHI et al., 2008).

Em outras palavras, como a maioria das substancias viciantes, supde-se
gue as alteracOes tanto na sinalizacdo da dopamina e da glutamina, como na
plasticidade na via mesocorticolimbica, estejam subjacentes ao
comportamento viciante causado pela inalacdo da nicotina, que leva néo
apenas ao reforco, mas também ao desejo e a falta de autocontrole sobre a
ingestdo (GORIOUNOVA; MANSVELDER, 2012; LAVIOLETTE; VAN DER
KOOY, 2004; TAKAHASHI et al., 2008).

Estudos eletroencefalograficos (ECOG) demonstram também que a
frequéncia das ondas cerebrais em diferentes locais de registro do couro
cabeludo pode ser usada para explicar os efeitos do tabagismo, uma vez que
esses parametros refletem o estado de excitacdo/sedacdodo SNC. Sabe-se
gue o efeito imediato do tabagismo produz um perfil de “excitagao” ou “ativado”
no ECOG. Fumar um ou dois cigarros causa uma diminuigdo nas bandas delta
(1-4 Hz) e teta (4- 8 Hz), um aumento na banda beta (14-30 Hz), um aumento
ou diminuicdo na banda alfa (8 -13Hz). Algumas das principais mudancas nos
efeitos do tabagismo estdo na faixa alfa do ECOG, sendo os maiores aumentos
ocorrem no cortex occipital (DOMINO et al., 2009a; WANG et al., 2014b). No
entanto, as informacdes sobre os efeitos do tabagismo agudo nos circuitos
neurais, especialmente nas ondas cerebrais (beta, alfa, teta, delta e gama)
permanecem insuficientes.

Evidéncias crescentes mostram que 0s circuitos neurais distribuidos no
cérebro exibem atividade espontanea enquanto as pessoas estao em repouso.
Essas flutuacdoes das ondas cerebrais na atividade cerebral s&o
temporalmente correlacionadas dentro de redes funcionalmente relacionadas
(WANG et al., 2014b). Compreender os mecanismos moleculares e de nivel de
circuito da nicotina na tomada de decisdes € necessario para decifrar seus

efeitos multifacetados.
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2.4 EFEITOS DA ABSTINENCIA DA NICOTINA

A dependéncia a nicotina envolve questbes fisiologicas, devido a
necessidade organica que ela causa através do tabaco. A nicotina no cérebro
se estende por toda parte, centros e até o cértex, gerando assim, inteiracdo com
0s receptores colinérgicos que estdo localizada nas membranas de diversos
neurdnios, causado uma mudanc¢a na nomenclatura para receptores nicotinicos
de acetilcolina (NnAChRS) e se distribuem por toda parte do cérebro (KHOURY
et al., 1996; MATHEWS; STITZEL, 2019a).

Essa inteiracdo, com esses receptores nicotinicos, faz com que seja
liberada diversos neurotransmissores neuro reguladores, dentre eles:
Acetilcolina, epinefrina, dopamina, vasopressina, entre outros. No entanto o
mais investigado € a dopamina, pois € um dos mais liberados no nucleo
Accumbens (nAcc) (Figura 2), gerando diversos sentimentos, como euforia e
prazer, estimulando assim o usuario a continuar fumando. A dependéncia a uma
droga se caracteriza por trés apresentacdes: compulsao, tolerancia e sindrome
de abstinéncia. No dependente a nicotina, todas as apresentacdes estédo
envolvidas. Quando maior for a dependéncia maior sera a
compulsividade(TASOLAR et al., 2014; WANG et al., 2014a; YAMAMOTO;
DOMINO, 1965a).

Receptor
nicotinico

Nucleus accumbens
(nAcc)

Area tegmentar
ventral (VTA)

@ Nicotina

& Dopamina

Figura 2 — Fisiopatologia da dependéncia a nicotina. Fonte: PICCIOTTO; KENNY, 2013)

A nicotina se liga, preferencialmente aos receptores (nNACh) no Sistema
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Nervoso Central. Essa ligacdo ao receptor nicotinico a4p2 na Area Tegumentar
Central (ATV) leva a liberagdo de dopamina ao nucleo Accumbens (nAcc), que
se acredita estar associado a recompensa (LOGEMANN et al., 2014).
Cercade 70% dos fumantes expressam o desejo de parar, mas a prevaléncia
geral de parar de fumar € de apenas 6,2% (BABB et al., 2017; MATHEWS;
STITZEL, 2019b). Entre os fatores que contribuem para a baixa taxa de
abandono esté a abstinéncia a nicotina. Sintomas fisicos e afetivos negativos de
abstinéncia sdo uma consequéncia confiavel e persistente da cessacdo do
tabagismo. Para evitar a angustia e 0 prejuizo associados a Abstinéncia da
nicotina crénica, muitos individuos reiniciam o tabagismo (BABB et al., 2017; LA;
A; JS, 2017; MATHEWS; STITZEL, 2019b).

Acredita-se que varios sintomas de Abstinéncia contribuam para a
recaida, incluindo a presenca de déficits leves e moderados nos processos
cognitivos béasicos e as funcdes executivas, como atencdo, memoria de
trabalho e controle inibitério (HUGHES, 2007), distarbios do sono adversos e
duradouros, entre outros. Pesquisas sugerem que as diminuicdes nas
frequéncias alfa e aumentos na frequéncia teta durante a Abstinéncia de fumar
estao relacionadas ao aumento da vontade de fumar, diminuigdo da excitacao
e piora do humor (BU et al., 2019; DOMINO et al., 2009a; HUGHES, 2007,
SCHLIENZ; HAWK; ROSCH, 2013). No entanto, pesquisas adicionais ainda

sSao necessarias.

2.5 ELETROCORTICOGRAFIA

A eletrocorticografia (ECoG), ou eletroencefalografia intracraniana
(IECOG), é uma forma de monitoramento da atividade elétrica cerebral, em que
0s impulsos se traduzem, por meio do aparelho, em padrdes de onda que podem
ajudar a encontrar e descrever alteracdes desse funcionamento, levando a
interpretacdes do estimulo gerado, sua localizagcédo e os mecanismos envolvidos
(GOMES, 2015). A partir de eletrodos afixados em varios pontos especificos da
superficie craniana, por meio de cirurgia, € possivel mapear padrées de onda
relacionados ao estado de vigilia, ao sono, a agitacdo motora, ao repouso e até
mesmo determinar a localizacdo de grupos neuronais que compdem focos

convulsivos, caso a convulsdo ainda ndo seja generalizada entre varias areas do
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encéfalo (GOMES, 2015). Na leitura do registro gerado exame
eletrocorticografico as medi¢cbes da atividade elétrica das ondas podem ser
classificadas em alfa, beta, delta, gama e teta (Figura 3). Além disso os sinais
de ECOG podem refletir alguns estados funcionais das redes neurais (SILVA,
1991).

Figura 3 - Classificacdo das ondas cerebrais registradas no aparelho de

ECG.
BETA s fnn
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DELTA \/\/\/\
T T T T
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Fonte: (SILVIA, 1981)

As ondas beta sdo normalmente registradas em pessoas nho estado
normal de consciéncia; as ondas alfa sdo observadas quando as pessoas estao
fisicamente e mentalmente relaxadas (acordadas porém sonolentas); ja as
ondas teta sdo observadas em pessoas em estado de baixa consciéncia,
meditacao profunda, sono, e no sono REM; nas ondas delta seus registros sao
feitos em estado de sono profundo e perda de consciéncia corporal; e por dltimo
as ondas gamas séo constatadas no estado de percepcdo aumentada.

Do outro lado da clinica, uma inibicdo do sistema nervoso central pode

levar a uma série de sensacgOes alteradas. Normalmente, elas estéo ligadas ao
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sono, a hipoestesia, a anestesia e ao funcionamento anormal de pontos que
controlam o estado de vigilia, tbnus musculares, rea¢cdes motoras voluntarias e
involuntarias dentre outras fungcbes. Mesmo com a aparente “reducédo” das
atividades do individuo, seu cérebro (desde que ndo esteja comprometido por
dosagens altas de drogas ou alguma condicdo biolégica prévia) pode emitir

padrbes de ondas identificaveis pelo eletroencefalograma (GOMES, 2015).

3.6 ELETROCARDIOGRAFIA

A palavra eletrocardiografa é derivada de 3 termos de orgem grega:
Eletricidade, coracdo e escrita. O documento impresso obtido do aparelho
eletrocardiografo é chamado eletrocardiografia (EGG) (BARROS et al., 2016;
OLIVEIRA; MACHADO; MENDES, 2002). E um método comum, n&o invasivo,
para avaliar os registros das variagfes das ondas elétricas do coracdo. Esse
registro, denominado também como eletrocardiograma, expde as ondas
referentes aos impulsos elétricos em decorréncia a cada batimento do coracao.
Representando a funcéo cardiovascular. Essas ondas sao identificadas de P, Q,
R, S e T sdo expostas atravées de gréficos (Figura 4), mediante a corrente elétrica
causada pelo musculo cardiaco durante o batimento. Esse tracado é gravado
por um eletrocardiégrafo (BARROS et al., 2016; DE LEONARDIS; GOLDSTEIN;
LINDSAY, 1988).

O primeiro eletrocardiograma foi desenvolvido em 1903 por um Holandes.
No entanto, passou a ser utilizada nas instituicdes de saude na década de 60.
Hoje em dia é usada para deteccdo de patologias cardiacas, como angina
pectoris e angina estavel e alguns danos cardiacos. Esses métodos relaciona
0s impulsos elétricos diminutos com a fun¢éo do musculo cardiaco (BARROS et
al., 2016; MOGIANA et al., 2021).
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Figura 4 — Identificag@o das ondas elétricas normais.
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Fonte: BARROS, 2023

O tracado exposto em um exame eletrocardiografico representa as
movimentagdes decorrente a um estimulo elétrico e, cada uma dessas siglas de
identificacdo, possui um significado em sua interpretacdo. Cada batimento
possui representatividade através de uma onda P, um complexo RQS ou QRS e
uma onda T. Quando a funcionalidade dessas ondas esta normal, essas ondas
sao representadas sem interrupcéo, em ritmo sinusal (OLIVEIRA; MACHADO;
MENDES, 2002).

No entanto, pode ocorrer auséncia da onda P nesse tracado, indicando
assim uma fibrilagéo atrial, ou mais comumente chamada de arritmia. Sabe-se
que o ritmo cardiaco é classificado pela frequéncia cardiaca, através da medida
de batimentos por minutos (bpm). Uma pessoa saudavel possui intervalo de

frequéncia de 50 a 100 bpm. Essa onda P, expde a contracdo dos atrios do
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coracgao, no entanto, o complexo de ondas QRS exibe o indice de contracao dos
ventriculos (SBC, 2003; STEVEN W, HUTCHINS, MARVIN L, 1987).

Considera-se a funcdo normal da onda P, quando ela esta suave e bem
arredondada, com tempo de duracao de 0,10s (2,5 mm) e tendo uma voltagem
maxima de 0,25 mV. Nesse ritmo sinusal, a vacuidade entre a onda P e R pode
demorar 0,12 e 0,20 segundo, gerando assim, evidencia, que ha normalidade
nos impulsos elétricos cardiacos. No complexo identificado por QRS, é
representado pelo R, pela sua positividade, e 0 Q e S, por sua negatividade,
durando entre 0,06 a 0,10 segundo (DE LEONARDIS; GOLDSTEIN; LINDSAY,
1988; STEVEN W, HUTCHINS, MARVIN L, 1987).

A onda Q costuma ter um valor menor g a S, ela sempre é negativa, e nao
tem 0,04 segundo de duracdo e 2 mm de profundidade. Apds o complexo QRS,
a onda T se exibe, mostrando a repolarizacdo dos ventriculos (FRAGOLA et al.,
1990). A onda T possui assimetria, ela em seu estagio normal, possui amplitude
méaxima inferior a 15 mm nas derivac6es precordiais, € menor que 5 mm nas
derivacdes periféricas. Nao ha definicbes explicitas sobre a onda U, ela
normalmente aparece ap0s a onda T. Porém, comumente, quando aparece no
tracado do exame, pode ser decorrente a repolarizacdo dos musculos papilares,
localizados na parte inferior do miocardio (OLIVEIRA; MACHADO; MENDES,
2002; SBC, 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Caracterizar as alteracdes eletrocardiologicas e eletrocorticograficas de

animais em abstinéncia e apds readministracdo a nicotina.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

+ Caracterizar as oscilacoes cerebrais, através do eletrocorticograma, das

ondas Delta, Teta, Beta e Gama;

+ Caracterizar as alteracdes cardiacas, através do eletrocardiograma,

através da onda P, intervalo PR, complexo QRS, segmento ST;

+ Descrever como o efeito da nicotina influencia a ondas eletrofisiologicas

do encéfalo e do coragao.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. TIPO DE ESTUDO
Trata-se de um estudo de carater experimental, onde foram analisados os

efeitos eletrocorticograficos resultantes de abstinéncia e reaplicacédo da nicotina.

4.2. LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado no Laboratério de Farmacologia e Toxicologia de
Produtos Naturais, que pertence ao Instituto de Ciéncias Biologica (ICB) da
Universidade Federal do Para (UFPA), situado na cidade de Belém do Para, no
bairro do Guama.

4.3. SELECAO DA AMOSTRA

Foram utilizados 36 ratos (Rattus norvegicus) pertencentes a linhagem
Wistar, com idade média de 90 a 120 dias, pesando de 180 a 200g, provenientes
do Biotério da UFPA. O Ambiente o qual os animais foram mantidos era de
temperatura de 25 + 2°C, umidade adequada, em torno de 55 + 10% umidade
relativa do ar, luminosidade artificial de um foto-periodo de 12 horas claro e 12
horas escuro, considerando-se o periodo de luz das 6:00 as 18:00 horas e ruido
controlados, acondicionados em gaiolas plasticas numa sala com agua e racao
oferecidos ad libitum durante todo o estudo, e com a limpeza das gaiolas sendo

realizada duas vezes por semana.

4.3.1. Experimento

Os animais foram acondicionados no biotério do Laboratério de
Farmacologia e toxicologia de produtos naturais /ICB/UFPA e passaram por um
periodo de adaptacao de cinco dias antes de iniciar o tratamento com nicotina.
O tratamento com nicotina sera feito durante 14 dias com 1 mg/kg i.p, cinco dias
antes do término do tratamento com a nicotina sera implantados eletrodos na
regido do cortex motor, ao completar o periodo de tratamento sera feito o
eletrocorticograma (ECoG) DO, apds 24 horas de Abstinéncia sera feito novo
ECoG D1, apés 48 horas de Abstinéncia sera feito o ECoG D2. Todos os

registros duraram 3 minutos.
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Figura 5 — Fluxograma Experimental

] ks

Jacy
byt : _
5DIAS 14 DIAS ABSTINENCIA 24H e 48H

Acondicionamento e Administragdo de Implante dos eletrodos, cinco ECoG ECoG ECoG
adaptacao dos animais. Img/kg i.p de nicotina dias antes da finalizacdo do DO D1 D2
tratamento

N /

Legenda: i.p: Intraperitonial, ECoG — Eletrocorticografia

Os animais foram divididos de forma aleat6ria nos seguintes grupos: a)
Grupo controle (n=9); b) Grupo Nicotina (grupo tratado com Nicotina 1mg/kg via
i.p.) (n=9); c) Grupo tratado com nicotina (Lmg/ml) na dose de 1 mg/kg i.p. duas
vezes ao dia durante 14 dias com Abstinéncia de 24 horas (n=9); d) Grupo
tratado com nicotina (1 mg/ml) na dose de 1 mg/kg i.p. duas vezes ao dia durante
14 dias com Abstinéncia de 24 horas com a reaplica¢ao de nicotina 1mg/kg i.p.;
e) Grupo tratado com nicotina (1 mg/ml) na dose de 1 mg/kg i.p. de 12 em 12
horas por 14 dias com Abstinéncia de 48 horas (n=9). f) Grupo tratado com
nicotina (1 mg/ml) na dose de 1 mg/kg i.p. de 12 em 12 horas por 14 dias com
Abstinéncia de 48 horas e reaplicacdo de nicotina 1mg/kg i.p.

Os grupos que receberam nicotina durante 14 dias com Abstinéncia de
24 e 48 horas, foram avaliados por registros eletrocorticograficos, durante o
periodo de Abstinéncia e 15 minutos apods reaplicacdo de 1 mg/kg i.p. de
nicotina. Todos o0s registros tiveram duracéo de trés minutos para o ECoG e um

minuto para o ECG.

4.3.2. Drogas

Para realizacéo do experimento foram utilizados: a) Cloridrato de
Cetamina; b) Cloridrato de Xilazina; ¢) Lidocaina; d)Nicotina (Sigma) em p6 na
forma de cristal; e) Solucéo Fisioldgica 0,9%

A droga d é a nicotina, que representa a substancia para a associagao da
qual pretendemos caracterizar as alteracbes eletrocardiograficas e

eletrocorticograficas.
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O item a + b serédo utilizadas por via intraperitoneal para anestesia dos
animais para implante de eletrodos para aquisicéo de sinal.

O anestésico Cloridrato de Quetamina foi obtido do Laboratorio Koing
(Santana de Parnaiba, SP, Brasil), O Cloridrato de Xazina foi obtido do

laboratério Vallée (Montes Claros, MG, Brasil).

4.3.3 Cirurgia para Implante de Eletrodos

Os animais foram anestesiados com uma associacdo de Cloridrato de
Xilazina (5 mg/kg) e Cloridrato de Cetamina (50mg/kg) por via intraperitoneal.
ApOs o animal apresentar a perda de reflexo interdigital sera fixado no aparelho
esteriotaxico, para a implantacdo de eletrodos. O procedimento sera iniciado
com a tricotomia da pele da regido da cabeca, com adequada assepsia, sera
feito a infiltrac@o de lidocaina a 2% no local da incisao cirurgica que contem 1,0
cm rostro-caudal na linha mediana, expondo a superficie éssea do cranio. A
lidocaina também sera aplicada no conduto auditivo externo para reduzir os
efeitos da pressdo das barras do aparelho esteriotaxico. Apés a exposicao do
osso do cranio serdo feitas duas perfuracbes com aparelho odontoldgico,
obedecendo as coordenadas esteriotaxicas 0,0 mm para bregma, 1 mm latero-
lateral, onde serdo implantados os eletrodos que apresentam 1 mm de diametro
e acomodados na dura-mater, e fixado com acrilico autopolimerizante de uso

odontolégico.

4.3.4 Eutanasia dos Animais

Os animais utilizados no estudo foram submetidos a eutanasia ao final do
experimento. Para isso, sera utilizada a técnica de aprofundamento de plano
anestésico com quetamina (300mg/kg i.p.), Xilazina (20 mg/kg i.p.) e Diazepam
(10mg/kg i.p.).

4.4. ANALISE E REPRESENTACAO DOS DADOS E REGISTROS

4.4.1. Eletrofisiologia
4.4.1.1 ELETROCORTICOGRAMA

O implante dos eletrodos para aquisicdo do eletrocorticograma seréo
realizados na coordenada bregma -0,96 e 1 mm para lateral de cada hemisfério

representado pelo cortex motor (Paxios 2005). No quinto dia apds a cirurgia, 0s
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eletrodos serdo conectados a um sistema de aquisicdo de dados, composto por
um amplificador de alta impedancia (Grass Technologies, P511), monitorado por
um osciloscépio (Protek, 6510), os dados serédo continuamente digitalizados em
uma taxa de 1 KHz por um computador equipado com uma placa de aquisicao
de dados (National Instruments, Austin, TX), os dados fordo armazenados em
disco rigido e, processado através de um software especializado (LabVIEW
express). O eletrodo de registro localizado no lado direito do hemisfério, e do
lado esquerdo o eletrodo de referéncia. Todo o experimento sera executado
dentro da gaiola de Faraday.

A analise dos registros seré feita em até 40Hz, as oscilacdes cerebrais foram
analisadas de acordo com Jalilifar et al. (2017) e Hamoy et al. (2018), que
corresponde: Delta (1-4 Hz), Theta (4-8 Hz), Alpha (8-12 Hz), Beta (12-28) e
Gamma (28-40 Hz).

4.4.1.1 ELETROCARDICOGRAMA

A atividade eletrocardiografica foi obtida na derivacdo D-II, os eletrodos
foram confeccionados de forma ndo conjugada, o eletrodo de referéncia foi
posicionado em baixo da axila direita (1.0 cm) e o eletrodo de registro fixado no
decimo espaco intercostal, 3 cm abaixo da axila esquerda, obedecendo o vetor
de registro. Cada registro teve duracdo de 1 minuto, dados que foram
analisados: Frequéncia cardiaca (bpm), Amplitude (mV), Intervalo R-R (ms),

Intervalo P-Q (ms) Duracao de QRS (ms), Intervalo QT (ms).

4.4.2. Andlise de dados eletrofisioldgicos

Para as analises dos sinais adquiridos uma ferramenta sera construida
usando a linguagem de programacao Python versdo 2.7. As bibliotecas Numpy
e Scipy serdo usadas para 0 processamento matematico e a biblioteca Matplolib
para os graficos. A interface gréafica sera desenvolvida utilizando a biblioteca
PyQt4.

Os gréficos de amplitude demonstram a diferenca de potencial entre os
eletrodos de referéncia e de registro. Nos sinais serdo observadas 1000
amostras por segundo. Os espectrogramas seréo calculados usando uma janela
de Hamming com 256 pontos (256/1000 segundos), cada quadro sera gerado
com uma sobreposicao de 128 pontos por janela. Para cada quadro a densidade
de poténcia espectral (PSD) sera calculada pelo método periodograma média de
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Welch. O histograma de frequéncia sera gerado pelo primeiro calculo do PSD do
sinal usando a janela de Hamming com 256 pontos, sem sobreposi¢cdo, com o
PSD, resultando um histograma construido com caixas de 1 Hz. Para analisar a
diferenca entre os experimentos, um grafico com a média e desvio padrdo de
PSD de varios experimentos sera construido, cada onda do gréafico sera gerada
a partir de um conjunto de testes, onde o PSD sera gerado e calculado a média
e o0 desvio padrao de cada grupo, para o calculo da janela PSD Hamming sera
usado 256 pontos sem sobreposicao.

As andlises dos registros foram feitas até 40 Hz, e as bandas foram
analisadas de acordo com Jalilifar et al. (2017) e Hamoy et al. (2018), que
corresponde: Delta (1-4 Hz), Theta (4-8 Hz), Alpha (8-12 Hz), Beta (12-28) e
Gamma (28-40 Hz).

4.2.3 Anélise estatistica

Os dados foram analisados por meio de comparacédo entre médias, foi
aplicado andlise de variancia ANOVA seguida de teste de Tukey, foi
considerando um nivel de significancia *p<0.05, **p <0.01 e ** p<0.001. Os

dados foram analisados pelo software GraphPad Prism ®5.

4.5. CONFORMACOES ETICAS

O estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Animais de
Experimentacdo da UFPA (CEPAE-UFPA), e aceito (ANEXO A), protocolado sob
o Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) n° 3123260522, sendo assim o
experimento sera realizado pelo autor da dissertacdo e pelo responsavel pelo
Laboratério de Farmacologia e Toxicologia de Produtos Naturais. Em
concordancia com as condi¢des anteriores, a pesquisa segue 0s preceitos legais
necessarios, tomando como embasamento juridico/ético o0s regimentos
estabelecidos pela legislagéo nacional para utilizagéo e criagdo de animais para
experimentacdo e pelos principios éticos do Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA).
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5. RESULTADOS

5.1 ABSTINENCIA A NICOTINA ALTERA REGISTROS
ELETROCORTICOGRAFICOS EM RATOS

Durante o trabalho de parto, os animais tratados com nicotina nao
apresentaram alteragdes comportamentais e mantiveram sua ingestdo de
comida e 4gua semelhante aos grupos controle e veiculo (dados ndo mostrados).
Os registros de ECoG do grupo controle mostraram amplitude abaixo de 0,1 mV
(Figura 6A, esquerda), conforme demonstrado na amplificacdo de 1 segundo
(Figura 6A, centro) com espectrograma mostrando a maior intensidade de
energia abaixo de 10 Hz (Figura 6 A, direita). Os registros eletrocorticograficos
para 0 grupo que recebeu nicotina de forma aguda, mostraram uma maior
amplitude no registro com variacdo de 0,2 mV (Figura 6B, direita) como
demonstrado na amplificacdo do registro (Figura 6B centro), o espectrograma
demonstra um aumento na a intensidade de poténcia abaixo de 25 Hz (Figura 6
B, direita). O grupo tratado por 14 dias com nicotina e submetido a 24 horas de
abstinéncia apresentou tracado com amplitude chegando a 0,1 mV (Figura 6 C,
esquerda); a amplificacdo do registro demonstra as oscilacdes no tracado bem
proximas ao grupo controle (Figura 6 C, centro)), o espectrograma mostra
distribuicdo de poténcia abaixo de 10 Hz (figura 6 C a direita). O grupo tratado
por 14 dias com nicotina e submetido a abstinéncia de 24 horas, que recebeu
reaplicacdo de nicotina apds o primeiro registro do ECoG e 15 minutos apés a
aplicac@o da nicotina, foi realizado um novo ECoG, apresentou caracteristicas
de tracado semelhantes aos obtidos para o grupo nicotina (Figura 6 D).

O grupo tratado por 14 dias com nicotina e submetido a abstinéncia por
48 horas apresentou tracado com amplitude chegando a 0,1 mV (Figura 6 E,
esquerda). (Figura 6 E, centro), o espectrograma mostra distribuicdo de poténcia
abaixo de 10 Hz (Figura 6 E direita). O grupo tratado por 14 dias com nicotina e
submetido a abstinéncia por 48 horas, que recebeu reaplicacdo de nicotina apés
o primeiro registro do ECoG e 15 minutos ap6s a aplicagdo da nicotina foi
realizado um novo ECoG, apresentou caracteristicas de tracado com maior
irregularidade com oscilagbes de amplitude de 0,15 mV (Figura 6 F, esquerda e
direita), o espectrograma demonstrou intensidade de energia acima de 10 Hz
(Figura 6 F direita).
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Figura 6. Registros eletroco

rticogréficos (ECoG) para os diferentes grupos

experimentais. tracado ECoG para controle (esquerda), 1 segundo de

amplificacdo do tracado (centro) e espectrograma de distribuicdo de energia

(direita) em animais controle (A); Tracado de ECoG para 0 grupo nicotina

(esquerda), registrando a amplificacdo em 1 segundo (centro) e respectivo

espectrograma com distribuicao

de poténcia nas frequéncias até 40 Hz (direita)
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(B); Tracado de ECoG para o grupo que recebeu tratamento com nicotina por 14
dias e manteve Abstinéncia por um periodo de 24 horas (esquerda), registrando
amplificacdo em 1 segundo (centro) e espectrograma (direita) (C); Tracado de
ECoG para o grupo tratado por 14 dias com nicotina mantido em Abstinéncia em
24 horas que recebeu nova dose de nicotina 1mg/kg ip (esquerda), amplificacdo
de 1 segundo (centro) e espectrograma de distribuicdo de energia em
frequéncias até 40 Hz (direita ) (D); Gravacao de ECoG para o grupo tratado com
nicotina por 14 dias e mantido em Abstinéncia por 48 horas (Esquerda),
Amplificacdo (centro) e espectrograma (direita) (L); Registro do ECoG do grupo
tratado com nicotina por 14 dias submetido a 48 horas de Abstinéncia que
recebeu nova dose de nicotina 1 mg/kg ip (esquerda), amplificacdo do registro
(centro), espectrograma de distribuicdo de energia (direita).

Variacéao significativa entre os grupos controle (0,5905 + 0,05835 mV2/ Hz
x 10 ~3) e nicotina (1,035 + 0,08384 mV2/ Hz x 10 -3) foi encontrada na anélise
da distribuicdo das frequéncias lineares até 40 Hz (p<0,001). Durante a
abstinéncia de nicotina por 24 horas, a poténcia média observada no registro foi
de 0,7992 + 0,06636 mV2/ Hz x 10 -3, mostrando diferenca estatistica para os
grupos controle e nicotina (p<0,001). O grupo tratado por 14 dias com
abstinéncia de 24 horas que recebeu reaplicacdo de nicotina apresentou média
de 1,005 + 0,1338 mV2 / Hz x 10 -3, estatisticamente diferente para o grupo
controle e grupo de abstinéncia de 24 horas (p<0,001). O grupo com 14 dias de
tratamento e Abstinéncia por 48 horas (0,7264 + 0,08494 mV2 / Hz x 10 - 3),
apresentou diferenca estatistica para o grupo nicotina (p<0,001) e grupo controle
(p<0,05). Para o grupo abstinéncia 48 horas apés a reaplicacdo da nicotina, a
média foi de 1,032 £+ 0,1396 mV2/ Hz x 10 -3, mostrando diferenca estatistica
para os grupos controle e abstinéncia de 48 horas (p<0,001) (Figura 2 A).

Os grupos controle (0,2886 + 0,02947 mV2/ Hz x 10 -3) e nicotina (0,3153 +
0,02819 mV2 / Hz x 10 - 3) foram semelhantes (p=0,0675). O grupo abstinéncia
de 24 horas apresentou média de 0,5046 + 0,07709 mV2/ Hz x 10 -3 apresentou
diferenca estatistica para os grupos controle e nicotina (p<0,001). O grupo com
abstinéncia de 24 horas seguida de reaplicacdo de nicotina apresentou média
de 0,3633 £ 0,03874 mV2 / Hz x 10 -2 apresentou diferenca para o grupo de
abstinéncia de 24 horas (p<0,001). Para o grupo abstinéncia de 48 horas, a
meédia foi de 0,4627 + 0,07191 mV2/ Hz x 10 -3, mostrando diferenca estatistica
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para 0s grupos controle e nicotina (p<0,001). O grupo de abstinéncia de 48 horas
com reaplicagdo de nicotina (0,2904 + 0,03451 mV2 / Hz x 10 -3 apresentou

diferenca estatistica para o grupo de 48 horas (p<0,001) (Figura 7 B).
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Figura 7. Grafico da distribuicdo linear de poténcia entre os grupos com
frequéncia de até 40 Hz (A); Espectrogramas representativos de intensidade de
poténcia em oscilacbes delta para cada grupo (esquerda) e grafico de
distribuicdo de poténcia linear entre grupos com frequéncia em delta (1-4 Hz)
(B). (Ap6s ANOVA seguido de Tukey, * P<0,05 ** P <0,01 ***P<0,001, n=9).

Para oscilagbes em teta (4-8 Hz) a média para o grupo controle de
0,09389 + 0,005302 mV2 / Hz x 10 -3 apresentou diferenca estatistica para o
grupo nicotina (0,2264 + 0,03563 mV2 / Hz x 10 -3) (p< 0,001). O grupo de 24
horas de abstinéncia de nicotina (0,1547 £ 0,01874 mV2/ Hz x 10 -3) apresentou
diferenca estatistica para os grupos controle e nicotina aguda (p<0,001). O grupo
com 24 horas de abstinéncia com reaplicacdo de nicotina apresentou diferenca
meédia (0,1948 + 0,03718 mV2 / Hz x 10 -3) para o grupo controle (p<0,001) e
para o grupo abstinéncia por 24 horas (p<0,05). O grupo de abstinéncia de 48
horas (0,1632 + 0,01549 mV2/ Hz x 10 -3) apresentou diferenca estatistica em
relacdo aos grupos controle e nicotina aguda (p<0,001). O grupo abstinéncia de
48 horas com reaplicacdo de nicotina (0,2446 £ 0,03687 mV2 / Hz x 10 " 3)
apresentou diferenca estatistica para os grupos controle, abstinéncia de 48
horas (p<0,001) (Figura 8 A).
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Para oscilacées em alfa (8-12 Hz) houve variagéo significativa entre 0s
grupos controle (0,04043 = 0,005468 mV2 / Hz x 10 - 3) e nicotina (0,1375 *
0,01100 mV2/ Hz x 10 -3) de frequéncias lineares até 40 Hz (p <0,001). Durante
a abstinéncia de nicotina por 24 horas, a poténcia média observada no registro
foi de 0,07429 + 0,01840 mV2/ Hz x 10 -3, mostrando diferenca estatistica para
0S grupos controle e nicotina (p<0,001). O grupo abstinéncia de 24 horas que
recebeu reaplicacéo de nicotina apresentou média de 0,1193 + 0,01351 mV2/ Hz
x 10°3 apresentou diferenca estatistica para o grupo controle e abstinéncia de 24
horas (p<0,001) e para o grupo nicotina (p < 0,01). O grupo de abstinéncia de 48
horas (0,09093 + 0,007981 mV2/ Hz x 10 -3), apresentou diferenca estatistica
para o grupo controle, nicotina (p<0,001). Para o grupo abstinéncia 48 horas
apos a reaplicacao da nicotina, a meédia foi de 0,1226 + 0,01189 mVv2/Hz x 10 -
3, mostrando diferenca estatistica para os grupos controle e Abstinéncia de 48
horas (p<0,001) e para o grupo nicotina (p <0,01) (Figura 8 B).
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Figura 8. Espectrogramas representativos da distribuicdo de poténcia para
cada grupo nas oscilacdes teta (esquerda), distribuicdo média da poténcia na
frequéncia teta (4-8 Hz) (A); Espectrogramas representativos de intensidade de
poténcia em oscilagdes alfa para cada grupo (esquerda) e grafico de distribuicdo
linear de poténcia entre grupos com frequéncia em alfa (8-12 Hz) (B). (Apos
ANOVA seguido de Tukey, * P<0,05, ** P<0,01, ***P<0,001, n=9).
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Para oscilagbes em Beta (12-28 Hz) a média para o0 grupo controle de
0,05367 + 0,003660 mV2 / Hz x 10 -3 apresentou diferenca estatistica para o
grupo nicotina (0,1156 + 0,007982 mV2/ Hz x 10 ~3) (p< 0,001). O grupo com 24
horas de abstinéncia (0,05977 + 0,007635 mV2/ Hz x 10 -3) apresentou diferenca
estatistica para os grupos controle e nicotina (p<0,001). O grupo com 24 horas
de abstinéncia com reaplicacdo de nicotina apresentou média de 0,09927 *
0,009556 mV2 / Hz x 10 - 3 apresentou diferenca para o grupo controle e
abstinéncia de 24 horas (p<0,001) e para o grupo nicotina (p< 0,01). O grupo de
abstinéncia de 48 horas (0,07667 = 0,01102 mV2 / Hz x 10 - 3) apresentou
diferenca estatistica em relacdo aos grupos controle e nicotina (p<0,001). O
grupo abstinéncia de 48 horas com reaplicacdo de nicotina (0,1083 + 0,01335
mV2 / Hz x 10 - 3) apresentou diferenca estatistica para os grupos controle e
Abstinéncia de 48 horas (p<0,001) (Figura 4 A).

Para oscilagbes gama, houve variacdo significativa entre 0s grupos
controle (0,01570 + 0,001831 mV2/ Hz x 10 -3) e nicotina (0,02074 + 0,002941
mV2 / Hz x 10 -9 (° <0001). pyrante a abstinéncia de nicotina por 24 horas, a
poténcia média observada no registro foi de 0,01601 + 0,001769 mV2/Hz x 10 -
3, mostrando diferenca estatistica para o grupo nicotina (p<0,01). O grupo
abstinéncia de 24 horas com reaplicacdo de nicotina apresentou média de
0,02239 + 0,003794 mVv2/ Hz x 10 -3, demonstrando diferenca estatistica entre
0 grupo controle e o grupo abstinéncia de 24 horas (p<0,001). O grupo
abstinéncia por 48 horas (0,01864 + 0,001375 mV2 / Hz x 10 - 3), apresentou
diferenca estatistica para o grupo abstinéncia 48 horas apos a reaplicacdo da
nicotina, a média foi de 0,02154 + 0,002383 mV2 / Hz x 10 - °, neste grupo

apresentou diferenca estatistica para o grupo controle (p<0,001) (Figura 9 B).
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Figura 9. Espectrogramas representativos da distribuicdo de poténcia
para cada grupo em oscilacbes em beta (esquerda), distribuicdo de poténcia
média em frequéncia em beta (12-28 Hz) (A). Espectrogramas representativos
de intensidade de poténcia em oscilagdes gama para cada grupo (esquerda) e
gréafico de distribuicdo linear de poténcia entre grupos com frequéncia em gama
(28-40 Hz) (B). (Ap0s ANOVA seguido de Tukey, * P<0,05 ** P<0,01 ***P<0,001,
n=9).

52 A ABSTINENCIA A NICOTINA ALTEROU O TRACADO
ELETROCARDIOGRAFICO.

A atividade cardiaca do grupo controle apresentou ritmo sinusal (Figura
10 A), com frequéncia média de 372,2 + 25,39 bpm, o grupo tratado com nicotina
apresentou aumento da frequéncia cardiaca (Figura 10 B) em relacdo ao grupo
controle (p < 0,001). O grupo em abstinéncia a nicotina por 24 horas (Figura 10
C) apresentou frequéncia cardiaca média de 375,6 + 25,55 bpm, que nao diferiu
em relacéo ao grupo controle (p=0,9997), mas apresentou diferenca em relacao
ao grupo tratado com nicotina aguda (p< 0,001). O grupo de abstinéncia a 24
horas foi posteriormente tratado com nicotina 1 mg/kg ip (Figura 10 D)
apresentou uma frequéncia cardiaca média de 482,2+ 29,49 bpm, superior aos
grupos controle e abstinéncia de 24 horas (p<0,001), mas semelhante ao o grupo
que recebeu nicotina de forma aguda (p= 0,9325). O grupo de abstinéncia por

48 horas (Figura 10 E) com média de 384,4 + 18,78 bpm apresentou diferenca
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estatistica para os grupos de nicotina aguda (p<0,001). No entanto, ndo houve
diferenca estatistica para o grupo controle (p=0,9020). O grupo com abstinéncia
por 48 horas com reaplicacdo de nicotina (Figura 10 F), apresentou frequéncia
cardiaca média de 531,1 £ 24,72 bpm, apresentando diferenca estatistica para
0S grupos controle, e abstinéncia por 48 horas (P<0,001) para a nicotina grupo
(P<0,05) (Figura 10 A).

A amplitude média para o controle (0,5344 + 0,03095 mV), nicotina aguda
(0,5803 = 0,06772 mV), 24 horas de abstinéncia de nicotina (0,5443 = 0,05441
mV) e 24 horas de abstinéncia com reaplicagédo de nicotina (0,6022 + 0,03011
mV), ndo apresentou diferenca. Para o grupo de 48 horas de abstinéncia de
nicotina (0,5268 + 0,06695 mV) houve diferenca estatistica para o grupo de 48
horas de abstinéncia com reaplicacdo de nicotina (0,6200 £ 0,05739) e para o
grupo controle (p<0,01) (Figura 10 B).

O intervalo RR para o grupo controle a média foi de 161,1 + 11,03 ms foi
maior que o grupo nicotina aguda (121,7 £ 6,124 ms) (p<0,001). O grupo de 24
horas de abstinéncia a nicotina apresentou intervalo RR de 159,7+ 11,16 ms,
diferindo do grupo de nicotina aguda (P<0,001) e nao diferindo do grupo controle
(p=0,9990). A média para o grupo de abstinéncia de 24 horas com reaplicacdo
de nicotina foi de 124,6 + 7,986, diferenca para os grupos controle e abstinéncia
de 24 horas (P<0,001). O grupo de abstinéncia de 48 horas apresentou intervalo
RR médio de 154,7 + 6,500 ms, diferente dos grupos de nicotina aguda
(p<0,001). O grupo com abstinéncia por 48 horas seguida de reaplicacéo de
nicotina (113,1 + 4.885 ms) apresentou diferenca estatistica para os grupos
controle e abstinéncia por 48 horas (p<0,001). (Figura 10 C).

O intervalo PQ para o grupo controle com média de 51,12+ 2,054 ms
apresentou diferenca para o grupo nicotina aguda (47,10 £ 0,7483 ms)
(p<0,001). O grupo abstinéncia de 24 horas apresentou média de 52,40 + 1,205
ms, diferente do grupo nicotina (p<0,001). O grupo de abstinéncia de 24 horas
com reaplicagdo de nicotina em média de 48,39 + 1,242 ms apresentou diferenca
para o grupo controle (p<0,05) e para o grupo de abstinéncia de 24 horas
(p<0,001). O grupo de abstinéncia de 48 horas, média de 52,20 + 2,746 ms, foi
diferente dos grupos de nicotina (p<0,001). O grupo abstinéncia de 48 horas

com reaplicagdo de nicotina teve média de 44,16 + 2.711 ms, com diferenca para
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0S grupos controle e Abstinéncia de 48 horas (p<0,001) e nicotina (p<0,05)
(Figura 10D).

Para a duracédo do complexo QRS, os grupos controle (5,100+ 0,4183 ms),
nicotina (4,656 + 0,4773 ms) (p=0,2822) e abstinéncia de 24 horas (5,244
10,3504 ms) (p=0,9814) ndo apresentaram diferenca estatistica. Para o grupo
de abstinéncia de 24 horas com reaplicagdo de nicotina (4,333 0,5074 ms),
houve diferenca entre o grupo controle (p<0,01) e o grupo de abstinéncia de 24
horas (p<0,001). O grupo com 48 horas de abstinéncia teve meédia de
5,211+0,5372 ms, apresentando diferenca para o grupo abstinéncia (p<0,001).
O grupo abstinéncia de 48 horas e reaplicacdo de nicotina (4,178 = 0,2949 ms)
foi diferente dos grupos controle e abstinéncia de 48 horas (p<0,001) (Figura
10E).

O intervalo QT no grupo controle teve média de 29,44 + 2.762 ms e foi
diferente do grupo nicotina (24,44 = 1.595 ms) (p<0,001). O grupo abstinéncia
de 24 horas (28,92+ 1,644 ms) apresentou diferenca em relacdo ao grupo
nicotina (p<0,001), porém semelhante ao grupo controle (p=0,9911). O grupo
abstinéncia de 24 horas com reaplicagdo de nicotina (23,63 = 1,632 ms)
apresentou diferenca em relagcdo aos grupos controle e abstinéncia de 24 horas
(p<0,001). O grupo de abstinéncia de 48 horas (30,18+ 1,611 ms) apresentou
diferenca para os grupos de nicotina (p<0,001). O grupo abstinéncia de 48 horas
com reaplicagdo de nicotina (23,09 £ 1680 ms) manteve diferenca estatistica
para os grupos controle e abstinéncia de 48 horas (p<0,001) (Figura 10 F).
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Figura 10. Registros demonstrativos de eletrocardiograma (ECG) com
duracdo de 1 minuto. Tracado de ECG do grupo controle (esquerda),
amplificacdo de 1 segundo do tracado (esquerda) com indicacdo dos dados
analisados: amplitude, intervalo RR, intervalo PQ, duracédo do QRS, intervalo QT
(A). Atividade cardiaca observada apds aplicacdo de Nicotina 1 mg/kg ip
(esquerda) e amplificacdo demonstrando surtos cardiacos (esquerdal) (B);
Tracado de ECG para o grupo que recebeu tratamento com nicotina por 14 dias
e manteve abstinéncia por um periodo de 24 horas (esquerda), registrando
amplificagdo em 1 segundo (direita) (C); Tragcado eletrocardiografico do grupo
tratado por 14 dias com nicotina mantido em abstinéncia em 24 horas que
recebeu nova dose de nicotina 1mg/kg ip (esquerda), aumento de 1 segundo
(direita) (D); Registro do ECG do grupo tratado com nicotina por 14 dias e
mantido em abstinéncia por 48 horas (Esquerda), Amplificagdo do registro 1
segundo (Direita) (E); Registro eletrocardiografico do grupo tratado com nicotina
por 14 dias submetido a 48 horas de abstinéncia que recebeu nova dose de

nicotina 1 mg/kg ip (esquerda), registrando amplificacéo (direita) (F).
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Figura 11. Gréaficos mostrando a atividade cardiaca durante 24 e 48 horas
apos a abstinéncia ao uso de nicotina: Frequéncia cardiaca (bpm) (A), Amplitude
QRS (mV) (B), Intervalo RR (m) (C), Intervalo PQ (ms) (D), durag&o do QRS (ms)
(E) e intervalo QT (ms) (F). (Ap6s ANOVA seguido de Tukey, * P<0,05 ** P<0,01
***P<0,001, n=9).
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6. DISCUSSAO

Neste estudo, os registros de ECoG mostraram alteracdes nas
oscilacbes cerebrais de baixa frequéncia (1-40 Hz) durante o periodo de
abstinéncia de 24 horas e 48 horas de nicotina. Durante o periodo de
abstinéncia de 24 e 48 horas, foi demonstrado aumento de poténcia para
oscilacfes em Delta, teta, alfa em relacao ao controle. Para oscilacbes em beta,
houve aumento da amplitude para o grupo com abstinéncia por 48 horas.
Estudos demonstraram que a administragdo de nicotina altera o
eletrocorticograma (ECoG ), no entanto, os efeitos séo transitérios com areas
cerebrais com resposta aumentada e outras com resposta diminuida sugerindo
envolvimento de diferentes vias no efeito (ARMITAGE; HALL; SELLERS, 1969;
PICKWORTH et al., 2003).

O aumento das oscila¢des beta ap6s o consumo crénico de nicotina esta
relacionado a melhora do humor e disposicédo do paciente, o que demonstra o
impacto da nicotina na modulacéo da atividade cortical (CONLEY et al., 2021).
No entanto, na abstinéncia, a via de recompensa, devido a adaptacdo do
cérebro a presenca de nicotina, é ativada (OLIVER et al., 2017). Nossos dados
mostraram aumento das oscilacdes beta apds 48 horas de abstinéncia e apés
reaplicacéo de nicotina em 24 horas e 48 horas de abstinéncia.

Testes realizados em camundongos provam que a administracao oral de
nicotina e a abstinéncia de nicotina levam a distarbios do sono, o que é
semelhante a este modelo e a relatos humanos sobre o efeito da abstinéncia
de nicotina (MATHEWS; STITZEL, 2019b). Ao mesmo tempo, aumenta o
estado de alerta e a concentragéo (V. KNOTT, D. SHAH, 1998). Um estudo
comprova gque fumantes apresentam atividade ECOG reduzida na banda delta
no coértex frontal e aumento das oscilagdes no alfa (DONG et al., 2021). Nossos
achados demonstram que durante 24 e 48 horas de abstinéncia, os animais
apresentaram um aumento nas oscilacbes delta, teta e alfa no cortex motor.
Entretanto, ap0s a reaplicacdo da nicotina, as oscilagbes cerebrais em delta
diminuiram, demonstrando que a nicotina altera o ritmo cerebral e mesmo apés
sua retirada, mantém-se a prevaléncia de forca nas oscilacdes cerebrais para
oscilagbes em teta e alfa, porém, com diminuicdo de delta apods reaplicacéo.

Apo6s a administracéo da nicotina, observamos aumento do espectro de
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poténcia nas oscilacdes de baixa frequéncia. Em adultos saudaveis, a banda
delta é normalmente observada nas fases mais profundas do sono e, quando
aumenta no cérebro acordado, pode indicar alteragdes no grau de consciéncia
e memoria (GASPARD et al., 2013; MOURAD et al., 2021).

O grupo de ratos que permaneceu em abstinéncia por 24 horas apos a
administracdo de nicotina apresentou aumento da poténcia das oscilagbes
cerebrais delta em relacdo ao controle no cértex motor (Figura 2B). Porém, apos
a reaplicacao da nicotina em ratos abstinentes, houve reducéo da poténcia das
ondas delta, indicando ativacao do sistema de alerta, o que pode explicar 0 uso
da nicotina durante o condicionamento de abstinéncia, reduzindo os efeitos dos
pacientes que desejam interromper o uso. A administracéo de pequenas doses
de nicotina a ex-fumantes melhora os testes de cognicdo, memoria e
concentracdo (ERNST et al., 2001).

As oscilacdes em teta desempenham um papel importante na formagéo
e recuperacdo de alguns tipos de memdéria frequentemente observados no
contexto exploratério e na aprendizagem (MYERS et al., 2013). Durante a
abstinéncia de 24 e 48 horas, 0s animais apresentaram aumento das oscilacées
em teta, e apés administracao de nicotina as oscilacbes em teta aumentaram,
para o grupo com abstinéncia de 48 horas, isso demonstra que o tempo de
abstinéncia de nicotina seguido de sua reaplicacdo aumentou poténcia theta,
que pode estar ligada a condicdo de recompensa, melhor concentracdo e
aquisicdo de memoria de curto prazo.

Sabe-se que a nicotina geralmente melhora a fungdo da memaria verbal
e o aprendizado (GILBERTSON et al., 2011; MYERS et al., 2013). As oscilacdes
alfa estdo relacionadas ao processamento cognitivo e sdo altas em situacées
associadas a ganhos de atencéao, as oscilacdes beta sdo um forte preditor de
desempenho perceptivo e motor e estao relacionadas ao estado de alerta, foco
e pensamento ativo. As ondas gama aumentam durante o uso da memoéria de
trabalho e aprendizado (DZIEWCZAPOLSKI et al., 2009; GRUNDEY et al.,
2015; LEONARD; MEXAL; FREEDMAN, 2007). Observamos que durante o
periodo de abstinéncia, os potenciais de baixa frequéncia diminuem em relagao
ao controle da nicotina, e apés a aplicacéo, os potenciais aumentam em geral,
0 que pode estar relacionado a sensagédo de bem-estar do fumante.

Apés o consumo de nicotina, a frequéncia cardiaca aumenta, o efeito
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adverso do tabagismo agudo nos indices de repolarizacédo ventricular do ECG
foi confirmado por Ip et al, 2020, com aumento da pressdo arterial média
(GONZALEZ; COOKE, 2021). Entretanto, durante o periodo de abstinéncia de
nicotina, ndo foi observada diferenca entre fumantes e ndo fumantes em relacao
a frequéncia cardiaca e ao intervalo QT (LEWIS et al., 2010). Em relacdo ao
padrdo de atividade cardiaca, observou-se que durante os periodos de
abstinéncia houve diminuicdo da frequéncia cardiaca, mas apdés a reaplicacdo
da nicotina, a frequéncia cardiaca aumentou, principalmente no grupo que ficou
em abstinéncia por 48 horas. Esse fato também ocorre em relacdo a amplitude
do QRS, que também aumenta nessa condicdo. Para o intervalo PQ, duragéo
do QRS e intervalo QT, a abstinéncia de nicotina aumenta esses parametros
eletrocardiograficos quando comparada ao grupo nicotina, e apds a
administracdo de nicotina, uma queda mais acentuada foi observada nos
animais com abstinéncia de 48 horas.

O presente trabalho demonstrou que a nicotina aumenta a poténcia das
oscilacbes cerebrais de baixa frequéncia e mesmo no periodo de abstinéncia
de 24 e 48 horas nao retorna aos parametros normais em curto prazo. Durante
a reaplicacdo da nicotina apés o periodo de abstinéncia, as alteracdes foram
maiores para o grupo de abstinéncia de 48 horas. Os dados eletrocardiograficos
mostraram maior atividade cardiaca para o grupo que recebeu nicotina apés 48
horas de abstinéncia. Dessa forma, podemos avaliar que o uso da nicotina
recondiciona 0 organismo a parametros mais elevados de oscilagbes cerebrais
e cardiacas e que os efeitos de recompensa podem ser amplificados pelo tempo

de abstinéncia.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho demonstrou que a nicotina aumenta a poténcia das
oscilagBes cerebrais de baixa frequéncia e mesmo no periodo de abstinéncia de
24 e 48 horas nao retorna a atividade normal. Durante a reaplicacdo de nicotina
apos o periodo de abstinéncia as alteracées foram maiores para o grupo com
abstinéncia de 48 horas. Os dados do eletrocardiograma também demonstraram
maior atividade cardiaca para o grupo que recebeu nicotina apds 48 horas de
abstinéncia. Desta forma podemos avaliar que o uso da nicotina altera o
organismo a parametros mais elevados o que esta relacionado a recompensa e

ao bem-estar do paciente.
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ANEXOS

ANEXO A — CARTA DE ACEITE DO COMITE DE ETICA EM USO ANIMAL

UFPA Comissao de Etica no
——d Universidade Federal do Para Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "AVALIACAO ELETROCORTICOGRAFICA E ELETROCARDIOGRAFICA DA ABSTINENCIA A
NICOTINA EM RATOS WISTAR", protocolada sob o CEUA n® 3123260522 «o 001941), Sob a responsabilidade de Moisés Hamoy - que
envolve a produgao, manutengao e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem),
para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto
6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal
(CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Para (CEUA/UFPA) na reunido de
30/06/2022.

We certify that the proposal "ELECTROCORTICOGRAPHIC AND ELECTROCARDIOGRAPHIC EVALUATION OF NICOTINE WITHDRAWAL
IN WISTAR RATS", utilizing 27 Heterogenics rats (27 males), protocol number CEUA 3123260522 (o 001941), under the responsibility
of Moisés Hamoy - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of
October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Para
(CEUA/UFPA) in the meeting of 06/30/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 07/2022 a 06/2023 Area: Instituto de Ciéncias Biol6gicas

Origem: Biotério Central ICB/UFPA
Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 8 a 10 semanas N: 27
Linhagem: Wistar Peso: 180a200g

Local do experimento: Laboratério de Farmacologia e toxicologia de produtos naturais

Belém, 11 de novembro de 2022
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Profa. Dra. Barbarella de Matos Macchi Profa. Dra. Maria Vivina Barros Monteiro
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal do Para Universidade Federal do Para

Rua Augusto Correa, 01 - Reitoria (térreo) - Bairro Guama. CEP 66075-110. Belém-Para. - tel: 980412500
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