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RESUMO

MAGALHAES, J.Z. Exposicdo prolongada de ratos a vareniclina: avaliagio
comportamental, niveis de neurotransmissores cerebrais e estudo bioquimico e
anatomopatoldogico. [Varenicline prolonged exposure in rats: behavioral evaluation,
central neurotransmitter levels, biochemical and histopathologic studies] 2016. 123 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sado Paulo, 2016.

A vareniclina € uma substancia quimica sintética utilizada para o tratamento de
tabagismo; atua como agonista de receptores colinérgicos nicotinicos, em especial,
como agonista parcial em receptores a42 e a334, e como agonista total do receptor
a7. Levando em consideragédo que ha uma tendéncia de ampliacdo do uso clinico da
vareniclina para o tratamento da dependéncia a diversas substancias de padréo
abusivo e que ha poucos estudos relacionados aos seus efeitos sobre o
comportamento, cognicdo e sistema motor, tornam-se necessarios mais estudos
sobre essa substancia. Assim, no presente trabalho foram estudados os efeitos da
exposicao prolongada (28 — 30 dias) de ratos a vareniclina, avaliando-se o consumo
de agua e de racdo, o ganho de peso e o comportamento animal, por meio dos
testes de campo aberto, labirinto em cruz elevado, interacéo social, comportamento
estereotipado, labirinto de Barnes e esquiva passiva. Ainda foram feitas as
avaliacbes dos niveis de neurotransmissores e seus metabodlitos em diferentes
estruturas cerebrais, bem como avaliacbes hematoldgicas, bioguimicas séricas,
urindrias e estudos anatomopatoldgicos e histopatolégicos. Foram utilizadas trés
doses de vareniclina: 0,03 (dose terapéutica para o ser humano), 0,1 e 0,3 mg/kg,
por via oral (gavagem). Os resultados mostraram que a exposicdo prolongada de
ratos a diferentes doses de vareniclina ndo provocou toxicidade, uma vez que nao
houve alteracdo no consumo médio de agua e de racdo e no ganho de peso
avaliados semanalmente. Quanto as avaliacbes comportamentais, observou-se leve
aumento da atividade geral no campo aberto, bem como diminuicdo do tempo de
interacdo social, ndo sendo capaz de alterar parametros neuroquimicos,
hematolégicos, bioquimicos  séricos, urinarios, anatomopatolégicos e

histopatoldgicos de ratos expostos a vareniclina.

Palavras-chave: Vareniclina. Comportamento. Cogni¢cdo. Receptores nicotinicos.

Sistema nervoso central.



ABSTRACT

MAGALHAES, J.Z. Varenicline prolonged exposure in rats: behavioral evaluation,
central neurotransmitter levels, biochemical and histopathologic studies. [Exposicéo
prolongada de ratos a vareniclina: avaliagdo comportamental, niveis de
neurotransmissores cerebrais e estudo bioquimico e anatomopatolégico]. 2016. 123
f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sado Paulo, 2016.

Varenicline is a synthetic chemical used for the smoking addiction treatment; it acts
as an agonist of nicotinic cholinergic receptors, in particular, as a partial agonist of
receptors a4B2 and a3B4 and as a full agonist of the a7 receptor. More studies about
this substance are necessary, given that its clinical use is increasingly being applied
to the treatment of addiction to a variety of abusive drugs. Moreover, there are few
studies on vareniciline effects on behavior, cognition and the motor system. Thus, in
this study the effects of prolonged (28-30 days) exposure of rats to varenicline were
evaluated. It was analyzed the water and food consumption, the weight gain and the
animal behavior, through open field, elevated plus maze, social interaction,
stereotyped behavior, Barnes maze and passive avoidance tests. The
neurotransmitter levels and their metabolites in different brain structures were
measured and hematological, serum biochemistry, urinary evaluations and
pathological and histological studies were carried out. We used three doses of
varenicline: 0.03 (therapeutic dose for humans), 0.1 and 0.3 mg/kg orally (gavage).
The results showed that prolonged exposure of rats to different doses of varenicline
did not cause toxicity, since there were no changes in average weekly consumption
of water or food nor body weight gain, which were measured weekly. As for
behavioral assessments, there was a slight increase in overall activity in the open
field as well as decreased time of social interaction. Varenicline was not able to
change neurochemical, hematological, serum biochemical, urinary, pathology and
histopathology parameters of rats.

Keywords: Varenicline. Behavior. Cognition. Nicotinic receptors. Central nervous

system.
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1 INTRODUCAO

O tabagismo é uma das principais causas de doencas e morte prematura no
mundo, estando relacionada com doencgas cardiovasculares, respiratorias,
reprodutivas e com diversos tipos de cancer (CHELLADURAI; SINGH, 2014).
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2013, 21% da populacéao
mundial era de fumantes, correspondendo a 1,1 bilhdo de pessoas (WHO, 2015). No
Brasil, a Pesquisa Nacional de Saude de 2013 mostrou que 15% da populacao sao
usuarios de tabaco, sendo a prevaléncia maior nas regifes rurais do pais; o
percentual de fumantes cai para 14,7% se considerado apenas o tabaco fumado
(IBGE, 2014).

Apesar de ainda ser um habito muito comum, 80% dos fumantes possuem o
desejo de parar de fumar, mas apenas 35% conseguem de fato cessar o habito e
5% conseguem parar sem ajuda (O’'BRIEN, 2006). Um dos principais motivos para
gue a taxa de cessacao do fumo ser tdo baixa € que a nicotina, principal substancia
ativa presente no tabaco, causa sintomas de abstinéncia muito fortes (ROSE;
BEHM, 2004). Ha, portanto, uma grande necessidade de desenvolver novos
tratamentos para o tabagismo (FAESSEL et al., 2010).

Existem sete tipos de tratamentos farmacolégicos para o tabagismo
aprovados pela U.S. Food and Drug Administration (FDA) (KAUR et al., 2009). A
maior parte desses tratamentos consiste em produtos que substituem a nicotina
liberada pelo cigarro por outra forma de liberacdo dessa substancia (JORENBY et
al., 2006). Outros medicamentos utilizados sdo a bupropiona e a vareniclina
(FAESSEL et al., 2010).

A vareniclina é uma substancia quimica produzida a partir do alcaloide
citisina, que atua como um agonista parcial dos receptores colinérgicos nicotinicos
(KAUR et al., 2009). Esse mecanismo de acao faz com que a vareniclina promova
0s mesmos efeitos da nicotina, porém em intensidade menor, sem os efeitos de
abstinéncia, e impede que a nicotina proveniente do cigarro se ligue aos receptores,
bloqueando os efeitos reforcadores do seu uso continuo (ROLLEMA et al., 2010;
[IDA et al., 2012).

Atualmente, estdo sendo feitos diversos estudos sobre outros efeitos dessa

substancia. Assim, pesquisadores indicaram o possivel uso da vareniclina para o
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tratamento da dependéncia de outras drogas, pois ela estimula a liberacdo de
dopamina no estriado dorsal e no nucleo accumbens (FAESSEL et al., 2010), bem
como aumenta a disponibilidade dos receptores dopaminérgicos D2 e D3
(CRUNELLE et al., 2009), que, quando em numero reduzido, aumentam o risco do
desenvolvimento de vicio as drogas (NADER et al., 2006). Estudos feitos por
Steensland et al. (2007) e Ericson et al. (2009), por exemplo, mostraram que a
vareniclina possui a capacidade de reduzir o consumo de alcool através de inibicdo
da liberacdo de dopamina no centro de recompensa cerebral. Dados preliminares
apresentados por Hooten e Werner (2015) sugerem que a vareniclina foi capaz de
diminuir os sintomas da abstinéncia a varias drogas.

Também estdo sendo descritos efeitos da vareniclina sobre a memoria e a
cognicdo. Estudos pré-clinicos realizados por Patterson et al. (2009) mostraram que
esse medicamento foi capaz de melhorar a atencdo e a memoéria de trabalho de
pacientes com apenas trés dias de abstinéncia da nicotina. O mecanismo pelo qual
a vareniclina atua na memoria/aprendizado ainda ndo esta claro, mas a hipotese é
de que esses efeitos estao relacionados com a liberacdo de neurotransmissores preé-
sinapticos, principalmente do acido gama-aminobutirico — GABA (ROLLEMA et al.,
2011).

Levando em consideracao que ha uma tendéncia de ampliagdo do uso clinico
da vareniclina e que h& poucos estudos relacionados aos seus possiveis efeitos
comportamentais, cognitivos e motores, tornam-se necessarios mais estudos sobre
sua atuacdo no organismo animal. Assim, este trabalho teve como objetivo estudar
os efeitos da exposicéo prolongada (28 - 30 dias) de ratos a vareniclina, avaliando-
se 0 comportamento animal, niveis de neurotransmissores cerebrais, exame
hematolégico, bioquimica sanguinea, exame de urina e achados

anatomopatologicos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A vareniclina (Figura 1) é uma substancia quimica sintética produzida a partir
do alcaloide citisina da planta Cytisus Laburnum L. utilizada para o tratamento de
tabagismo (MIHALAK; CARROLL,; LEUTJE, 2006; CRUNELLE et al., 2009; CAHILL;
STEAD; LANCASTER, 2011). Essa substancia quimica foi produzida em 1997 e
aprovado pela FDA em 2006 (CAHILL; STEAD; LANCASTER, 2011). A vareniclina é
comercializada pela Pfizer em mais de 90 paises; nos Estados Unidos recebe o
nome de Chantix®, e na Unido Europeia e no Brasil de Champix® (FAESSEL et al.,
2010; LEUNG; PATAFIO; ROSSER, 2011; ERWIN; SLATON, 2014).

Esse medicamento possui uma taxa de cessacdo de fumo maior do que de
outros métodos, como, por exemplo, os de reposicéo de nicotina (adesivo, goma de
nicotina e spray) e outros medicamentos (bupropiona e citisina) (KING et al., 2011,
NOCENTE et al., 2013).

Figura 1 - Estrutura quimica da vareniclina

N

i
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-
N

Fonte: (adaptado de OBACH et al., 2006).

2.1 USO CLINICO

Para a cessacédo do fumo, o tratamento com esse medicamento dura 12
semanas. Do primeiro ao terceiro dia o paciente ingere um comprimido de 0,5 mg.
Do quarto ao sétimo dia sdo dois comprimidos de 0,5 mg, um de manhd e um a
tarde. Do oitavo dia até o final do tratamento s&o dois comprimidos de 1,0 mg, um de
manha e um a tarde (PFIZER, 2012). O paciente ainda pode fumar na primeira
semana de tratamento, mas deve cessar totalmente o hébito no 8° dia (IIDA et al.,
2013).
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Os efeitos da vareniclina de cessacao do fumo duram entre 40 e 52 semanas
apos o final do tratamento (CRUNELLE et al., 2009).

2.2 MECANISMO DE ACAO E RECEPTORES

A vareniclina se liga aos receptores colinérgicos nicotinicos (ARIAS et al.,
2015). Esses receptores estéo localizados no sistema nervoso central e periférico e
sdo constituidos por cinco subunidades proteicas formando um canal i6nico (COE et
al., 2005; MIHALAK; CARROLL; LEUTJE, 2006; CUNNINGHAM; MCMAHON, 2011).
Existem 17 tipos dessas subunidades (a1 - a10, 1 - 4, y, & e €) que se combinam
de diversos modos para produzir receptores nicotinicos diferentes (CUNNINGHAM,;
MCMAHON, 2011; PENG et al., 2013). Apenas as subunidades a2 - a10 e B2 - 4
estdo presentes no sistema nervoso central (MILLAR; GOTTI, 2009; PENG et al.,
2013).

Os receptores colinérgicos nicotinicos do sistema nervoso central estao
amplamente distribuidos e relacionados com diversas condi¢cdes, como ansiedade,
depressao, vicio as drogas, epilepsia, dor, esquizofrenia, doenca de Alzheimer,
doenca de Parkinson e Sindrome de Tourette (JENSEN et al., 2005).

A vareniclina possui alta afinidade por trés tipos de receptores colinérgicos
nicotinicos: a4p2, a3p4 e a7 (ROLLEMA et al., 2010). Ela atua como agonista parcial
dos receptores a4B2 e a3pB4 e como um agonista total dos receptores a7
(CRUNELLE et al., 2009). A Figura 2 mostra a estrutura simplificada do receptor
colinérgico nicotinico do tipo a4B2, localizado na superficie do neurbnio

dopaminérgico.
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Figura 2 - Estrutura simplificada do receptor colinérgico nicotinico do tipo a4f2, localizado na
superficie do neurénio dopaminérgico

p2 p2

od B2

Fonte: (adaptado de FOULDS et al., 2006).

Por ser um agonista parcial, a vareniclina atua de duas maneiras para exercer
seu efeito terapéutico: 1) ela se liga aos receptores colinérgicos nicotinicos ativando-
0S, 0 que acarreta liberagdo de dopamina, promovendo os mesmos efeitos da
nicotina, porém em intensidade muito menor, sem os efeitos de abstinéncia (efeito
agonista); 2) ela impede a nicotina exdgena de se ligar aos receptores colinérgicos
nicotinicos, bloqueando os efeitos reforcadores do seu uso continuo (efeito
antagonista) — Figura 3 (JORENBY et al., 2006; IIDA et al., 2013).

Figura 3 - Desenho esquematico da atuacé@o da nicotina e da vareniclina nos receptores colinérgicos
nicotinicos dos neurénios dopaminérgicos. A) Efeito da nicotina proveniente do cigarro. B)
Efeito da falta de nicotina. C) Efeito da vareniclina

« ‘ Receptores nicotinicos ‘ :)/;; ?elicahg:
._./

Nicotina ' r rgcegtpres

nicotinicos

.

Corpo celular do
neurdnio
dopaminérgico na
VTA
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Dopamina liberada no
terminal sinaptico no NAc

[

|

\Efeito de agonista
parcial estimula a
liberacdo

moderada de
° dopamina

[+
°
Fonte: (adaptado de FOULDS et al., 2006).

Legenda: VTA = &rea tegmental ventral, NAc = ndcleo accumbens

Estudos realizados por Arias et al. (2015) mostraram que a vareniclina € mais

potente na sua acdo antagonista do que agonista. Essa substancia foi capaz de
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ativar cerca de 2% dos receptores a4p2 e a3pB4, e 0,05% dos receptores a7,
enguanto inibiu de 42 a 56% dos receptores a432, 16% do a7 e 11% do a3[34.

O receptor 0432 possui duas conformacfes: uma com trés subunidades o4 e
duas B2, conformagcdo de menor afinidade com a nicotina, ou outra com duas
subunidades a4 e trés 32, conformagao de maior afinidade com a nicotina (ZHOU et
al., 2003; PENG et al. 2013).

Picciotto e Kenny (2013), trabalhando com camundongos knockout,
mostraram que as subunidades a4 e (2 estdo relacionadas com os efeitos
reforcadores da nicotina. A subunidade a4 é necessaria para a sensibilizacao,
reforco e tolerancia aos efeitos da nicotina, enquanto a subunidade B2 é
indispensavel para o desenvolvimento da dependéncia de tabaco (FOULDS et al.,
2006). A interacdo da nicotina com esses receptores do sistema de recompensa do
sistema nervoso central (sistema mesolimbico-mesocortical) aumenta os niveis
sinépticos de dopamina, produzindo o efeito de prazer (ARIAS et al., 2015).

O receptor 0432 é alvo de desenvolvimento de terapias para o vicio ao tabaco
devido a sua localizacdo nos terminais pré-sinapticos de neurénios do corpo estriado
e ao seu papel na modulacéo da liberacdo de dopamina (SALMINEN et al., 2004).
Esse receptor também tem papel importante na modulacdo do humor e dos
sintomas de depressao, dois fatores importantes no vicio ao tabaco (PENG et al.,
2013).

A vareniclina possui maior afinidade pelo receptor a42 do que pelos demais.
Essa afinidade pode ser atribuida pelo maior nimero de ligacdes de hidrogénio na
subunidade a4 quando comparada com as outras subunidades (ARIAS et al., 2015).

A ativagdo do receptor a7 no nucleo accumbens esta relacionada com a
diminuicdo da motivacao da autoadministracdo de nicotina (PENG et al., 2013). Esse
receptor localizado na area tegmental ventral regula a acdo da nicotina exdégena nas
vias dopaminérgicas do nucleo accumbens (KAUR et al.,, 2009; NOCENTE et al.,
2013). Os efeitos da vareniclina nesse receptor estdo relacionados com sua
dessensibilizacdo (ROLLEMA et al., 2014).

Existem evidéncias de que a vareniclina possa atuar em outros tipos de
receptores colinérgicos nicotinicos. Assim, estudos realizados por Arias et al. (2015)
revelaram que a vareniclina também atua como agonista total dos receptores 04[34.

Salas, Pieri e De Biasil (2004), em estudos com camundongos knockout, mostraram
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que a subunidade (4 possui papel importante nos sintomas de abstinéncia da
nicotina.

Bordia et al. (2012) mostraram que os receptores a6B2, bem como os o432
também estdo presentes no sistema dopaminérgico e que possuem papel
importante na mediagdo do vicio a nicotina. As evidéncias vieram de estudos em
camundongo knockout para as subunidades a4, a6 e/ou B2, que nao fizeram a
autoadministracao da nicotina. Quando essas subunidades foram expressas, esses
animais passaram a fazer a autoadministracdo da nicotina. Nesse mesmo trabalho
0s autores mostraram que a vareniclina se ligou ao receptor a6p2 da mesma forma
que se ligou ao receptor a4p2 do corpo estriado. Contudo, sdo necessarios mais

estudos para comprovar se a vareniclina, de fato, possui efeito nesse receptor.

2.3 FARMACOCINETICA

A vareniclina administrada oralmente € completamente absorvida pelo trato
gastrointestinal e possui biodisponibilidade muito alta (>90%), independente da
administragao junto com alimentos (FAESSEL et al., 2010). Esse medicamento tem
a sua concentracdo maxima no plasma sanguineo em 3 a 4 horas apds a
administracdo (FAESSEL et al., 2008).

Esse medicamento possui baixa capacidade de se ligar as proteinas do
plasma sanguineo. Estudos in vitro mostraram que a fracdo de vareniclina que nao
se ligou as proteinas plasmaticas humanas foi de cerca de 80%, a uma
concentracdo de 100 ng/mL de vareniclina, e que se distribui de forma igual entre o
sangue e o plasma (FAESSEL et al., 2010).

Faessel et al. (2006 a e b) mostraram que o tempo médio da vareniclina no
plasma variou de 14,4 a 20,1 horas, apés Unica dose, e de 23,8 a 33,0 horas, ap0s
doses mudltiplas. Depois de atingir a concentragdo maxima no plasma, a
concentragdo de vareniclina decaiu de forma bifasica, com tempo médio de 24
horas, independente da dose administrada (FAESSEL et al., 2010).

A vareniclina possui rapida distribuicdo pelos tecidos do corpo e atravessa
facilmente a barreira hematoencefélica (RAVVA et al., 2009; ROLLEMA et al., 2010).
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Ainda ndo se sabe se ela é excretada no leite materno (KAUR et al., 2009). Esse
medicamento é considerado de baixo potencial de abuso (STEINBERG et al., 2010).

A vareniclina sofre pouca biotransformacao, ocorrendo apenas no rim, e néo
no figado, como a maioria dos medicamentos. Cerca de 90% da vareniclina é

7

excretada na urina em sua forma intacta e apenas 1% € excretada nas fezes
(FAESSEL et al.,, 2010). Apesar de pouco biotransformado, esse medicamento
possui cinco metabdlitos encontrados em seres humanos: N-glicosil vareniclina,
vareniclina N-carbamoil glicuronide, N-formilvareniclina, hidroxivareniclina e
metabdlito lactamico putativo. Em outras espécies animais, além dos mesmos cinco
metébolitos encontrados no homem, ha a presenca de um aminoacido, derivado do

metabalito lactamico putativo (OBACH et al., 2006) — Figura 4.

Figura 4 - Biotransforma(;éo da vareniclina em animais e no homem
camundongo
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Fonte: (adaptado de OBACH et al., 2006).

Todos os metabdlitos sdo derivados de reagdes com cadeias aliciclicas de
nitrogénio. Os metabdlitos N-glicosil vareniclina, vareniclina N-carbamoil glicuronide
e N-formilvareniclina sdo encontrados na forma conjugada, devido a natureza
nucleofilica do nitrogénio. Ainda ndo se tem conhecimento sobre as enzimas
envolvidas nas reacdes desses metabolitos (FAESSEL et al., 2010).

Obach et al. (2006) mostraram que apenas dois metabdlitos da vareniclina
podem ser encontrados nas fezes, o hidroxivareniclina e o vareniclina N-carbamoil

glicuronide, em quantidade muito baixa, cerca de 3 a 4% do total.
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A eliminacdo renal da vareniclina ocorre principalmente pela filtracdo
glomerular e pela secrecdo tubular, possivelmente via transportador de cations
organicos (PFIZER, 2008; RAVVA et al., 2009).

2.4 EFEITOS COLATERAIS

O principal efeito colateral desse medicamento é a nausea, relatado por 16%
dos pacientes. Outros efeitos relatados séo: dor de cabeca, insbnia, distlrbios no
sono, constipacao, flatuléncia e vomito (PFIZER, 2012). Leung, Patafio e Rosser
(2011) mostraram que o uso de 1 mg/kg de vareniclina duas vezes ao dia durante
um periodo superior a seis semanas estd associado a efeitos gastrointestinais,
sendo nausea, constipacao e flatuléncia os de maior prevaléncia.

Os estudos clinicos iniciais ndo mostraram mudancas de humor nem efeitos
no comportamento dos pacientes. Apesar disso, alguns anos apés a aprovacao do
medicamento pela FDA, foram acrescentados avisos de efeitos neuropsiquiatricos
adversos na bula do medicamento. Esses avisos foram baseados em uma série de
relatos de casos de depressdo, pensamento suicida, psicose, hostilidade e
comportamento anormal em pacientes (KUEHN, 2008). Segundo o laboratério
fabricante (PFIZER, 2012), esses sintomas sao possivelmente devidos a abstinéncia
da nicotina e néo ao efeito do medicamento em si.

Além dos efeitos adversos ja citados, este medicamento pode ainda agravar
distarbios psiquiatricos ja existentes, como esquizofrenia e transtorno bipolar
(FREEDMAN, 2007).

A vareniclina também pode estar associada a efeitos adversos
cardiovasculares, embora isso ndo seja unanimidade entre os pesquisadores. Uma
revisdo da literatura feita por Singh et al. (2011) mostrou que o uso de vareniclina
por fumantes causa aumento de 72% na chance desses individuos apresentarem
um efeito colateral cardiaco sério. Ja Prochaska et al. (2012) alegaram que o0s
efeitos cardiovasculares pelo uso da vareniclina sdo pequenos e clinicamente
irrelevantes. Ainda, foram relatados infarto do miocardio, acidente vascular cerebral,
isquemia e hemorragia (SINGH et al., 2011; SVANSTROM; PASTERNAK; HVIID,
2012).
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Um estudo clinico randomizado feito por Rigotti et al. (2010) examinou a
seguranca do uso de vareniclina em pacientes com doencas cardiovasculares
estaveis. Os resultados encontrados foram de taxas maiores de infarto do miocardio
nao-fatal, revascularizacdo coronaria e doencas vasculares periféricas nos pacientes
gue receberam vareniclina, quando comparado ao grupo placebo.

Ha trés hipoteses sobre o mecanismo de acdo da vareniclina nas doencgas
cardiovasculares: 1) através do receptor a7 na modulacdo da transmissao
parassimpatica que vai do tronco encefalico para o coracdo (SINGH, 2011) ; 2) por
meio de um efeito trombotico semelhante ao da nicotina (SINGH, 2011); 3) pela
liberacdo de catecolaminas (SVANSTROM; PASTERNAK; HVIID, 2012).

A vareniclina possui a capacidade de alterar o funcionamento normal das
células beta do pancreas, acarretando distirbios na secrecdo de insulina e no
controle glicémico. Woynillowicz et al. (2012) evidenciaram essa alteragdo em
células beta de pancreas de ratos através de estudos da atividade enzimatica da

cadeia de transporte de elétrons mitocondrial e do estresse oxidativo.

2.5 DEPENDENCIA DE DROGAS

A dependéncia de drogas € uma questdo séria de saude publica no mundo e
que acarreta em problemas sociais, financeiros e médicos. Atualmente, existem
poucas farmacoterapias eficazes para os diferentes tipos de dependéncia, o que faz
com que novas pesquisas sejam necessarias nessa area (CRUNELLE et al., 2010).

A vareniclina, além de ser empregada para o tratamento da dependéncia de
nicotina, vem sendo bastante estudada como medicamento para o tratamento da
dependéncia de diversas drogas, como alcool, opidides, cocaina e anfetamina,
devido a sua modulagdo em receptores colinérgicos nicotinicos do sistema nervoso
central, podendo ter diferentes efeitos na atividade dopaminérgica e em outros
sistemas de neurotransmissores (PLEBANI et al., 2011).

Por ser um agonista parcial em receptores colinérgicos nicotinicos, essa
substancia ndo consegue atingir a resposta agonista maxima nesses receptores,

fazendo com que nao possua potencial de abuso (MCCOLL, 2008). Essa
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propriedade faz da vareniclina um medicamento adequado para o tratamento da
dependéncia de drogas (CRUNELLE et al., 2010).

A vareniclina estimula a liberacdo de dopamina no estriado dorsal e no nucleo
accumbens, regifes importantes do centro de recompensa cerebral, mas em
quantidade menor (cerca de 60%) do que o estimulo da nicotina (COE et al., 2005;
ROLLEMA et al., 2007; FAESSEL et al., 2010).

Esse medicamento também aumenta a disponibilidade dos receptores D, e D3
(CRUNELLE et al., 2009), os quais, quando em numero reduzido, aumentam o risco
de desenvolvimento de vicio de drogas (NADER et al., 2006). Estudo realizado por
Crunelle et al. (2009) mostrou que ratos tratados com 2 mg/kg de vareniclina, via
subcutanea, por 14 dias tiveram aumento do nimero de receptores D, e D3 do corpo

estriado dorsal.

2.5.1 Alcool

Muitos dependentes de alcool também séo fumantes (80-85%). Assim, 0 Uso
de um Unico agente que seja capaz de tratar as duas condicdes € bastante
desejavel, pois reduz o custo para o paciente, bem como a quantidade de
comprimidos ingeridos, aumentando a probabilidade de adesdo ao tratamento
(ERWIN; SLATON, 2014).

A vareniclina esta sendo amplamente estudada desde 2007 para testar seus
efeitos benéficos no combate a dependéncia de alcool (CHATTERJEE et al., 2011,
ERWIN; SLATON, 2014). Steensland et al. (2007) foram os primeiros a demonstrar
gue a vareniclina reduziu o consumo de alcool em ratos que possuiam alto nivel de
consumo de etanol.

Estudos mais recentes feitos em ratos por Ericson et al. (2009) mostraram
evidéncias neuroquimicas de que a vareniclina é capaz de modular os efeitos do
etanol no sistema de recompensa cerebral. Nesses estudos, a administracao aguda
de vareniclina inibiu a liberacdo aguda de dopamina induzida pelo alcool e, apos
cinco dias de tratamento, inibiu a liberagdo de dopamina no ndcleo accumbens

provenientes da coadministracao de nicotina e etanol (ERICSON et al., 2009).
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O mecanismo de ac¢éo pela qual a vareniclina atua na dependéncia do alcool
ainda ndo esta claro; a teoria é de que esse medicamento diminui a liberacdo de
dopamina no nucleo accumbens, regido do sistema nervoso central que regula os
efeitos recompensadores da ingestdo do alcool (AIT-DAOUD et al., 2006;
CRUNELLE et al., 2009; MITCHELL et al., 2012). Também néo se sabe ao certo
quais sdo os receptores colinérgicos nicotinicos envolvidos, mas devido a alta
seletividade de substancias antagonistas aos receptores a4p2, a332 e a7 parece
que sao estes os receptores envolvidos com a dependéncia de alcool (KUZMIN,
2006).

2.5.2 Opiodides

Estudos recentes sugerem que 0s receptores colinérgicos nicotinicos também
desempenham papel importante na dependéncia de opidides, o que faz com que
sejam alvos de terapias farmacolégicas para a  desintoxicacao
(HADJICONSTANTINOU; NEFF, 2011; HOOTEN; WARNER, 2015).

Ainda ndo se sabe quais sdo os efeitos da vareniclina na abstinéncia de
opidides e qual a viabilidade do seu uso para o tratamento da dependéncia de
opidides (BIALA; STANIAK; BUDZYNSKA, 2010). Dados preliminares de Hooten e
Werner (2015) mostraram que os sintomas de abstinéncia de opidides diminuiram
em pacientes que receberam vareniclina quando comparados com o grupo placebo.
Esses individuos também ndo apresentaram nenhum efeito colateral do

medicamento, incluindo nausea, dor e depressao.

2.5.3 Cocaina

O sistema colinérgico também esta relacionado com a dependéncia de
cocaina. Essa droga atua nos receptores colinérgicos nicotinicos e muscarinicos de

forma direta ou indireta, através dos receptores dopaminérgicos D; (PLEBANI et al.,
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2012). Existem poucos estudos sobre os efeitos da vareniclina no uso abusivo de
cocaina e os resultados obtidos sao inconclusivos (MELLO et al., 2014).

Plebani et al. (2012) trabalhando com usuarios de cocaina, mostraram que a
administracdo crbnica da vareniclina foi capaz de diminuir o uso de cocaina por
esses individuos. Em macacos, estudos feitos com doses baixas de vareniclina (0,03
e 0,1 mg/kg) apontaram que essa substancia nao causou efeito sobre a
autoadministracdo de cocaina (GOULD et al., 2011). J& em ratos, a administracédo
subcutanea de 2,0 mg/kg de vareniclina diminuiu a autoadministracdo de cocaina e,
em estudos de reintegracdo, altas doses de vareniclina aumentaram o
comportamento de busca pela cocaina e baixas doses diminuiram esse
comportamento (GUILLEM; PEOPLES, 2010).

2.5.4 Anfetaminas

A vareniclina também vem sendo testada como terapia na dependéncia de
anfetaminas. O uso abusivo de metanfetamina, um tipo de anfetamina, € um
problema sério que causa um grande impacto na saude publica (ZORIK et al., 2009).
Estudos feitos por Verrico et al. (2014) mostraram que o tratamento com 2 mg de
vareniclina foi capaz de reduzir os efeitos subjetivos positivos da metanfetamina em
usuarios dessa droga. Esse efeito possivelmente ocorreu pelo aumento da
dopamina mesolimbica através do efeito antagonista da vareniclina em receptores
colinérgicos nicotinicos (ZORIK et al., 2009).

Brensilver et al. (2013) acharam resultados semelhantes em seu estudo
clinico utilizando 2 mg de vareniclina por 8 semanas em voluntarios usuarios de
metanfetamina. O resultado foi de uma melhora na retencdo e nas taxas de
abstinéncia da droga.

Estudos feitos por Pittinger et al. (2016) em ratas que receberam tanto
metanfetamina quanto solucdo salina autoadministradas, por via intravenosa, em
camara de condicionamento mostraram que a vareniclina (1 e 3 mg/kg) foi capaz de
reduzir a resposta de apertar a alavanca da camara para receber a droga. Porém
esse mesmo estudo mostrou que a vareniclina (0,3 e 1 mg/kg) aumentou a resposta

de apertar a alavanca da camara de condicionamento durante fase de reintegracéo
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da metanfetamina, o que, segundo o0s autores, indica que esse medicamento

estimula comportamentos relacionados com a recaida da dependéncia.

2.6 MEMORIA E APRENDIZADO

O sistema colinérgico desempenha papel muito relevante na memoria e na
cognicao, tanto em individuos saudaveis, quanto em individuos doentes (LANGE-
ASSCHENFELDT, 2016). Os receptores colinérgicos nicotinicos estdo presentes em
grande quantidade nos neurbnios GABAérgicos do hipocampo e do cortex pré-
frontal, regibes muito importantes para o aprendizado e a memdria (BIRD;
BURGESS, 2008; SON; WINZER-SERHAN, 2008; DUBOIS et al., 2013). O GABA é
o principal neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central e possui papel
fundamental na regulacéo das atividades cognitivas (COLOM et al., 2005).

Alguns subtipos de receptores colinérgicos nicotinicos podem ser alvos
terapéuticos para diversas enfermidades que acometem o sistema nervoso central,
como doenca de Alzheimer, esquizofrenia, depressdo, transtorno do déficit de
atencdo e hiperatividade (TDAH) e perda de memodria associada a idade (LANGE-
ASSCHENFELDT, 2016).

Os receptores nicotinicos a432 estdo expressos nos corpos celulares de
neurdnios dopaminérgicos e nos terminais nervosos de neurénios GABAérgicos,
enquanto os receptores a7 estdo expressos nos corpos celulares de neurbnios
GABAérgicos e nos terminais neuronais glutamatérgicos (GOTTI; ZOLI; CLEMENTI,
2006). Esses dois subtipos estdo ainda presentes no giro denteado e no hipocampo,
regides do cérebro fundamentais para o processamento de novas informacoes e
consolidacdo da memoria (HURST; ROLLEMA; BERTRAND, 2013).

Diversos estudos vém sendo desenvolvidos com substancias que se ligam
aos receptores 0432 e os resultados sdo de uma melhora na cogni¢cdo (ROLLEMA et
al., 2009). Lippiello et al. (1996) administraram um agonista seletivo desse receptor,
0 RJR-2403, em ratos e camundongos e observaram que esses animais tiveram
melhora significante na memaria no teste da esquiva passiva.

A nicotina é capaz de aumentar a liberagcdo de GABA através da ativagéo pré-

sinaptica dos receptores colinérgicos nicotinicos, em especial o receptor a432 e o a7
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(MCCLURE-BEGLEY et al., 2009; LOUGHEAD et al., 2010). Ela também ¢é capaz de
reverter o comprometimento da memoéria e da atencdo causados pela abstinéncia do
fumo (DAVIS et al., 2005; PATTERSON et al., 2010).

A vareniclina, por ser semelhante estruturalmente a nicotina e por ativar as
mesmas regides cerebrais, compartiiha esses efeitos, também melhorando os
processos cognitivos (KING et al.,, 2011). Estudos pré-clinicos realizados por
Patterson et al. (2009) mostraram que esse medicamento foi capaz de melhorar a
atencdo e a memoria de trabalho de pacientes com apenas trés dias de abstinéncia
de nicotina.

O mecanismo pelo qual a vareniclina atua na memoria/aprendizado ainda nédo
estd claro, mas a hipétese é de que esses efeitos estdo relacionados com a
liberacdo de neurotransmissores pré-sinapticos, incluindo o GABA (LOUGHEAD et
al., 2010; ROLLEMA et al., 2011).

Estudos realizados por Dubois et al. (2013) em ratos mostraram que a
vareniclina aumenta a liberacdo de GABA no hipocampo e no cortex pré-frontal,
além de alterar a liberacdo de outros neurotransmissores, como a acetilcolina e a
dopamina, alterando o humor e processos cognitivos.

Lange-Asschenfeldt et al. (2016) apontaram que a vareniclina foi capaz de
aumentar a expressao das proteinas a4 e 2 em células neurais do neocértex e do
hipocampo de camundongos saudaveis.

Diversos estudos em animais também apontaram os efeitos pré-cognitivos da
vareniclina em modelos para doencas neuropsiquiatricas (LANGE-ASSCHENFELDT
et al., 2016). A administracdo aguda desse medicamento foi capaz de melhorar o
desempenho de ratos em teste de atencdo com condicdes de distracao (simulagéo
do TDAH) e no teste de reconhecimento de objetos (ROLLEMA et al., 2009). Estudo
clinico duplo cego realizado por Shim et al. (2012) mostrou que o tratamento
conjunto de vareniclina e medicamentos antipsicoticos foi capaz de melhorar as

funcdes cognitivas de pacientes com esquizofrenia.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar os efeitos comportamentais, hematologicos, bioquimicos e

anatomopatoldgicos da exposicao prolongada (28 — 30 dias) de ratos a vareniclina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os efeitos da administracdo aguda de diferentes doses de vareniclina
no comportamento de ratos observados no campo aberto, a fim de definir as
doses a serem empregadas nos demais experimentos;

e Avaliar o consumo de agua e de racado e o ganho de peso de ratos expostos
por um periodo prolongado a vareniclina;

e Avaliar os efeitos da administracdo prolongada a vareniclina em ratos
observados no campo aberto, labirinto em cruz elevado, interacdo social,
comportamento estereotipado, labirinto de Barnes e esquiva passiva;

e Avaliar os efeitos da exposicdo prolongada de ratos a vareniclina nos niveis
de neurotransmissores e seus metabdlitos em diferentes areas do sistema
nervoso central;

e Avaliar os efeitos da exposicao prolongada de ratos a vareniclina nos exames
hematologico, bioquimico sérico e de urina;

e Avaliar os achados anatomopatolégicos e histopatoldgicos de ratos expostos

por um periodo prolongado a vareniclina.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados ratos (Rattus
norvegicus) machos Wistar, de aproximadamente 90 dias de vida, provenientes do
Biotério do Departamento de Patologia, da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Séao Paulo (FMVZ/USP).

Os animais foram alojados em numero de 2 a 4 ratos por gaiola de
polipropileno (43 x 23 x 16 cm), mantidas em uma sala com a temperatura
controlada (22°C £ 2°C) e com o ciclo de doze horas de claro e escuro (luz acesa as
6h00). Os animais tiveram agua e comida ad libitum durante todo o procedimento
experimental, exceto quando da observacdo do comportamento estereotipado,
guando houve privacao por 3 horas.

Esse estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo,
sob o protocolo de numero 3304041214, e pela CEUA da Universidade Presbiteriana

Mackenzie, sob o protocolo de nimero 132/11/2015.

4.2 DROGAS UTILIZADAS

e Tartarato de vareniclina (Champix® - Pfizer);

e Apomorfina (Sigma®): utilizada para inducdo do comportamento
estereotipado;

e Xilazina (Xilazin®) e Cetamina (Cetamin®): utilizados para inducdo de

anestesia profunda para eutanasia.

O tartarato de vareniclina foi diluido em agua filtrada e administrado aos
animais por via oral (gavagem). Foram empregadas trés doses diferentes, sendo

uma delas a maior dose terapéutica utilizado no homem (0,03 mg/kg) e as demais
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(0,1 e 0,3 mg/kg) multiplos dessa dose. Os animais controle receberam pela mesma
via idéntico volume de &gua filtrada (1mL/kg). A administracdo da vareniclina foi
realizada no periodo da manha, entre 9h00 e 10h30.

A apomorfina foi diluida em agua destilada e administrada aos animais por via
subcutéanea, na dose de 0,6 mg/kg. A solucdo de apomorfina foi preparada e
mantida ao abrigo da luz, devido a fotossensibilidade dessa substancia, e
conservada em gelo para evitar a sua degradacao.

A xilazina e a cetamina foram utilizadas nas doses de 10 e 70 mg/kg,
respectivamente, para inducao da anestesia profunda para a eutanasia dos animais,

sendo administradas por via peritoneal.

4.3 PROCEDIMENTOS

4.3.1 Avaliacdo do consumo de 4gua e de racéo e do ganho de peso

O consumo médio de agua (mL) e de racdo (g), bem como o peso (g) dos
animais foi mensurado semanalmente durante todo o experimento. A partir do peso

corporal foi obtido o ganho de peso semanal (peso final — peso inicial).

4.3.2 Avaliacbes comportamentais

Todos os aparatos empregados para avaliacdo comportamental foram limpos,
antes e apoOs sua utilizacdo, com solugcdo de alcool a 5% para evitar-se a
interferéncia dos odores de outros animais. Tomou-se o cuidado também de
intercalar animais dos grupos controles e experimentais para cada uma das

avaliacdes comportamentais.
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4.3.2.1 Campo aberto

O campo aberto € amplamente empregado para avaliar a atividade motora, a
exploragdo do ambiente, a ansiedade, a emocionalidade de animais, dentre outros
comportamentos (WALSH; CUMMINS, 1976).

Foi empregado um campo aberto constituido de uma arena circular com 97
cm de diametro, circundado por uma parede de 27 cm de altura; o chdo da arena é
demarcado por linhas pretas formando 25 quadrantes de tamanho semelhante
(Figura 5).

Para a realizacdo do teste cada rato foi colocado no centro do aparato e seu
comportamento foi filmado por 5 minutos. Esse teste foi realizado no periodo da
manha, entre 9h30 e 11h00. Os parametros observados foram:

- Frequéncia de locomocéo: foi considerada uma unidade de locomocao
guando o animal adentra com as quatro patas em cada quadrante do aparato;

- Frequéncia de levantar: foi considerada uma unidade de levantar quando o
animal se apoia sobre as patas traseiras, ficando com o tronco ereto na posicao
vertical, podendo ou néo tocar a parede do aparato com as patas dianteiras;

- Frequéncia de grooming: foi considerado o ato de higieniza¢do do animal;

- Tempo de grooming: tempo gasto, em segundos, na higienizacao feita pelo
animal;

- Tempo de imobilidade: tempo, em segundos, em que o animal ficou imével;

- Frequéncia de defecacdo: niumero de bolos fecais encontrados ao final do
experimento.

Os parametros observados neste teste foram analisados utilizando o

programa de analises comportamentais Etholog 2.2 (OTTONI, 2000).
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Figura 5 - Rato no aparato de campo aberto

Fonte: (MAGALHAES, 2016).

4.3.2.2 Labirinto em cruz elevado

Esse teste € utilizado para avaliar a ansiedade de roedores e fundamenta-se
na aversao desses animais a espacos abertos (PELLOW et al., 1985).

O labirinto em cruz elevado € um aparato constituido por dois bragos abertos
opostos, com dimensdes de 50 x 10 cm, dois bracos fechados também opostos, com
dimensdes de 50 x 10 x 40 cm e uma plataforma central medindo 10 x 10 cm. Os
bracos estdo dispostos a um angulo de 90° e o aparato fica a uma altura de 50 cm
do chéo (Figura 6) (HOGG, 1996).

Figura 6 - Rato no labirinto em cruz elevado

Fonte: (MAGALHAES, 2016).
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O rato foi colocado no centro do aparato com a cabeca voltada para um dos
bracos abertos e seu comportamento foi observado por 5 minutos. Esse teste foi
realizado no periodo da manha, entre 9h30 e 11h00. Os parametros observados
foram:

- Frequéncia de entradas nos bragos abertos: porcentagem de entradas nos
bracos abertos;

- Frequéncia de entradas nos bracos fechados: porcentagem de entradas nos
bracos fechados;

- Tempo de permanéncia nos bracos abertos: porcentagem de tempo (em
segundos) em que o animal permanece nos bracos abertos;

- Tempo de permanéncia nos bracos fechados: porcentagem de tempo (em
segundos) em que o animal permanece nos bracos fechados;

- Tempo de permanéncia no centro: porcentagem de tempo (em segundos)
em que o animal permanece no centro do aparato;

- Frequéncia de head-dipping: numero de vezes em que o animal estica a
cabeca para fora do aparato;

- Frequéncia de avaliacdo de risco: nimero de vezes em que 0 animal estica

0 corpo para farejar outra area, sem sair daquela na qual se encontra.

4.3.2.3 Interacao Social

O teste de interacdo social, bem como o de labirinto em cruz elevado, é
utilizado para avaliar a ansiedade de ratos (FILE; ZANGROSSI JR.; ANDREWS,
1993). Ele se baseia no fato de que ratos ansiosos nao interagem com outros de
forma semelhante a ratos ndo ansiosos (FILE; PELOW, 1985).

Esse teste foi realizado através da observacdo do comportamento de uma
dupla de ratos colocada na arena do campo aberto, sendo que a variacdo de peso
desses animais ndo foi superior a 20 g. Inicialmente, cada rato foi colocado
isoladamente no campo aberto por 10 minutos para a habituacdo ao aparato. No
segundo dia a dupla de animais foi colocada no campo aberto por 10 minutos para
habituacdo ao parceiro. No terceiro dia foi realizado o teste propriamente dito,

quando a dupla foi colocada novamente no campo aberto e seu comportamento foi
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observado por 10 minutos, sendo avaliado o tempo total de interacdo social. Foi
considerada interacdo social quando se observou os comportamentos de farejar,
perseguir e passar sobre o outro animal da dupla. Esse teste foi realizado no periodo
da manha, entre 10h00 e 12h00.

4.3.2.4 Comportamento estereotipado induzido pela apomorfina

O comportamento estereotipado induzido pela apomorfina, agonista
dopaminérgico, é utilizado para avaliar a integridade do sistema dopaminérgico
(ESTRELLA; BREGONZIO; CABRERA, 2002). Esse sistema esta relacionado com
diversos distarbios do sistema nervoso central, entre eles, a esquizofrenia e a
doenca de Parkinson (GOLDMAN et al., 1998).

Para a avaliacdo deste comportamento, os ratos foram colocados
individualmente em uma gaiola de metal (30 x 15 x 19 cm) e tiveram livre acesso a
comida e agua por um periodo de 4 horas; ap0s esse periodo os animais foram
privados de comida e de agua (Figura 7). Uma hora depois do inicio da privacao de
alimento, o comportamento estereotipado foi induzido pela aplicacédo de 0,6 mg/kg
de apomorfina, por via subcutanea. A seguir, 0 comportamento foi avaliado em
intervalos de 10 minutos durante a primeira hora e também aos 90 e 120 min, sendo
quantificado por uma escala de escores (SETLER; SARAU; MCKENZIE, 1976)
(Quadro 1). Esse teste foi realizado no periodo da tarde, entre 14h00 e 16h00.



Figura 7 -

Rato na gaiola de metal para a avaliacdo do comportamento estereotipado

Fonte: (MAGALHAES, 2016).
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Quadro 1 -Escores utilizados na avaliacdo do comportamento estereotipado induzido pela apomorfina

Escore | Comportamento
0 Adormecido ou parado
1 Ativo
Predominantemente ativo, mas com curtos periodos de farejar, levantar-se
2 estereotipado
Atividade estereotipada constante, tal como farejar, levantar-se ou balancar a cabeca,
3 mas com atividade locomotora ainda presente
4 Atividade estereotipada constante realizada em um sé local
Atividade estereotipada constante, mas com curtos periodos de lamber, roer e/ou
> morder
6 Lamber e/ou roer as barras da gaiola

Fonte: (SETLER; SARAU; MCKENZIE, 1976).

4.3.2.5 Labirinto de Barnes

O labirinto de Barnes é um teste empregado para avaliar memoéria de ratos

(BARNES, 1979). Este labirinto consiste em uma plataforma circular de 120 cm de

didmetro elevada a 90 cm do chéo; essa plataforma possui 18 aberturas de 9 cm de

diametro, dispostos de forma equidistante ao longo do perimetro aparato (Figura 8A)

(BARNES, 1979). Uma das aberturas esta ligada a uma caixa escape contendo

maravalha, localizada sob a plataforma (Figura 8B). O aparato possui coloracdo
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branca e ficou alocado em uma sala com as paredes brancas, sendo que numa
delas foram fixadas duas formas geométricas pretas, que serviram de dicas visuais

para o animal localizar a caixa escape (Figura 8C).

Figura 8 - Aparato do labirinto de Barnes. A) Detalhe do rato adentrando a caixa escape. B) Detalhe
da caixa escape sob a plataforma. C) Detalhe das dicas visuais (figuras geométricas)
fixadas na parede

Fonte: (MAGALHAES, 2016).

O experimento consistiu em colocar o animal no centro do aparado sob uma
caixa de plastico (17 x 13 x 11 cm), onde permaneceu por 30 segundos. Apds esse
periodo, a caixa de plastico foi removida e o comportamento do animal foi observado
por 5 minutos, periodo no qual o animal deveria encontrar a caixa escape. Caso 0
animal ndo adentrasse a caixa escape no tempo limite de 5 minutos, este era
conduzido gentilmente até a caixa, sendo mantido neste local por, pelo menos, 30
segundos para, entdo, retornar a sua gaiola moradia. O rato foi submetido a quatro
dias de treino e um de teste (quinto dia), passando pelo aparato de manha (entre
10h00 e 12h00) e de tarde (entre 14h00 e 16h00). Os parametros avaliados foram:

- Laténcia (em segundo) para entrar na caixa escape;

- Namero de erros: nimero de aberturas que o rato farejou antes de encontrar

a caixa escape.
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4.3.2.6 Esquiva passiva

A esquiva passiva (ou inibitéria) € um modelo comportamental empregado
para avaliar aprendizado-memoria, que envolve a supressao de uma resposta para
evitar um evento aversivo que estava programado para ocorrer (BAGHERI et al.,
2011; CRUZ; LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012). O aparato da esquiva passiva
consiste em uma caixa com dois compartimentos, sendo um claro (45 x 15 x 22 cm)
e um escuro (45 x 15 x 22 cm), interligados por uma portinhola tipo guilhotina (15 x
22 cm). O chdo do compartimento escuro é formado por barras de metal acopladas

a um dispositivo elétrico que emite um choque (Figura 9).

Figura 9 - Rato no compartimento claro da caixa de esquiva passiva

Fonte: (MAGALHAES, 2016).

Este teste € baseado na aversédo do rato a claridade, o que faz com que ele
prefira ambientes escuros; ao adentrar no compartimento escuro, o animal recebe
um choque elétrico (estimulo aversivo) nas patas. No dia seguinte o animal é
recolocado no compartimento claro e deve permanecer neste compartimento para
evitar o choque elétrico (BAGHERI et al., 2011).

O teste foi realizado em dois dias. No primeiro dia o animal foi colocado no
compartimento claro e foi observada a laténcia para que ele entrasse no
compartimento escuro. Ao adentrar nesse compartimento foi fechada a portinhola e

aplicado o choque elétrico nas patas (0,5 mA, por 5 segundos) e o animal retornava



51

a sua gaiola moradia. No dia seguinte o animal foi recolocado no compartimento
claro e foi observada a laténcia para que ele entrasse no compartimento escuro, por
até 10 minutos, quanto, entdo, o animal era reconduzido a sua gaiola moradia. O

teste foi realizado no periodo da manha, entre 10h00 e 12h00.

4.3.3 Analise dos niveis de neurotransmissores e seus metabolitos

Os animais foram submetidos a eutanasia por decapitacdo para a obtencao
de diferentes estruturas cerebrais para dosagem dos niveis de neurotransmissores e
seus metabdlitos.

Apés a decapitacdo, o encéfalo do animal foi retirado e colocado em uma
placa de gelo, a fim de deixar o 6rgdo preservado para a obtencdo das seguintes
estruturas cerebrais: hipotalamo, hipocampo, corpo estriado, cértex (porcéo anterior)
e cerebelo; esse procedimento ndo ultrapassou o periodo de 3 minutos. ApGs a
coleta, as estruturas foram colocadas em eppendorffs e foram acondicionadas em
gelo seco para rapido congelamento. Em seguida elas foram pesadas e
armazenadas, por até 20 dias, a uma temperatura de -80°C.

Posteriormente, as estruturas coletadas foram homogeneizadas em &cido
perclorico (CIHO4) a 0,1 M contendo acido 3,4-dihidroxibenzilamina (DHBA — padrao
interno) com o auxilio de uma caneta sonicadora de alta frequéncia, sendo o volume
de &cido 10 vezes o peso do cerebelo, 15 vezes o peso do hipotalamo, do cortex e
do hipocampo, e 20 vezes o peso do corpo estriado.

ApOs a homogeneizacdo, as estruturas foram deixadas overnight em
refrigerador a 10°C para precipitacdo das proteinas e &cidos nucléicos. No dia
seguinte, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm (centrifuga Eppendorf®-
5804 R), a 4°C por 30 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi retirado com uma
micropipeta e colocado em eppendorffs para ser armazenado em freezer -80°C, até
a quantificacdo analitica. Foram quantificados:

- Dopamina (DA) e seus metabdlitos, acido 4,4-diidroxifenilacético (DOPAC) e
acido homovanilico (HVA);

- Serotonina (5HT) e seu metabdlito acido 5-hidroindol, 3-acético (5HIAA);

- Aminoéacidos neurotransmissores: aspartato, glutamato, glicina e GABA.
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Foi calculado também turnover (taxa de renovacéo), por meio da relacéao
metabdlito/neurotransmissor, da DA e 5HT da seguinte forma: DOPAC/DA, HVA/DA
e 5HIAA/5-HT.

As andlises das monoaminas (dopamina e serotonina) e seus metabdlitos
foram feitas por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao eletroquimica
(HPLC-ED) no Laboratério de Farmacologia Aplicada e Toxicologia da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, como descrita por
Felicio et al. (1996). Para tanto foi empregado o cromatografo Shimadzu Modelo
20A, composto por um injetor automatico com valvula injetora de volume variavel
(entre 1 e 100 pl), bombas de fluxo quaternarias, uma coluna cromatografica (150 X
4,6 mm, Shimpak — ODS C 18) com filtro de linha e um detector eletroquimico Antec
Decade. Foi utilizada a técnica de cromatografia em fase reserva com pareamento
ibnico, que é baseada na cromatografia de particdo ou absorcédo. Para as analises
foi utilizada a temperatura de 50°C e o tempo de obtencédo dos picos foi de até 24
minutos.

A fase movel utilizada foi um sistema isocratico formado por tampao citrato
0,02 M, metanol 92:8 (v/v), 0,12 nM de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
sédico e 0,0556% de &cido 1-heptanosulfénico (HSA). O pH foi ajustado para 3,0
com acido ortofosforico (HsPO,4). A fase mdvel foi filtrada em um sistema a vacuo
antes de ser utilizada no HPLC-ED. Apés esse procedimento ela circulou no sistema
overnight para equilibrio da coluna, que operou em um fluxo de 1 ml/min. O detector
foi mantido com um potencial de 0,8 V no eletrodo de trabalho.

Para o preparo das solugdes padrdes de monoaminas foi utilizado padrdes de
concentragfes 1 nM de cada neurotransmissor e seu metabdlito diluidos em &cido
cloridrico 0,1 M contendo 0,02% de metabissulfito de sédio e estocados em freezer —
80°C por um periodo de até 2 meses. No momento da analise os padrdes foram
descongelados e diluidos de 2.500 a 10.000 vezes em &cido perclérico 0,1 M. Foram
injetados pelo menos dois padrées no HPLC-ED diariamente, um antes e outro ao
final das dosagens para a utilizacdo dos valores como referéncia.

O equipamento foi padronizado diariamente, ao inicio e ao término do
trabalho, com uma solugcdo de trabalho, com concentragdo conhecida, de
neurotransmissores, seus metabolitos e DHBA, empregando-se como diluente uma

solucéo de acido perclérico, 0,1M, contendo EDTA e metabissulfito de sodio.
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O limite de deteccao para todos os analitos variou entre 0,25 e 1 ng, o limite
de quantificacdo foi de 10 ng/g de tecido cerebral ou 1,0 ng por 60 ng de

sobrenadantes e a taxa de recuperacao foi superior a 80%.

As analises dos aminoacidos foram feitas através de HPLC-DAD em
colaboragdo com o Professor Doutor Ivo Lebrun do Laboratério de Bioquimica e
Biofisica do Instituto Butantan. O aparelho utilizado foi um Shimadzu com coluna
cromatografica (ACE 3 C18-300®, 150 x 3.0 mm) acoplada a um detector de arranjo
de diddos (PDA — photo diodo array) ajustado a um comprimento de onda de 254
nm. Sucintamente, foi utilizada a técnica de cromatografia em fase reversa com duas
fases moveis: a fase movel A foi uma solucdo tampao de 6% de acetronitrila e a fase
movel B foi uma solucdo de 80% de acetonitrila, 20% de agua milli-Q e 0,02% de
EDTA. A corrida analitica foi feita em até 46 minutos, em um fluxo de 0,3 mL/min na
proporcdo de 94% de fase mével A e 6% de fase moével B; e o limite de detecgéo
dos analitos foi de 20 ng.

4.3.4 Avaliacdo dos pardmetros hematoldgicos, bioquimicos séricos e de

urina

Os animais foram anestesiados com 10 mg/kg de xilazina e 70 mg/kg de
cetamina, por via intraperitoneal, para coleta de sangue e urina.

O sangue foi coletado por puncéo cardiaca. Para o hemograma completo, o
sangue foi colocado em tubo com o anticoagulante EDTA e a analise foi feita por
meio do sistema automatizado ABX VET®, HORIBA.

Para a analise bioquimica completa, o sangue dos animais foi coletado sem
anticoagulante e mantido em temperatura ambiente por 30 minutos para a retracéo
do coagulo. Em seguida, o material foi centrifugado a 4.000 rpm (centrifuga
Eppendorf®-5804 R) por 10 minutos. ApGs a centrifugacdo o soro foi coletado e
armazenado a temperatura de -80°C para posterior analise. Os parametros
analisados foram: albumina, alanina aminotransferase (ALT), aspartato
transaminase (AST), fosfatase alcalina (FAL), gama glutamil transpeptidase (GGT),

proteina total, glicose, colesterol total, colesterol-High Density Lipoproteins (HDL),
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triglicérides, creatinina e ureia. Essa analise foi feita no equipamento ChemWell-T da

empresa Interteck, utilizando os kits comerciais da mesma marca, obedecendo as

instrucdes do fabricante.

Para a analise de urina, esta foi coletada com uma seringa diretamente da

bexiga do animal. A andlise foi feita embebendo-se a fita do kit comercial Uriquest

Plus® Labtest com urina e avaliando-se sua coloracdo. Os parametros avaliados

foram: bilirrubina, urobilinogénio,

cetonas, acido ascorbico, glicose, proteina,

sangue, pH, nitrito, leucécitos e densidade. Esses parametros foram quantificados

por uma escala de escores (Quadro 2), com excec¢do do nitrito que foi considerado

apenas positivo ou negativo.

Quadro 2 -Escala de escores utilizados na analise de urina

Parametro Leitura Escore Parametro Leitura Escore
. Negativo 1
- Negfuvo é Traco >
Bilirubina ++ 3 Proteina 30 3
+++ 4 s 4
500 5
Negativo 1
Normal 1 +ca. 5-10 2
2 (35) 2 ++ca. 50 3
Urobilinogénio 4 (70) 3 Sangue +++ ca. 300 4
8 (140) 4 ca. 5-10 5
12 (200) 5 ca. 50 6
ca. 300 7
5 5
Negativo 1 6 6
Traco 2 6.5 6,5
Cetonas + 3 pH 7 7
++ 4 8 8
+++ 5 9 9
) Negativo 1 N(zgaztg/o ;
Acido Ascorbico + 2 Leucdcitos ’
— 3 ca.75 3
ca.500 4
Normal 1 1000 1000
50 (2,8) 5 1005 1005
_ 100 (5’ 6) 3 _ 1010 1010
Glicose 250 (1’4) 4 Densidade 1015 1015
500 (28) 5 1020 1020
>1000 (56) 6 1025 1025
1030 1030

Fonte: (MAGALHAES, 2016).
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4.3.5 Anadlise anatomopatoldgica e histopatoldgica

Os animais foram anestesiados (10 mg/kg de xilazina e 70 mg/kg de
cetamina, por via intraperitoneal) para coleta de: rins, glandulas adrenais, coracao,
pulmoées, figado e baco. Os 6rgdos foram pesados individualmente em balanca
analitica para analise de peso relativo, segundo a formula: peso do 6rgéo (g) / peso
do animal (g) x 100.

Para o estudo histopatolégico foram utilizados os mesmos 6rgédos do estudo
anatomopatolégico. Eles foram fixados em formol 10% tamponado e processados
para confeccdo de laminas histoldgicas coradas com hematoxilina-eosina para

analise.

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.4.1 Experimento 1: Avaliacdo dos efeitos da exposicdo a dose unica de

vareniclina em ratos observados no campo aberto

Quarenta ratos machos foram separados em quatro grupos (10 animais por
grupo): um grupo controle, que recebeu agua (1 mL/kg) e trés grupos experimentais
gue receberam, 0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg de vareniclina, por via oral (gavagem). Os
animais foram colocados no campo aberto aos 30 minutos, as 1, 2, 4, 6, 24, 48 e 72
horas, e no 7° dia apés a administracdo do medicamento ou agua (controle), sendo

observados os parametros, conforme descrito no item 4.3.2.1.
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4.4.2 Experimento 2: Avaliacdo dos efeitos da exposicdo prolongada a
vareniclina em ratos observados no campo aberto e no labirinto em cruz

elevado

Quarenta ratos machos foram separados em quatro grupos (10 animais por
grupo): um grupo controle, que recebeu agua (1 mL/kg) e trés grupos experimentais
que receberam, 0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg de vareniclina, por via oral (gavagem),
durante 28 dias. Durante o tratamento o peso e o consumo de agua e de racao
foram mensurados semanalmente.

Os animais foram submetidos ao teste do campo aberto no 7°, 14°, 21° e 28°
dia apds o inicio do tratamento, conforme descrito no item 4.3.2.1. No 28° dia,
imediatamente apds a observacdo no campo aberto, os animais foram submetidos

ao teste do labirinto em cruz elevado, conforme descrito no item 4.3.2.2.

4.4.3 Experimento 3: Avaliacdo dos efeitos da exposicdo prolongada a

vareniclina na interacao social de ratos

Quarenta e oito ratos machos foram separados em quatro grupos (12 animais
por grupo): um grupo controle, que recebeu agua (1 mL/kg) e trés grupos
experimentais que receberam, 0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg de vareniclina, por via oral
(gavagem), durante 30 dias. Os animais foram submetidos ao teste de interacao
social do 28° ao 30° dia ap6s o inicio do tratamento, conforme descrito no item
4.3.2.3.

4.4.4 Experimento 4. Avaliacdo dos efeitos da exposicdo prolongada a
vareniclina no comportamento estereotipado induzido por apomorfina

em ratos

Quarenta ratos machos foram separados em quatro grupos (10 animais por

grupo): um grupo controle, que recebeu agua (1 mL/kg) e trés grupos experimentais
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que receberam, 0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg de vareniclina, por via oral (gavagem),
durante 29 dias. No 29° dia de tratamento, foi feita a avaliagdo do comportamento
estereotipado induzido pela apomorfina (0,6 mg/kg, via subcutanea), como descrito
no item 4.3.2.4.

4.45 Experimento 5. Avaliacdo dos efeitos da exposicdo prolongada a
vareniclina em ratos observados no labirinto de Barnes e na esquiva

passiva

Quarenta ratos machos foram separados em quatro grupos (10 animais por
grupo): um grupo controle, que recebeu agua (1 mL/kg) e trés grupos experimentais
que receberam, 0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg de vareniclina, por via oral (gavagem),
durante 30 dias. Do 24° ao 27° dia de tratamento os animais foram submetidos ao
treinamento no labirinto de Barnes, passando pelo aparato uma vez pela manha e
uma a tarde; no 28° dia os animais realizaram o teste do labirinto de Barnes,
conforme descrito no item 4.3.2.5. No 29° e 30° dia os animais foram submetidos a
esquiva passiva, conforme descrito no item 4.3.2.6.

4.4.6 Experimento 6: Avaliacdo dos niveis de neurotransmissores e seus
metabdlitos de ratos expostos ao tratamento prolongado com vareniclina

Neste experimento foram empregados os mesmos ratos do Experimento 2.
Assim, no 30° dia de tratamento todos os animais foram submetidos a eutanasia por
decapitacdo para a coleta das estruturas cerebrais e posterior anélise dos niveis de

neurotransmissores e seus metabdlitos, conforme descrito no item 4.3.3.
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4.4.7 Experimento 7: Avaliagdo dos parametros hematoldgicos, bioquimicos
séricos e de urina de ratos expostos ao tratamento prolongado com

vareniclina

Neste experimento foram empregados os mesmos ratos do Experimento 5.
Assim, no 30° dia de tratamento, os animais foram submetidos a anestesia profunda
e foi feita a coleta de sangue para a analise do hemograma, bioquimica sérica e

urina, conforme descrito no item 4.3.4.

4.4.8 Experimento 8: Avaliacdo anatomopatoldégica e histopatolégica de

orgédos de ratos expostos ao tratamento prolongado com vareniclina

Neste experimento foram empregados os mesmos ratos do Experimento 5.
Assim, no 30° dia de tratamento, os animais foram pesados e submetidos a
anestesia profunda para a coleta dos 6rgdos. Os 6rgaos foram pesados para o
calculo do peso relativo e foi feita a analise anatomopatoldgica e histopatoldgico,

conforme item 4.3.5.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada com auxilio do software GraphPad Prism 6®
(GraphPad software, Inc., San Diego, California, USA). O teste de Bartlett foi
utilizado para a verificacdo da homocedasticidade dos dados. Para os dados
paramétricos foram utilizados ANOVA de uma via, seguida do pos-teste de Dunnett
ou de Tukey, quando tinha apenas um fator (tratamento) a ser avaliado e ANOVA de
duas vias, seguida do poés-teste de Bonferroni, quando tinham dois fatores
(tratamento e tempo) a serem avaliados. Para os dados ndo paramétricos foi

utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunns. O teste de
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contingéncia foi empregado para avaliar os dados da presenca ou auséncia de nitrito
na urina.
O nivel de significancia para todas as analises foi considerado p<0,05. Os

dados foram expressos pela média + erro padréo.
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5 RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 EXPERIMENTO 1: AVALIACAO DOS EFEITOS DA EXPOSICAO A DOSE
UNICA DE VARENICLINA EM RATOS OBSERVADOS NO CAMPO ABERTO

As Tabelas 1 a 6 e a Figura 10 mostram os resultados dos parametros
avaliados no campo aberto. Em relacdo a frequéncia de locomocdo, a ANOVA de
duas vias com medidas repetidas ndo apontou diferengas significantes entre 0s
grupos em relagcdo ao tratamento (F(3,36)=2,374, p>0,05), porém hé& diferencas
significantes quanto ao tempo (F(8,288)=51,900, p<0,0001), sem interacao entre 0s
fatores (F(24,288)=1,195, p>0,05). O poOs-teste de Bonferroni apontou aumento na
frequéncia de locomocdo dos animais do grupo 0,3 mg/kg as 6 horas quando

comparados com o grupo controle (p<0,05) — Tabela 1 e Figura 15.

Tabela 1 - Frequéncia de locomog¢&o no campo aberto de ratos que receberam ou néo (controle) uma
Unica administracdo de vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem. S&o
apresentados as médias e os respectivos erros padrdo. N=10 animais por grupo

Vareniclina (mg/kg)

Tempo Controle
0,03 0,1 0,3

30 min 98,20 + 10,03 128,30 + 13,81 135,60 + 9,68 126,60 + 9,31
1h 81,50+ 10,42 89,10 + 16,08 83,20+ 12,29 83,30 + 14,64
2h 39,40 + 9,89 55,00 £ 13,75 71,20+ 12,76 62,00 +10,48
4h 17,30 + 5,99 33,50 £ 9,50 37,90 +8,71 55,30 + 10,28
6 h 17,10 £ 6,35 17,20 + 3,45 28,00+ 8,18 62,40 = 11,92*
24 h 40,00 + 10,82 40,30 + 8,89 45,00 + 10,79 54,30 + 7,35
48 h 38,20 +9,10 40,30 + 4,73 51,70 £ 13,99 51,10 £ 5,34
72 h 27,20+ 7,69 52,50 + 10,46 53,20+ 11,81 61,20 = 8,45

7 dias 32,10+ 10,58 40,80 + 5,73 43,20 + 11,05 59,70 £ 7,42

Fonte: (MAGALHAES, 2016).
*p<0,05, ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni.
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Em relagdo a frequéncia de levantar, a ANOVA de duas vias com medidas
repetidas nédo apontou diferencas significantes entre os grupos em relacdo ao
tratamento (F(3,36)=1,298, p>0,05), porém ha diferencas significantes quanto ao
tempo (F(8,288)=73,410, p<0,0001), sem
(F(24,288)=1,494, p>0,05). O pobs-teste de Bonferroni apontou aumento deste

interacdo entre os fatores

parametro dos animais do grupo 0,1 mg/kg aos 30 minutos, quando comparados

com o0s animais do grupo controle (p<0,05) — Tabela 2 e Figura 15.

Tabela 2 - Frequéncia de levantar no campo aberto de ratos que receberam ou ndo (controle) uma
Unica administracdo de vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem. S&o
apresentados as médias e os respectivos erros padrdo. N=10 animais por grupo

Vareniclina (mg/kg)

Tempo Controle
0,03 0,1 0,3

30 min 20,80+1,71 19,50 + 2,38 27,40 = 2,28* 2190+2,73
1lh 11,40 £ 1,87 7,60+1,79 10,20 £ 2,43 9,00 £ 2,73
2h 3,30+£0,78 4,30+ 1,25 8,90 + 1,20 6,90 + 2,03
4h 2,80+1,27 2,80+0,71 5,10+1,23 5,70+ 2,04
6h 2,20+1,35 1,60+ 0,78 2,80+ 0,70 6,90 + 1,32
24 h 550+1,48 7,30 +£1,98 6,00 £ 1,29 6,70 £ 1,56
48 h 5,20 £ 1,66 590+1,12 6,10 £ 1,57 6,20+ 1,45
72 h 3,70 £ 0,94 6,30+ 1,83 5,50 + 0,78 7,60 2,19

7 dias 3,90+1,63 2,80+0,88 3,50+0,82 5,30+1,05

Fonte: (MAGALHAES, 2016).
*p<0,05, ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni.



63

Em relacdo a frequéncia de grooming, a ANOVA de duas vias com medidas
repetidas nédo apontou diferencas significantes entre os grupos em relacdo ao
tratamento (F(3,36)=0,397, p>0,05) e ao tempo (F(8,288)=1,296, p>0,05), sem
interacao entre os fatores (F(24,288)=0,8584, p>0,05) — Tabela 3 e Figura 15.

Tabela 3 - Frequéncia de grooming no campo aberto de ratos que receberam ou ndo (controle) uma
Unica administracdo de vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem. S&o
apresentados as médias e o0s respectivos erros padrao. N=10 animais por grupo

Vareniclina (mg/kg)

Tempo Controle
0,03 0,1 0,3

30 min 0,80+ 0,33 1,30+ 0,40 1,10+ 0,59 0,90 + 0,64
1lh 1,40 £ 0,58 1,00 £ 0,33 1,50 £ 0,73 1,40 £ 0,65
2h 0,50 £ 0,22 1,00 £ 0,42 2,10 £ 0,57 1,30 £ 0,54
4 h 1,40+ 0,56 1,80+ 0,53 1,60 + 0,50 2,20+0,81
6 h 0,90+0,43 1,00 + 0,26 1,60 £ 0,34 1,80 + 0,73
24 h 1,20 £ 0,36 1,10+ 0,28 2,20+£0,79 1,80 £ 0,51
48 h 1,40+ 0,62 2,30+ 0,52 1,00 + 0,30 1,70 £ 0,58
72h 1,50 £ 0,58 1,40 £ 0,58 1,30+ 0,40 2,20+ 0,79

7 dias 1,00 £ 0,52 1,20+ 0,44 1,20+ 0,42 1,50 + 0,43

Fonte: (MAGALHAES, 2016).

p>0,05, ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni.
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Em relacdo ao tempo de grooming, a ANOVA de duas vias com medidas
repetidas nédo apontou diferencas significantes entre os grupos em relacdo ao
tratamento (F(3,36)=1,246, p>0,05), porém ha diferencas significantes quanto ao
tempo (F(8,288)=3,524, p<0,001), sem interacéo entre os fatores (F(24,288)=0,8654,
p>0,05). O pos-teste de Bonferroni ndo apontou diferencas significantes entre os
grupos (p>0,05) — Tabela 4 e Figura 15.

Tabela 4 - Tempo de grooming em segundos no campo aberto de ratos que receberam ou nédo
(controle) uma Unica administragcdo de vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem.
Sao apresentados as médias e os respectivos erros padrdo. N=10 animais por grupo

Vareniclina (mg/kg)

Tempo Controle
0,03 0,1 0,3

30 min 4,00 + 1,67 4,65 + 2,65 1,88 + 1,50 3,67 +2,48
1lh 1,49 £ 0,64 553+2,94 3,79+ 2,22 3,65+1,93
2h 0,40 £ 0,18 3,563+2,18 6,04 £ 2,48 3,43+1,26
4h 6,84 +£ 3,74 9,32+ 3,13 8,55+ 3,22 11,50 + 3,87
6 h 5,47 £ 2,49 6,01+1,78 10,78 £ 2,53 6,77 £ 2,61
24 h 3,14+1,75 581+242 10,46 £ 4,35 9,89 + 4,29
48 h 4,64 +2,.21 10,52 £ 2,28 2,19+0,88 8,80 = 3,50
72 h 6,25 + 2,02 7,07 £2,77 9,05+ 2,98 10,48 £ 3,26

7 dias 1,44 £ 0,74 6,50+ 2,11 8,21+2,85 5,09+1,45

Fonte: (MAGALHAES, 2016).
p>0,05, ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni.

Em relagdo ao tempo de imobilidade, a ANOVA de duas vias com medidas
repetidas apontou diferencas significantes entre os grupos em relacao ao tratamento
(F(3,36)=3,652, p<0,05) e ao tempo (F(8,288)=29,380, p<0,0001), com interagao
entre os fatores (F(24,288)=1,647, p<0,05). O pés-teste de Bonferroni apontou
diminuicdo deste parametro dos animais do grupo de 0,1 mg/kg as 2 horas (p<0,05),
as 4 horas (p<0,05) e as 6 horas (p<0,01), e do grupo de 0,3 mg/kg as 4 horas
(p<0,01), as 6 horas (p<0,0001) e as 72 horas (p<0,05) em relacdo ao grupo controle
— Tabela 5 e Figura 15.
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Tabela 5 - Tempo de imobilidade, em segundos, no campo aberto de ratos que receberam ou ndo
(controle) uma Unica administragcao de vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem.
Sao apresentados as médias e os respectivos erros padrdo. N=10 animais por grupo

Vareniclina (mg/kg)

Tempo Controle
0,03 0,1 0,3

30 min 12,59+ 7,24 2,60+1,32 0,23+0,17 1,77+ 1,23
1lh 30,29 £ 10,22 31,34+10,91 34,52 +21,79 29,47 +12,43
2h 94,34 + 21,46 50,48 +17,40 26,79 = 6,79* 35,73 +£9,39
4h 133,75+ 19,19 79,39 + 15,94 55,69 + 20,05* 51,70 + 21,20**
6h 176,04 £ 20,66 138,86 + 20,14 93,24 + 18,86** 62,85 + 20,04****
24 h 128,28 £ 29,42 93,61 + 24,58 71,35+ 19,65 80,68 + 14,75
48 h 115,91 £ 26,32 73,12 +10,81 84,94 + 23,87 78,22 £ 15,11
72 h 141,97 £ 23,98 75,38 +12,31 83,35+ 20,94 70,26 +17,57*

7 dias 138,95+ 23,55 101,42 +20,45 102,05+ 22,30 75,74 £ 11,62

Fonte: (MAGALHAES, 2016).
*p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001, ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de

Bonferroni.

Em relacdo a frequéncia defecacdo, a ANOVA de duas vias com medidas

repetidas nédo apontou diferencas significantes entre os grupos em relacdo ao
tratamento (F(3,36)=0,757, p>0,05) ), porém ha diferencas significantes quanto ao
tempo (F(8,288)=2,210, p<0,05), sem interacdo entre os fatores (F(24,288)=1,172,
p>0,05). O pos-teste de Bonferroni apontou diminuicdo deste parametro dos animais

do grupo de 0,3 mg/kg as 48 horas (p<0,05) em relacdo ao grupo controle — Tabela

6 e Figura 15.
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Tabela 6 - Frequéncia de defecacdo no campo aberto de ratos que receberam ou nédo (controle) uma
Unica administracdo de vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem. Sao
apresentados as médias e os respectivos erros padrdo. N=10 animais por grupo

Vareniclina (mg/kg)

Tempo Controle
0,03 0,1 0,3

30 min 1,10+ 0,41 1,30 £ 0,42 0,90+0,31 0,80+ 0,33
1h 0,90 + 0,28 0,70 + 0,52 0,70+ 0,33 0,00 + 0,00
2h 0,20+ 0,13 0,60 = 0,34 0,30+ 0,30 0,30+ 0,15
4h 0,40 £ 0,22 0,40 +£ 0,40 0,50+0,17 1,10+ 0,31
6h 1,10+ 0,35 0,80 +0,51 0,50 + 0,31 1,10 £ 0,50
24 h 1,60 £ 0,48 0,60+ 0,31 0,90 + 0,23 0,60 0,31
48 h 1,80+ 0,47 0,50 + 0,31 1,00 + 0,47 0,40 + 0,16*
72h 0,80 + 0,29 0,80 + 0,36 1,40 £ 0,58 1,60 + 0,50

7 dias 0,40 £ 0,16 0,70 £ 0,37 0,70+ 0,26 0,50 = 0,27

Fonte: (MAGALHAES, 2016).

*p<0,05, ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni.
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Atividade geral avaliada em campo aberto de ratos que receberam ou ndo (controle)
uma unica administracdo de vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem. Sé&o
apresentadas as frequéncias de locomocao, levantar, grooming e defecacdo, bem
como a duracdo de grooming e imobilidade (s). Dados apresentados em médias e
respectivos erros padrao. N=10 animais por grupo

Locomogéao

200+

150+

1004

Frequénca

Tempo apos Administragao

Frequéncia Grooming

Frequéncia

Tempo apos Administragéo
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250-
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Fonte: (MAGALHAES, 2016).
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& 01mgkg -+ 0,3mgkg

Nota: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ***p<0,0001, ANOVA de duas vias com medidas repetidas

seguida do teste de Bonferroni.
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5.2 EXPERIMENTO 2: AVALIACAO DOS EFEITOS DA EXPOSICAO
PROLONGADA A VARENICLINA EM RATOS OBSERVADOS NO CAMPO
ABERTO E NO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

A Tabela 7 e a Figura 11 mostram os resultados do acompanhamento do
consumo de agua e de racdo dos animais durante o tratamento. Em relacdo ao
consumo de agua, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas apontou
diferencas significantes entre os grupos em relacédo ao tratamento (F(3,36)=3,985,
p<0,05) e ao tempo (F(3,108)=112,6, p<0,0001), sem interacdo entre os fatores
(F(9,108)=1,594, p>0,05). O pos-teste de Bonferroni mostrou aumento no consumo
de agua dos animais do grupo de 0,1 mg/kg de vareniclina na terceira semana de
tratamento (p<0,01).

Em relagdo ao consumo semanal de ragdo, a ANOVA de duas vias com
medidas repetidas ndo mostrou diferencas significantes entre os grupos em relagéo
ao tratamento (F(3,36)=2,063, p>0,05), mas apontou diferencas significantes quanto
(F(3,108)=68,26, p<0,0001),
(F(9,108)=2,398, p<0,05). O pos-teste de Bonferroni ndo apontou diferencas

ao tempo com interacdo entre os fatores

significantes entre os grupos (p>0,05) — Tabela 7 e Figura 11.

Tabela 7 - Consumo semanal de a4gua (em mL) e de racao (em gramas) de ratos que receberam ou
nao (controle) vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 28 dias. Sao
apresentados as médias e os respectivos erros padrdo. N=10 animais por grupo

Vareniclina (mg/kg)

Consumo Semana Controle
0,03 0,1 0,3
12 185,60 + 4,63 191,30 £ 5,84 200,77 £ 6,54 184,90 + 3,47
Agua 22 220,10+£8,24 219,90 + 10,14 240,93+ 7,22 214,70 = 3,04
32 215,50 + 6,40 215,40+£6,51 243,40 +4,82** 217,50+ 3,14
42 213,90 £ 6,92 211,43 £ 7,66 233,83+291 206,10 = 3,58
12 149,90 £ 3,74 152,37 £ 4,41 154,73 £ 1,77 145,50 + 3,49
Racéo 22 165,00 + 1,32 158,63 + 3,65 168,13+ 1,76 162,40 £ 2,94
3a 160,40 £ 2,21 160,30 + 3,36 170,10 £ 0,92 158,50 + 3,33
42 163,10 £ 2,74 161,17 £ 3,01 166,37 £ 1,04 159,90+ 2,24

Fonte: (MAGALHAES, 2016).

**n<0,01, ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni.
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Figura11- Consumo semanal de agua (mL) e racdo (gramas) de ratos que receberam ou nao
(controle) vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 28 dias. S&o
apresentados as médias e os respectivos erros padrdo. N=10 animais por grupo

Agua Racgao
300+ 200
[ Controle
= 5 " = - = = 3 0,03 mg/kg
200 (i == 0,1 mg/kg
@ Em 0,3 mg/kg
£ £ 100
100+ e
50
O T 0 T T
1 2 3 4 1 2 3 4
Semana de Tratamento Semana de Tratamento

Fonte: (MAGALHAES, 2016).

Nota: **p<0,01, ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni.

A Tabela 8 e a Figura 12 mostram os resultados do acompanhamento do
ganho de peso dos animais durante o tratamento. A ANOVA de duas vias com
medidas repetidas ndo mostrou diferencas significantes entre os grupos em relacao
ao tratamento (F(3,36)=2,029, p>0,05), porém mostrou diferencas significantes
quanto ao tempo (F(3,108)=5,775, p<0,01), com interacdo entre os fatores
(F(9,108)=0,9874, p<0,05). O pos-teste de Bonferroni ndo apontou diferencas
significantes entre os grupos (p>0,05).

Tabela 8 - Ganho de peso semanal (em gramas) de ratos que receberam ou ndo (controle)
vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 28 dias. Sdo apresentados as
meédias e os respectivos erros padrdo. N=10 animais por grupo

Vareniclina (mg/kg)

Semana Controle
0,03 0,1 0,3
1 10,80 £ 1,25 11,30 £ 0,99 14,00 £ 1,78 8,60 £ 1,87
2 12,20 £ 1,32 9,70+ 1,05 10,90 £ 1,83 10,40+ 2,54
3 10,70 £ 1,32 9,70 £ 2,43 14,30 £ 1,69 9,50+1,71
4 6,70 £ 0,84 5,50 + 0,65 9,40 £ 1,77 8,60+1,10

Fonte: (MAGALHAES, 2016).

p>0,05, ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni.
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Figura 12 - Ganho de peso semanal (em gramas) de ratos que receberam ou ndo (controle)
vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 28 dias. Sdo apresentados
as médias e os respectivos erros padrdao. N=10 animais por grupo

Ganho de Peso Semanal

20+
-o- Controle

= = -= 0,03 mg/kg

4 -+ 0,1 mg/kg

- 0,3 mg/kg

Gramas

T T T T
1 2 3 4
Semana de Tratamento

Fonte: (MAGALHAES, 2016).
Nota: p>0,05, ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni.

As Tabelas 9 a 14 e a Figura 13 mostram os resultados dos parametros
avaliados no campo aberto. Em relacdo a frequéncia de locomocao, a ANOVA de
duas vias com medidas repetidas ndo apontou diferencas significantes entre os
grupos em relacdo ao tratamento (F(3,36)=2,035, p>0,05), porém ha diferencas
significantes quanto ao tempo (F(3,108)=154,2, p<0,0001), sem interacdo entre 0s
fatores (F(9,108)=1,564, p>0,05). O pos-teste de Bonferroni apontou aumento na
frequéncia de locomocéao dos animais do grupo 0,03 mg/kg no 14° dia de tratamento

guando comparados com o grupo controle (p<0,01) — Tabela 9 e Figura 13.

Tabela 9 - Frequéncia de locomo¢do no campo aberto de ratos que receberam ou ndo (controle)
vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 28 dias. S4o apresentados as
médias e os respectivos erros padrdo. N=10 animais por grupo

Vareniclina (mg/kg)

Dia Controle
0,03 0,1 0,3
7 121,90 + 10,60 146,60 + 8,81 151,70 £ 8,91 153,30 + 9,97
14 57,70 + 6,08 100,80 + 9,43** 74,80 + 6,88 81,10 + 13,96
21 56,70 £ 4,25 59,90 + 10,63 53,20+ 7,44 58,60 + 12,26
28 34,90 +7,13 49,00 + 8,41 38,70+ 4,85 40,00 + 6,01

Fonte: (MAGALHAES, 2016).
**p<0,01, ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni.

Em relagéo a frequéncia de levantar, a ANOVA de duas vias com medidas
repetidas nédo apontou diferencas significantes entre os grupos em relacdo ao

tratamento (F(3,36)=0,4302, p>0,05), porém ha diferencas significantes quanto ao
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tempo (F(3,108)=78,69, p<0,0001), sem interacédo entre os fatores (F(9,108)=1,143,
p>0,05). O pos-teste de Bonferroni ndo apontou diferencas significantes entre os
grupos (p>0,05) — Tabela 10 e Figura 13.

Tabela 10 - Frequéncia de levantar no campo aberto de ratos que receberam ou nado (controle)
vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 28 dias. Sao apresentados as
médias e o0s respectivos erros padrdo. N=10 animais por grupo

Vareniclina (mg/kg)

Dia Controle
0,03 0,1 0,3
7 22,60+2,18 20,90 £ 1,65 23,90 £ 2,99 25,60 £ 1,99
14 7,70 £ 1,55 13,50 + 2,19 11,00 £ 2,30 10,60 £ 1,91
21 9,30 £ 2,08 8,10+ 1,26 6,30 + 1,45 9,10 + 2,08
28 6,70+ 0,83 6,70 + 1,68 6,50 + 1,05 8,30+ 1,93

Fonte: (MAGALHAES, 2016).

p>0,05, ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni.

Em relacdo a frequéncia de grooming, a ANOVA de duas vias com medidas
repetidas ndo apontou diferencas significantes entre os grupos em relacdo ao
tratamento (F(3,36)=1,724, p>0,05) e ao tempo (F(3,108)=0,6035, p>0,05), e ndo ha
interac&o entre os fatores (F(9,108)=0,9780, p>0,05) — Tabela 11 e Figura 13.

Tabela 11 - Frequéncia de grooming no campo aberto de ratos que receberam ou nado (controle)
vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 28 dias. Sdo apresentados
as médias e os respectivos erros padrdo. N=10 animais por grupo

Vareniclina (mg/kg)

Dia Controle
0,03 0,1 0,3
7 0,60 + 0,34 0,50 + 0,22 0,10+ 0,10 0,20+ 0,13
14 0,40 £ 0,27 0,90 £ 0,23 0,10+ 0,10 0,50+0,31
21 0,20+ 0,13 0,30 £ 0,15 0,10+ 0,10 0,60 = 0,22
28 0,40+ 0,31 0,40+ 0,22 0,30+ 0,21 0,60 + 0,16

Fonte: (MAGALHAES, 2016).

p>0,05, ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni.

Em relacdo ao tempo de grooming, a ANOVA de duas vias com medidas

repetidas n&o apontou diferencas significantes entre os grupos em relacdo ao
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tratamento (F(3,36)=2,439, p>0,05) e ao tempo (F(3,108)=2,008, p>0,05) e ndo ha
interac&o entre os fatores (F(9,108)=1,328, p>0,05) — Tabela 12 e Figura 13.

Tabela 12 - Tempo de grooming em segundos no campo aberto de ratos que receberam ou nao

Dia Controle
0,03 0,1 0,3
7 2,50+1,38 2,00 £1,02 0,40+ 0,40 1,60+ 1,11
14 3,80%2,74 5,60+1,79 0,60 = 0,60 4,20 + 2,27
21 0,50 +£ 0,40 1,80 £ 0,95 0,10+ 0,10 5,30+ 2,36
28 0,70 + 0,60 1,00 + 0,67 0,90 + 0,60 4,70 + 2,02

Fonte: (MAGALHAES, 2016).

p>0,05, ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni.

(controle) vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 28 dias. S&o
apresentados as médias e os respectivos erros padrao. N=10 animais por grupo

Vareniclina (mg/kg)

Em relagdo ao tempo de imobilidade, a ANOVA de duas vias com medidas

repetidas ndo apontou diferencas significantes entre os grupos em relacdo ao

tratamento (F(3,36)=0,9917, p>0,05), mas apontou diferencas significantes em

relacdo ao tempo (F(3,108)=47,47, p<0,0001), sem interacdo entre os fatores

(F(9,108)=1,293, p>0,05). O pobs-teste de Bonferroni apontou diminuicdo deste

parametro dos animais do grupo de 0,03 mg/kg no 14° dia de tratamento quando

comparados com o grupo controle (p<0,05) — Tabela 13 e Figura 13.

Tabela 13 - Tempo de imobilidade em segundos no campo aberto de ratos que receberam ou nao

Dia Controle
0,03 0,1 0,3
7 6,80 = 6,26 0,30+ 0,30 1,00 £ 0,33 0,70 £ 0,50
14 60,60 £ 9,61 19,80 + 6,88* 30,70 + 6,32 47,10 + 15,54
21 58,70+ 10,81 58,90 + 13,51 61,60 £ 11,90 61,10+ 13,74
28 79,20 £ 15,35 60,90 £ 7,74 56,30 £ 10,27 54,30 + 10,46

Fonte: (MAGALHAES, 2016).

*p<0,05, ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni.

(controle) vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 28 dias. S&o
apresentados as médias e os respectivos erros padrao. N=10 animais por grupo

Vareniclina (mg/kg)

Em relacdo a frequéncia defecagdo, a ANOVA de duas vias com medidas

repetidas nédo apontou diferencas significantes entre os grupos em relacdo ao



73

tratamento (F(3,36)=1,659, p>0,05) e ao tempo (F(3,108)=2,041, p>0,05), e ndo ha
interac&o entre os fatores (F(9,108)=0,1403, p>0,05) — Tabela 14 e Figura 13.

Tabela 14 - Frequéncia de defecacdo no campo aberto de ratos que receberam ou ndo (controle)
vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 28 dias. Sdo apresentados as
médias e os respectivos erros padrdo. N=10 animais por grupo

Vareniclina (mg/kg)

Dia Controle
0,03 0,1 0,3
7 1,00 + 0,26 1,00 + 0,50 1,80 £ 0,44 0,90+ 0,48
14 0,70+ 0,26 0,80 + 0,40 1,40+ 0,43 1,00 + 0,63
21 1,00 £ 0,42 1,00 £ 0,53 1,70 £ 0,67 1,20+ 0,44
28 1,30 £ 0,52 1,30 £ 0,37 2,40 £ 0,56 2,00+0,73

Fonte: (MAGALHAES, 2016).

p>0,05, ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni.
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Figura 13 - Atividade geral avaliada em campo aberto de ratos que receberam ou ndo (controle)
vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 28 dias. Sao apresentadas as
frequéncias de locomocéo, levantar, grooming, e defecacdo, bem como a duracdo de
grooming e imobilidade (s). Dados apresentados em médias e respectivos erros padrao.
N=10 animais por grupo
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Fonte: (MAGALHAES, 2016).

Nota: *p<0,05, **p<0,01, ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni.
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A Tabela 15 e a Figura 14 mostram os resultados dos parametros avaliados
no labirinto em cruz elevado no 28° dia de tratamento. A ANOVA de uma via néo
mostrou diferencas significantes entre 0s grupos nos seguintes parametros
avaliados: frequéncia de entrada nos bracos abertos (F(3,36)=2,503, p>0,05),
frequéncia de entrada nos bragos fechados (F(3,36)=1,440, p>0,05), tempo de
permanéncia nos bracos abertos (F(3,36)=0,8251, p>0,05), tempo de permanéncia
nos bracos fechados (F(3,36)=1,699, p>0,05),
(F(3,36)=1,408, p>0,05) e frequéncia de avaliacéao de risco (F(3,36)=1,120, p>0,05).

A ANOVA de uma via apontou diferencas significantes entre 0s grupos no

frequéncia de head-dipping

tempo de permanéncia no centro do aparato (F(3,36)=5,658, p<0,01). O pés-teste de
Dunnett mostrou que os animais dos grupos de 0,1 e de 0,3 mg/kg ficaram menos
tempo no centro do labirinto quando comparado com o grupo controle (p<0,001 e

p<0,05, respectivamente) — Tabela 15 e a Figura 19.

Tabela 15 - Parametros do comportamento no labirinto em cruz elevado de ratos que receberam ou
ndo (controle) vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 28 dias. Sao
apresentados as médias e os respectivos erros padrdo. N=10 animais por grupo

Vareniclina (mg/kg)

Parametros Controle

0,03 0,1 0,3

% Entrada BA 11,63 + 3,33 15,86 £ 5,14 5,94 + 2,56 3,63+2,22
% Entrada BF 88,36 + 3,33 87,55 + 3,49 91,29 + 3,99 96,36 + 2,22
% Tempo BA 4,80 + 2,04 2,26 + 0,90 2,54 +1,10 1,90 £ 1,46

% Tempo BF 88,13 + 2,39 92,60 + 1,50 94,75+ 1,78 93,39 +2,86

% Tempo Centro 8,46 + 0,96 4,68 + 0,99 2,02 + 0,98*** 3,97 +1,61*
Head-dipping 6,10+ 1,43 3,60 +0,52 3,80 + 0,89 4,00+ 0,84
Avaliacdo de Risco 7,60 + 1,45 11,80+ 1,98 10,10+ 1,92 9,40 + 1,03

Fonte: (MAGALHAES, 2016).
*p<0,05, ***p<0,01, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett.

Legenda: BA = bracos abertos, BF = bracos fechados.
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Figura 14 - Paradmetros do comportamento no labirinto em cruz elevado de ratos que receberam ou
ndo (controle) vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 28 dias. S&o
apresentados as médias e os respectivos erros padrao. N=10 animais por grupo
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Fonte: (MAGALHAES, 2016).
Nota: *p<0,05, ***p<0,001, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett.



77

5.3 EXPERIMENTO 3: AVALIACAO DOS EFEITOS DA EXPOSICAO
PROLONGADA A VARENICLINA NA INTERACAO SOCIAL DE RATOS

A Tabela 16 e a Figura 15 mostram os resultados da avaliagdo da interagao
social. A ANOVA de uma via mostrou diferencas significantes entre 0s grupos
(F(3,20)=3,892, p<0,05). O pobs-teste de Dunnett apontou que os animais dos grupos
de 0,1 e 0,3 mg/kg tiveram uma diminuicdo no tempo de interacdo social quando

comparados com o grupo controle (p<0,05).

Tabela 16 - Tempo de interacdo social de ratos que receberam ou n&o (controle) vareniclina (0,03;
0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 28 dias. Sdo apresentados as médias e os
respectivos erros padrdo. N=6 duplas de animais por grupo

] Vareniclina (mg/kg)
Interag&o Social Controle

0,03 0,1 0,3

Tempo (S) 136,50 + 8,89 120,67 = 11,97 99,67 + 4,33* 102,50 * 7,90*

Fonte: (MAGALHAES, 2016).
*p<0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett.

Figura 15 - Tempo de interacdo social de ratos que receberam ou ndo (controle) vareniclina (0,03;
0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 28 dias. Sdo apresentados as médias e 0s
respectivos erros padrao. N=6 duplas de animais por grupo
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Fonte: (MAGALHAES, 2016).
Nota: *p<0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett.
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5.4 EXPERIMENTO 4: AVALIACAO DOS EFEITOS DA EXPOSICAO
PROLONGADA A VARENICLINA NO COMPORTAMENTO ESTEREOTIPADO
INDUZIDO POR APOMORFINA EM RATOS

A Tabela 17 e a Figura 16 mostram os resultados da avaliagdo do
comportamento estereotipado. A ANOVA de duas vias ndo mostrou diferencas
significantes entre os grupos em relacdo ao tratamento (F(3,350)=0,04343, p>0,05),
porém ha diferencas significantes quanto ao tempo (F(7,245)=4,451, p<0,001), sem
interacdo entre os fatores (F(21,245)=1,115, p>0,05). O pés-teste de Bonferroni ndo

apontou diferencas significantes entre os grupos (p>0,05).

Tabela 17 - Comportamento estereotipado (em escore) induzido por apomorfina (0,6 mg/kg, via
subcuténea) de ratos que receberam ou nado (controle) vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3
mg/kg), por gavagem, durante 29 dias. Sdo apresentados as medianas e o0s respectivos
limites. N=nimero de animais por grupo

Vareniclina (mg/kg)

Tempo (min)  Controle (n=10) 0.03 0.1 0.3
(n=10) (n=9) (n=10)

10 1 (0-4) 1(0-4) 0(0-3) 2 (0-4)

20 1(0-4) 0 (0-4) 0 (0-2) 1(0-2)

30 0 (0-2) 1(0-4) 0 (0-4) 0 (0-4)

40 0 (0-4) 0(0-2) 0 (0-4) 0 (0-4)

50 0 (0-4) 0 (0-1) 0 (0-4) 0 (0-1)

60 0 (0-4) 0 (0-3) 1(0-2) 0 (0-1)

90 0 (0-1) 1(0-1) 0 (0-2) 0 (0-4)
120 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1)

Fonte: (MAGALHAES, 2016).

p>0,05, ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni.
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Figura 16 - Comportamento estereotipado (em escore) induzido por apomorfina (0,6 mg/kg, via
subcuténea) de ratos que receberam ou ndo (controle) vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3
mg/kg), por gavagem, durante 29 dias. Sao apresentados as medianas e seus
respectivos limites. N=9-10 animais por grupo
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Fonte: (MAGALHAES, 2016).

p>0,05, ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni.

5.5 EXPERIMENTO 5: AVALIACAO DOS EFEITOS DA EXPOSICAO
PROLONGADA A VARENICLINA EM RATOS OBSERVADOS NO LABIRINTO
DE BARNES E NA ESQUIVA PASSIVA

A Tabela 18 e a Figura 17 mostram os resultados do labirinto de Barnes. Em
relacdo ao numero de erros cometidos pelos animais, a ANOVA de duas vias com
medidas repetidas ndo apontou diferencas significantes entre os grupos em relacao
ao tratamento (F(3,36)=0,6223, p>0,05), mas mostrou diferencas significantes em
relacdo ao tempo (F(4,144)=5,075, p<0,001), sem interacdo entre os fatores
(F(12,144)=0,1527, p>0,05).

Em relacdo a laténcia para encontrar a caixa de escape, a ANOVA de duas
vias com medidas repetidas ndo mostrou diferencas significantes entre os grupos
em relacdo ao tratamento (F(3,36)=0,5621, p>0,05), mas apontou diferencas
significantes em relagéo ao tempo (F(4,144)=35,53, p<0,0001), sem interacdo entre
os fatores (F(12,144)=0,2898, p>0,05) — Tabela 18 e a Figura 22.
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Tabela 18 - Paradmetros avaliados no labirinto de Barnes de ratos que receberam ou néo (controle)
vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 28 dias. S&o apresentados as
médias e os respectivos erros padrdo. N=10 animais por grupo

Parametro %iaastde c Controle Vareniclina (mg/kg)
0,03 0,1 0,3
1 9,60 + 2,07 9,30+1,81 9,90 +2,12 8,00 + 1,87
2 8,00+ 2,12 8,20+ 1,45 8,10+ 1,29 7,80 £ 1,32
N° Erros 3 6,60 + 1,58 5,50+ 1,10 7,00 £ 1,19 4,20+ 0,80
4 5,50+ 1,00 6,40 + 1,52 6,00 + 1,67 4,70 £ 0,98
5 6,20+ 1,16 5,70+ 0,78 5,70+ 1,25 5,60+ 1,32
1 131,20+ 33,78 145,90+31,43 132,30+29,75 118,70+ 22,16
2 75,70 + 23,17 73,00 + 18,90 48,30 + 9,97 47,50+ 9,24
Laténcia (s) 3 23,90 + 3,18 40,50 + 14,19 35,80+9,31 21,50 + 3,67
4 28,70+ 9,74 43,30 + 14,98 32,20 £ 14,25 20,80+ 5,04
5 25,20 + 4,29 24,80 + 3,78 24,40 + 5,67 29,20 + 6,05

Fonte: (MAGALHAES, 2016).
p>0,05, ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni.

Figura 17 - Parametros avaliados no labirinto de Barnes de ratos que receberam ou ndo (controle)
vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 28 dias. Sao apresentados as
meédias e os respectivos erros padrdo. N=10 animais por grupo
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Fonte: (MAGALHAES, 2016).

Nota: p<0,05, ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni.
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A Tabela 19 e a Figura 18 mostram os resultados do teste de esquiva
passiva. A ANOVA de duas vias ndo apontou diferencas significantes entre 0s
grupos em relagdo ao tratamento (F(3,44)=1,201, p>0,05), porém ha diferencas
significantes quanto ao tempo (F(1,44)=197,5, p<0,0001), sem interacdo entre os
fatores (F(3,44)=1,431, p>0,05). O poGs-teste de Bonferroni ndo mostrou diferencas

significantes entre os grupos (p>0,05).

Tabela 19 - Laténcia (em segundos) para passar para o compartimento escuro no teste de esquiva
passiva de ratos que receberam ou ndo (controle) vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg),
por gavagem, durante 30 dias. Sdo apresentados as médias e o0s respectivos erros
padrdo. N=nUimero de animais por grupo

Vareniclina (mg/kg)

Dia Controle (n=6)
0,03 (n=6) 0,1 (n=7) 0,3 (n=7)
1 9,67 £ 3,70 25,00 + 8,16 35,29 + 15,23 34,43 +£7,03
2 297,50 + 2,50 218,33 +52,89 258,86 + 41,14 300,00 + 0,00

Fonte: (MAGALHAES, 2016).
p>0,05, ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni.

Figura 18 - Laténcia (em segundos) para passar para 0 compartimento escuro no teste de esquiva
passiva de ratos que receberam ou nao (controle) vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg),
por gavagem, durante 30 dias. Sdo apresentados as médias e 0s respectivos erros
padrdo. N=6-7 animais por grupo
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Fonte: (MAGALHAES, 2016).
Nota: p>0,05, ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni.
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5.6 EXPERIMENTO 6: AVALIACAO DOS NIVEIS DE NEUROTRANSMISSORES E
SEUS METABOLITOS DE RATOS EXPOSTOS AO TRATAMENTO
PROLONGADO COM VARENICLINA

As Tabelas 20 a 24 e as Figura 19 a 23 mostram o resultado da avaliagao dos
niveis de neurotransmissores e seus metabolitos nas diferentes estruturas cerebrais.
Em relacdo ao hipotdlamo, a ANOVA de uma via ndo mostrou diferencas
significantes entre 0s grupos nos seguintes analitos testados: DA (F(3,36)=1,053,
p>0,05), DOPAC (F(3,36)=1,817, p>0,05), turnover DOPAC/DA (F(3,36)=1,437,
p>0,05), 5HT (F(3,36)=0,2350, p>0,05), 5HIAA (F(3,36)=0,4394, p>0,05), turnover
5HIAA/SHT (F(3,36)=0,4250, p>0,05), aspartato (F(3,36)=0,1440, p>0,05), glutamato
(F(3,36)=0,5147, p>0,05) e GABA (F(3,36)=1,511, p>0,05).

A ANOVA de uma via apontou diferencas significantes entre 0s grupos em
relacdo aos niveis de glicina (F(3,36)=3,134, p<0,05). O poés-teste de Dunnett
mostrou que os animais dos grupos 0,03 e 0,1 mg/kg tiveram uma diminuicdo nos
niveis desse neurotransmissor quando comparados com 0s animais do grupo
controle (p<0,05) — Tabela 20 e Figura 24.



83

Tabela 20 - Analise de niveis de neurotransmissores de hipotalamo de ratos que receberam ou nao
(controle) vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 30 dias. S&o
apresentados as médias e 0s respectivos erros padrao. N=10 animais por grupo

Vareniclina (mg/kg)

Analito Controle
0,03 0,1 0,3
DA 412,63 + 37,92 369,30 + 32,01 317,60 + 49,55 401,51 + 44,46
DOPAC 52,54 + 6,20 51,40 + 4,13 55,30 + 9,48 77,30 £ 13,54
DOPAC/DA 0,15 + 0,02 0,15+ 0,01 0,20+ 0,03 0,19 + 0,02
S5HT 1614,74 +£ 108,72 1583,80 + 96,60 1498,20 + 142,88 1611,80 + 94,21
5HIAA 733,89 + 40,05 685,00 + 43,18 683,40 + 52,63 737,10 + 42,01
5HIAA/SHT 0,47 £ 0,03 0,44 + 0,02 0,47 £ 0,03 0,46 = 0,02
Aspartato 11,63+£0,94 11,89 +£0,79 11,05 +1,25 11,79+ 0,91
Glutamato 77,03+5,34 69,77 £ 4,33 74,52 + 4,49 70,79 £4,51
Glicina 19,96 + 2,65 12,90 + 1,48* 12,58 + 1,50* 14,49 + 1,86
GABA 25,64 +1,76 24,16 +1,93 23,45+ 0,87 28,24 + 2,08

Fonte: (MAGALHAES, 2016).

*p<0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett.
Legenda: DA = dopamina, DOPAC = acido 4,4-diidroxifenilacético, 5SHT = serotonina, 5SHIAA = &cido
5-hidroindol, 3-acético.
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Figura 19 - Analise de niveis de neurotransmissores de hipotdlamo de ratos que receberam ou nédo
(controle) vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 30 dias. S&o
apresentados as médias e os respectivos erros padrdo. N=10 animais por grupo
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Fonte: (MAGALHAES, 2016).

Nota: *p<0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett.
Legenda: DA = dopamina, DOPAC = acido 4,4-diidroxifenilacético, 5HT = serotonina, 5HIAA = acido
5-hidroindol, 3-acético.

Con'trole 0,03 rlng/kg 0,1 mg/kg 0,3 mg/kg

Em relacdo ao hipocampo, a ANOVA de uma via nao mostrou diferencas

significantes entre os grupos em nenhum dos analitos testados: DA (F(3,36)=0,7324,
p>0,05), DOPAC (F(3,36)=2,337, p>0,05), turnover DOPAC/DA (F(3,36)=0,9956,
p>0,05), 5HT (F(3,36)=0,2488, p>0,05), 5HIAA (F(3,36)=0,3073, p>0,05), turnover
5HIAA/SHT (F(3,36)=0,4292, p>0,05), aspartato (F(3,36)=0,4555, p>0,05), glutamato
(F(3,36)=0,6210, p>0,05), glicina (F(3,36)=0,6964, p>0,05), GABA (F(3,36)=2,331,
p>0,05) — Tabela 21 e Figura 25.
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Tabela 21- Analise de niveis de neurotransmissores de hipocampo de ratos que receberam ou nao
(controle) vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 30 dias. S&o
apresentados as médias e o0s respectivos erros padrdo. N=10 animais por grupo

Vareniclina (mg/kg)

Analito Controle
0,03 0,1 0,3
DA 35,20 + 6,50 42,40 + 11,47 33,30+ 6,07 26,92 + 3,43
DOPAC 13,50 £ 2,72 16,90 £ 2,58 14,30 £ 2,20 8,41 +1,69
DOPAC/DA 0,38 £ 0,07 0,73+0,32 0,52+0,13 0,33+ 0,07
S5HT 806,10 + 52,26 849,00 = 60,80 860,20 + 39,48 857,20 + 46,58
5HIAA 623,00 + 34,79 636,30 + 40,70 661,50 + 25,00 621,60 + 30,99
5HIAA/SHT 0,78 £ 0,03 0,76 £ 0,03 0,78 £ 0,04 0,73 +0,03
Aspartato 10,47 £ 0,88 108,27 £ 8,22 10,56 £ 0,99 9,22+1,14
Glutamato 111,39+ 7,38 108,27 + 8,22 106,20 + 4,80 99,40 + 4,58
Glicina 12,50 + 1,46 10,93 £ 1,69 9,42+1,18 11,84 + 1,97
GABA 37,05 + 3,08 33,76 £2,50 34,26 +£1,80 28,34 +1,95

Fonte: (MAGALHAES, 2016).

p>0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett.
Legenda: DA = dopamina, DOPAC = acido 4,4-diidroxifenilacético, 5SHT = serotonina, 5SHIAA = &cido

5-hidroindol, 3-acético.
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Figura 20 - Analise de niveis de neurotransmissores de hipocampo de ratos que receberam ou ndo
(controle) vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 30 dias. S&o
apresentados as médias e os respectivos erros padrao. N=10 animais por grupo

DA DOPAC Turnover DOPAC/DA
60 25 15
20
8 3 T 3
S 40 kS, 5 10
L. C L.
i) [} @
hel hel 10 he)
o o
3 20 ES 2 o5
5 [=
. - 0 T T 0.0 T T
Controle 0,03 mg/kg 0,1 mg/kg 0,3 mg/kg Controle 0,03 mg/kg 0,1 mg/kg 0,3 mg/kg Controle 0,03 mg/kg 0,1 mg/kg 0,3 mglkg
SHT SHIAA Turnover SHIAA/SHT
1000 800 1.0
T
8004 —— ==
s s 600 3 08 I
3 600 3 S os
= = (=
8 g 400 o
o 40 4 o 04
o o o
S 200 S 200 < 02
0 0 0.0

Con‘trole 0,03 rlng/kg 0,1 mg/kg 0,3 mg/kg

Controle 0,03 mg/kg 0,1 mg/kg 0,3 mg/kg Controle 0,03 mg/kg 0,1 mg/kg 0,3 mg/kg

Aspartato Glutamato
15 150

100

ng/g de Tecido
ng/g de Tecido

0

T T T T
Controle 0,03 mg/kg 0,1 mg/kg 0,3 mg/kg Controle 0,03 mg/kg 0,1 mg/kg 0,3 mg/kg

Glicina GABA
15 50

407 T
30

10

20

ng/g de Tecido
ng/g de Tecido

10

0

0

. ; . T
Controle 0,03 mg/kg 0,1 mg/kg 0,3 mglkg Controle 0,03 mg/kg 0,1 mg/kg 0,3 mg/kg

Fonte: (MAGALHAES, 2016).

Nota: p>0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett.
Legenda: DA = dopamina, DOPAC = acido 4,4-diidroxifenilacético, SHT = serotonina, 5HIAA = acido
5-hidroindol, 3-acético.

Em relacéo ao corpo estriado, a ANOVA de uma via ndo mostrou diferencas
significantes entre 0s grupos nos seguintes analitos testados: DA (F(3,36)=0,7457,
p>0,05), DOPAC (F(3,36)=1,071, p>0,05), turnover DOPAC/DA (F(3,36)=1,870,
p>0,05), HVA (F(3,36)=0,7047, p>0,05), turnover HVA/DA (F(3,36)=0,8384, p>0,05),
5HT (F(3,36)=0,7794, p>0,05), S5HIAA (F(3,36)=0,7125, p>0,05), turnover
5HIAA/SHT (F(3,36)=0,2194, p>0,05), aspartato (F(3,36)=2,424, p>0,05), glicina
(F(3,36)=0,8167, p>0,05) e GABA (F(3,36)=2,244, p>0,05) — Tabela 22 e Figura 26.
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A ANOVA de uma via apontou diferencas significantes entre 0s grupos em
relacdo aos niveis de glutamato (F(3,36)=3,106, p<0,05). O poOs-teste de Dunnett
mostrou que os animais dos grupos 0,03 tiveram aumento nos niveis desse
neurotransmissor quando comparados com 0s animais do grupo controle (p<0,05) —
Tabela 22 e Figura 21.

Tabela 22 - Andlise de niveis de neurotransmissores de corpo estriado de ratos que receberam ou

ndo (controle) vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 30 dias. Sdo
apresentados as médias e 0s respectivos erros padrdao. N=10 animais por grupo

Vareniclina (mg/kg)

Analito Controle
0,03 0,1 0,3
DA 5994,40 + 646,59  5628,40 + 255,37 5396,10 + 674,04  6432,00 + 400,37
DOPAC 964,50 + 103,37 866,90 +39,00 908,10 + 107,76  1064,70 + 59,95
DOPAC/DA 0,16 + 0,01 0,15 + 0,01 0,17 +0,01 0,17 + 0,01
HVA 438,50 + 68,91 439,30 + 42,48 409,60 +77,74 530,80 + 56,15
HVA/DA 0,07 £ 0,01 0,08 + 0,01 0,07 + 0,01 0,08 + 0,01
SHT 1157,10 £ 43,62  1112,10+69,31  1053,10+ 64,72  1056,10 + 42,34
SHIAA 967,10 + 34,54 924,50 + 33,48 907,30 + 48,06 898,20 + 24,91
SHIAA/SHT 0,84 + 0,02 0,85 + 0,03 0,87 + 0,04 0,86 + 0,04
Aspartato 5,96 + 0,78 8,72 + 0,69 7,30 + 0,66 8,30 + 0,98
Glutamato 56,04 + 2,80 75,60 + 5,27* 68,56 + 4,86 72,06 + 5,85
Glicina 8,75+ 1,64 11,27 + 0,99 10,36 + 1,24 11,04 +1,05
GABA 26,59 + 1,39 31,73+1,76 30,71 +1,85 28,27 +1,12

Fonte: (MAGALHAES, 2016).
*p<0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett.

Legenda: DA = dopamina, DOPAC = &cido 4,4-diidroxifenilacético, HVA = acido 5-hidroxindolacético,

5HT = serotonina, 5HIAA = &acido 5-hidroindol, 3-acético.
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Figura 21 - Analise de niveis de neurotransmissores de corpo estriado de ratos que receberam ou
ndo (controle) vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 30 dias. S&o
apresentados as médias e os respectivos erros padrao. N=10 animais por grupo
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Fonte: (MAGALHAES, 2016).

Nota: *p<0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett.
Legenda: DA = dopamina, DOPAC = acido 4,4-diidroxifenilacético, HVA = acido 5-hidroxindolacético,
5HT = serotonina, 5HIAA = acido 5-hidroindol, 3-acético.

Em relagdo ao cortex, a ANOVA de uma via ndo mostrou diferencas
significantes entre 0s grupos nos seguintes analitos testados: DOPAC
(F(3,36)=1,427, p>0,05), turnover DOPAC/DA (F(3,36)=0,9844, p>0,05), HVA
(F(3,36)=2,813, p>0,05), turnover HVA/DA (F(3,36)=1,068, p>0,05), B5HT
(F(3,36)=0,3766, p>0,05), SHIAA (F(3,36)=2,406, p>0,05), turnover SHIAA/SHT
(F(3,36)=1,346, p>0,05), aspartato (F(3,36)=0,2657, p>0,05), glutamato
(F(3,36)=0,9412, p>0,05), glicina (F(3,36)=2,257, p>0,05) e GABA (F(3,36)=0,3035,
p>0,05) — Tabela 23 e Figura 27.
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A ANOVA de uma via apontou diferencas significantes entre 0s grupos em
relacdo aos niveis de DA (F(3,36)=2,525, p<0,05). O pés-teste de Dunnett mostrou
gue os animais dos grupos 0,03 tiveram aumento nos niveis desse neurotransmissor
gquando comparados com o0s animais do grupo controle (p<0,05) — Tabela 23 e

Figura 27.

Tabela 23 - Analise de niveis de neurotransmissores de coértex de ratos que receberam ou nao
(controle) vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 30 dias. Sao
apresentados as médias e 0s respectivos erros padrdao. N=10 animais por grupo

Vareniclina (mg/kg)

Analito Controle
0,03 0,1 0,3
DA 70,27 + 11,46 65,00 + 3,85 57,11 6,12 70,63 + 4,74*
DOPAC 19,72 + 3,45 24,89 + 2,06 25,56 + 4,39 29,25 + 5,23
DOPAC/DA 0,29 + 0,04 0,35 + 0,03 0,44 + 0,05 0,41 + 0,06
HVA 15,13 + 1,00 14,55 + 2,43 14,78 + 1,53 23,38 +4,01
HVA/DA 0,26 + 0,03 0,26 + 0,05 0,26 + 0,03 0,36 + 0,08
SHT 1382,00 £ 71,94  1337,89+99,62  1244,00 + 126,45 1377,25 + 121,84
SHIAA 486,92 + 30,41 461,44 + 24,48 456,11 + 39,45 558,63 + 25,04
SHIAA/SHT 0,36 + 0,04 0,36 + 0,02 0,38 + 0,02 0,43 + 0,03
Aspartato 12,22 +0,91 13,76 + 1,33 13,30 + 1,43 12,93 + 1,32
Glutamato 121,68 + 4,74 106,38 + 8,36 117,61 + 12,99 104,57 + 6,12
Glicina 17,92 + 1,12 11,24 + 1,52 12,47 + 2,64 13,60 + 2,11
GABA 32,19 + 2,58 33,42 +2,16 30,44 + 2,83 30,83 + 2,25

Fonte: (MAGALHAES, 2016).

*p<0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett.
Legenda: DA = dopamina, DOPAC = acido 4,4-diidroxifenilacético, HVA = acido 5-hidroxindolacético,
5HT = serotonina, 5HIAA = 4cido 5-hidroindol, 3-acético.
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Figura 22 - Andlise de niveis de neurotransmissores de cortex de ratos que receberam ou néo
(controle) vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 30 dias. S&o
apresentados as médias e os respectivos erros padrao. N=10 animais por grupo
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Fonte: (MAGALHAES, 2016).

Nota: *p<0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett.
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Legenda: DA = dopamina, DOPAC = &cido 4,4-diidroxifenilacético, HVA = acido 5-hidroxindolacético,
5HT = serotonina, 5HIAA = acido 5-hidroindol, 3-acético.

Em relacdo ao cerebelo, a ANOVA de uma via ndo mostrou diferencas

significantes entre os grupos em nenhum dos analitos testados: DA (F(3,36)=1,774,

p>0,05), DOPAC (F(3,36)=2,812, p>0,05),

turnover DOPAC/DA (F(3,36)=1,281,

p>0,05), 5HT (F(3,36)=0,2993, p>0,05), 5HIAA (F(3,36)=2,598, p>0,05), turnover
5HIAA/SHT (F(3,36)=2,558, p>0,05), aspartato (F(3,36)=1,194, p>0,05), glutamato
(F(3,36)=0,1364, p>0,05), glicina (F(3,36)=1,178, p>0,05), GABA (F(3,36)=0,7844,

p>0,05) — Tabela 24 e Figura 23.
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Tabela 24 - Analise de niveis de neurotransmissores de cerebelo de ratos que receberam ou nao
(controle) vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 30 dias. S&o
apresentados as médias e os respectivos erros padrdo. N=10 animais por grupo

Vareniclina (mg/kg)

Analito Controle
0,03 0,1 0,3
DA 15,20 + 0,47 15,50 + 0,65 15,30 + 1,05 17,80 + 1,31
DOPAC 6,37 + 0,62 7,00 +1,15 6,50 + 0,76 10,20 + 1,92
DOPAC/DA 0,47 0,07 0,45 + 0,08 0,43 + 0,05 0,56 + 0,08
SHT 157,20 + 11,52 163,50 + 14,90 157,20 + 14,81 146,40 + 10,00
SHIAA 59,50 + 22,57 28,80 + 11,13 13,20 + 2,12 19,00 + 4,04
SHIAA/SHT 0,32 0,10 0,16 + 0,06 0,09 + 0,01 0,14 + 0,03
Aspartato 11,81+ 1,30 15,59 + 1,02 14,66 + 1,61 14,05 + 1,83
Glutamato 143,20 + 7,51 152,65 + 10,90 151,71 + 11,45 149,93 + 15,07
Glicina 26,05 + 1,83 25,35+ 1,75 25,75 + 2,74 20,95 + 2,37
GABA 34,01 + 2,36 38,60 + 3,47 38,79 3,21 34,79 + 1,99

Fonte: (MAGALHAES, 2016).

p>0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett.
Legenda: DA = dopamina, DOPAC = acido 4,4-diidroxifenilacético, 5SHT = serotonina, 5SHIAA = &cido

5-hidroindol, 3-acético.
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Figura 23 - Andlise de niveis de neurotransmissores de cerebelo de ratos que receberam ou ndo
(controle) vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 30 dias. S&o
apresentados as médias e os respectivos erros padrao. N=10 animais por grupo
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Fonte: (MAGALHAES, 2016).

Nota: p>0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett.
Legenda: DA = dopamina, DOPAC = acido 4,4-diidroxifenilacético, 5SHT = serotonina, 5SHIAA = acido
5-hidroindol, 3-acético.

5.7 EXPERIMENTO 7: AVALIACAO DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS,
BIOQUIMICOS SERICOS E DE URINA DE RATOS EXPOSTOS AO
TRATAMENTO PROLONGADO COM VARENICLINA

A Tabela 25 e a Figura 24 mostram os resultados dos parametros avaliados
no hemograma, realizado no 30° dia de tratamento dos animais. A ANOVA de uma

via ndo mostrou diferencas significantes entre 0os grupos em nenhum dos
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parametros avaliados: células brancas (WBC) (F(3,31)=1,293, p>0,05), células
vermelhas (RBC) (F(3,31)=0,1246, p>0,05), hemoglobina (HGB) (F(3,31)=0,4841,
p>0,05), hematécrito (HCT) (F(3,31)=0,5555, p>0,05), volume corpuscular médio
(MCV) (F(3,31)=1,903, p>0,05), hemoglobina corpuscular média (MCH)
(F(3,31)=0,5381, p>0,05), concentragdo de hemoglobina corpuscular média (MCHC)
(F(3,31)=1,307, p>0,05) e plaquetas (PLT) (F(3,31)=0,8081, p>0,05).

Tabela 25 - Pardmetros avaliados no hemograma de ratos que receberam ou ndo (controle)
vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 30 dias. Sdo apresentados as
médias e os respectivos erros padrdo. N=nimero de animais por grupo

Vareniclina (mg/kg)

Parametros Controle (n=8)

0,03 (n=10) 0,1 (n=9) 0,3 (n=8)

WBC (x10%/uL) 6,71+ 0,69 8,64 + 0,90 6,88 £ 0,71 8,13+ 0,99
RBC (x10¥/uL) 9,67 +0,18 9,79 + 0,32 9,48 + 0,58 9,64 + 0,24
HGB (g/dL) 19,14 + 0,51 19,78 + 0,70 18,69 +123  20,01+0,81
HCT (%) 51,98 + 1,01 53,39 + 1,53 50,20+2,91 51,16+ 1,24
MCV (fL) 53,80 + 0,22 53,99 + 0,33 5328+0,39 53,05 0,28
MCH (pg) 19,79+ 0,18 19,97 + 0,18 19,67 + 0,20 19,89 + 0,16
MCHC (g/dL) 36,80 + 0,35 36,99 + 0,25 37,08+0,36  37,61+0,17

PLT (x10%pL) 965,13 + 31,28 848,70 + 44,24 902,44 + 78,51 888,50 = 44,01

Fonte: (MAGALHAES, 2016).

p>0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey.

Legenda: WBC = células brancas, RBC = células vermelhas, HGB = hemoglobina, HCT
hematécrito, MCV = volume corpuscular médio, MCH = hemoglobina corpuscular média, MCHC
concentracdo de hemoglobina corpuscular média e PLT = plaquetas.
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Figura 24 - Parédmetros avaliados no hemograma de ratos que receberam ou n&o (controle)
vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 30 dias. S&o apresentados as
médias e os respectivos erros padrdo. N=8-10 animais por grupo
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Fonte: (MAGALHAES, 2016).

Nota: p>0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey.

Legenda: WBC = células brancas, RBC = células vermelhas, HGB = hemoglobina, HCT
hematocrito, MCV = volume corpuscular médio, MCH = hemoglobina corpuscular média, MCHC
concentracao de hemoglobina corpuscular média e PLT = plaquetas.

A Tabela 26 e a Figura 25 mostram os resultados dos parametros avaliados
na bioquimica sanguinea sérica, realizada no 30° dia de tratamento dos animais. A
ANOVA de uma via ndo mostrou diferencas significantes entre os grupos nos
seguintes parametros testados: albumina (F(3,36)=0,5517, p>0,05), AST
(F(3,36)=2,307, p>0,05), glicose (F(3,36)=2,739, p>0,05), -colesterol total
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(F(3,36)=1,791, p>0,05), HDL (F(3,36)=1,755, p>0,05), triglicérides (F(3,36)=0,4460,
p>0,05) e creatinina (F(3,36)=0,9366, p>0,05).

A ANOVA de uma via apontou diferencas significantes entre os grupos em
relacéo seguintes parametros: ALT (F(3,36)=3,513, p<0,05), FAL
(F(3,36)=5,178, p<0,01), GGT (F(3,36)=3,565, p<0,05), proteina total
(F(3,36)=3,183, p<0,05) e uréia (F(3,36)=5,889, p<0,01). O pobs-teste de Dunnett

mostrou que os animais do grupo 0,1 mg/kg tiveram diminuicdo nos niveis de ALT

aos

(p<0,05), FAL (p<0,01), proteina total (p<0,05) e ureia (p<0,05) e os animais do
grupo 0,3 mg/kg tiveram diminuicdo dos niveis de FAL (p<0,05) e ureia (p<0,05)

guando comparados ao grupo controle — Tabela 26 e Figura 30.

Tabela 26 - Pardmetros avaliados na bioquimica sérica de ratos que receberam ou n&o (controle)
vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 30 dias. Sado apresentados as
médias e os respectivos erros padrdo. N=10 animais por grupo

Vareniclina (mg/kg)

Parametros Controle
0,03 0,1 0,3
Albumina (g/dL) 2,87 +0,18 2,67 +£0,22 2,60+0,18 2,60+0,12
ALT (U/L) 51,85+ 4,01 49,60 * 4,89 36,53 + 2,03* 41,91 + 3,55
AST (U/L) 167,22 + 10,69 167,25+ 27,92 111,43 + 8,88* 128,86 + 19,92*
FAL (U/L) 480,23 + 46,19 426,01 £+28,54 321,12 +21,88* 347,12 + 26,17*
GGT (U/L) 2,89 +0,85 2,20+ 0,77 5,63 + 0,65 3,90 + 0,84
PT (g/dL) 6,75+ 0,25 5,89 + 0,26 5,52 + 0,28* 6,08 + 0,36
Glicose (mg/dL) 286,82 + 16,85 329,86 +10,28 282,68 + 10,24 296,97 £ 13,15
Col.Total (mg/dL) 34,15+ 1,66 31,49+ 1,49 29,23 +1,87 36,92 + 4,03
HDL (mg/dL) 10,41 £1,10 8,20 + 0,87 7,58 + 0,86 8,39+ 0,84
TRI (mg/dL) 82,91 +£9,05 81,29 + 12,07 70,66 + 7,82 71,26 £9,30
Creatinina (mg/dL) 0,65+ 0,03 0,70+ 0,03 0,66 + 0,02 0,63+ 0,03
Ureia (U/L) 54,30 + 1,43 55,92 + 1,36 47,37 + 2,24* 48,00 £ 1,98*

Fonte: (MAGALHAES, 2016).

*p<0,05, **p<0,01, ANOVA de uma via seguida de teste de Dunnett

Legenda: ALT = alanina aminotransferase, AST = aspartato transaminase, FAL = fosfatase alcalina,
GGT = gama glutamil transpeptidase, PT = proteina total, HDL = High Density Lipoproteins, TRI =
triglicérides.
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Figura 25 - Parametros avaliados na bioquimica sérica de ratos que receberam ou ndo (controle)
vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 30 dias. S&o apresentados as
médias e os respectivos erros padrdo. N=10 animais por grupo
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Fonte: (MAGALHAES, 2016).

Nota: *p<0,05, **p<0,01, ANOVA de uma via seguida de teste de Dunnett
Legenda: ALT = alanina aminotransferase, AST = aspartato transaminase, FAL = fosfatase alcalina,
GGT = gama glutamil transpeptidase, HDL = High Density Lipoproteins.

A Tabela 27 e a Figura 26 mostram os resultados dos parametros avaliados
na analise de urina, realizado no 30° dia de tratamento dos animais. A andlise de
variancia nao paramétrica (Kruskal-Wallis) ndo apontou diferencas significantes
entre os grupos (p>0,05), exceto para a glicose (KW=18,36, p<0,0004) que se
mostrou aumentada no grupo 0,01 mg/kg em relacdo ao grupo controle. O teste de
contingéncia empregado para avaliar a presenca de nitrito também ndo apontou
diferenca significante entre os grupos (Qui-quadrado=2,222, df=3, p>0,05).
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Tabela 27 - Parametros avaliados na andlise de urina de ratos que receberam ou nado (controle)
vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 30 dias. Sdo apresentados as
medianas e 0s respectivos limites, exceto para o nitrito que é apresentada a relagao
presenca/auséncia. N=10 animais por grupo

Vareniclina (mg/kg)

Parametros Controle

0,03 0,1 0,3
Bilirubina 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)
Urobilinogénio 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)
Cetonas 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)
Ac. Ascérbico 1(1-2) 1(1-3) 1(1-2) 1(1-3)
Glicose 1(1-3) 1 (1-2) 4 (1-5)** 1(1-2)
Proteina 2 (1-5) 2 (2-3) 2 (1-4) 3(1-4)
Sangue 1(1-2) 1(1-2) 1(1-4) 1(1-4)
pH 7 (5-8) 7 (6-8) 6 (6-8) 7 (6-8)

Nitrito 8/2 10/0 9/1 9/1
Leucdcitos 1(1-2) 1(1-3) 2 (1-4) 1(1-3)

Densidade 1010 (1005-1030) 1005 (1005-1010) 1008 (1005-1010) 1005 (1005-1010)

Fonte: (MAGALHAES, 2016).
**p>0,01, andlise de variancia ndo paramétrica (Kruskal-Wallis) seguida de teste de Dunn’s e para o
nitrito empregou-se o teste de contingéncia.
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Figura 26 - Parametros avaliados na analise de urina de ratos que receberam ou ndo (controle)
vareniclina (0,03; 0,1 ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 30 dias Sao apresentados as
medianas e 0s respectivos limites, exceto para o nitrito que é apresentada a relagao
presenca/auséncia. N=10 animais por grupo
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Fonte: (MAGALHAES, 2016).

Nota: **p>0,01, analise de variancia ndo paramétrica (Kruskal-Wallis) seguida de teste de Dunn’s e
para o nitrito empregou-se o teste de contingéncia.

5.8 EXPERIMENTO 8: AVALIACAO ANATOMOPATOLOGICA E
HISTOPATOLOGICA DE ORGAOS DE RATOS EXPOSTOS AO TRATAMENTO
PROLONGADO COM VARENICLINA

A Tabela 28 e a Figura 27 mostram o peso relativo dos 6rgdos. A analise de
variancia ndo paramétrica (Kruskal-Wallis) ndo apontou diferencas significantes
entre os grupos (p>0,05) em nenhum dos parametros analisados.
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Tabela 28 - Peso relativo dos 6rgaos de ratos que receberam ou ndo (controle) vareniclina (0,03; 0,1
ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 30 dias. S&o apresentados as médias e o0s
respectivos erros padrao. N=10 animais por grupo

Orgao

Controle

Vareniclina (mg/kg)

0,03

0,1

0,3

Rins
Adrenais
Coracao
Pulmdes
Figado

Bago

0,5449 + 0,0172
0,0150 + 0,0018
0,3454 + 0,0148
0,5219 + 0,0320
2,9786 + 0,0581

0,2428 + 0,0075

0,6184 + 0,0411
0,0166 + 0,0019
0,3341 + 0,0088
0,5303 + 0,0217
2,8721 + 0,0550

0,2431 + 0,0093

0,5379 +0,0121
0,0161 + 0,0021
0,3213 + 0,0109
0,5109 + 0,0187
2,7400 + 0,0426

0,2516 + 0,0092

0,5522 + 0,0186
0,0199 + 0,0010
0,3650 + 0,0290
0,4945 + 0,0261
2,8181 + 0,1005

0,2467 + 0,0078

Fonte: (MAGALHLAES, 2016).

p>0,05, andlise de variancia ndo paramétrica (Kruskal-Wallis) seguida de teste de Dunn’s.

Figura 27 -

Peso relativo dos 6rgéos de ratos que receberam ou ndo (controle) vareniclina (0,03; 0,1

ou 0,3 mg/kg), por gavagem, durante 30 dias. Sdo apresentados as médias e os

respectivos erros padrao. N=10 animais por grupo
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Fonte: (MAGALHAES, 2016).

Nota: p>0,05, Analise de variancia ndo paramétrica (Kruskal-Wallis).
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Nas avaliacbes anatomopatolégica e histopatoldgica, de modo geral, nédo

foram observadas alteracfes dignas de nota entre 0s grupos.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo foi empregada a dose terapéutica de vareniclina
empregada no ser humano (0,03 mg/kg) e multiplos dessa dose (0,1 e 0,3 mg/kg),
bem como a via de administracdo oral (gavagem). Isso foi feito de acordo com 0s
protocolos para avaliacdo de toxicidade que preconizam o emprego de pelo menos
trés doses diferentes e a via de administracdo que o individuo estara exposto em
condigbes naturais (OECD, 2008; RIGHI; SPINOSA; PALERMO-NETO, 2008).
Esses protocolos sugerem também que sejam avaliados o consumo de agua e de
racao, bem como o ganho de peso dos animais.

O consumo de agua e de racdo, bem como o ganho de peso dos animais
avaliados semanalmente durante todo o tratamento prolongado com vareniclina nao
se mostraram alterados, indicando auséncia de toxicidade nas doses empregadas
no presente estudo.

Neste trabalho foram avaliados os efeitos da administracdo de vareniclina no
comportamento de ratos utilizando diferentes modelos comportamentais, a fim de
determinar os efeitos dessa substancia no sistema nervoso central. O teste do
campo aberto foi empregado para avaliar a atividade motora, emocionalidade e
ansiedade dos animais; os testes de labirinto em cruz elevado e interacdo social
foram utilizados para avaliar ansiedade; o teste de comportamento estereotipado foi
usado para avaliar a integridade do sistema dopaminérgico; e os testes de labirinto
de Barnes e esquiva passiva foram empregados para avaliar aprendizado-memoria.

O teste do campo aberto foi desenvolvido por Calvin Hall em 1934 (HALL,
1934) e foi introduzido no Brasil por Masur em 1970 (CARLINI; MENDES, 2011). Hall
utilizou a quantidade de bolos fecais eliminada pelo rato no campo aberto como
indicativo de emocionalidade (CARLINI; MENDES, 2011). Atualmente, esse teste é
utilizado em grande namero de espécies de invertebrados, aves e mamiferos, como,
por exemplo, roedores, suinos, coelhos, equinos e primatas (CHOLERIS et al., 2001;
PRUT; BELZUNG, 2003).

Inicialmente, o campo aberto foi proposto como um teste para medir
emocionalidade dos animais, mas atualmente ele é utilizado para as mais diversas
finalidades, como medir a atividade locomotora, a hiperatividade, 0 comportamento

exploratorio e a ansiedade, sendo um dos testes comportamentais mais utilizados
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7

(HABR et al., 2011). A ansiedade no campo aberto € um comportamento
desencadeado por dois fatores: o isolamento e a agorafobia (medo de espacos
abertos), o que torna esse teste ideal para roedores, que sdo animais sociaveis e
possuem medo inato de espacos abertos (BOURIN et al., 2003).

O campo aberto originalmente era utilizado para estudos psicolégicos de
comportamento animal, e, atualmente, seu uso foi expandido para outras areas do
conhecimento, como a neurociéncia e a farmacologia; em estudos farmacolégicos,
0s animais séo colocados na arena do campo aberto e sdo avaliados os efeitos de
farmacos sobre a duracdo e a frequéncia de alguns parametros comportamentais,
como locomocéo, levantar, higiene (grooming) e sono (CHOLERIS et al., 2001).

Neste trabalho foram avaliados os seguintes parametros: frequéncia de
locomocédo, frequéncia de levantar, frequéncia e tempo de grooming, tempo de
imobilidade e frequéncia de defecacéo do rato.

A locomocgéo e o levantar sdo parametros relacionados com o comportamento
exploratério do animal; quando estdo aumentados podem indicar maior atividade
geral e menor grau de emocionalidade do animal. O grooming também €& um
parametro relacionado com a emocionalidade, sendo expresso em situagdes em que
o animal ndo esta com medo (VALLE, 1971). A imobilidade é um parametro que
reflete alto grau de ansiedade e medo do animal. Assim, quanto mais tempo o rato
permanece imoével, maior o grau de ansiedade (BERNARDI; PALERMO-NETO,
1980). A defecacdo também é utilizada como um indicativo de emocionalidade
(WALSH; CUMMINS, 1976).

A administracdo de dose Unica de vareniclina em ratos observados no campo
aberto causou poucas alteracdes. Observou-se aumento da frequéncia de
locomocédo do grupo de maior dose as 6 horas e diminui¢do do tempo de imobilidade
nas doses de 0,1 (2, 4 e 6 horas) e 0,3 mg/kg (4, 6 e 72 horas). Esses dados
indicam leve aumento da atividade geral no campo aberto dos animais que
receberam as maiores doses, provavelmente em fungdo do pico plasmatico de
vareniclina, uma vez que se sabe que ocorre ao redor de 3 a 4 horas (FAESSEL;
BURSTEIN; TROUTMAN, 2008).

A administragéo prolongada de vareniclina também causou poucas altera¢des
nos parametros observados no campo aberto, de forma semelhante ao observado

guando administrada em dose Unica.
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A ansiedade é uma resposta adaptativa a situagcbes ameacadoras ou
perigosas causada por diferentes alteragdes neuroquimicas no organismo (JUDD;
BURROWS; NORMAN, 1985). Atualmente, existem diversos modelos animais
desenvolvidos para avaliar ansiedade; cada um desses modelos avalia essa
resposta causada por mecanismos diferentes (FILE; ZANGROSSI JR.; ANDREWS,
1993).

O labirinto em cruz elevado é um teste amplamente utilizado para estudar a
ansiedade de roedores (PELLOW et al.,, 1985). Ele foi proposto por Handley e
Mithani, na década de 1980, a partir das observacdes feitas por Montgomery, na
década de 1950, de que ambientes novos causam simultaneamente curiosidade e
medo nos animais, e que roedores possuem aversdo natural a espacos abertos,
bem iluminados e altos (BERTOGLIO; CAROBREZ, 2000; ANDRADE et al., 2003;
KUMAR; BHAT; KUMAR, 2013; ACEVEDO et al., 2014). Além disso, os roedores
nao conseguem realizar o comportamento de tigmotaxia (tendéncia de fazer contato
das vibrissas com superficies verticais), o que contribui para 0 medo do animal aos
bracos abertos do labirinto (CRUZ; FREI; GRAEFF, 1994).

Atualmente, o labirinto em cruz elevado é muito empregado para avaliar o
efeito de farmacos na ansiedade dos roedores (ACEVEDO et al., 2014). Pellow et al.
(1985) mostraram que farmacos ansioliticos fazem com que os animais aumentem a
exploracdo dos bracos abertos do labirinto, indicando diminui¢cdo na ansiedade dos
animais. Ja farmacos ansiogénicos aumentam o tempo em que 0s animais ficam nos
bragos fechados do labirinto, indicativo de ansiedade (HO; EICHENDORFF,;
SCHWARTING, 2002; BORTA; SCHWARTING, 2005).

No presente estudo a vareniclina administrada prolongadamente néo interferiu
nos parametros avaliados no labirinto em cruz elevado, exceto no tempo de
permanéncia no centro do aparato em ratos dos grupos de 0,1 e 0,3 mg/kg, que
permaneceram menos tempo nesse local, quando comparados com os animais do
grupo controle. Esses achados sugerem auséncia de efeitos
ansioliticos/ansiogénicos da vareniclina no labirinto em cruz elevado.

A interacdo social é outro teste também utilizado para medir a ansiedade dos
animais. Ele foi criado por File e Hyde em 1978 e utiliza um comportamento natural
dos roedores como método de medida (FILE; SETH, 2003). Esse teste parte da

premissa de que o comportamento social dos animais é incompativel com aumento
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de ansiedade. Desse modo, 0 aumento da ansiedade diminui o tempo de interagéao
social com outro animal (LAPIZ-BLUHM et al., 1999).

Neste trabalho a exposicdo prolongada a vareniclina foi capaz de reduzir o
tempo de interacéo social dos ratos dos grupos de 0,1 e 0,3 mg/kg, em comparacao
com o0s animais do grupo controle. Esse resultado indica que a vareniclina possui
efeito ansiogénico, quando se considera o teste de interagao social.

A estereotipia consiste em movimentos repetidos sem finalidade aparente,
como cheirar, lamber e morder, mediados pela ativacdo do sistema dopaminérgico
(CARLINI; MENDES, 2011). Este comportamento é utilizado para estudos de
farmacologia comportamental como forma de avaliar a integridade do sistema
dopaminérgico do animal (TIEPPO; FELICIO; NASELLO, 2001). A apomorfina € um
agonista dopaminérgico utilizado para induzir este comportamento (ESTRELLA;
BREGONZIO; CABRERA, 2002).

As diferentes manifestagbes do comportamento estereotipado que o0s
roedores apresentam sado resultado da ativacdo do sistema dopaminérgico em
diferentes areas cerebrais; o comportamento de cheirar, por exemplo, se deve
predominantemente a ativacdo do sistema dopaminérgico mesolimbico, enquanto os
comportamentos de lamber e roer se devem a ativacdo do sistema dopaminérgico
nigro-estriatal (SURMANN; HAVEMANN-REINECKE, 1995; ESTRELLA;
BREGONZIO; CABRERA, 2002).

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que o0s animais
tratados por periodo prolongado com vareniclina ndo apresentaram alteracées neste
comportamento induzido pela apomorfina, indicando que a vareniclina
aparentemente néao interfere com a funcao do sistema dopaminérgico central.

Outro comportamento avaliado neste trabalho foi o aprendizado-memoaria dos
animais. Diversos neurotransmissores estdo envolvidos no processo de
aprendizado-memoria, dentre eles a acetilcolina e o GABA. O sistema colinérgico
possui papel importante no aprendizado-memoria, principalmente, associado as
regibes do hipocampo, da amidala e do corpo estriado (GOLD, 2003). Assim,
antagonistas colinérgicos sao utilizados para induzir amnésia em seres humanos e
em animais, enquanto agonistas colinérgicos possuem efeito benéfico na memoria
(BARATTI; BOCCIA; BLAKE, 2009). A vareniclina, por ser um agonista parcial dos

receptores colinérgicos, poderia promover algum efeito benéfico na meméria.
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Outra hipotese é de que a vareniclina poderia atuar no aprendizado-memoéria
via GABA, uma vez que os receptores colinérgicos nicotinicos estdo presentes em
grande quantidade em neurdnios GABAérgicos do hipocampo e do cortex pré-
frontal; a ligacdo da vareniclina com os receptores nicotinicos causaria aumento da
liberacdo de GABA nessas estruturas cerebrais importantes para o aprendizado-
memoria (BIRD; BURGESS, 2008; SON; WINZER-SERHAN, 2008; DUBOIS et al.,
2013).

No presente trabalho foram utilizados dois testes para avaliar aprendizado-
memodria: o labirinto de Barnes e a esquiva passiva. O labirinto de Barnes € um teste
que foi desenvolvido por Carol Barnes em 1979 utilizado para avaliar memoria
(BARNES, 1979). Esse teste se baseia na habilidade do animal em aprender e
lembrar a localizacdo da caixa escape, utilizando as dicas visuais. No presente
estudo este labirinto foi empregado visando avaliar se a administracdo prolongada
de vareniclina seria capaz de alterar a memoéria espacial dos animais. Os resultados
observados mostraram auséncia de alteracdes significantes tanto no nuimero de
erros, quanto na laténcia para achar a caixa escape. Isso indica, que a exposicdo a
vareniclina ndo interferiu na memaria espacial dos animais.

O teste de esquiva passiva é empregado para avaliar a memoéria de curto
prazo de ratos associada a eventos emocionais, como evitar a entrada num
ambiente escuro para fugir do choque elétrico nas patas (CARLINI; MENDES,
2011UKAI; WATANABI; KAMEYAMA, 2011). Os resultados obtidos mostraram que
ndo houve alteracdes significantes em relacéo a laténcia para os animais passaram
para o compartimento escuro. Esses achados indicam que a vareniclina nédo foi
capaz de alterar a memoéria de curto prazo desses animais.

No presente estudo foram avaliados os niveis de neurotransmissores e seus
metabdlitos em diferentes estruturas cerebrais (hipotalamo, hipocampo, corpo
estriado, cortex frontal e cerebelo).

O hipotalamo é uma estrutura que possui fungdes endocrinas, autondmicas e
comportamentais; participa do controle hormonal, através do eixo hipotalamo-
hipdfise, da regulacdo da temperatura corporal, do controle da ingestdo de
alimentos, do comportamento sexual, da manutencédo da homeostase e da mediacao
de respostas emocionais (GUYTON; HALL, 2002).

O hipocampo € uma estrutura cerebral importante para a cogni¢ao e faz parte

do sistema limbico. Essa estrutura € dividida em duas grandes regides: a regiao
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dorsal, responsavel pelo aprendizado-memoria, e a regido ventral, relacionada com
as emocoes (FANSELOW; HONG-WEI-DONG, 2010). Em seres humanos,
disfuncbes do hipocampo estédo relacionadas com disturbios psicolégicos, como o
estresse pos-traumatico, o transtorno bipolar e a depressédo (BONNE et al., 2008).

O corpo estriado faz parte dos nucleos da base e participa do controle de
movimentos voluntarios (HIKOSAKA; TAKIKAWA; KAWAGOE, 2000). Essa estrutura
é formada por trés nucleos: o caudado, o putdmen e o estriado ventral (BAEZ-
MENDOZA; SCHULTZ, 2013). O corpo estriado também esta relacionado com o
sistema de recompensa do cérebro e com a tomada de decisdes, sendo, portanto,
uma regido importante no abuso de drogas (BAEZ-MENDOZA; SCHULTZ, 2013; DO
et al., 2016).

O cortex pré-frontal esta localizado no lobo frontal, regido mais anterior do
encéfalo que engloba também o cértex motor primario, o cortex pré-motor, o cortex
medial e a &rea da broca (DAMASIO; ANDERSON, 2003). O cértex pré-frontal se
conecta com diversas regides do encéfalo e desempenha papel importante em
diversas funcdes complexas, como julgamentos, planejamento motor, pensamento
fundamentado (SEMRUD-CLIKEMAN; ELLISON, 2009).

O cerebelo, também chamado de cérebro posterior, esta localizado atras do
tronco cerebral e se conecta com o mesencéfalo e com a medula. Esta estrutura
estd envolvida principalmente com a funcdo motora do organismo (SEMRUD-
CLIKEMAN; ELLISON, 2009).

Os resultados do presente estudo mostraram poucas altera¢des nos niveis de
neurotransmissores e seus metabolitos no hipotdlamo, no corpo estriado e no cértex
frontal. Em relacdo ao hipotalamo, houve diminuicdo nos niveis de glicina nos
animais do grupo de 0,03 e 0,1 mg/kg em relacdo aos animais do grupo controle. No
corpo estriado houve aumento nos niveis de glutamato do grupo de 0,03 mg/kg em
relacdo aos animais do grupo controle. No cortex frontal houve aumento da
dopamina no grupo de 0,3 mg/kg em relacdo ao grupo controle. Essas poucas
alteracdes observadas aparentemente ndo tém relevancia bioldgica, indicando que a
vareniclina ndo foi capaz de alterar os niveis de neurotransmissores e de seus
metabdlitos cerebrais.

Neste trabalho foi realizada a avaliagcdo hematoldgica do sangue dos animais
tratados por periodo prolongado com vareniclina. Os parametros avaliados foram:

namero de células brancas e de células vermelhas, hemoglobina, hematdcrito,
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volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média, concentracdo de
hemoglobina corpuscular média e ndmero de plaguetas. Os resultados mostraram
auséncia de alterac6es em todos os parametros do hemograma.

A analise bioquimica sérica do sangue dos animais tratados por periodo
prolongado com vareniclina foi realizada com o intuito de avaliar se essa substancia
interferia em trés perfis bioquimicos: hepético, lipidico e renal. Para o perfil hepatico
foram dosadas albumina, ALT, AST, FAL, GGT e proteina total. Para o perfil lipidico
foram utilizados como parametros a quantidade de glicose, colesterol total,
colesterol-HDL e triglicérides. Para o perfil renal foram quantificadas a creatinina e a
ureia.

Os resultados da bioquimica sanguinea mostram diminuicdo de ALT, AST,
FAL, proteina total e ureia no grupo de 0,1 mg/kg e diminuicdo de AST, FAL e ureia
no grupo de 0,3 mg/kg, quando comparados com o grupo controle. Embora a analise
estatistica tenha apontado diferencas significantes nesses parametros, esses
valores se encontram dentro do intervalo de variacdo fisiologica da espécie
(KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008) e a reducdo nos niveis desses parametros
carece de significado bioldgico.

Neste estudo também foi realizada a analise de urina dos animais tratados
por periodo prolongado com vareniclina, através de um kit comercial. Dentre todas
as variaveis analisadas (bilirrubina, urobilinogénio, cetonas, acido ascorbico, glicose,
proteina, sangue, pH, nitrito, leucdcitos e densidade), observou-se apenas aumento
na quantidade de glicose na urina em ratos tratados com 0,1 mg/kg de vareniclina.
Esse achado isolado aparentemente tem pouco significado bioldgico, uma vez que
nao foi acompanhado do aumento nos niveis plasmaticos de glicose.

No presente estudo as avaliagdes anatomopatoldgica e histopatolégica dos
rins, glandulas adrenais, coracdo, pulmdes, figado e baco foram feitas a fim de
examinar 0s possiveis efeitos macroscopicos e microscopicos da exposicao
prolongada a vareniclina nesses 6rgaos. Os resultados obtidos apontaram auséncia
de alteracfes significantes no peso relativo dos 6rgdos estudados, bem como nas
analises anatomopatologica e histopatoldgica.

Os resultados tomados em conjunto mostraram que a exposi¢cao prolongada
de ratos a diferentes doses de vareniclina promoveu poucos efeitos

comportamentais, ndo sendo capaz de alterar parametros neuroquimicos,
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hematologicos,  bioquimicos  séricos,  urinarios, anatomopatolégicos e

histopatologicos.
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Os resultados do presente trabalho mostraram que a vareniclina:

N&o provocou toxicidade quando administrada por periodo prolongado, uma
vez que nao houve alteracdo no consumo meédio de agua e de racdo e no
ganho de peso avaliados semanalmente;

Promoveu leve aumento da atividade geral no campo aberto de ratos
expostos a dose Unica e a periodo prolongado ao farmaco;

N&o promoveu alteracdo no comportamento de ratos observados no labirinto
em cruz elevado, no comportamento estereotipado induzido pela apomorfina,
no labirinto de Barnes e na esquiva passiva, quando administrada por periodo
prolongado;

Promoveu diminuicdo do tempo de interacdo social de ratos expostos as
maiores doses de vareniclina por periodo prolongado;

N&o promoveu alteracdo dos niveis de neurotransmissores e seus
metabalitos, quando administrada por periodo prolongado;

N&o promoveu alteracdo dos parametros avaliados no hemograma, na
bioquimica sérica e na urina de ratos expostos por periodo prolongado;

N&o promoveu alteracdo no peso relativo de 6rgdos e nao foram observadas
alteracdes nos estudos anatomopatolégico e histopatolégico de ratos

expostos por periodo prolongado.
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