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Resumo

A vareniclina € uma substancia sintética utilizada no tratamento do tabagismo,
comercializada pela Pfizer com o0 nome de Champix®, que atua como agonista parcial nos
receptores colinérgicos nicotinicos (NnAChRs) a432 e a3p4 e como agonista total no receptor
a7. Estudos indicam que a vareniclina melhorou a atengdo e a memoria de trabalho em
pacientes com esquizofrenia e a hip6tese para tal efeito é de que ao atuar nos nAChRs, h&a
um aumento na liberagdo dos neurotransmissores GABA, acetilcolina e dopamina,
modulando, assim, a memoria. Considerando que ha uma tendéncia de ampliagéo do uso
clinico da vareniclina e que ha poucos estudos relacionados com os efeitos dessa
substancia na memoria, este trabalho teve como objetivo estudar os efeitos da exposi¢éo
prolongada a vareniclina na memaria de ratos Wistar. Para tal, foram utilizados 40 ratos
machos divididos em quatro grupos iguais (N=10): um grupo controle e trés grupos
experimentais. O tratamento foi feito por via oral (gavagem) por 33 dias. Durante o
tratamento, o consumo de agua e de ra¢ao, bem como o ganho de peso dos animais foi
mensurado semanalmente. Os animais foram submetidos aos testes do labirinto de Barnes,
reconhecimento de objetos, e a esquiva passiva. Com base nos resultados obtidos é
possivel concluir que a vareniclina ndo causou alteracdo na memaria dos ratos.
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Abstract

Varenicline is a synthetic substance used in the treatment of smoking. This compound
is marketed by Pfizer under the name Champix® and acts as a partial agonist at nicotinic
cholinergic receptors a4B2 and a3B34 and as a full agonist on a7 receiver. Preclinical studies
indicate that varenicline improved attention and working memory in patients and the hypothesis
for this effect is that by acting on the nAChRs there is an increased release of GABA,
acetylcholine and dopamine neurotransmitters, therefore modulating memory. Whereas there
is a tendency to expand the clinical use of varenicline for smoking cessation but only a few
studies in the context of neurological consequences related to memory. Therefore, this work

aimed to study the effects of prolonged exposure to varenicline in Wistar rat's memory. To this
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end, 40 male rats divided into four equal groups (N=10) were used: control and the groups
treated with its respective doses of varenicline for 33 days by gavage. During treatment, water
and food consumption as well as weight gain of the animals was measured weekly. Animals
were submitted to Barnes maze, object recognition and passive avoidance tests. Based on
the obtained results it's possible to conclude that varenicline wasn’'t able to cause memory

impairment nor improvement in rats.
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1. INTRODUCAO

Cerca de seis milhGes de pessoas morrem por ano devido ao tabagismo. No Brasil,
mais de 23 milhdes de pessoas acima de 15 anos sdo fumantes ativos (WHO, 2015a), e para
diminuir o tabagismo, o Brasil adotou medidas como proibir propagandas e colocar avisos dos
males causados nas caixas de cigarro e fumo, porém a dificuldade apresentada na cesséo do
fumo impede que muitas pessoas consigam parar, e 0 uso de medicamentos podem dobrar
as chances de sucesso (WHO, 2015b).

A vareniclina, substancia utilizada no tratamento do tabagismo, possui taxa de cessdo
de fumo maior do que outros métodos, como adesivos e goma de nicotina e outros
medicamentos (COE et al., 2005; KING et al, 2011; NOCENTE et al, 2013; ERWIN; SLATON,
2014). Considerando que ha uma tendéncia de ampliacao do uso clinico da vareniclina para
o tratamento do tabagismo e que ha poucos estudos no ambito das consequéncias
neuroldgicas relacionadas a memoria, tornam-se necessarios mais estudos sobre seus efeitos
farmacologicos. Desse modo, este trabalho visou estudar os efeitos da exposi¢do prolongada
a essa substancia na memoria de ratos Wistar utilizando os testes labirinto de Barnes,

reconhecimento de objetos e esquiva passiva.

REFERENCIAL TEORICO

A vareniclina, substancia sintética produzida a partir do alcaloide citisina da planta
Cytisus Laburnum L., é utilizada no tratamento do tabagismo (COE et al., 2005; DUBOIS et
al., 2013; CAHILL; STEAD; LANCASTER, 2012), tendo sido aprovado para uso terapéutico
em 2006 pela U.S. Food and Drug Administration (FDA) (FDA, 2016). Segundo a Pfizer (2008),
laboratorio fabricante, os efeitos colaterais mais comuns do medicamento sdo:; nausea,
insénia, dor de cabeca, flatuléncia, disturbios do sono, vbémito e constipac¢éo. Ha relatos de
depressdo, pensamentos suicidas, comportamento anormal, psicose e hostilidade, assim
como o0 agravamento de doencas psiquiatricas preexistentes e acidentes cardiovasculares
(FREEDMAN, 2007; SVANSTROM; PASTERNAK; HVIID, 2012). Ainda segundo a Pfizer
(2012), os sintomas estdo possivelmente relacionados a abstinéncia da nicotina, e ndo ao

medicamento.

A vareniclina atua nos receptores colinérgicos nicotinicos (NAChRs) (DUBOIS et al.,
2013; LANGE-ASSCHENFELDT et al., 2016). Esses receptores estdo envolvidos em diversas
funcgdes ligadas a cognigéo, ao aprendizado, & memoria, a recompensa e a atengéo (MILLAR;
GOTTI, 2009; KALECHSTEIN et al., 2014). Devido a essas funcdes, estudos vém sendo

realizados para o possivel uso no tratamento de dependéncia a drogas, dor, ansiedade,
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depresséao, esquizofrenia, Alzheimer e Parkinson (JENSEN et al., 2005; ARIAS et al., 2015;
HAMOUDA et al., 2016).

A vareniclina atua nos receptores mais abundantes dentre os nAChRs: os receptores
a4p2, a3p4 e o a7 (MOCKING et al., 2013; WING et al., 2013; KALECHSTEIN et al., 2014;
TERRY JR; PLAGENHOEF; CALLAHAN, 2016). Ela atua nos receptores o432 e a334 como
um agonista parcial, ou seja, ela se liga nesses receptores e mimetiza os efeitos endégenos
da nicotina, porém ndo sendo tao eficaz — efeito agonista —, e impedindo que outras moléculas
se liguem nos receptores — efeito antagonista. No receptor a7, a vareniclina atua como um
agonista total (GOODMAN; GILMAN, 2003; JORENBY et al., 2006; ROLLEMA et al., 2010;
IIDA et al., 2012;).

Essa substancia atua, portanto, diminuindo o fator de recompensa e o efeito de
abstinéncia associado ao uso da nicotina através da competicdo com a molécula de nicotina
no sitio de ligagdo, impedindo assim, o seu efeito. A vareniclina também estimula a liberagao
de acetilcolina, dopamina e GABA, gerando os mesmos efeitos da nicotina, porém em
intensidade menor (JORENBY et al., 2006; ROLLEMA et al., 2010; IIDA et al., 2012).

Por ser semelhante a nicotina, substancia que modula a memoria de forma positiva
(PUMA et al., 1999; KENNEY; GOULD, 2008; FROELIGER; GILBERT; MCCLERNON, 2009;
TIAN et al.,, 2011), a vareniclina seria capaz de melhorar fungdes cognitivas através da
liberacdo de alguns neurotransmissores (LOUGHEAD et al, 2010; TIAN; PAN; YOU, 2015). A
hip6tese para esse efeito € de que, ao atuar nos nAChRs, presentes em grande quantidade
nos neurdnios GABAérgicos e dopaminérgicos do hipocampo e do cértex pré-frontal, ha
aumento na liberagcéo pré-sinaptica dos neurotransmissores GABA, acetilcolina e dopamina
(BIRD; BURGESS, 2008; SON; WINZER-SERHAN, 2008; ROLLEMA et al, 2011; DUBOIS et
al., 2013).

Estudos de Patterson et al. (2009), Rollema et al. (2009) e Mocking et al. (2013)
indicaram que a vareniclina melhorou a atencdo e a memoria de trabalho em roedores.
Estudos de Smith et al. (2009) e Shim et al. (2012), também demonstraram uma melhora
cognitiva apds o tratamento com vareniclina em seres humanos com esquizofrenia, e estudos

de Gould et al. (2011) mostraram uma melhora na memoéria de macacos Rhesus.

A memoéria € a capacidade de armazenar, processar e relembrar pensamentos
produzidos por sinais aferentes no sistema nervoso. Para que ela ocorra sédo necessérias trés
etapas obrigatérias: aquisicdo, selecao e retencdo. Podem ainda ocorrer as etapas de

consolidagdo e modulagéo (LENTE, 2005).
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Primeiramente deve ocorrer a aquisicdo, ou seja, a entrada de um estimulo em
qualquer um dos sistemas nervosos sensoriais do corpo, como um som, um objeto através da

visdo, emocdes, movimentos, entre muitos outros (GUYTON; HALL, 2006).

Durante a aquisicdo ocorre também a selecao, permitindo que apenas aspectos mais
importantes sejam armazenados durante o processo de retencdo (CINGOLANI; HOUSSAY,
2004; LENT, 2005). Este armazenamento criado pelo processo de retencdo pode durar desde
alguns segundos até muitos anos, sendo classificada como memoria de curta dura¢éo ou de
longa duracdo (GUYTON; HALL, 2006; JAEGER, 2010).

No processo de consolidacdo da memoria, pode ocorrer a modulacdo, que permite
uma memoéria ainda mais duradoura e marcante, normalmente ligada ao estado emocional da
pessoa durante a aquisicdo (LENT, 2005; PORTO, 2006). Tal modulac&o pode ser feita por
diversos neurotransmissores e hormonios atuantes naquele instante (IZQUIERDO, 1989). Ao
serem relembradas, as memorias passam pelo chamado efeito de evocacdo, que ocorre
através das diversas estruturas cerebrais, como o hipocampo, a amigdala, o cortex parietal e
o pré-frontal, o tAlamo, entre outras. Estudos indicam que durante a evocagdo da memoria
pode ocorrer um reforgo, sendo ela suscetivel aos mesmos processos envolvidos na
consolidacdo (IZQUIERDO, 1989; JAEGER, 2010). Esse processo de reforco € denominado
de reconsolidacao (CINGOLANI; HOUSSAY, 2004; BIRD; BURGESS 2008; BARATTI, 2009;).
Com o uso de drogas é possivel reforcar artificialmente, através de moléculas exdgenas,
memarias recém consolidadas e evocadas, aumentando sua reconsolidacdo sem influenciar
a aquisicdo de novas memorias (BARATTI, 2009; SOARES, et al., 2011).

Neurotransmissores como a acetilcolina modulam a meméria, uma vez que seus
receptores estdo amplamente distribuidos pelo hipocampo, contribuindo de forma positiva ou
negativa para os processos de consolidagéo e reconsolidacdo (GOLD, 2003; JAEGER, 2010).
A dopamina também atua na modulagdo da memoria, uma vez que essa molécula pode ser
liberada em grandes quantidades em estados emocionais e, dessa forma, facilitar todo o
processo de formagdo de memoria (CINGOLANI; HOUSSAY, 2004; LENT, 2005; RETONDO;
RETONDO, 2006; OLSZEWER, 2008). O GABA, principal neurotransmissor inibitério do
sistema nervoso, modula a memoéria com sua capacidade amnésica (IZQUIERDO, 1989;
SOARES, et al. 2011), e novos estudos sugerem que esse neurotransmissor tem um papel
importante na modulacdo da memdria para conserva-la, e ndo para inibi-la, uma vez que ele
estimula a sintese proteica no cérebro (THANAPREEDAWAT, 2013).
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2. METODOLOGIA

Foram utilizados 40 ratos machos Wistar, com cerca de 90 dias de idade, provenientes
do biotério da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo
(FMVZ-USP). Os animais foram alojados no biotério central da Universidade Presbiteriana
Mackenzie (UPM) em gaiolas de polipropileno 43 cm x 23 cm x 16 cm e mantidos em estantes
ventiladas com temperatura constante de 23°C (+ 2°C), em sala com ciclo de luz de 12 horas,
ascendendo as luzes as 7h00 e apagando as 19h00. Os ratos tiveram comida e agua ad
libitum durante todo o procedimento experimental. O consumo de agua e racdo, assim como

0 ganho de peso, foram mensurados semanalmente.

A fim de atender as normas éticas no uso de animais, o projeto foi submetido para
analise da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UPM, protocolo nimero
132/11/2015, e da FMVZ-USP, protocolo nimero 3304041214

O tartarato de vareniclina (Champix®, Pfizer) foi diluido em agua filtrada e administrado
nos animais por via oral — gavagem. Foram empregadas trés diferentes doses: a menor dose
utilizada foi a maior dose terapéutica para seres humanos — 0,03mg/kg; as outras duas doses
foram multiplas desta — 0,1mg/kg e 0,3mg/kg. O grupo controle recebeu dgua de torneira via

oral no volume 1,0 mL/kg.

Os animais receberam por gavagem diferentes doses de vareniclina (0,03, 0,1 ou 0,3
mg/kg) ou agua (controle) por 33 dias (N=10 animais por grupo). Do 24° ao 28° dia de
tratamento 0s animais passaram pelo labirinto de Barnes, do 29° até o 31° dia de tratamento
foi realizado o teste de reconhecimento de objetos e do 32° ao 33° dia de tratamento, o teste
da esquiva passiva. Em todos os testes os aparatos e objetos foram limpos com alcool 5%

entre um animal e outro, afim de evitar interferéncia olfativa.

O labirinto de Barnes consiste em uma plataforma circular, com 120 cm de diametro e
90 centimetros de altura do ch&do. Na plataforma, 18 furos de 9 cm de didmetro se encontram
equidistantes, sendo que um dos furos possui uma caixa de escape acoplada, que consiste
em uma caixa escura, com maravalha, onde o animal pode se refugiar (BARNES et al., 1979).
O labirinto possui cor branca e fica localizado em uma sala com paredes também brancas.
Em uma das paredes, logo acima da caixa de escape, foram colocadas duas formas

geomeétricas de cor preta, servindo de indicagao visual para o animal.

Os animais foram colocados no centro da plataforma, dentro de uma caixa de ambiente
escuro de 18cm x 12cm x 11cm, durante trinta segundos. Em seguida, a caixa foi retirada e o
comportamento do animal foi observado por cinco minutos ou até que ele entre na caixa de
escape. Os parametros avaliados foram a laténcia para entrar na caixa de escape e o numero

de erros, ou seja, quantos furos o animal fareja antes de entrar na caixa de escape. O teste
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possui duracdo de cinco dias, tendo sido realizado duas vezes por dia, no periodo da manha
e no periodo da tarde. Nos quatro primeiros dias foi realizado o treinamento e no quinto dia o

teste em si.

O teste de reconhecimento de objetos foi realizado no aparato de campo aberto, que
consiste em uma arena circular de 61 cm de didmetro com paredes de 50 cm de altura, dividida
em 10 quadrantes. O teste visa identificar o reconhecimento de objetos novos pelos animais
num ambiente ja familiar, dessa forma avaliando a memoaria declarativa do animal, que, por
possuir habitos exploratérios, tende a interagir mais com objetos novos ao invés de objetos ja
familiares (ANTUNES; BIALA, 2012).

O teste foi realizado em trés dias na parte da manha. No primeiro dia, o de habituacao,
o animal foi colocado no centro do campo aberto para habituacdo no ambiente por 5 minutos.
No segundo dia, o animal foi colocado no campo aberto para a habituacdo com dois objetos
idénticos por 5 minutos. No terceiro dia o teste em si foi realizado. Para tal, um dos objetos foi
trocado por um novo e o comportamento do animal foi observado por 5 minutos. Vale destacar
gue os objetos foram mantidos ha mesma posi¢cao durante todo o experimento. Os parametros

avaliados foram o tempo e frequéncia de interacdo com o objeto novo e com o objeto familiar.

O teste de esquiva passiva ocorre em uma caixa com duas camaras, uma clara e outra
escura, dividas por uma porta tipo guilhotina. O teste é realizado em dois dias. No primeiro
dia, o animal foi colocado na camara clara durante 30 segundos. A porta, entdo, foi baixada e
o animal pode se locomover para a camara escura. Ao adentrar na camara escura, um
estimulo aversivo de choque de 0,5 mA foi aplicado nas patas. No segundo dia, o animal foi
colocado novamente na camara clara por 30 segundos e entéo, a porta foi baixada. Porém,
ao adentrar a cAmara escura, ndo houve a aplicacdo do choque. Foi observada a laténcia para
o animal entrar na camara escura em ambos os dias, com um tempo maximo de cinco minutos.

O teste foi realizado no periodo da manha.

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do software GraphPad Prism 5.03®
(GraphPad Software, San Diego, California, USA). Para verificar a homocedasticidade dos
dados foi utilizado o teste de Bartlett. Os testes utilizados para os dados paramétricos foram
a ANOVA de uma via com pos teste de Dunnett quando sé havia um fator a ser avaliado —
tratamento — e ANOVA de duas vias com pos teste de Bonferroni quando havia mais de um
fator a ser avaliado — tratamento e tempo. O nivel de significAncia para todas as analises foi

considerado p<0,05 e os dados foram expressos pela média + erro padréo.



XllI Jornada de Iniciagdo Cientifica e VII Mostra de Iniciagdo Tecnoldgica - 2017

3. RESULTADO E DISCUSSAO

Para a realizacdo do presente estudo os animais foram divididos em quatro grupos:
um controle e trés grupos experimentais. As doses escolhidas estdo de acordo com o
protocolo de estudos toxicolégicos em roedores, no qual a dose mais baixa ndo deve causar
nenhuma toxicidade e a dose mais alta pode causar toxicidade leve nos animais, com a
terceira dose sendo intermediaria entre as duas (OECD, 2008). As doses utilizadas neste

trabalho foram de 0,03; 0,1 e 0,3 mg/kg de vareniclina.

A Figura 1 mostra o consumo de agua, em mililitros, e de racdo, em gramas, dos ratos
durante o tratamento prolongado com vareniclina. A ANOVA de duas vias com medidas
repetidas ndo apontou diferenga significante entre os grupos no quesito agua em relagéo ao
tratamento (F(3/108)=0,9467, p>0,05), mas apontou diferenca significante em relacdo ao
tempo (F(3/108)=2,922, p<0,05) com interacdo entre os fatores (F(9/108)=7,800, p<0,0001).
O pés-teste de Bonferroni apontou aumento no consumo de 4gua na terceira semana (p<0,05)
do grupo 0,1 mg/kg quando comparado ao grupo controle. No quesito ragéo, a ANOVA de
duas vias com medidas repetidas ndo apontou diferenca significante entre 0os grupos em
relacdo ao tratamento (F(3/108)=1,874, p>0,05), mas apontou diferenca significante em
relacdo ao tempo (F(3/108)=28,93, p<0,0001) com interacdo entre os fatores (F(9/108)=5,000,
p<0,0001). O pos-teste de Bonferroni apontou aumento no consumo de racdo na terceira
semana (p<0,01) e na quarta semana (p<0,05) do grupo 0,1 mg/kg quando comparado ao
grupo controle.

Figura 1 — Consumo médio de 4gua, em mililitros, e de ragcao, em grama, durante o

tratamento prolongado com vareniclina ou ndo — controle — em diferentes doses, por gavagem. Sao
apresentadas as médias e seus respectivos erros padrdes. N=10 animais por grupo.
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-o- Controle -# 0,03 mg/kg -x 0,1 mg/kg ~ 0,3 mg/kg

p<0,05, ANOVA de duas vias com poés-teste de Bonferroni.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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A Figura 2 mostra o ganho de peso dos ratos durante o tratamento prolongado com
vareniclina. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas ndo apontou diferenca significante
entre 0s grupos em relacao ao tratamento (F(3/108)=1,093, p=0,3645) mas apontou diferenca
significante em relagéo ao tempo (F(3/108)=14,86, p<0,0001), sem interagao entre os fatores
(F(9/108)=1,808, p<0,0748).

Figura 2 — Ganho de peso por animal, em gramas, durante o tratamento prolongado com
vareniclina ou ndo — controle — em diferentes doses, por gavagem. Sao apresentadas as médias e
seus respectivos erros padrdes. N=10 animais por grupo.

Ganho de peso semanal
15

-e- Controle
- 0,03 mg/kg
104 -+ 0,1 mg/kg
2 + 0,3 mg/kg
2
)
& 5 T
0 T T T \N
1 2 3 4

Semana de tratamento

p<0,05, ANOVA de duas vias com pés-teste de Bonferroni.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a avaliacao de toxicidade, o consumo médio de agua e de racdo e o ganho de
peso foram mensurados semanalmente conforme protocolo da OECD (2008). A ANOVA de
duas vias com medidas repetidas ndo apontou alteragdes no consumo de agua nos animais
tratados em relacdo aos animais controle. O pos-teste de Bonferroni apontou que houve
diferenca estatistica significante no consumo de dgua na terceira semana do grupo 0,1 mg/kg,
porém essa alteracdo ndo foi acompanhada pelo ganho de peso e se mostrou pontual, em
apenas uma semana e em apenas um dos grupos. Para o consumo de racdo, a ANOVA de
duas vias ndo apontou diferenca estatistica significante para os grupos tratados em relacéo
ao grupo controle. O pés-teste de Bonferroni apontou diferenca estatistica significante para o
grupo 0,1 mg/kg quando comparado ao grupo controle para o consumo de racdo na terceira
e na quarta semana de tratamento. Apesar da recorréncia na diferenga, o consumo néo foi
acompanhado de alteracdo estatistica significante no ganho peso dos animais, indicando
entdo, que a alteracdo do consumo nao estava relacionada a uma possivel toxicidade da

vareniclina.

Esses resultados indicam que a vareniclina ndo foi capaz de causar toxicidade nos

animais tratados por periodo prolongado.
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A Figura 3 mostra os resultados dos parametros avaliados no labirinto de Barnes. A
ANOVA de duas vias com medidas repetidas ndo apontou diferenca significante entre os
grupos para o parametro de laténcia, em relacéo ao tratamento (F(3/144)=0,4581, p=0,7133),
mas mostrou diferenca em relacdo ao tempo (F(4/144)=31,70, p<0,0001), sem relacdo entre
estes (F(12/144)=0,3252, p=0,9837). Também ndo houve diferenca significante entre os
grupos para o parametro de niamero de erros, em relagdo ao tratamento (F(3/144)=0,6830,
p=0,5851), mas mostrou diferenca significante em relacdo ao tempo (F(4/144)=12,36,
p<0,0001), sem interacéo entre estes (F(12/144)=0,4914, p=0,9978).

Figura 3 — Avaliacao no labirinto de Barnes de ratos em tratamento prolongado com
vareniclina ou ndo — controle — em diferentes doses, por gavagem. Sao apresentadas as médias e
seus respectivos erros padroes. N=10 animais por grupo.

Laténcia Numero de erros
200 15

150

100

Tempo (s)
Erros

50

1 é é A't Telste
P
Dias de treinamento Dias de treinamento
-e- Controle -# 0,03mg/kg -a 0,1 mg/kg 0,3 mg/kg

p<0,05, ANOVA de duas vias com pdés-teste de Bonferroni.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os parametros avaliados no teste — nimero de erros e laténcia para encontrar a caixa
de escape — visam demonstrar o progresso feito pelo animal no decorrer dos dias na procura
da caixa de escape. Tal procura é auxiliada pela presenca da indicacao visual extra labirinto,
acima do furo correto, estimulando a meméria do animal, como demonstrado por Harrison et
al. (2006) em camundongos. Estes, quando treinados no labirinto com a presenca da dica
visual extra labirinto, adotaram a estratégia de procurar o furo com a caixa de escape indo

diretamente a ela, em vez de procurar aleatoriamente ou em sequéncia.

Os animais controles e os animais tratados se comportaram conforme o esperado
(HARRISON et al., 2006; ROSENFELD; FERGUSON, 2014): com o passar das sessfes de
treino, 0s animais encontravam a caixa de escape mais rapido e com menor numero de erros,
como pode ser visto na curva de aprendizado dos animais, na Figura 3, especialmente no

parametro de laténcia.

Os animais tratados apresentaram a mesma curva de aprendizado, sem alteracdes,

evidenciando que a vareniclina ndo alterou a memoéria desses animais.
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A Figura 4 mostra os resultados dos parametros avaliados no reconhecimento de
objetos. A ANOVA de uma via apontou diferenca significante entre os grupos nos seguintes
parametros: tempo no objeto novo (F(743.7/1682)=9,513, p<0,0001), frequéncia no objeto
novo (F(132,9/357,1)=7,113, p=0,0007), tempo no objeto familiar (F(196,2/574,0)=6,232
p=0,0016) e frequéncia no objeto familiar (F(60,88/305,4)=2,988, p=0,0438). O pds-teste de
Dunnett mostrou que: os animais do grupo 0,03 tiveram diminuicdo no tempo de interacéo
com o objeto novo (p<0,01) e na frequéncia de interacdo com o objeto novo (p<0,01); os
animais do grupo 0,1 tiveram diminuigdo no tempo de exploracdo do objeto novo (p<0,001),
na frequéncia de exploracédo do objeto novo (p<0,001) e no tempo de exploracdo com o objeto
familiar (p<0,05); e os animais do grupo 0,3 tiveram diminui¢do no tempo de exploracdo do
objeto novo (p<0,001), na frequéncia de exploragdo do objeto novo (p<0,01), no tempo de
exploracdo do objeto familiar (p<0,001) e na frequéncia de exploracdo do objeto familiar
(p<0,05), quando comparado com os animais controles.

Figura 4 — Avaliacdo no reconhecimento de objetos de ratos em tratamento prolongado com

vareniclina ou ndo — controle — em diferentes doses, por gavagem. Sao apresentadas as médias e
seus respectivos erros padrdes. N=10 animais por grupo.
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[ Controle 1 0,03mglkg B 0,1 mgtkg HE 0,3 mgrkg

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, ANOVA de uma via com pés-teste de Dunnett.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O teste de reconhecimento de objetos é utilizado em primatas ndo-humanos para
avaliar a memoria declarativa espisddica dos animais, pois apresenta um alto grau de precisao
(JAEGER, 2010). Nos roedores, o0 reconhecimento de objetos pode estar relacionado ao
hipocampo e ao cortex perirrinal (JAEGER, 2010; ANTUNES; BIALA, 2012), locais de atuacao
da vareniclina através dos nAChRs. Para o teste, a habituacdo — que é uma forma de

aprendizagem nao associativa também relacionada com o hipocampo — é essencial para que
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0 teste possa avaliar a memoria declarativa de curto prazo e nao a ansiedade do animal, pois
0 animal, ao estar em um local ja familiar, tem diminuicdo dos estimulos exploratorios
provocados pelo ambiente e pelo objeto familiar (JAEGER, 2010; ANTUNES; BIALA, 2012).

Os resultados mostram que o0s animais controles agiram conforme o esperado:
interagiram mais vezes e por mais tempo com o objeto novo do que com o objeto familiar,
indicando que o objeto familiar ficou na memaria e ndo estimulou o habito exploratério do
animal da mesma forma que o objeto novo (ANTUNES; BIALA, 2012). Entretanto, os trés
grupos de animais tratados ndo apresentaram este comportamento, uma vez que nao
exploraram o objeto novo nem o familiar. Essa falta de preferéncia pode né&o estar relacionada
com um déficit de memdria, mas apenas uma mudanca de preferéncia dos animais
(ANTUNES; BIALA, 2012).

A diminuicéo da exploragéo dos objetos também poderia ser causada por ansiedade,
uma vez que animais ansiosos tendem a ficar em locais mais fechados, escuros e conhecidos,
sem se movimentar muito (BOURIN, 2003), contudo, a habituagéo do teste visa inibir essa
ansiedade (JAEGER, 2010; ANTUNES; BIALA, 2012). Estudos do grupo indicaram que 0s
animais tratados apresentaram um aumento de ansiedade no teste de interagdo social e no
teste da caixa claro-escuro, o que poderia indicar que os animais, apesar da habituagéo, se
mostraram mais ansiosos do que os animais controles e tiveram a exploracédo inibida. A
ansiedade pode causar interferéncias na memoéria quando muito elevada (IZQUIERDO;
MEDINA, 1997) como demonstrado por Arbabi et al., (2015), que correlacionou o déficit de
memadria com ansiedade em pacientes de uma clinica, podendo ser uma das hip6teses que

explicam o resultado obtido.

Com base nos resultados obtidos, € possivel verificar que o teste de reconhecimento
de objetos nédo foi capaz de avaliar a memaria episddica, uma vez que os animais tratados

nao exploraram nenhum dos objetos.

A Figura 5 mostra os resultados da esquiva passiva. A ANOVA de duas vias com
medidas repetidas n&o apontou diferenca significante entre os grupos em relacdo ao
tratamento (F(3/22)=0,9001, p=0,4569), mas apresentou diferenca significante em relacdo ao
tempo (F(1/22)=144,9, p<0,0001) sem interacéo entre estes (F(3/22)=0,5923, p=0,6266).
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Figura 5 — Teste de esquiva passiva de ratos em tratamento prolongado com vareniclina ou ndo —
controle — em diferentes doses, por gavagem. Sao apresentadas as médias e seus respectivos erros
padrées. N=6-7 animais por grupo.
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p<0,05, ANOVA de duas vias com pdés-teste de Bonferroni.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O teste de esquiva passiva visa avaliar o aprendizado e a meméria de curto prazo
associada a evento emocional do tipo ndo-declarativa (KUMAR; BHAT; KUMAR, 2013). O
teste consiste na aplicacdo de um estimulo aversivo nas patas do animal ao adentrar a camara
mais escura do aparato; tal estimulo age como modulador da meméria adquirida naquele
instante, sendo essa a parte emocional ndo-declarativa (UKAI; WATANABI; KAYEMA, 2001).

E esperado que o animal, no primeiro dia, entre rapidamente na cAmara escura, ja que
esses animais preferem ambientes mais escuros e fechados. Porém, no segundo dia, é
esperado que o animal demore muito mais ou que nem sequer entre na camara escura, uma
vez que o estimulo aversivo nas patas deveria ser pior para o animal do que o ambiente claro.
Desse modo, o animal deve aprender e se lembrar de suprimir a acdo de passar para a camara
mais escura. Por se tratar de um teste de dois dias, que acontece num intervalo de 24h, a
memoria avaliada é a de curto prazo. (LENT, 2005; CRUZ; LANDEIRA-FERNANDEZ, 2010).

A partir dos resultados obtidos, é possivel verificar que ndo houve diferenca estatistica
significante entre os animais tratados e 0s animais controles no aprendizado e na memodria,
indicando que n&o auxilia nem inibi a modulacdo da memoria de curto prazo associado a

eventos emocionais.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste trabalho mostraram que a exposicéo prolongada a vareniclina ndo
promoveu toxicidade, uma vez que ndo houve alteragdo no consumo de 4gua e de racao, bem
como no ganho de peso dos animais tratados quando comparados aos animais controles. A

exposicao prolongada a vareniclina ndo alterou a memoria declarativa espacial avaliada no
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teste do labirinto de Barnes e ndo alterou a memdria de curto prazo associada a evento
emocional avaliada no teste de esquiva passiva. Nao foi possivel avaliar a memaria declarativa
episddica no teste de reconhecimento de objetos, uma vez que os animais tratados néo

exploraram nenhum dos objetos.

Os autores gostariam de agradecer o apoio financeiro da Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP - processo n° 2015/05049-3), a coorientacéo da
Julia Zaccarelli Magalhdes e a colaboracéo da Bianca Maria Petrocelli neste trabalho.
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