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RESUMO

BRANDAO, Camila Kirschner Gongcalves. Efeitos somaticos e comportamentais do uso da
vareniclina em um modelo animal de exposi¢do a fumaca do cigarro durante a adolescéncia.
2022. 146 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

O tabaco é a segunda substancia psicoativa mais consumida no mundo, sendo
considerado uma ameaca a saude publica por seus potenciais maleficios. Majoritariamente, 0
habito de fumar se estabelece durante a adolescéncia e se estende pela idade adulta. O uso de
produtos derivados de tabaco durante este periodo do desenvolvimento gera dependéncia a
nicotina rapidamente e ha maior dificuldade em manter a abstemia quando da tentativa de
interromper o uso. A despeito do consideravel prejuizo resultante do inicio precoce do
consumo de cigarros por adolescentes, pouco se sabe, nesta faixa etéaria, sobre o impacto das
principais alternativas terapéuticas envolvendo os farmacos que j& estdo disponiveis para
adultos. A vareniclina, firmaco agonista parcial dos receptores colinérgicos nicotinicos a4f2
e total dos a7, ¢ um dos medicamentos aprovados para o tratamento do transtorno por uso de
substancias associado a nicotina destinado a adultos. No presente estudo, esta substancia foi
utilizada no tratamento de um modelo animal de exposi¢cdo a fumaca do cigarro durante a
adolescéncia com o objetivo de avaliar seus efeitos sobre pardmetros somaticos e
comportamentais. Do dia pés-natal 30 (PN30) ao 45, 384 camundongos Suicos (ambos o0s
sexos) foram expostos a fumaca de cigarro (0,73 mg de nicotina; FUM) ou ao ar (AR) por 8
h/dia em equipamento de exposi¢do automatizado. Em PN41, foi iniciado o tratamento com
vareniclina (0,5 mg/kg/bid v.o.; VAR) ou agua (AG); de PN46 a PN56, a dose foi dobrada.
Metade dos animais foi testada no Labirinto em Cruz Elevado (LCE) e no Campo Vazado
(CV) durante o tratamento (PN54/PN55; vigéncia) e metade 30 dias depois (PN84/PN85;
retirada). Observou-se que a fumaca reduziu a ingestdo de liquido, o consumo de ragdo € a
massa corporal durante a exposi¢do. Na vigéncia, os machos FUM apresentavam aumento de
comportamentos associados a ansiedade no LCE quando comparados aos machos AR. Ainda
no LCE, o tratamento com vareniclina foi capaz de normalizar a atividade locomotora de
machos, que havia sido reduzido pela fumacga. No CV, tanto fémeas quanto machos FUM
apresentaram uma reducdo no comportamento associado a busca por novidade quando
comparados aos animais AR. Ainda no CV, a vareniclina normalizou, em fémeas, o0 aumento
nos comportamentos associados a ansiedade causado pela exposicdo a fumaca. Durante a
retirada, observou-se uma reducdo no comportamento tipo ansioso nas fémeas VAR no LCE,
0 que foi corroborado pelos dados obtidos no CV. Nos machos, o tratamento com vareniclina
reverteu parcialmente a reducdo causada pela fumaca da expressdo dos comportamentos
associados a ansiedade. De forma geral, o tratamento com vareniclina ndo afetou de modo
deletério as variaveis associadas aos comportamentos tipo ansioso e os de busca por novidade,
tendo sido capaz de reverter, total ou parcialmente, os efeitos deletérios da exposi¢do a
fumaca de cigarro em diversas variaveis. Este perfil de resultados sugere que o uso da
vareniclina é seguro em adolescentes que querem interromper o habito de fumar.

Palavras-chave: Cigarro. Vareniclina. Adolescéncia. Comportamento.



ABSTRACT

BRANDAO, Camila Kirschner Gongalves. Somatic and behavioral effects of varenicline use
in an animal model of adolescent cigarette smoke exposure. 2022. 146 f. Dissertacao
(Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Tobacco is the second most consumed psychoactive substance in the world, being
considered a threat to public health due to its potential harm. Mostly, the habit of smoking is
established during adolescence and extends into adulthood. The use of tobacco products
during this period of development generates nicotine dependence quickly and there is greater
difficulty in maintaining abstemiousness when trying to stop use. Despite the considerable
damage resulting from the early initiation of cigarette consumption by adolescents, little is
known, in this age group, about the impact of the main therapeutic alternatives involving
drugs that are already available for adults. Varenicline, a partial 04p2 and total a7 nicotinic
cholinergic receptor agonist, is one of the drugs approved for the treatment of nicotine-
associated substance use disorder in adults. In the present study, this substance was used in
the treatment of an animal model of exposure to cigarette smoke during adolescence with the
aim of evaluating its effects on somatic and behavioral parameters. From postnatal day 30
(PN30) to 45, 384 Swiss mice (both sexes) were exposed to cigarette smoke (0.73 mg
nicotine; FUM) or air (AR) for 8 h/day in automated exposure. At PN41, treatment with
varenicline (0.5 mg/kg/bid v.o.; VAR) or water (AG) was initiated; from PN46 to PN56, the
dose was doubled. Half of the animals were tested in the Elevated Plus Maze (EPM) and in
Hole Board (HB) during treatment (PN54/PN55; treatment) and half 30 days later
(PN84/PN85; withdrawal). It was observed that the smoke reduced liquid intake, feed
consumption and body mass during exposure. During the treatment period, FUM males
showed an increase in behaviors associated with anxiety in the EPM when compared to AR
males. Still in the EPM, the treatment with varenicline was able to normalize the locomotor
activity of males, which had been reduced by the smoke. In the HB, both FUM females and
males showed a reduction in the behavior associated with novelty seeking when compared to
AR animals. Still in the HB, varenicline normalized, in females, the increase in behaviors
associated with anxiety caused by exposure to smoke. During withdrawal, a reduction in
anxious-like behavior was observed in VAR females in the EPM, which was corroborated by
the data obtained in the HB. In males, varenicline treatment partially reversed the smoke-
induced reduction in the expression of anxiety-associated behaviors. In general, treatment
with varenicline did not affect in a deleterious way the variables associated with anxiety-like
and novelty-seeking behaviors, having been able to reverse, totally or partially, the deleterious
effects of exposure to cigarette smoke on several variables. This pattern of results suggests
that the use of varenicline is safe in adolescents who want to stop smoking.

Keywords: Cigarette. Varenicline. Adolescence. Behavior.
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INTRODUCAO

A epidemia de tabaco é uma grande ameaca a salde publica que enfrentamos, visto
que € a segunda substancia psicoativa mais consumida em todo o mundo, ficando apenas
abaixo do alcool (etanol) (LE FOLL et al., 2022). Seu uso € considerado um importante fator
de risco para doencas cardiovasculares e respiratdrias, mais de 20 tipos ou subtipos diferentes
de cancer e muitas outras condi¢Bes de salde debilitantes (COURTNEY, 2015), levando
anualmente mais de 8 milhdes de pessoas ao 6bito em decorréncia direta ou indireta do uso do
cigarro e outros produtos derivados de tabaco (MURRAY et al., 2020). Em virtude disso, o
tabagismo é apontado como a principal causa evitavel de adoecimento e mortes precoces
(DROPE et al., 2018).

Além do impacto negativo do tabaco na saude, o custo econémico do tabagismo, que
abarca desde gastos com saude até perdas de produtividade, é estimado em cerca de US$ 1,4
trilhdo por ano. No Brasil, as despesas decorrentes dos danos produzidos pelo cigarro no
sistema de salde e economia somam R$ 125 bilhdes anualmente (IECS, 2020). Os encargos
dispendiosos afetam desproporcionalmente as populacdes de paises de média e baixa renda,
onde se concentram 80% dos seus quase 1,3 bilhdes de consumidores maiores de 15 anos. Na
faixa etaria de 13 a 15 anos, as estimativas globais sdo de pelo menos 38,3 milhGes de
usuarios de alguma forma de tabaco, dentre estes, 21,4 milhGes fumantes de cigarros (WHO,
2021ab). Levando em conta dados apresentados pelo 111 Levantamento Nacional sobre o Uso
de Drogas pela Populacdo Brasileira (LNUD), cerca de 26,4 milhdes de brasileiros de 12 a 65
anos consumiram algum produto de tabaco nos 12 meses anteriores a pesquisa, tendo o
cigarro industrializado o maior nimero de consumidores, pouco mais de 23 milhdes
(BASTOS et al., 2017).

Embora tenhamos em nossa Constituicdo Federal lei especifica que proibe a venda
de cigarros a menores de 18 anos (Lei n° 10.702/2003), e o Estatuto da Crianca e do
Adolescente (ECA), no Art. n° 81, vede o fornecimento a criangas e adolescentes de produtos
cujos componentes possam causar dependéncia fisica ou psiquica, foi observado que entre os
jovens de 12 a 17 anos, 771 mil consumiram cigarros industrializados nos 12 meses que
antecederam a pesquisa (BRASIL, 1990; BASTOS et al., 2017). A idade do primeiro
consumo de cigarro também ocorre nessa faixa etaria. Dos 51 milhdes de individuos que
relataram ter consumido cigarros industrializados a0 menos uma vez na vida, a idade mediana

do primeiro uso foi por volta dos 15 anos para ambos os sexos (BASTOS et al., 2017). A
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conexao entre a juventude e 0 uso de tabaco é tdo constante que, em 1995, David Kessler,
entdo chefe do Food and Drug Administration (FDA), se referiu ao tabagismo como uma
doenca pediatrica (COMMITTEE ON SUBSTANCE ABUSE et al., 2009).
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1. REVISAO TEORICA

1.1. Adolescéncia

O conceito de adolescéncia nem sempre existiu e apenas passou a ser reconhecido
como um periodo do desenvolvimento ao final do século XIX (DE ASSIS CESAR, 2008).
Antes disso, imputava-se a puberdade o papel de representar a passagem direta da infancia
para a idade adulta, sem transicdo por uma fase intermediaria. A iniciacdo representava o
acolhimento dos puberes na sociedade adulta, que frequentemente se constituiam em
cerimdnias de grande prestigio. A partir do Renascimento, as solenidades que circundavam
essa transicdo foram se extinguindo até a Revolucdo Industrial (FERREIRA, NELAS, 2016).
Ao final do século XIX e inicio do século XX, em razdo das grandes transformacdes sociais e
culturais aliadas a revolucdo industrial, surgiram alteracGes na definicdo das etapas da vida
(DE ASSIS CESAR, 2008). A adolescéncia comeca a ser considerada como um periodo
importante no processo de desenvolvimento do individuo e houve um prolongamento do
controle da familia sobre os adolescentes (FERREIRA, NELAS, 2016).

Atualmente, a adolescéncia é considerada o estagio da vida situado entre a infancia e
a fase adulta, marcado por um complexo processo de crescimento e desenvolvimento
biopsicossocial, incluindo modificacdes em uma série de caracteristicas comportamentais,
neuroquimicas, metabdlicas e estruturais. A nivel comportamental, adolescentes sdo mais
propensos a tomadas de decisbes mais arriscadas (comportamento de risco), explorar
diferentes formas de serem socialmente aceitos e buscar identidade prépria (FAHRIZAL,
HAMID, DAULIMA, 2018). Tal periodo é circunscrito, segundo a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), a segunda década de vida, do 10° ao 19° ano, e considera que a juventude se
estende do 15° ao 24° ano de vida. Em contrapartida, ha um descompasso entre a delimitacédo
etaria da OMS e do ECA, o qual define como adolescente qualquer individuo entre 12 e 18
anos (BRASIL, 2007; BRASIL, 1990).

Do ponto de vista evolutivo, a adolescéncia pode ser encarada como um periodo de
aquisicdo de novas habilidades para a sobrevivéncia longe dos pais. Os comportamentos de
risco e a motivacdo para buscar novas experiéncias podem ter sido evolutivamente
conservados por seu valor adaptativo durante a adolescéncia, desempenhando um papel na

aquisicdo de habilidades adultas necessarias e um mecanismo adaptativo de dispersdo dos
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individuos afim de evitar a endogamia, como ocorre em outras espécies de mamiferos
(SPEAR, 2000). O periodo da adolescéncia ndo € unicamente humano. Em roedores,
considera-se que a adolescéncia compreenda, minimamente, o periodo entre o0 28° e 0 42° dias
de vida pos-natal (PN), exibindo alteracdes fisiologicas e comportamentais semelhantes aos
humanos (SPEAR, 2000; 2013). No entanto, a definicdo destas delimitacbes € discutivel.
Alguns autores sugerem que seu inicio seja em PN21, por sinalizar mudancas correlacionadas
aos 10 anos de idade em humanos (BURKE, MICZEK, 2014; LAVIOLA et al., 2003). Do
mesmo modo, diversos autores consideram o periodo de adolescéncia tardia, estendendo-se
até PN55 em roedores (BRAET et al., 2013; TIRELLI, LAVIOLLA, ADRIANI, 2003), ao
levarem em consideracdo que a maturacdo ndo esta completa até meados dos 20 anos em
humanos. Por causa da proximidade e, até mesmo, sobreposicdo dos estagios, ndo raro, a
adolescéncia e a puberdade se confundem. Entretanto, o pico adolescente na busca de
novidades parece ser independente das alteracGes hormonais gonadais tipicas da maturacdo
sexual (VETTER-O 'HAGEN, SPEAR, 2012). Além disso, as mudancas relativamente
rapidas nos sistemas neurais envolvidos na funcdo emocional e reprodutiva que ocorrem
durante a puberdade ndo coincidem com a maturacdo de outros sistemas cognitivos que se
estendem ainda mais no periodo da adolescéncia (DAHL, 2008). Outras defini¢des enfatizam
0 estirdo de crescimento do adolescente, embora as mudangas no peso corporal ndo estejam
correlacionadas com as alteragdes neurocomportamentais do adolescente (SPEAR, 2000).
Enquanto as mudancas fisicas sdo componentes importantes da adolescéncia e
ajudam a definir seus limites, a caracteristica mais marcante desse periodo € uma grande
reorganizacdo dos circuitos neurais. A nivel celular, essas mudangas correspondem a
superproducdo de axonios e sinapses durante a vida intrauterina e infancia, e a poda (pruning)
no final da adolescéncia e no inicio da idade adulta, levando a perda de aproximadamente
metade do numero das conexdes sindpticas em algumas regides (PAUS, KESHAVAN,
GIEDD, 2008). Neste periodo do desenvolvimento, os padrGes de conexdo neural entre
sistemas de emoc¢édo, motivacdo e processos cognitivos relacionados a busca de objetivos de
longo prazo passam por uma reorganizagdo natural e um conjunto de refinamentos
maturacionais durante a adolescéncia (BERNHEIM, HALFON, BOUTREL, 2013; GIEDD,
2008). Acredita-se que a abundéancia inicial de neurdnios e sinapses durante a infancia forneca
um substrato por meio do qual a plasticidade dependente da atividade pode ajustar o
funcionamento da rede neural, através do pruning. A diminuicdo da densidade sinaptica
concomitante ao aumento na mielinizacdo da substancia branca em diferentes regifes do

cérebro e em tempos variados €é consistente com a nogédo de que regides distintas do encefalo
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tém diferentes periodos criticos durante o desenvolvimento. Esse refinamento geral do cortex
e 0 aumento do volume e organizacdo de conexdes resulta em um funcionamento cada vez
mais eficiente das redes cerebrais (BODISON, COLBY & SOWELL, 2020).

N&o obstante a remodelacéo estrutural, o cérebro adolescente também passa por uma
maturagdo neuroquimica substancial. No comeco da adolescéncia, a conectividade entre o
cortex pré-frontal e as regibes limbicas ndo estd completamente desenvolvida e, & medida que
avanca a adolescéncia, essa conectividade aumenta e completa seu desenvolvimento (YUAN
et al., 2015). Do mesmo modo, as projecbes dopaminérgicas da area tegmental ventral
continuam a se desenvolver no inicio da idade adulta e sdo fortemente influenciadas pelas
projecdes colinérgicas do ndcleo tegmental laterodorsal (YUAN et al., 2015). Por sua vez, o
nicleo accumbens desenvolve-se mais cedo do que as regides corticais pré-frontais, o que
pode, consequentemente, levar a expressdo caracteristica de maior busca de novidades e
comportamento de risco (YUAN et al., 2015).

1.1.1. Adolescéncia e sistema dopaminérgico

O sistema dopaminérgico, em especial, sofre uma profunda reorganizacdo na
transicdo entre os periodos pré-adolescente e adulto, incluindo mudangas no contetido de
dopamina e na expressdo do receptor. Frequentemente, o sistema dopaminérgico tem sido
implicado como substrato primario para o desenvolvimento de comportamentos motivados e
aprendizagem associativa (O'DONNELL, 2010; WAHLSTROM et al., 2010). Estudos
realizados em humanos vinculam a dopamina a modulacdo de tracos de personalidade, como
o0 traco de busca por novidades, que foi associado com a diminuicdo de receptores D2 no
mesencéfalo, sugerindo que individuos com quantidades maiores de dopamina sinéptica

apresentem esse comportamento mais intensamente (ZALD et al., 2010).
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Figural—  Modelo de circuitos cerebrais implicados na dependéncia de drogas.

Prefrontal cortex .
Cingulate gyrus

: CG :
’ / - Striatum
|

Substantia nigra

Nucleus accumbens ™

Ventral tegmental area

Legenda: Representacdo das estruturas do cérebro envolvidas na dependéncia. Acredita-se que o ndcleo
accumbens seja importante na identificacdo de estimulantes, avaliando a recompensa. O cértex
orbitofrontal esta envolvido na tomada de decisGes e na determinacdo das recompensas e punicGes
esperadas de uma acdo. A amigdala e o hipocampo estdo envolvidos na formagdo de memorias da
relagdo estimulo/recompensa, enquanto o controle inibitorio e a regulagcdo emocional sdo fornecidos
pelo cortex pré-frontal e pelo giro cingulado anterior. Acredita-se que drogas fagam com que 0s
neurdnios da area tegmental ventral liberem o neurotransmissor dopamina no ndcleo accumbens.
Essas regides regulam a atividade nas regibes corticais frontais. Essa via é chamada de via de
recompensa mesolimbica (seta em vermelho).

Fonte:  Adaptado de Lee et al., 2012.

O sistema dopaminérgico tem como seu principal regulador o cortex pré-frontal, que,
na via dopaminérgica mesocorticolimbica, recebe projecdes dopaminérgicas do VTA e envia
projecdes glutamatérgicas para o nlcleo accumbens, um integrador chave do processamento
de recompensas (ALBERTIN et al., 2000; MCGINTY; GRACE, 2009; HAMEL et al., 2017,
MORRISON et al., 2017) (Figura 1). Em contraste com as projecdes para regides limbicas e a
inervacao cortical de outras monoaminas, que atingem niveis de densidade adulta no inicio da
vida (COYLE; MOLLIVER, 1977; LEVITT; MOORE, 1979; LIDOV; GRZANNA,;
MOLLIVER, 1980; BENES; TAYLOR; CUNNINGHAM, 2000; DIAMOND, 2002), as
projecdes dopaminérgicas para o cortex pré-frontal ndo amadurecem completamente até o
inicio da idade adulta (KALSBEEK et al., 1988; BENES; TAYLOR; CUNNINGHAM, 2000;
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MANITT et al, 2011; NANEIX et al, 2012). Em suma, a via dopaminérgica
mesocorticolimbica sofre grandes mudangas de desenvolvimento durante a adolescéncia,
tanto nas projecdes da fibra para o cortex pré-frontal quanto na sensibilidade a dopamina
dentro das regides-alvo do nucleo accumbens, estriado dorsal e cortex pré-frontal, através da
expressao alterada do receptor (WALKER et al., 2017).

1.1.2. Adolescéncia e sistema colinérgico

Os neurdnios colinérgicos sdo amplamente distribuidos no cérebro e a acetilcolina
(ACh) se liga a receptores colinérgicos centrais e periféricos. A ACh ¢ liberada de neurdnios
que se projetam para uma ampla gama de estruturas corticais e subcorticais, e influencia a
fisiologia celular, bem como a fungdo neuronal em todo o cérebro (HAUSER et al., 2021). A
enzima colina acetiltransferase (ChAT) é um indicador do estado funcional dos neur6nios
colinérgicos, sendo responsavel pela biossintese de ACh (FERREIRA-VIEIRA et al., 2016).
Apos a sintese, a ACh é transportada através do transportador vesicular de acetilcolina
(VACHT) para a membrana sinaptica e é liberada na fenda sindptica. Existem duas
colinesterases que degradam a ACh no cérebro, a acetilcolinesterase (AChE) e a
butirilcolinesterase (BChE). O transportador de colina (CH1) é fundamental para manter a
neurotransmissao colinérgica pela captacdo de colina na membrana peri-sinaptica, a colina é
entdo reciclada para nova sintese de ACh.

Os nAChR neuronais sdo expressos em neurénios DA, onde mediam, em parte, a
reorganizacdo dos circuitos DAérgicos durante a adolescéncia (THORPE et al., 2020). A
expressdo dos receptores nicotinicos a5, a6 e a7 no VTA atinge o pico, em roedores, em
torno de PN21, enquanto hd mudancas minimas na expressio de B4 entre PN21 e PN60
(AZAM; CHEN; LESLIE, 2007; THORPE et al.,, 2020). A expressao de mRNA das
subunidades a3, a4, B2 e B3 no VTA ¢é maior durante a pré-adolescéncia (PN14) em
comparagdo com o0s niveis do adulto, mas permanece relativamente estdvel entre a
adolescéncia e a idade adulta (AZAM; CHEN; LESLIE, 2007; THORPE et al., 2020). Um
estudo mostrou que a ligagdo de 04p2 nAChR do adolescente (PN29) foi uniformemente
maior em varias regides do SNC em comparacdo com o0s niveis de adultos, mas ndo houve
diferencas significativas nos niveis de ligacdo de a6 ou a7 entre a adolescéncia e a idade

adulta (DOURA et al., 2008; THORPE et al., 2020). A expressdo de mRNA da subunidade o7
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nicotinica € maior no cortex adolescente em compara¢do com o cértex pré-puberal, com
niveis de expressdo estabilizando entre a adolescéncia e a idade adulta (THORPE et al., 2020;
ZHANG et al., 1998). Dentro do cortex, os niveis de subunidade a3 parecem aumentar da
adolescéncia para a idade adulta, enquanto os niveis de expressdo de a4 e 2 sdo mantidos
durante este periodo (THORPE et al., 2020; ZHANG et al., 1998). Assim, a exposi¢do a
compostos que alteram a atividade da ACh durante a infancia e adolescéncia pode ter efeitos

de longo prazo no tdnus colinérgico no SNC.

1.1.3. Adolescéncia e uso de drogas

Durante a adolescéncia, humanos passam mais tempo interagindo com os pares do
que em qualquer outro periodo de desenvolvimento (HARTUP; STEVENS, 1997) e essas
relacGes favorecem novas experiéncias para adolescentes (BROWN, 2004; STEINBERG;
MORRIS, 2001). Além disso, adolescentes sdo mais propensos a apresentar comportamentos
de risco devido as influéncias socioambientais, aspecto favorecido pela tendéncia que tém de
explorar diferentes formas de serem socialmente aceitos e de buscar por novos estimulos e
sensacdes (FAHRIZAL; HAMID; DAULIMA, 2018). Por exemplo, como as habilidades
morais e tomada de decisdo dos adolescentes ainda estdo em desenvolvimento, o0s
adolescentes, quando comparado aos adultos, correm um risco maior de uso de substancias,
por pressdo dos pares por exemplo, incorrendo em um risco acentuado de desenvolverem
transtorno por uso de substancias (FAHRIZAL; HAMID; DAULIMA, 2018). Neste sentido, é
relevante notar que estudos prévios sugerem que criancas e adolescentes tém respostas
reativas de recompensa e executam melhor as tarefas quando ganham suas recompensas a
curto prazo, sugerindo maior engajamento em comportamentos que resultam em beneficios
imediatos (PADMANABHAN et al., 2011), como os associados ao consumo de drogas
recreativas.

Roedores também apresentam tracos comportamentais caracteristicos da
adolescéncia, tais como: elevados niveis de busca por novos estimulos, impulsividade e
comportamento de risco, assim como reducdo de resposta ao estresse (ADRIANI;
CHIAROTTI; LAVIOLA., 1998, ADRIANI; LAVIOLA, 2003, MACRI et al., 2002,
ADRIANI; LAVIOLA, 2000). Estudos também mostraram que roedores adolescentes exibem

maior sensibilidade aos estimulos de recompensa positivos e estdo mais dispostos a
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realizarem esforgos maiores para atingir esses estimulos (DOREMUS-FITZWATER;
SPEAR, 2016).

Diferentes substancias psicoativas afetam o cérebro de maneira diferente, todavia,
um fator convergente é que diversas destas aumentam o nivel da dopamina nos circuitos
cerebrais que controlam a recompensa e o prazer (GAROFOLI, 2020). As drogas de abuso
sdo particularmente capazes de extrapolar esse processo, produzindo uma intensa ativagéo dos
circuitos de recompensa do cérebro, com muito mais dopamina, do que as recompensas
naturais geram, proporcionando sentimentos gratificantes e prazerosos que contribuem para o
seu reforco (GAROFOLI, 2020). Dentre as drogas de abuso mais utilizadas por adolescentes,
estdo o alcool e a nicotina (CASA, 2011). O tabagismo, doenca cronica causada pela
dependéncia a nicotina, afeta adolescentes de forma mais expressiva. Por exemplo, estes
experimentam sintomas de dependéncia mais precocemente do que individuos gque iniciam o
habito tardiamente. Um estudo mostrou que 95% dos adolescentes fumantes relataram
sintomas de dependéncia ao tabaco quando fumavam menos de 10 cigarros por dia, apds um
més de uso (DIFRANZA et al., 2002a, b; O'LOUGHLIN et al., 2003).

Embora quase metade dos fumantes adultos tente parar a cada ano, menos de 5% tém
sucesso devido & nicotina e seu alto risco de gerar dependéncia (HHS, 2014). Os jovens
também tentam parar, e aqueles com maior evidéncia de dependéncia tém maior
probabilidade de ter dificuldade para interromper o uso da nicotina (DIFRANZA et al.,
2002%). Eles fazem mais tentativas de parar antes de serem bem-sucedidos em comparacdo
com os adultos. Comecar a fumar mais cedo esta associado a uma dependéncia mais grave e a
diminuicdo das taxas de parar de fumar (CHEN et al., 1998). Os sintomas de abstinéncia a
nicotina podem ser multifatoriais, mas os mais frequentes sdo aumento da irritabilidade,
dificuldade de concentracdo, ganho de peso, depressdo e ansiedade, sendo estes alguns dos
motivos para que poucos fumantes consigam efetivamente abandonar o uso do cigarro
(JORENBY et al. 1999, SNYDER; MCDEVITT; PAINTER, 2008).

1.2.  Aspectos farmacoldgicos da nicotina

A nicotina é uma substancia psicoestimulante do sistema nervoso central, sendo a
principal responsavel pelas bases farmacoldgicas do transtorno de uso de substancias

associado ao consumo de cigarro. Sua absorcdo se inicia logo no primeiro contato com a
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mucosa oral (em menor quantidade), sendo que, ao alcancar as vias aéreas e alvéolos
pulmonares, a nicotina presente na fumaga do tabaco é rapidamente absorvida devido a
extensa superficie de contato e a facil dissolucéo da nicotina no fluido pulmonar, facilitando a
transferéncia através das membranas. A absorcdo pela pele também é possivel quando ha
contato com folhas de tabaco Umidas ou nicotina isolada. (HUKKANEN et al., 2005). Sua
metabolizacdo ocorre substancialmente no figado pela isoenzima hepatica citocromo P450
2A6 (CYP2A6), convertendo nicotina-Al’ (5)-iminium em cotinina. Em humanos, este
metabdlito € um dos mais abundantes: cerca de 80% da nicotina é transformada em cotinina.
Somando-se ao fato de sua meia vida ser relativamente longa (20 h) em comparacdo a
nicotina (2 h), o metabdlito cotinina é largamente utilizado como um marcador de exposi¢ao a
nicotina (BENOWITZ, 2009).

Tendo uma importante atuacdo no sistema nervoso central (SNC), a nicotina age
como um agonista colinérgico através da ligacdo a receptores nicotinicos colinérgicos
(nAChRs), que sdo canais catibnicos pentaméricos expressos em sitios pré- e pds-sinapticos
no sistema nervoso central e periférico. Os NAChRs neuronais sdo receptores ionotropicos
ativados em resposta a ligacdo da acetilcolina, e apresentam uma grande familia de pelo
menos oito subunidades a (02-10) e trés subunidades B (B2-4), cada uma com caracteristicas
farmacoldgicas distintas (GOTTI et al., 2007; ABREU-VILLACA et al., 2011). No SNC, os
receptores nicotinicos estdo localizados em varias regides do cérebro, tais como hipocampo e
cortex cerebral. Com isso, tais receptores desempenham um papel critico na modulacdo da
atividade neuronal através de alteragdes em seus estados funcionais, um papel importante em
processos fisioldgicos e patolégicos. Uma dessas modulagdes de atividade € a ativacdo do
sistema mesolimbico, resultando na liberacdo de dopamina no ndcleo accumbens. Este é o
circuito responsavel pelas recompensas e desejos, enquanto a retirada da nicotina esta
relacionada com alteracbes noradrenérgicas no locus coeruleus (LESHNER, 1996). O
aumento da liberacdo de dopamina e noradrenalina esta relacionada com supressdo do apetite
e, consequentemente, perda de peso. A nicotina também possui acdo simpatomimética,

causando aumento da pressdo sanguinea, da frequéncia cardiaca e vasoconstrig&o.
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1.3. Tabaco e comportamento

1.3.1. Tabaco e ansiedade

A ansiedade é uma vivéncia humana universal, dentro da normalidade, é associada
ao sentimento de medo e outros estados emocionais similares. Segundo Barlow (2002), € um
estado emocional orientado para o futuro associado a preparacdo para possiveis eventos
adversos. Tem como funcdo prover o individuo de modificacdes fisioldgicas,
comportamentais e psicoldgicas para que este consiga lidar de forma bem-sucedida em
situacOes de risco potencial ou real. Entretanto, se esta funcao adaptativa da ansiedade néo for
efetiva, pode originar um estado patoldgico, podendo vir a interferir na habilidade em lidar de
forma adequada com os eventos estressantes (SILVA et al., 2012).

Os transtornos de ansiedade sdo um grupo de desordens mentais incapacitantes
comum entre os adolescentes. Estima-se que 3,6% dos jovens de 10 a 14 anos e 4,6% dos de
15 a 19 anos sofram de transtorno de ansiedade (WHO, 2021c). Entre os maiores de 20 anos,
2,4% (57 milhdes) da populagéo global sofrem da mesma condigdo (IHME, 2019). Individuos
que possuem algum transtorno de ansiedade sdo mais propensos a comportamentos néo
saudaveis como o uso de drogas, tais como a nicotina (SMITH, BOOK, 2008;
LAVIOLETTE, 2021). Conforme revisou Moylan e colaboradores (2013), varios estudos
demonstraram uma associagdo entre o tabagismo e o aumento dos sintomas de ansiedade, e
em exposicdes precoces (ex. adolescéncia) encontra-se uma predisposicdo a respostas de
ansiedade aumentadas na vida adulta.

Modelos animais sdo amplamente utilizados em pesquisas dedicadas a ansiedade sob
duas justificativas: a verificacdo de novos agentes terapéuticos, e a facilitagdo do
entendimento das caracteristicas fisioldgicas, fisiopatoldgicas e comportamentais envolvidas
na génese e tratamento da ansiedade (SILVA et al., 2012). No estudo da ansiedade, um dos
modelos de escolha € o labirinto em cruz elevado (PELLOW et al., 1985; LISTER, 1987).
Nesse teste ocorre 0 paradoxal evento approach-avoid conflict ou “conflito de aproximagéo-
esquiva”, que antagoniza a preferéncia do roedor por areas protegidas (ex., bracos fechados) e
sua tendéncia natural para explorar novos ambientes (WALF, FRYE, 2007). Dentre as

especulacOes apresentadas para tentar esclarecer a aversdo dos roedores aos bragos abertos
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esta 0 mecanismo de preservacdo do contato fisico com estruturas sélidas, também conhecido
como tigmotaxia (TREIT, FUNDYTUS, 1988).

1.3.2. Tabaco e busca por novos estimulos

A busca por novidades é uma tendéncia para intensa alegria ou excitacdo em resposta
a novos estimulos, levando ao aumento de atividade exploratéria em busca de recompensas
(HIROI, AGATSUMA, 2005). O comportamento de busca por novidades tem sido
correlacionado com vulnerabilidade a disturbios psicopatoldgicos e transtorno por abuso de
substancias em humanos e animais (BIDWELL et al., 2015; FOULDS et al., 2017; WINGO
et al., 2016). Modelos experimentais em animais tém mostrado que a busca por drogas,
incluindo a nicotina, € mais recorrente na presenca deste comportamento e que um
comportamento de busca por novos estimulos aumentado pode predizer um maior consumo
de nicotina no futuro (ABREU-VILLACA et al., 2006; 2015; CAIN, SAUCIER, BARDO,
2005; FLAGEL et al., 2014). Diversos estudos em animais avaliam este comportamento
submetendo-os ao teste de campo vazado (CV), padronizado originalmente por Boissier e
Simon (1962) como medida geral da atividade motora e de exploragdo. Nao obstante, novas
medidas também puderam ser realizadas como ansiedade e aprendizado espacial e memoria, a
partir de ligeiras modificacdes (FILE, 2001; FILE, WARDILL, 1975; VAN DER STAAY et
al., 2012).

1.4.  Abordagens farmacoldgicas para a cessacdo do tabagismo

Em oposicao a vasta literatura que aborda a cessagdo do tabagismo na idade adulta,
existe uma caréncia de estudos que investiguem programas de intervencdo e interrup¢do do
habito de fumar na populacdo adolescente. Apesar das abordagens terapéuticas de base
farmacologica para a dependéncia ao tabaco terem se mostrado segura e eficaz para adultos,
sua eficacia e a seguranca na populagdo adolescente ndo sdo bem estabelecidas. A prescricéo
e uso de medicacdes tem papel de mitigar os sintomas da sindrome de abstinéncia a nicotina,

porém, as diretrizes antitabagistas recomendam a farmacoterapia juntamente com terapia
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comportamental (BRASIL, 2013). Até o momento, dentre os farmacos aprovados pelo FDA
para auxiliar na interrupcdo do uso do cigarro estdo: 1) terapias baseadas na reposi¢do de
nicotina; 2) uso da bupropiona; 3) uso da vareniclina (SQUEGLIA et al., 2019).

1.4.1 Terapia de Reposicdo de Nicotina

A terapia de reposicdo de nicotina (TRN) tem por objetivo a reducdo da motivacao
para fumar e dos sintomas fisiolégicos e psicomotores de abstinéncia comumente
experimentado durante a tentativa de parar de fumar (HARTMANN-BOYCE et al., 2018).
Por conseguinte, a TRN deveria aumentar a probabilidade de permanecer abstinente
(HARTMANN-BOYCE et al., 2018). A evidéncia de que a TRN ajuda a parar de fumar é
bem aceita e diretrizes clinicas recomendam a TRN como tratamento de primeira linha para
pessoas que procuram ajuda farmacoldgica para parar de fumar (BRASIL, 2020; FUCITO et
al., 2014).

Atualmente, as formas mais efetivas para interromper o habito de fumar envolvem
métodos alternativos de liberagdo de nicotina (adesivos transdérmicos, gomas de mascar,
pastilhas, comprimidos sublinguais, inalador ou sprays nasais). Todos os produtos disponiveis
dependem da absorcdo venosa sistémica e, portanto, ndo alcancam uma distribuicdo sistémica
tdo rapida quanto a inalacdo da fumaca do cigarro. Enquanto se leva apenas alguns segundos
para que altas doses de nicotina de um cigarro cheguem ao cérebro, os medicamentos
indicados atingem niveis mais baixos ao longo de um periodo de minutos ou horas,
dependendo do produto. Desta forma, podemos apresentar as TRN em duas divisdes: produtos
de liberacdo lenta e produtos de liberacdo rapida (WADGAVE, NAGESH, 2016; FLOWERS,
2017).

Resultados sugerem que o uso de quaisquer formas de TRN torna mais provavel que
a tentativa de uma pessoa de parar de fumar seja bem-sucedida, com aumento de 50% a 60%.
A TRN funciona com ou sem aconselhamento adicional e ndo precisa ser prescrita por um
médico (HARTMANN-BOYCE et al., 2018). Visto que uma terapia sozinha possui uma
eficacia caracteristica, combinagfes de farmacos de primeira linha, como a bupropiona,
vareniclina e a TRN, tém demonstrado efetividade maior na cessacdo do tabagismo (EBBERT
et al., 2009; MILLS et al., 2012). O uso de TRN néo é recomendado atualmente como parte

do tratamento do tabaco para adolescentes porque a eficicia ainda ndo foi estabelecida nessa



32

populagdo (BAILEY et al., 2012). Em consonéncia, alguns trabalhos apontam que a TRN
falha em ajudar adolescentes a pararem de fumar, seja a curto, médio ou longo prazo (KIM et
al., 2011; SCHERPHOF et al., 2014).

1.4.2 Bupropiona

O uso da bupropiona foi aprovado em 1997 pelo FDA como farmacoterapia para
cessacdo do tabagismo, sendo um dos primeiros medicamentos licenciados com esta
finalidade (WILKES, 2006). E também indicada para o tratamento de depressdo e para o
transtorno afetivo sazonal em adultos. Entre os usos ndo aprovados pelo FDA estdo:
transtorno de déficit de atencao/hiperatividade (TDAH), depressdo associada ao transtorno
bipolar, obesidade e disfuncéo sexual induzida por antidepressivos (VERBEECK et al., 2017,
CLAYTON, KINGSBERG, GOLDSTEIN, 2018; HUECKER, SMILEY, SAADABADI,
2021). Entre as reacdes adversas mais comuns relacionadas ao uso de bupropiona estdo
insonia; cefaleia; boca seca; nauseas e vOmitos; anorexia; agitacdo, ansiedade e depressdo;
tremor; vertigem; dor abdominal; constipacdo; febre e astenia (GSK, 2021).

A bupropiona € um antidepressivo inibidor ndo seletivo dos transportadores de
dopamina (DAT) e noradrenalina (NET), com efeito minimo na recaptacdo de serotonina,
permitindo que esses neurotransmissores permanecam por mais tempo na fenda sinaptica
(DWOSKIN et al, 2006). Estudos in vitro apontam outro mecanismo de acdo potencialmente
favoravel para a cessacdo do tabagismo: a bupropiona mostrou ser um antagonista dos
receptores nicotinicos colinérgicos nAChRs a3p2, 044p2 e a7, demostrando menor afinidade
pelo Gltimo tipo de receptor (SLEMMER, MARTIN, DAMAJ, 2000).

Estudos realizados com adolescentes fumantes tratados com o farmaco indicam
melhora nos sintomas comportamentais relacionados a ansiedade e depressdo (SUSSMAN,
SUN, DENT, 2006). Entretanto, ha evidéncias insuficientes para apoiar a seguranca e eficacia
do uso de bupropiona para menores de 18 anos que desejam parar de fumar (KILLEN et al.,
2004), ocasionando a ndo preconizacdo desta farmacoterapia pelo sistema de saude (BRASIL,
2020).

Em nosso laboratdrio, trabalhos anteriores em modelo animal fizeram uso da
bupropiona como farmacoterapia ap6s exposi¢do a nicotina ou fumaca de cigarro durante a
adolescéncia (CLAUDIO-NETO, 2016; ISNARDO-FERNANDES, 2021). Os achados nos
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testes comportamentais de Labirinto em Cruz Elevados indicaram que a bupropiona foi capaz
de reverter parcialmente os efeitos ansiogénicos causados pela exposicéo e, 30 dias ap6s o fim
do tratamento, ainda foram observados efeitos residuais da bupropiona, sugerindo seu uso em
adolescentes pode auxiliar o processo de interrupcdo do consumo de nicotina, mas que um
acompanhamento se faz necessario a longo prazo (ISNARDO-FERNANDES, 2021).

1.4.3 Vareniclina

A citisina € um alcaloide com estrutura molecular semelhante a nicotina e possui alta
afinidade receptores nicotinicos colinérgicos nAChRs o4p2 (JORDAN, XI, 2018).
Considerada uma das medicagdes mais antigas aplicada na cessacdo do tabagismo, foi
licenciada e utilizada para este fim em alguns paises da Europa Oriental, Central e da Asia
Central hd mais de 50 anos (PROCHASKA, DAS, BENOWITZ, 2013). Extraida a partir da
planta Laburnum anagyroides, suas folhas foram utilizadas durante a Il Guerra Mundial por
soldados alemé&es e russos como um substituto para o tabaco (TUTKA et al., 2019). Os
primeiros trabalhos elucidativos sobre a citisina surgiram na década de 1950, quando Paskov
e Dobrev publicaram sobre suas caracteristicas, suas propriedades farmacoldgicas e seu uso
no tratamento da dependéncia de nicotina (TUTKA et al., 2019). No entanto, décadas antes,
em 1912, ja existiam relatos que seus efeitos bioldgicos eram semelhantes ao da nicotina
(JORDAN, XI, 2018). De certo modo, a citisina é um farmaco predecessor da vareniclina
atualmente comercializada, pois foi com base nos conhecimentos sobre sua estrutura quimica
e mecanismo de acdo que a empresa farmacéutica Pfizer iniciou esforcos para gerar novos
compostos com eficacia aprimorada (COE et al., 2005).

O tartarato de vareniclina foi desenvolvido originalmente como um agente para a
cessacdo do tabagismo em 1997 sob a marca Chantix®. Aprovada pelo FDA em 2006, a
vareniclina exibe um mecanismo de acdo receptor-dependente, atuando como um agonista
parcial nAChR 04p2, a3p2, a3p4, a6/a3p2B3, alPyd e um agonista total de alta eficacia para
0 nAChR a7. Também se liga com afinidade moderada ao receptor 5-HT3 (JACOB, POLAK,
2020; MIHALAK, CARROLL, LUETJE, 2006; PFIZER, 2021). Medicamentos como a
vareniclina, que agem como agonistas parciais de NAChR, conseguem dar maior suporte na
interrupcdo do tabagismo pela combinagéo de dois mecanismos (CAHILL et al., 2016). Em

primeiro lugar, agindo como um agonista a42 nAChR, atenuando sintomas de fissura e
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abstinéncia ap0s cessacdo abrupta ou redugdo do consumo de nicotina. Em segundo lugar,
ocupando parte dos receptores, impedindo a ligacéo a nicotina e, em consequéncia, levando a
uma reducdo da satisfacdo em fumar, seja antes de parar ou em uma recaida (JACOB,
POLAK, 2020). Através da sua atividade nos receptores o4P2 e a6B2, a vareniclina
demostrou reduzir a liberagdo de dopamina no ndcleo accumbens induzida pela
coadministragdo com a nicotina (BORDIA, et al., 2012, ROLLEMA et al., 2007).

A vareniclina é quase completamente absorvida pelo trato gastrointestinal apos
administracdo oral e sua disponibilidade sistémica é alta (> 90%) (FAESSEL et al., 2010).
Seu pico de concentragdo plasmatico ocorre 3-4 horas apds a administracdo. Em geral, suas
propriedades de distribuicdo sdo caracterizadas pela baixa ligagdo as proteinas plasmaéticas,
rapida distribuicdo pelos tecidos e boa penetracdo no cérebro (FAESSEL et al., 2010).
Passando por um processo de metabolizagcdo minimo, 92% do farmaco é excretado em sua
forma inalterada pela urina (PFIZER, 2021). A meia-vida de eliminagdo da vareniclina em
humanos adultos é de aproximadamente 24 h. Em pacientes pediatricos (12-17 anos)
demostrou uma meia-vida mais curta, 10 h. J& em modelos animais, a meia-vida do farmaco é
ainda mais curta em ratos (4 h) e camundongos (1,4 h) (FAESSEL et al., 2010; OBACH et
al., 2006).

A dose recomendada de vareniclina é de 1 mg duas vezes ao dia por 12 semanas ap0s
uma semana de titulagéo inicial, comecando com 0,5 mg uma vez ao dia por 3 dias, seguido
de 0,5 mg duas vezes ao dia por 4 dias em fumantes adultos. Ao terminar os 7 dias de
titulacdo, o paciente deve interromper o uso do tabaco. Diante disso, é indicado que o fumante
estabeleca uma data de parada antes de iniciar o tratamento (FAESSEL et al., 2010; PFIZER,
2021). Com altas taxas de seguranca e eficécia, a vareniclina é geralmente bem tolerada para
ajudar a parar de fumar e manter os indices de abstinéncia a longo prazo (CAHILL et al.,
2016). Os efeitos adversos mais comumente relatados sdo nauseas, insdnia e cefaleia
(JACOB, POLAK, 2020). Outros efeitos adversos comuns que geralmente sao temporarios e
de severidade leve a moderada incluem dor de cabeca, sonhos anormais, disturbios do sono,
tontura, boca seca, ganho de peso e constipacdo (JORENBY et al., 2006).

A utilizagdo da dosagem padréo de vareniclina aumentou as chances de sucesso da
cessacdo do tabagismo a longo prazo entre duas e trés vezes em comparacdo ao placebo. Nao
obstante, regimes de doses mais baixas conferiram beneficios, reduzindo a incidéncia de
eventos adversos (CAHILL, STEAD, LANCASTER, 2012). A vareniclina também se mostra

uma ajuda promissora se comparada com bupropiona e ao TRN (adesivo de nicotina) pois
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possui uma taxa de sucesso significativamente maior 6 meses apés a interrup¢do do tabagismo
(ANTHENELLI et al., 2016; KALKHORAN, BENOWITZ, RIGOTTI, 2018).

Estudos prévios do laboratorio, em modelo animal, utilizaram vareniclina como
tratamento farmacoldgico em um modelo de exposi¢do a nicotina durante a adolescéncia por
ingestdo desta droga diluida em agua (CLAUDIO-NETO, 2016; DUARTE-PINHEIRO,
2019). Os resultados dos testes comportamentais de Labirinto em Cruz Elevado e Campo
Aberto em ambos os trabalhos indicaram que a vareniclina parece ndo apresentar efeitos
comportamentais deletérios nos animais adolescentes expostos a nicotina na adolescéncia,
sugerindo que o uso da vareniclina é seguro nesta fase do desenvolvimento para este fim.
Adicionalmente, demonstramos que a vareniclina era capaz de reduzir a preferéncia por
nicotina apds um curto periodo de abstinéncia (DUARTE-PINHEIRO, 2019).

N&o obstante, dados epidemioldgicos indicam os cigarros como principal forma de
consumo de nicotina, e estes contém aproximadamente 7000 substancias quimicas, dentre elas
4,7 mil sdo nocivas ao uso, seja na sua composicao ou derivada da queima dos cigarros. J& é
conhecido que alguns dos componentes ndo nicotinicos presentes na fumaca do cigarro
contribuem de forma relevante para os efeitos no SNC (HOFFMAN, EVANS, 2013; HALL et
al., 2014). Sendo assim, é necessario que a seguranca e a efetividade da vareniclina seja

também avaliada em um modelo mais condizente com a realidade dos tabagistas.
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OBJETIVOS

Objetivos Gerais

O objetivo do presente projeto foi o de estudar efeitos somaticos e comportamentais

do uso da vareniclina em um modelo experimental de exposicdo a fumaca do cigarro durante

a adolescéncia.

2.2.

Objetivos Especificos

Estudar os comportamentos associados aos niveis de ansiedade, no labirinto em cruz
elevado, , no teste de campo vazado, em camundongos Suicos que foram expostos a
fumaga do cigarro contendo nicotina durante a adolescéncia e subsequentemente
tratados com vareniclina. Um grupo de animais foi testado durante o tratamento e
outro grupo foi testado trinta dias ap6s o encerramento do tratamento

Estudar também os comportamentos associados a busca por novidade, no teste de
campo vazado, nestes animais. Um grupo de animais foi testado durante o tratamento
e outro grupo foi testado trinta dias ap6s o encerramento do tratamento;

Estudar, nestes animais, parametros somaticos associados a massa € composi¢do
corporal;

Estudar, nestes animais, o padréo de ingestdo de agua e de consumo de racao ao longo

de todo o experimento.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Esse trabalho é de natureza experimental e foi integralmente desenvolvido no
Laboratorio de Neurofisiologia (LN) do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas (DCF),
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG), Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (UERJ). O protocolo experimental utilizado, descrito a seguir, foi aprovado pelo
Comité de Etica Para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do IBRAG, sob o nimero
CEUA/023/2021, e estdo de acordo com o Guia de Cuidados e Uso de Animais de
Laboratorio conforme estabelece a Lei Federal n® 11.794/08.

Foram utilizados camundongos Suicos adolescentes, de ambos o0s sexos, criados e
mantidos no biotério experimental de camundongos do Laboratorio de Neurofisiologia do
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da UERJ num ciclo diario de 12 h claro/escuro (inicio
do escuro = 14:00 h), com temperatura controlada (23 + 1°C) e com livre acesso a agua e
racao especifica para murinos (Cddigo Nuvilab CR1 - NUVILABNUVITAL®).

Para a formacdo das ninhadas, foram utilizados camundongos adultos, na proporgéo
de trés fémeas para um macho. Apds duas semanas do inicio dos cruzamentos as fémeas
gravidas foram individualizadas em caixas proprias (dimensdes: 30 cm x 20 cm x 13 cm) e
observadas diariamente até o dia do nascimento da prole (PN1). Nesse estudo foram utilizadas
ninhadas entre 8 e 12 filhotes com o objetivo de padronizar o aporte nutricional dos animais
experimentais.

Foram utilizados 384 camundongos de ambos 0s sexos provenientes de 56 ninhadas
(uma parte dos animais de cada ninhada foi destinada a outro estudo). No 25° dia pds-natal
(PN25) foi realizado a separagdo materna e, em PN28, os animais foram separados de acordo
com $exo, em caixas com no minimo 2 e no maximo 5 animais, de forma a evitar estresse por
isolamento. Foi realizado o controle da massa corporal, ingesta hidrica e consumo de ragdo ao
longo do periodo experimental. Os animais foram identificados individualmente através de
perfuracdes nas orelhas utilizando um tatuador, agulhas hipodérmicas BD descartaveis
tamanho 0,45 x 13 mm (26G %") e tinta para tatuagem animal (Animal Tatoo Ink Paste,

Ketchum Manufacturing INC, Canada) ou coloracdo no dorso utilizando violeta genciana.
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3.2 Exposicao a fumaca de cigarro

Os animais foram expostos a nicotina diariamente (durante o periodo de exposi¢do
de PN28 a PN45) em uma maquina de producdo automatica de fumaca de cigarro (Teague
Enterprises, Davis, EUA) (grupo FUM). Inicialmente, os animais passaram por um periodo de
habituacdo em PN28 e PN29, onde foram expostos por 2 e 4 h, respectivamente, nesta
maquina. Apos este periodo, de PN30 a PN45, o ciclo de exposicdo passou a ser de 8 h
diérias. A exposic¢do teve inicio as 9:00 h e foram utilizados os cigarros tipo 3R4F (contendo
0,73 mg de nicotina, dose intermediaria; Kentucky Tobacco Research & Development Center
- KTRDC, College of Agriculture, University of Kentucky).

Durante o ciclo de exposi¢do, a maquina acende um cigarro a cada nove minutos,
realizando uma aspiragdo a cada minuto, o equivalente a uma tragada (figura 2). O fumo
resultante da exposicdo € a combinacdo de dois tipos de fumaca: 1) fumaca principal (do
inglés, mainstream), resultante da fumaca inalada ou fumo ativo; 2) fumaca secundaria (do
inglés, sidestream) é resultado da queima e dissipacdo da fumaca ou fumo passivo. A fumaca
de cigarro gerada pela queima do cigarro é sugada de forma continua para uma camara de
mistura. Assim, é utilizada uma mistura de 11% de fumaca principal e 89% de fumaca
secundéria, de forma a simular o tabagismo ativo (ABREU-VILLACA et al., 2010; 2015). A
exposicdo a fumaca de cigarro foi realizada em um recinto adequado para realizacdo do
procedimento e com ciclo de claro/escuro idéntico ao biotério a fim de ndo causar
discrepéncias ao ciclo circadiano dos animais. Todo o corpo do camundongo foi exposto a
fumaca e, apesar disso, nenhuma animal foi a ébito devido a exposicdo. Apos as 8 h de
exposicdo, as 17:00 h, as gaiolas contendo os animais eram cobertas com tecido que bloqueia
a passagem de luz e eram encaminhadas ao biotério. Desta forma, visamos com este padrdo de
exposicao produzir niveis plasmaticos constantes de nicotina durante o dia.

Para o grupo de animais controle (grupo AR), foram adotados 0s mesmos
procedimentos dos animais expostos a fumacga, com excecdo de que apenas ar ambiente, ndo

apresentando fumaca de cigarro, foi utilizado.
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Figura2 —

Legenda: Fotografia em vista frontal da maquina, com o equipamento de gera¢do da fumaca do cigarro na
porcdo superior e as camaras de exposi¢do contendo gaiolas na porgdo inferior. Ao lado direito,
indicado por uma seta branca a cdmara sem fumaca onde séo colocadas as gaiolas AR.

Fonte: A autora, 2022.

3.3. Tratamento com vareniclina

Como estratégia terapéutica antitabagista, foi utilizada a vareniclina (VAR), na dose
de 0,5 mg/kg de PN41 a PN45 e, de PN46 a PN56, na dose de 1,0 mg/kg. Desta forma, o
tratamento dos dias PN41 a PN45 se deu durante a exposicao a fumaca de cigarro ou ao ar e,
de PN46 a PN56, ap0s a interrupcdo da exposicdo. A vareniclina (VAR), diluida em é&gua, foi
administrada via gavagem duas vezes ao dia nas doses e periodos citados. Um volume
equivalente de agua filtrada (AG) foi administrado, também por gavagem, no grupo gque ndo

foi tratado com vareniclina.
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As doses foram selecionadas baseadas na posologia prescrita atualmente para
tabagistas (PFIZER, 2021) e no metabolismo e disposi¢do da vareniclina em camundongos,

modelo animal utilizado no presente trabalho (OBACH et al.,2006).

3.4. Controle de massa corporal, ingesta hidrica e consumo de racéo

O controle da ingesta hidrica e consumo de racdo foi realizado a partir de PN30 até
PN46, em dias intercalados e aferida em dois turnos distintos: 1) ap6s 0 tempo exposicdo a
fumaca de cigarro ou ao ar (8 h por ciclo); 2) ap6s o tempo de permanéncia no biotério
(periodo ndo exposto, 16 h por ciclo). A massa corporal dos animais também foi aferida,
seguindo os mesmos intervalos de tempo de afericdo dos consumos hidrico e alimentar. Para
avaliacdo da ingesta hidrica, bebedouros de polisulfona e bico de aco inox Alesco® foram
utilizados com &gua e, a cada dia de avaliacdo, o volume ingerido (em mL) era aferido e as
aguas trocadas. Para avaliacdo do consumo de racdo de PN30 a PN46, a quantidade
consumida (em @) foi aferida e as racGes substituidas. Ap6s o término do periodo de
exposicdo, de PN46 a PN56 (durante a vigéncia do tratamento) e de PN56 a PN86 (periodo de
30 dias que se seguiu ao encerramento do tratamento), a afericdo de massa corporal, ingesta
hidrica e consumo de racdo se deu a cada 5 dias. A ingesta hidrica e 0 consumo de racdo

foram calculados como a diferenca entre o ofertado e o ndo consumido.

3.5. Testes comportamentais

Os animais, entre os dias PN54 e PN55 (vigéncia do tratamento com vareniclina,
VIG) ou entre os dias PN84 e PN85 (apds 30 dias do encerramento do tratamento, RET),
dependendo do grupo experimental em que se encontravam, foram submetidos aos testes de
Labirinto em Cruz Elevado (LCE) e de Campo Vazado (CV). A descri¢édo detalhada dos testes
e varidveis quantificadas sera feita adiante. Em cada idade, os animais foram subdivididos em
dois protocolos com sequéncias de teste diferentes. No primeiro protocolo (DIR), os animais

foram inicialmente submetidos ao LCE e, ap6s um dia, foram submetidos ao CV. No segundo
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protocolo (INV), os animais foram submetidos inicialmente ao CV e, apds um dia, foram
submetidos ao LCE.

3.5.1. Labirinto em Cruz Elevado

Os animais foram testados no LCE (figura 3), que € considerado um dos testes mais
utilizados em modelos animais para analise de comportamento tipo ansioso, sendo
frequentemente utilizado para a avaliacdo do efeito de drogas ansioliticas (WALF, FRYE,
2007). Antes do inicio de cada teste, as caixas de criacdo contendo os animais foram
transportadas para a sala de teste, onde permaneceram por 10 min para ambientagdo. O
equipamento tem formato de cruz e consiste em 2 bragos abertos (BA: - sem paredes laterais),
medindo 28,5 x 5,0 cm, e 2 bragos fechados (BF:- com paredes laterais), medindo 28,5 x 5,0 x
14,0 cm, dispostos perpendicularmente, e uma area central (CN) entre os bracos, elevados a
50 cm acima do chdo. Os camundongos foram colocados individualmente no centro do
equipamento, virados para um dos bracgos abertos, tendo 5 min para explorarem o labirinto.
Apbs o término de cada teste, o LCE era higienizado utilizando folhas de papel toalha
umedecidas com alcool 35% com o intuito retirar excretas e odores que pudessem interferir
no comportamento dos demais animais a serem testados. Os testes foram realizados na fase
escura do biotério, apdés as 14 h, em uma sala com protecdo acustica e gravados por uma

camera de video posicionada a 1 m acima do LCE.
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Figura3—  Labirinto em Cruz Elevado.

Legenda: Fotografia em vista superior obliqua do teste de labirinto em cruz elevado com um camundongo Suigo
posicionado em um dos bracos abertos.
Fonte: A autora, 2022.

A partir das imagens gravadas, foram quantificados o tempo de permanéncia dos
animais nos bragos abertos, nos bragos fechados e na area central, bem como o nimero de
entradas em cada uma destas estruturas. Para tal quantificagdo foi utilizado o programa ACC
PlusM 102 - Avaliacdo Computadorizada de Comportamento (desenvolvido no Laboratorio
de Neurofisiologia / DCF / IBRAG / UERJ). As seguintes variaveis principais (LAL,
PRATHER, REZAZADEH, 1991, PELLOW et al., 1985) foram utilizadas como medidas de
comportamento associado a ansiedade: 1) percentual de tempo de permanéncia nos bracos
abertos — % Tempo BA: foi calculado a partir da razéo entre o tempo gasto nos bracgos abertos
(Tempo BA) e a soma dos tempos gastos nos bracos abertos e fechados (%Tempo BA =
Tempo BA / Tempo BA + Tempo BF); 2) percentual de entradas nos bragos abertos —
%Entradas BA: foi calculado a partir da razdo entre o nimero de entradas nos bragos abertos
e a soma do numero de entradas nos bragos abertos e bracos fechados (%Entradas BA =
Entradas BA / Entradas BA + Entradas BF). As seguintes variaveis complementares foram
avaliadas (RODGERS; DALVI, 1997): 1) Entradas nos bracos fechados — Entradas BF:
foram consideradas todas as vezes em que o animal colocava as quatro patas no bracgo
fechado. A variavel foi utilizada como uma medida de atividade locomotora; 2) percentual de
tempo de permanéncia no centro do labirinto — %Tempo CN: corresponde ao tempo gasto na
area central do labirinto dividido pelo tempo total. A variavel foi utilizada como uma medida
independente de tomada de decisdo; 3) tempo de permanéncia nos bracos abertos — Tempo
BA: corresponde ao tempo total em que o animal mantém as quatro patas no braco aberto. A

variavel foi utilizada como uma medida complementar de comportamento associado a
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ansiedade; 4) entradas nos bracos abertos — Entradas BA: foram consideradas toda as vezes
em que o animal colocava as quatro patas no brago aberto. A variavel foi utilizada como uma
medida complementar de comportamento associado a ansiedade. As variaveis etoldgicas
utilizadas foram (RODGERS; DALVI, 1997): 1) nimero de elevacgdes (atividade vertical), 2)
0 nimero de autolimpezas (tomada de decisdo); 3) numero de abaixamentos da cabeca, do
inglés, head dips (avaliagdo de risco); 4) nimero de espreitamentos, do inglés, stretchings

(avaliacdo de risco).

3.5.2. Campo Vazado

Os animais foram testados no CV (figura 4) para avaliar os niveis de busca por novos
estimulos (“busca pela novidade”) (REDOLAT et al., 2009; VAGLENOVA et al., 2004) e
ansiedade (TAKEDA, TSUJI, MATSUMIYA, 1998; ABREU-VILLACA et al., 2006). Antes
do inicio de cada teste, as caixas de criagdo contendo os animais foram transportadas para a
sala de teste, onde permaneceram por 10 minutos para ambientacdo. O equipamento de teste
tem formato de uma arena retangular com (45 x 35 x 40 cm). A superficie apresenta 16
orificios (3 cm de diametro), distribuidos de forma equidistante, onde o animal pode inserir a
cabeca para explorar; esta superficie se encontra 10 cm acima do assoalho da caixa. Ao inicio
do teste, o0 animal € posicionado voltado para um dos quatro cantos e pode explorar a area por
5 min. Apds o término de cada teste, 0 CV era higienizado utilizando folhas de papel toalha
umedecidas com alcool 35% com o intuito retirar excretas e odores que pudessem interferir
no comportamento dos demais animais a serem testados. Os testes foram realizados na fase
escura do biotério, apds as 14 h, numa sala com protecdo acustica e gravados por uma camera
de video posicionada 2 m acima do CV. A avaliacdo comportamental foi realizada com base
nos videos obtidos. As variaveis analisadas foram: 1) o nimero de orificios explorados com a
cabeca; 2) nimero de entradas no centro (CNT); 3) nimero de entradas nas quinas (QUI); 4)
namero de entradas nas bordas (BOR); 5) percentual de tempo de permanéncia no centro da
arena - % Tempo CNT: corresponde ao tempo gasto na area central do campo dividido pelo
tempo total; 6) tempo de permanéncia nas quinas; 7) tempo de permanéncia nas bordas. As
variaveis etoldgicas utilizadas foram: 1) numero de elevacGes (atividade vertical); 2) o
namero de autolimpezas (tomada de decisdo); 3) nimero de espreitamentos (avaliacdo de

risco).
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Figura4—-  Campo Vazado.

Legenda: Fotografia em vista superior do teste de campo vazado com um camundongo Suigo explorando um
dos orificios. Em vermelho esta indicado a area central (CNT) do teste.
Fonte: A autora, 2022.

Em PN56 ou em PN86, apds a conclusdo dos testes comportamentais, 0s animais
foram eutanasiados por decapitacdo para extracdo dos cérebros para analise posterior, coleta
de sangue e retirada de tecidos para analise enddcrina e metabodlica. Os tecidos coletados para
a analise neuroquimica foram: cérebro, seccionados nas seguintes regibes: hipofise,
hipotalamo, mesencéfalo, tronco encefalico, hipocampo, cértex. (direito e esquerdo) e cortex
pré-frontal (direito e esquerdo). Para a analise enddcrina e metabolica, os tecidos coletados
foram: adrenais, tecidos adiposos branco (tecido adiposo subcutaneo, tecido adiposo
retroperitoneal, tecido adiposo mesentérico e tecido adiposo gonadal), tecido adiposo marrom

interescapular e soro.

3.6. Formacéao dos grupos experimentais

Para o estudo completo do impacto da exposicéo a fumacga do cigarro e subsequente
procedimento de tratamento com vareniclina durante a adolescéncia foram necessarios 16
grupos experimentais (tabela 1):

1) FUM/VAR/VIG/DIR;

2) FUM/VAR/VIG/INV;



3) FUM/AG/VIG/DIR;
4) FUMIAG/VIG/INV;
5) AR/VAR/VIG/DIR;
6) AR/VAR/VIG/INV;
7) AR/AG/VIG/DIR;

8) AR/AG/VIG/INV;

9) FUM/VAR/RET/DIR;
10) FUM/VAR/RET/INV;
11) FUM/AG/RET/DIR;
12) FUM/AG/RET/INV;
13) AR/VAR/RET/DIR;
14) AR/VAR/RET/INV;
15) AR/AG/RET/DIR;
16) AR/AG/RET/INV.

Tabela 1l —
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Detalhamento dos grupos experimentais utilizados.

GRUPOS EXPERIMENTAIS

Periodo Exposicdo Tratamento Sequéncia # Periodo Exposicdo Tratamento Sequéncia #
Aqua Direta 1 Aqua Direta 9
g nvertida 2 g Invertida 10

Ar . Ar .
o Direta 3 . Direta 11

Vareniclina . Vareniclina )

s Invertida 4 . Invertida 12

Vigéncia . Retirada .
Aqua Direta 5 Aqua Direta 13
Fumaca g nvertida 6 Fumaca g Invertida 14
; Vareniclina Direta 7 ; Vareniclina Direta 15
Invertida 8 Invertida 16

3.7. Composicao corporal — Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

No dia da eutanasia (PN56 ou PN86), a massa total de gordura e a massa magra (ou

massa livre de gordura) foram avaliadas utilizando ressonancia magnética nuclear (RMN)

para pequenos animais vivos, sem a utilizacdo de anestesia prévia. Os camundongos foram

analisados usando equipamentos (Whole Body Composition Analyzer, Bruker’s Minispec

LF90 TD-NMR, Rheinstetten, Alemanha). No dia do teste, uma verificacdo de controle de

qualidade das tensdes internas, temperatura, imas e parametros de RMN foi realizada usando

um padrdo fornecido pelo fabricante. Os camundongos foram colocados em um cilindro de
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plastico transparente e imobilizados pela inser¢do de um émbolo ajustado no cilindro. O tubo
foi colocado na camara de leitura do equipamento por aproximadamente 2 min para a leitura.
A avaliacdo foi cega porque a operadora de RMN nao conhecia o protocolo experimental. Os
dados brutos foram expressos em massa gorda (g), massa magra (g) e fluido (g). Os dados

corrigidos foram também expressos em % de gordura e % de massa magra.
3.8. Desenho global do experimento

O delineamento experimental é apresentado na figura 5.
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Figura5—  Delineamento experimental.
Dia pos-natal GRUPOS
1 Nascimento ARAG: Ar e Agua
FUMAG: e Agua
25 Desmame ARVAR: Ar e Vareniclina
23 }. Habituacio FUMVAR: e Vareniclina

> ou Ar

41
ou Ar

>+

-
Vareniclina () ou Agua
45,— -~ ~

Vigéncia

54 > Vareniclina ou Agua

55

56

w LCE/cv &

-

Retirada

.+ Eutanasia .
84 bl 4

85 _
86 -l -

Legenda: Fumaca: exposicdo a fumaca gerada a partir de cigarros contendo 0,73 mg/cigarro (exposi¢do por 8
h/dia); Ar: exposicdo ao ar filtrado; Vareniclina (¥2): tratamento com dose de 0,5 mg/kg; Vareniclina:
tratamento com dose de 1,0 mg/kg; Agua: tratamento com &gua. LCE: teste do Labirinto em Cruz
Elevado; CV: teste do Campo Vazado. Vigéncia: animais testados durante o tratamento com
vareniclina; Retirada: animais testados 30 dias ap6s o fim do tratamento.

Fonte: A autora, 2022.
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3.0. Analise estatistica

A andlise quantitativa foi iniciada com a verificacdo da normalidade das distribuicdes
dos resultados pelo teste Kolmogorov—Smirnov para uma amostra (K-S). Os dados seréo
apresentados na forma de médias e erros padrdo da média. O nivel de significancia foi
estabelecido em p < 0,05. Para as interacdes entre fatores em que o valor de prova observado
foi p < 0,10 (bicaudal), os fatores interativos foram separados e as ANOVAs repetidas para
verificar se os efeitos eram mantidos (SNEDECOR; COCHRAN, 1967).

3.9.1. Analise da evolucdo da massa corporal, ingestdo liquida e consumo de racdo

Os dados de massa corporal foram obtidos para cada animal individualmente. Os
dados de ingestdo de agua e de consumo de racdo foram obtidos para cada caixa e corrigidos,
conforme o caso, por nimero de animais na caixa e por numero de dias entre medidas.
Anélises de variancia globais com medidas repetidas (rANOVAs) foram utilizadas para
analisar o ganho de massa corporal (em g), a ingestdo de 4gua (em mL) e o consumo de racédo
(em g) pelos animais durante todo o experimento. Para a analise de massa corporal, o fator
medido repetidamente foi o DIA. Os fatores utilizados foram a EXPOSICAO (fumaga e ar), o
TRATAMENTO (vareniclina e 4gua) e 0 SEXO (fémeas e machos). Também para a anélise
dos dados de ingestdo de agua e de consumo de racdo, o fator medido repetidamente foi o
DIA. Porém, como tanto animais que foram tratados com vareniclina quanto com &gua
habitavam a mesma gaiola, independentemente de esta ter sido colocada na cdmara com ar ou
com fumaca, os fatores utilizados foram a EXPOSICAO (fumaga e ar) e 0 SEXO (fémeas e
machos). Para o estudo do padréo de alimentacdo no biotério ou na maquina, portanto durante
0 periodo total de exposicdo, 0 LOCAL (biotério e maquina) foi adicionalmente considerado
como medida repetida (biotério e maquina) em uma analise especifica para esta pergunta
experimental. Para esta analise, os dados de consumo foram adicionalmente corrigidos pelo
tamanho do turno, uma vez que 0s animais passavam 16 h no biotério e 8 h na maquina.
ANOVAs de menor ordem e testes de Fisher para comparac6es par a par (Fisher protected

least square difference test do original em inglés) foram utilizados como pds-testes.
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3.9.2. Anélise somética pela RMN

Os dados somaticos obtidos em PN56 ou PN86 foram analisados através de analises
de variancia univariadas (UANOVAS) com os seguintes fatores incorporados: EXPOSICAO,
TRATAMENTO e SEXO. ANOVAs de menor ordem e testes de Fisher para comparagoes
par a par (Fisher protected least square difference test do original em inglés) foram utilizados

como pos-testes.

3.9.3. Analise comportamental

Os dados comportamentais e os dados somaticos obtidos em PN56 ou PN86 foram
analisados através de analises de variancia univariadas (WANOVAS) com 0s seguintes fatores
incorporados: EXPOSICAO, TRATAMENTO, SEQUENCIA (DIR ou INV) e SEXO.
ANOVAs de menor ordem e testes de Fisher para comparacOes par a par (Fisher protected
least square difference test do original em inglés) foram utilizados como pds-testes.

Tendo em vista a multiplicidade de possibilidade de apresentacdo dos dados
comportamentais, os resultados das ANOVAs de primeira ordem (que incluem todos os
fatores analisados) serdo apresentados na forma de tabelas. Quando o SEXO apresentou efeito
ou interacdo significativa, as ANOVAs de segunda ordem foram realizadas separadas por
sexo. Tendo em vista que a maior parte das varidveis estudadas foi afetada por este fator, os
resultados obtidos em machos e fémeas para cada uma das varidveis estudadas serdo
apresentados em tabelas, consolidados por tipo de exposi¢do, por tipo de tratamento e por
grupo. Tal como sera mostrado adiante, o fator SEQUENCIA apresentou efeito ou interacio
significativa na maior parte das variaveis comportamentais estudadas. Assim, as ANOVAs de
terceira ordem foram realizadas com a separacdo adicional por sequéncia. Neste sentido,
decidimos apresentar todos os graficos que documentam os resultados comportamentais deste
estudo separados por sexo e sequéncia. Finalmente, como ndo ha justificativa para tratar com
vareniclina um adolescente que nunca tenha fumado, a utilizagdo do grupo ARVAR no
presente estudo visou permitir que os efeitos de EXPOSICAO e TRATAMENTO pudessem
ser estudados separadamente nas ANOVAs. Ainda com esta consideragdo em mente, somente

as comparagdes par a par do grupo ARVAR com o grupo ARAG serédo apresentadas.
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4. RESULTADOS

4.1. Ingestdo de 4gua

A tabela 2 apresenta os dados estatisticos referentes as rANOVAs globais utilizadas
para a andlise dos dados de ingestdo de liquido ao longo do periodo experimental. Apos a
separagdo das andlises por sexo (M > F), identificou-se que tanto machos quanto fémeas
apresentaram variagOes significativas de ingestdo ao longo de todo o experimento, com
reducdo do volume ingerido a partir do encerramento do periodo de exposicdo, tal como
indicado na figura 6. Também é evidenciado pela figura 6 que os animais expostos a fumaca
do cigarro, independentemente do sexo, apresentaram uma ingestdo menor de liquido do que
0s animais expostos ao ar durante o periodo de exposicdo. ApGs 0 encerramento deste
periodo, ndo se observou mais diferencas entre o grupo exposto a fumaca e o exposto ao ar.

Quanto a analise dos dados referente a comparacdo entre a ingestdo ocorrida durante
o0 turno de exposicao de 8 horas na maquina de fumaca e o turno de 16 horas de estadia no
biotério (figura 7), demonstramos que os animais expostos a fumaga, independentemente do
sexo, apresentaram uma reducdo no volume ingerido no turno de exposi¢cdo quando
comparado ao turno no biotério, diferenca esta que ndo estava presente nos animais expostos

ao ar no turno na maquina de fumacga.

Tabela 2 — Resultados das rANOVAs globais para ingestéo de liquido.

PERIODO
Exposicao Retirada

F@l) p F@.l) p
Dia 116,8 3.6a169 < 0,001 Dia 9,6 (40,3949 < 0,001
Dia x Exposigao 13,2 .3, 6416) < 0,001 Sexo 30,7 @.9) < 0,001
Exposigao 84,2 @, 121) < 0,001
Sexo 23,2 @, 121 < 0,001

F@l) p
Local 198,1 @121 < 0,001 Local x Dia 46,9 49,5015 < 0,001
Local x Exposigao 95,3 (1,129 < 0,001 Local x Dia x Exposigao 4,5 49,505 0.001
Local x Sexo 11,9 @121 0.001 Exposigao 97,3 . 121 < 0,001
Dia 40,8 43,5212 < 0,001 Sexo 18,6 1,121 < 0,001
Dia x Exposi¢éo 2,0 @3, 5212 0.095

Fonte: A autora, 2022.
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Dados referentes a ingestdo de agua pelos camundongos Suicos (por sexo) ao longo do periodo
experimental (corrigidos pelo nimero de animais na gaiola), segmentados por tipo de exposi¢do
(fumaga ou ar). AR: animais expostos ao ar; FUMAGCA: animais expostos a fumaga. Texto em
vermelho - Fumaca: etapa que corresponde somente exposi¢cdo a fumaca do cigarro; Fumaca &
Vareniclina: etapa de exposicdo a fumaca e tratamento com vareniclina (¥ dose); Vareniclina: etapa
somente de tratamento com vareniclina; Retirada: etapa sem exposi¢do ou tratamento. Valores sdo
média + EPM. Dados em azul correspondem aos efeitos e intera¢fes significativas observadas na

rANOVA global.
A autora, 2022.
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Figura7 — Ingestdo de liquidos pelos camundongos Suigos durante a exposi¢ao.

Legenda:

Fonte:
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Dados referentes a ingestdo de liquido pelos camundongos Suigos (por sexo) ao longo do periodo de
exposi¢do a fumaca do cigarro (corrigidos por turno e nimero de animais na gaiola), segmentados por
tipo de exposicdo (fumaca ou ar) e local de consumo (biotério e maquina). AR - Maquina: animais
expostos ao ar com medida de ingestdo durante o turno de exposicao; AR - Biotério: animais expostos
ao ar com medida de ingestdo durante o turno no biotério; FUMACA - Méaquina: animais expostos a
fumaca com medida de ingestdo durante o turno de exposicdo; FUMAGCA - Biotério: animais expostos
a fumaca com medida de ingestdo durante o turno no biotério. Valores sdo média + EPM. Dados em
azul correspondem aos efeitos e interacdes significativas observadas na rANOVA global.

A autora, 2022.
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4.2. Consumo de racao

A tabela 3 apresenta os dados estatisticos referentes as rANOVAs globais utilizadas
para a analise dos dados de consumo de racdo ao longo do periodo experimental. Apé6s a
separacgdo das analises por sexo (M > F), identificou-se que, tal como ocorreu para a ingestao
de liquido, tanto machos quanto fémeas apresentaram variacGes significativas de consumo ao
longo de todo o experimento, com reducdo da quantidade consumida a partir do encerramento
do periodo de exposicao, tal como indicado na figura 8. Também é evidenciado pela figura 8
que os animais expostos a fumaca do cigarro, independentemente do sexo, apresentaram um
consumo menor de racdo do que os animais expostos ao ar durante o periodo de exposicéo.
Apdbs o encerramento deste periodo, ndo se observou mais diferencas entre o grupo exposto a
fumaca e o exposto ao ar.

Quanto a analise dos dados referente a comparagdo entre o consumo ocorrido durante
o0 turno de exposicdo de 8 horas na maquina de fumaca e o turno de 16 horas de estadia no
biotério (figura 9), demonstramos que 0s animais expostos a fumaca, independentemente do
sexo, apresentaram uma reducdo na quantidade de racdo consumida no turno de exposicao
quando comparado ao turno no biotério, diferenca esta que ndo estava presente nos animais

expostos ao ar no turno na maquina de fumaca.

Tabela 3 - Resultados das rANOVASs globais para consumo de racgéo.

PERIODO
Exposi¢ao Retirada

F@.l) p F@.l) p
Dia 42,5 (5.1, 606,0) < 0,001 Dia 6,8 (37,3565 < 0,001
Dia x Exposigao 9,9 (5.1, 606,0) < 0,001 Sexo 58,2 @, < 0,001
Dia x Sexo 4,8 (.1, 606,0) < 0,001
Exposigao 39,1 @, 19 < 0,001
Sexo 59,8 @, 119 < 0,001

F@.l) p
Local 922,2 (.12 < 0,001 Local % Dia 12,2 38.460,8) < 0,001
Local x Exposigao 80,9 @.121) < 0,001 Local x Dia x Exposigao 3,3 (38,4609 0.012
Local x Sexo 10,6 @121 0.001 Local x Dia x Sexo 3,8 (38,4608 0.006
Dia 12,3 @3,516) < 0,001 Exposigao 57,8 . 121 < 0,001
Dia x Sexo 5,1 (43, 5212 < 0,001 Sexo 53,7 @, 121) < 0,001

Fonte: A autora, 2022.
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Consumo global de racdo pelos camundongos Suigos ao longo do experimento.
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Dados referentes consumo de ragdo pelos camundongos Suicos (por sexo) ao longo do periodo
experimental (corrigidos pelo nimero de animais na gaiola), segmentados por tipo de exposi¢do
(fumaca ou ar). AR: animais expostos ao ar; FUMAGCA: animais expostos a fumaga. Texto em
vermelho - Fumaca: etapa que corresponde somente exposi¢cdo a fumacga do cigarro; Fumaga &
Vareniclina: etapa de exposicdo a fumaca e tratamento com vareniclina (¥ dose); Vareniclina: etapa
somente de tratamento com vareniclina; Retirada: etapa sem exposicdo ou tratamento. Valores sdo
média =+ EPM. Dados em azul correspondem aos efeitos e interagdes significativas observadas na
rANOVA global.

A autora, 2022.



55

Figura9— Consumo de ragdo pelos camundongos Suicos durante a exposicao.
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Legenda: Dados referentes ao consumo de ragdo pelos camundongos Suigos ao longo do periodo de exposigdo a
fumaca do cigarro (corrigidos pelo nimero de animais na gaiola), segmentados por tipo de exposi¢do
(fumaca ou ar) e local de consumo (biotério e maquina). AR - Maquina: animais expostos ao ar com
medida de consumo durante o turno de exposicdo; AR - Biotério: animais expostos ao ar com medida
de consumo durante o turno no biotério; FUMACA - Maquina: animais expostos & fumaca com
medida de consumo durante o turno de exposi¢do; FUMACA - Biotério: animais expostos a fumaca
com medida de consumo durante o0 turno no biotério. Valores sdo média + EPM. Dados em azul
correspondem aos efeitos e interagdes significativas observadas na rANOVA global.

Fonte: A autora, 2022.
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4.3. Dados somaticos

4.3.1. Desenvolvimento da massa corporal

A tabela 4 apresenta os dados estatisticos referentes as rANOVAs globais utilizadas
para a analise dos dados de massa corporal ao longo do periodo experimental. Apds a
separagdo das andlises por sexo (M > F), identificou-se que tanto machos quanto fémeas
apresentaram um aumento constante de massa ao longo de todo o experimento, tal como
indicado na figura 10. Também é evidenciado pela figura 10 que os animais expostos a
fumaca do cigarro, independentemente do sexo, apresentaram uma massa corporal menor do
que 0s animais expostos ao ar durante o periodo de exposicdo. Apds o encerramento deste
periodo, embora ndo se tenha mais observado, nos machos, diferengas entre o grupo exposto a
fumaca e o exposto ao ar, nas fémeas ainda foi possivel identificar que a exposicao a fumaca

resultou em uma massa menor do que a exposicao ao ar (figura 10).

Tabela 4 — Resultados das rANOVAs globais de massa corporal.

PERIODO
Exposi¢ao Retirada
F@.l) p F@.l) p

Dia 1790,3 24,9212 < 0,001 Dia 229,4 33,6040 < 0,001
Dia x Exposigao 121,3 @4,92129 < 0,001 Dia x Sexo 6,2 (33, 604,0) < 0,001
Dia x Sexo 8,2 (24,9212 < 0,001 Dia x Sexo x Tratamento 3,0 @3, 6040 0.025
Dia x Sexo x Exposigao 2,4 4,912 0.08 Exposigao 358,4 1, 189 <0,001
Exposigao 305,8 1,379 <0,001 Sexo 4,9 1, 185 0.028
Sexo 45,2 ., 3m < 0,001

Fonte: A autora, 2022.
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Figura 10 — Evolucdo da massa corporal dos camundongos Suicos ao longo do experimento.
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Legenda: Dados referentes a evolugdo da massa corporal de camundongos Suigos (por sexo) ao longo do
periodo experimental, segmentados por tipo de exposi¢do (fumaca e ar), tratamento (vareniclina e
&gua). Texto em vermelho - Fumaca: etapa que corresponde somente exposicao a fumacga do cigarro;
Fumaca & Vareniclina: etapa de exposi¢cdo a fumaca e tratamento com vareniclina (%2 dose);
Vareniclina: etapa somente de tratamento com vareniclina; Retirada: etapa sem exposi¢do ou
tratamento. ARAG: grupo exposto ao ar tratado com agua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com
vareniclina; FUMAG: grupo exposto a fumaca tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca
tratado com vareniclina. n = 24 animais por grupo. Valores sdo média =+ EPM. Dados em azul
correspondem aos efeitos e interagdes significativas observadas na rANOVA global.

Fonte:

A autora, 2022.
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4.3.2. Dados da Ressondncia Magnética Nuclear

A tabela 5 apresenta os dados estatisticos referentes as UANOVASs globais utilizadas
para a analise dos dados realizadas com o equipamento de ressonancia magnética nuclear em
PN56, final do periodo de tratamento com vareniclina, e em PN86, 30 dias apds o
encerramento do tratamento com este farmaco. Considerando-se os dados de massa adiposa
de fémeas e machos conjuntamente, verificou-se que, tanto em PN56 como em PN86, 0s
animais expostos a fumaca do cigarro (3,16 + 0,12 g) apresentavam valores 11% menores do
que os animais expostos ao ar (3,54 + 0,16 g). Apds a separagdo por sexo (figuras 11 e 13),
ndo se observaram efeitos significativos da exposicdo a fumaca ou do tratamento com
vareniclina sobre a massa adiposa, massa livre de gordura, massa de fluidos corporais e % de
gordura tanto em PN56 quanto em PN86. Por outro lado, para o dado de % massa livre de
gordura em PN56 (figura 12) observou-se um aumento de 2% do valor nas fémeas expostas a
fumaca (69,3 = 0,45 %) quanto comparado as fémeas expostas ao ar (67,9 + 0,46 %). A

exposicdo ou tratamento ndo afetaram os parametros relativos em PN86 (figura 14).

Tabela5— Resultados das ANOVAs globais para os dados de RMN.

IDADE

PN56 PN86

F(g.l. p F(g.l. p

Exposigao 4,6 @, 11 0,034 Exposi¢ao 3,7 @, 201 0,055

Massa livre de gordura

Sexo 144,1 a1 < 0,001 Sexo 287,8 @, 201 < 0,001
Tratamento 2,9 (1,11 0,091

Sexo 26,1 @, 1) < 0,001 Sexo 95,9 @, 201 < 0,001
Tratamento 3,3 @, 1) 0,073

Sexo 16,4 @, 11 < 0,001 Sexo 40,3 @, 201 < 0,001
Exposicao 3,7 @, 1 0,058 Exposic¢ao 3,6 (1, 201 0,058
Sexo x Exposi¢do x Tratamento 3,2 @, 111 0,078

Fonte: A autora, 2022.
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Figura 11 — Massa adiposa, massa livre de gordura e fluidos corporais dos camundongos

Suicos ao final do tratamento com vareniclina (PN56).
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Legenda: Dados obtidos por ressonancia magnética nuclear referentes a massa adiposa, massa livre de gordura e

Fonte:

fluidos corporais de camundongos Suicos ao longo do periodo experimental, segmentados por tipo de
exposi¢do (fumaca e ar), tratamento (vareniclina e agua) e sexo. ARAG: grupo exposto ao ar tratado
com agua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina; FUMAG: grupo exposto a fumaca
tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com vareniclina. n = 24 animais por
grupo. Valores sao média £ EPM.

A autora, 2022.
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Figura 12 — Percentuais de gordura e de massa livre de gordura dos camundongos Suicos ao

final do tratamento com vareniclina (PN56).
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Legenda: Dados obtidos por ressonancia magnética nuclear referentes ao percentual de gordura e de massa livre

Fonte:

de gordura de camundongos Sui¢os ao longo do periodo experimental, segmentados por tipo de
exposi¢do (fumaca e ar), tratamento (vareniclina e 4gua) e sexo. ARAG: grupo exposto ao ar tratado
com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina; FUMAG: grupo exposto & fumaga
tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com vareniclina. n = 24 animais por
grupo. Valores sdo média + EPM. & p < 0,05 Efeito de Exposicéo nas fémeas.

A autora, 2022.
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Figura 13— Massa adiposa, massa livre de gordura e fluidos corporais dos camundongos

Suigos no periodo de retirada (PN86).
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Legenda: Dados obtidos por ressonancia magnética nuclear referentes a massa adiposa, massa livre de gordura e

Fonte:

fluidos corporais de camundongos Suigos ao longo do periodo experimental, segmentados por tipo de
exposi¢do (fumaca e ar), tratamento (vareniclina e agua) e sexo. ARAG: grupo exposto ao ar tratado
com agua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina; FUMAG: grupo exposto & fumaga
tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com vareniclina. n = 24 animais por
grupo. Valores sdo média + EPM.

A autora, 2022.
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Figura 14 — Percentuais de gordura e de massa livre de gordura dos camundongos Sui¢os no

periodo de retirada (PN86).
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Legenda: Dados obtidos por ressonancia magnética nuclear referentes ao percentual de gordura e de massa livre

Fonte:

de gordura de camundongos Suigos ao longo do periodo experimental, segmentados por tipo de
exposi¢do (fumaca e ar), tratamento (vareniclina e 4gua) e sexo. ARAG: grupo exposto ao ar tratado
com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina; FUMAG: grupo exposto & fumaga
tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com vareniclina. n = 24 animais por
grupo. Valores sdo média + EPM.

A autora, 2022.
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4.4. Anélise comportamental

44.1. PNS56

4.4.1.1 Labirinto em Cruz Elevado

Os resultados das UANOVAs globais inicialmente utilizadas nas anélises dos
comportamentos apresentados pelos animais PN56 no LCE sao apresentados na tabela 6.

Apds a separacdo das analises por SEXO (ANOVAs de 22 ordem, tabela 7),
verificou-se que os machos expostos a fumaca apresentavam valores menores do que 0s
expostos ao ar em todas as variareis de comportamento associado a ansiedade (%Tempo BA,
Tempo BA, %Entradas BA e Entradas BA,; tabela 8). Nao foi observado efeito da
EXPOSICAO nas fémeas para estes parametros. As demais variaveis do LCE n&o foram
afetadas pela EXPOSICAO. Nenhuma das variaveis do LCE apresentou efeitos significativos
do TRATAMENTO.

Tendo em vista os efeitos e interagdes com o fator SEQUENCIA, para as analises
indicadas abaixo, os resultados das comparacdes das sequéncias direta (LCE seguido de CV)

e indireta (CV seguindo de LCE) séo apresentados em separado para cada sexo.

4.4.1.1.1 Sequéncia Direta (primeiro teste da sequéncia)

Nas fémeas, a exposi¢do a fumaga aumentou o numero de Autolimpezas (figura 22).
Nos machos, o tratamento com vareniclina reduziu os valores de % Tempo BA (figura 10).

As seguintes varidveis ndo apresentaram efeitos ou interacfes significativas em
fémeas: % Tempo BA (figura 15), Tempo BA (figura 16), %Entradas BA (figura 17), Entradas
BA (figura 18), %Tempo CN (figura 19), Entradas BF (figura 20), Elevacdes (figura 21),
Espreitamentos (figura 23) e Abaixamentos (figura 24). As seguintes variaveis nao
apresentaram efeitos ou interagOes significativas em machos: Tempo BA (figura 16),
%Entradas BA (figura 17), Entradas BA (figura 18), %Tempo CN (figura 19), Entradas BF
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(figura 20), Elevagdes (figura 21), Autolimpezas (figura 22), Espreitamentos (figura 23) e
Abaixamentos (figura 24).

4.4.1.1.2 Sequéncia Indireta (segundo teste da sequéncia)

Nas fémeas, tanto as que foram expostas ao ar quanto as expostas a fumaca
apresentaram reducOes nas variaveis %Tempo BA (figura 15) e Tempo BA (figura 16). O
tratamento com vareniclina reduziu os valores observados para as varidveis %Entradas BA
(figura 17) e Abaixamentos (figura 24), enquanto aumentou os valores para a variavel
%Tempo CN (figura 19). A exposicdo a fumaca reduziu os valores da variavel Entradas BA
(figura 18). Nos machos, a exposi¢cdo a fumaca reduziu os valores de %Tempo BA (figura
15), Tempo BA (figura 16), %Entradas BA (figura 17), Entradas BA (figura 18) e
Abaixamentos (figura 24). Para a variavel Entradas BF, o grupo FUMAG apresentou uma
reducdo nos valores, quando comparados ao grupo ARAG, que foi revertido pelo tratamento,
como indicado pelos resultados do grupo FUMVAR (figura 20).

As seguintes varidveis ndo apresentaram efeitos ou interacfes significativas em
fémeas: Entradas BF (figura 20), Elevagdes (figura 21), Autolimpezas (figura 22) e
Espreitamentos (figura 23). As seguintes variaveis ndo apresentaram efeitos ou interacdes
significativas em machos: %Tempo CN (figura 19), Elevacdes (figura 21), Autolimpezas

(figura 22) e Espreitamentos (figura 23).



Tabela 6 — Resultados das ANOVAs globais para os dados do LCE em PN56.

PN56 - LCE - ANOVAs globais

F(g,l, P F(g,l, p
%Tempo BA Tempo BA
Sequéncia 10,7 @, 0,001 Sequéncia 11,9 ¢, 0,001
Exposigao 4,6 (1,14 6,033 Exposigao 6,4 @, 142 0,013
Sexo x Sequéncia 16,2 @, <0,001 Sexo x Sequéncia 12,5@.14» 0,001
Sexo x Exposigao 38a,1 0,052 Sexo x Exposigdo 3201w 0,077
Sequéncia x Exposigédo 7,6 1,142 '0,007 Sequéncia x Exposigéo 4,9 .12 0,029
Sexo x Sequéncia x Tratamento 8,2 (1,142 5,005 Sexo x Sequéncia x Tratamento 7,7 1,122 0,006
Sequéncia 15,8 a,149 <0,001 Sequéncia 22,4 1,14 <0,001
Sexo x Sequéncia 16,50, <0,001 Exposigao 9,2 @, 1) 0,003
Sexo x Exposigao 8,8 1,12 '6,004 Sexo x Sequéncia 8,0 @, 142 0,005
Sexo x Sequéncia x Tratamento 7,6 @, 12 '6,007 Sexo x Exposigao 3,5 a, 14 0,065
Sequéncia x Exposigéo 8,9 (1,142 0,003
Sexo x Sequéncia x Tratamento 6,2 (1, 142) 0,014
Sequéncia 3,3 1,1 0,071 Exposigao 3,6 (1,142 0,060
Sexo x Tratamento 4,0 a, 102 '0,047 Sexo x Exposigdo x Tratamento 4,2 1,14 0,042
Sequéncia x Exposi¢ao x Tratamento 3,3 @, 1) '0,073
Sequéncia 3,4 .14 0,068 Exposigao 5,2 1,142 0,024
Sexo x Tratamento 3,1a, 1 '6,082 Sexo x Sequéncia 3,1 @, 0,081
Sequéncia x Exposigado x Tratamento 3,0 a, 142 6,087 Sexo x Sequéncia x Exposigao 3,0 @, 14 0,066
Sexo x Sequéncia x Tratamento 5,4 (1,14 0,022
Sequéncia 25,0 a,149 <0,001
Exposigao 5,7 1,14 0,019
Sexo x Sequéncia 5,6 1,142 0,019
Sexo x Exposigao 6,4 (1,142 0,013
Sexo x Sequéncia x Tratamento 11,5@,149 0,001

Fonte: A autora, 2022.

Tabela 7 — Resultados das ANOVAs de 22 ordem para os dados do LCE em PN56.
=

%Tempo BA Tempo BA

Sequéncia x Exposigao 6,3 1.7 0,015 Sequéncia x Exposigao 39a.m 0,052
Sequéncia x Tratamento 5,7 @, 1 0,019 Sequéncia x Tratamento 5,8 1.7 0,019
Sequéncia x Exposigao 6,8 @, 7 0,011 Sequéncia x Exposigao 51a 0,027
Sequéncia x Tratamento 5,3 @, 0,024 Sequéncia x Tratamento 5,3 @, 0,025

%Tempo CN Entradas BF
Sequéncia 4,5 1, 7 0,037 Sequéncia 4,2 @, 7 0,045
Elevagoes Autolimpezas

Sequéncia x Exposi¢ao 6,8 (1.7 0,011
Sequéncia 3,5a.m 0,065
Sequéncia x Tratamento 3,1 a1 0,081
Sequéncia 26,9 ¢, <0,001 Sequéncia 25,4 @, 77 <0,001
Exposicao 8,5 1,7 0,005 Exposi¢ao 9,6 1.7 0,003
Sequéncia 313a,77 <0,001 Sequéncia 245a. 77 <0,001
Exposigao 4,6 @, 7 0,035 Exposigao 10,3 @.7» 0,002
Sequéncia x Exposi¢ao 4,0 1,72 0,048
Exposigao 29a.72 0,094
Exposi¢do x Tratamento 5,2 1.7 0,025
Exposigao x Tratamento 30a. 7 0,085 Exposigao 36am 0,060
Sequéncia x Tratamento 4,1 1.7 0,047
Sequéncia 26,8 @, 77 <0,001
Exposigao 119a@.7» 0,001
Sequéncia x Tratamento 9,1a.7n 0,004

Fonte: A autora, 2022.
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Tabela 8 — Dados separados por sexo referentes aos comportamentos no Labirinto em Cruz
Elevado dos camundongos Suicos ao final do tratamento com vareniclina
(PN56).

PN56 - LCE - Resultados separados por sexo

%TEMPO BA TEMPO BA %ENTRADAS BA
Fémeas ES Fémeas Machos Fémeas Machos

Dados por Exposi¢do

AR 185+1,9 23,0+2.3 34,2+4,1 42,0+4,4 229+1,8 27,2+2,1
*% *% *

FUMACA 18,3+1,9 15,7+1,8 31,8+3,3 27,1+3,4 23,1+15 22,3+1,9

Dados por Tratamento

AGUA 19,0+2,0 21,1+2.22 34,4+4,0 37,6 +4,4 235+1,8 25,2+2,0

VARENICLINA 17,7+1,7 17,8+2,1 31,5+3,4 32,0+3,8 22,5+1,6 24,4 +2,0

Dados por Grupo

ARVAR 17,0+1,9 20,8 +3,2 30,3+3,9 36,5+5,4 22,0+1,6 26,7+2,7

ARAG® 199+3,4 25,0+3,4 38,0+7,3 47,3+6,9 23,933 27,6 £3,1

EUMAG® 18,1+2,4 16,7+2,3* 30,9+3,9 26,8+4,2* 23,216 225+25

FUMVAR 18,4 +2,9 14,8+2,7* 32,7+5,5 27,4+54* 23,127 22,1+2,9

ENTRADAS BA %TEMPO CN ENTRADAS BF

Fémeas [\ Fémeas Machos FEIUEES Machos

Dados por Exposi¢do

AR 4,4 +0,4 5,6 +£0,6 40,6 +1,4 41,5+1,0 139+0,4 14,0+0,4

*%

FUMACA 4,0 +0,3 3,7+0,4 42,0+1,5 43,7 +1,4 13,2+0,5 13,0+0,4

Dados por Tratamento

AGUA 4,3+0,4 48+0,6 39,8+1,3 43,6 +1,2 13,5+0,5 13,4+0,4

VARENICLINA 4,0+0,3 4,5+0,5 42,8 +1,5 41,6 £1,2 13,5+0,5 13,7 £0,5

Dados por Grupo

ARVAR 4,1+0,4 5,2+0,7 42,1 +1,7 412+1,3 14,1 +0,6 13,6 +0,6

ARAG® 4,6 £0,8 6,0+0,9 39,0+2,2 418+1,4 13,6 £0,6 14,5+0,6

FUMAG® 4,0+0,4 3,5+0,4 ** 40,5+1,4 45,6 +1,9 13,5+0,8 12,1+0,5*

FUMVAR 4,0 +0,5 3,8+0,6 * 43,6 +2,6 42,0+2,1 12,9 +0,7 139+0.7 2

ELEVAGOES AUTOLIMPEZAS ESPREITAMENTOS

Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas Machos

Dados por Exposigdo

AR 12,0+0,8 13,0+0,8 3,5%0,2 35%0,3 339+1,6 350+1,3
FUMACA 11,6 +0,8 12,3+0,6 3,9+0,2 43+0,3 376 +1,6 359+1,6
Dados por Tratamento

AGUA 12,3+0,8 11,9+0,8 3,7+0,2 4,0+0,3 36,1+1,7 37,1+1,4
VARENICLINA 11,2+0,8 13,4 +0,7 3,7+0,2 3,9+0,3 355+1,6 339+1,4
Dados por Grupo

ARVAR 119+1,1 129+1,2 3,4+0,3 3,704 34,1+2,2 33,6 +£2,0
ARAG® 121+1.2 13,112 3,6+0,3 3,404 33,7+2,4 36,4+1,7
FUMAG® 12,6 +1,0 10,6 +0,9 3,8+0,3 4605 38,4+2,4 37,8+2,4
FUMVAR 106 +1,2 13,9+0,7 4104 4105 36,8 +2,3 34,2+2,1

ABAIXAMENTOS

Fémeas Machos
Dados por Exposi¢do
AR 8,4+0,3 9,5+0,5
FUMACA 8,5+0,4 7,7+0,4
Dados por Tratamento
AGuAa 8,8+0,5 8,6 0,4
VARENICLINA 8,0+0,3 8,7+0,6
Dados por Grupo
ARVAR 8,1+0,4 9,7%0,9
ARAG® 8,7+0,5 9,3+0,5
FUMAG® 9,0+0,8 7,7+0,5*
FUMVAR 8,0+04 7,7+0,6*

Legenda: ARAG: grupo exposto ao ar tratado com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina;
FUMAG: grupo exposto a fumagca tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. *2p < 0,05, ** p < 0,01.

Fonte: A autora, 2022.
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Figura 15— Dados referentes a varidvel %Tempo BA no Labirinto em Cruz Elevado dos

camundongos Suicos ao final do tratamento com vareniclina (PN56).
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Legenda: Dados referentes a variavel %Tempo BA no Labirinto em Cruz Elevado dos camundongos Suicos

Fonte:

(por sexo), segmentados por tipo de exposi¢do (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e agua).
ARAG: grupo exposto ao ar tratado com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina;
FUMAG: grupo exposto a fumaga tratado com &gua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM. Efeito de Exposicdo: %%p < 0,01. Efeito de Tratamento: #p <

0,05. Comparagdes par a par: 0,10 > p > 0,05, ™p < 0,01. @ p < 0,05 ARAG vs. ARVAR.
A autora, 2022.
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Figura 16 — Dados referentes a variavel Tempo BA no Labirinto em Cruz Elevado dos

camundongos Suicos ao final do tratamento com vareniclina (PN56).
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Legenda: Dados referentes a variavel Tempo BA no Labirinto em Cruz Elevado dos camundongos Suicos (por

Fonte:

sex0), segmentados por tipo de exposi¢do (fumaga e ar) e tratamento (vareniclina e dgua). ARAG:
grupo exposto ao ar tratado com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina;
FUMAG: grupo exposto a fumaca tratado com &gua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM. Efeito de Exposicdo: #&p < 0,01. Comparagdes par a par: "50,10
>p>0,05, “p<0,01. @p<0,05 ARAG vs. ARVAR.

A autora, 2022.
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Figura 17 — Dados referentes a variavel %Entradas BA no Labirinto em Cruz Elevado dos

camundongos Suicos ao final do tratamento com vareniclina (PN56).
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Legenda: Dados referentes a varidvel %Entradas BA no Labirinto em Cruz Elevado dos camundongos Suicos

Fonte:

(por sexo), segmentados por tipo de exposi¢do (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e 4gua).
ARAG: grupo exposto ao ar tratado com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina;
FUMAG: grupo exposto a fumaga tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM. Efeito de Exposicdo: %%p < 0,01. Efeito de Tratamento: #p <
0,05.

A autora, 2022.
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Figura 18— Dados referentes & variavel Entradas BA no Labirinto em Cruz Elevado dos

camundongos Suicos ao final do tratamento com vareniclina (PN56).
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Legenda: Dados referentes a variavel %Tempo BA no Labirinto em Cruz Elevado dos camundongos Suicos

Fonte:

(por sexo), segmentados por tipo de exposi¢do (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e 4gua).
ARAG: grupo exposto ao ar tratado com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina;
FUMAG: grupo exposto a fumaga tratado com &gua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM. Efeito de Exposigdo: 4p < 0,05, 4&&p < 0,001.

A autora, 2022.
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Figura 19— Dados referentes a varidvel %Tempo CN no Labirinto em Cruz Elevado dos
camundongos Suicos ao final do tratamento com vareniclina (PN56).
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Legenda: Dados referentes a variavel %Tempo CN no Labirinto em Cruz Elevado dos camundongos Suicos
(por sexo), segmentados por tipo de exposi¢do (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e agua).
ARAG: grupo exposto ao ar tratado com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina;
FUMAG: grupo exposto a fumaca tratado com &gua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM. Efeito de Tratamento: #p < 0,05.

Fonte: A autora, 2022.
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Figura 20 — Dados referentes a variavel Entradas BF no Labirinto em Cruz Elevado dos

camundongos Suicos ao final do tratamento com vareniclina (PN56).
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Legenda: Dados referentes a variavel %Tempo BA no Labirinto em Cruz Elevado dos camundongos Suicos

Fonte:

(por sexo), segmentados por tipo de exposi¢do (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e agua).
ARAG: grupo exposto ao ar tratado com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina;
FUMAG: grupo exposto a fumaga tratado com &gua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM. Comparagdes par a par: “p < 0,05.

A autora, 2022.
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Figura 21 — Dados referentes a varidvel Elevagdes no Labirinto em Cruz Elevado dos

camundongos Suicos ao final do tratamento com vareniclina (PN56).
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Legenda: Dados referentes a varidvel Elevagdes no Labirinto em Cruz Elevado dos camundongos Suicos (por

Fonte:

sex0), segmentados por tipo de exposicdo (fumaga e ar) e tratamento (vareniclina e dgua). ARAG:
grupo exposto ao ar tratado com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina;
FUMAG: grupo exposto a fumaga tratado com &gua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM.

A autora, 2022.
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Figura 22 — Dados referentes a variavel Autolimpeza no Labirinto em Cruz Elevado dos

camundongos Suicos ao final do tratamento com vareniclina (PN56).
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Legenda: Dados referentes a varidvel Autolimpeza no Labirinto em Cruz Elevado dos camundongos Suigos (por

Fonte:

sex0), segmentados por tipo de exposicdo (fumaga e ar) e tratamento (vareniclina e dgua). ARAG:
grupo exposto ao ar tratado com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina;
FUMAG: grupo exposto a fumaga tratado com &gua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM. Efeito de Exposigéo: 4p < 0,05.

A autora, 2022.
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Figura 23 — Dados referentes & variavel Abaixamentos no Labirinto em Cruz Elevado dos
camundongos Suicos ao final do tratamento com vareniclina (PN56).
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Legenda: Dados referentes a varidvel Abaixamentos no Lablrlnto em Cruz Elevado dos camundongos Suigos
(por sexo), segmentados por tipo de exposi¢do (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e 4gua).
ARAG: grupo exposto ao ar tratado com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com varenicling;
FUMAG: grupo exposto a fumaga tratado com &gua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM. Efeito de Exposicdo: %%p < 0,01. Efeito de Tratamento: #p <
0,05.

Fonte: A autora, 2022.
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Figura 24 — Dados referentes a varidvel Espreitamentos no Labirinto em Cruz Elevado dos
camundongos Suicos ao final do tratamento com vareniclina (PN56).
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Legenda: Dados referentes a variavel Espreitamentos no Labirinto em Cruz Elevado dos camundongos Suicos
(por sexo), segmentados por tipo de exposi¢do (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e 4gua).
ARAG: grupo exposto ao ar tratado com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com varenicling;
FUMAG: grupo exposto a fumaga tratado com &gua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais

Fonte:

por grupo. Valores sdo média + EPM.
A autora, 2022.
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4.4.1.2 Campo Vazado

Os resultados das UANOVAs globais inicialmente utilizadas nas andlises dos
comportamentos apresentados pelos animais PN56 no CV séo apresentados na tabela 9.

Apbs a separagdo das andlises por SEXO (ANOVAs de 22 ordem, tabela 10),
verificou-se que as fémeas expostas a fumaca apresentavam valores menores do que as
expostos ao ar para 0 comportamento associado a busca por novidade (Exploracgéo, tabela 11).
N4o foi observado efeito da EXPOSICAO nos machos para esta variavel. As demais variaveis
do CV ndo foram afetadas pela EXPOSICAO. Nenhumas das variaveis do CV apresentaram
efeitos significativos do TRATAMENTO.

Tendo em vista os efeitos e intera¢des com o fator SEQUENCIA, para as analises
indicadas abaixo, os resultados das comparacdes das sequéncias direta (LCE seguido de CV)
e indireta (CV seguindo de LCE) s&o apresentados em separado.

4.4.1.2.1 Sequéncia Direta (segundo teste da sequéncia)

Nas fémeas, para as variaveis %Exploracdo CNT (figura 26), Exploracdo CNT
(figura 27) e %Locomocdo CNT (figura 29), o grupo FUMAG apresentou uma reducdo nos
valores, quando comparados ao grupo ARAG, que foi revertido pelo tratamento, como
indicado pelos resultados do grupo FUMVAR. Para a varidvel etoldgica Autolimpezas, o
tratamento com vareniclina reduziu o niamero de eventos observados (figura 33).

As seguintes variaveis ndo apresentaram efeitos ou interacfes significativas em
fémeas: Exploracéo (figura 25), Locomocao (figura 28), Locomocdo CNT (figura 30), Tempo
CNT (figura 31), Elevacdes (figura 32) e Espreitamentos (figura 34). As seguintes variaveis
ndo apresentaram efeitos ou interacdes significativas em machos: Exploracdo (figura 25),
%Exploracdo CNT (figura 26), Exploragdo CNT (figura 27), Locomocédo (figura 28),
%Locomogdo CNT (figura 29), Locomocdo CNT (figura 30), Tempo CNT (figura 31),
Elevagdes (figura 32), Autolimpezas (figura 33) e Espreitamentos (figura 34).
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4.4.1.2.2 Sequéncia Indireta (primeiro teste da sequéncia)

Nas fémeas, a exposi¢do a fumaca do cigarro aumentou o valor da variavel Tempo
CNT (figura 31). Nos machos, a exposicao a fumaca reduziu o numero de orificios explorados
(Exploracéo, figura 25).

As seguintes variaveis ndo apresentaram efeitos ou interacfes significativas em
fémeas: Exploracao (figura 25), %Exploragdo CNT (figura 26), Exploracdo CNT (figura 27),
Locomocdo (figura 28), %Locomocdo CNT (figura 29), Locomocdo CNT (figura 30),
Elevacgdes (figura 32), Autolimpezas (figura 33) e Espreitamentos (figura 34). As seguintes
variaveis ndo apresentaram efeitos ou interacdes significativas em machos: %Exploracdo
CNT (figura 26), Exploracdo CNT (figura 27), Locomocéo (figura 28), %Locomocdo CNT
(figura 29), Locomocdo CNT (figura 30), Tempo CNT (figura 31), Elevacbes (figura 32),
Autolimpezas (figura 33) e Espreitamentos (figura 34).

Tabela 9 — Resultados das ANOVAs globais para os dados do CV em PN56.

Exploragao %Exploragdo CNT

Sexo 3,3 (.14 0,071 Sequéncia 11,9 @, 1227 < 0,001

Sequéncia 12,3 @, 12 5,001 Sexo x Sequéncia x Exposigao 6,4 @, 12 6,015

Exposigao 10,6 @, 12 5,001 Sexo x Sequéncia x Tratamento 12,5 @, 12 6,065

Sexo x Sequéncia x Exposi¢ao 4,0 a, 142 '6,048

Exploragao CNT Locomogao

Sexo x Sequéncia x Exposigao 6,3 @, 142 0,013 Sequéncia 22,4 ¢, 14 <0,001
Exposigao 51 @, 4 '0,025
Exposi¢ao x Tratamento 3,3 1,142 '0,073

%Entradas CNT Entradas CNT

Sequéncia 34,7 ¢,y <0,001 Sexo x Sequéncia 3,94, 14 0,051
Sexo x Sequéncia x Exposi¢ao 4,1 a, 14 '0,045

Tempo CNT [SEVETLES

Sequéncia 16,8 @, <0,001 Sequéncia x Exposigdo 5,4 @, 142 0,021

Sexo x Sequéncia x Exposicao 6,1 @, 142 7),015 Sequéncia x Tratamento 3,8 1,142 7),054

Autolimpeza Espreitamentos

Sequéncia x Exposigado 3,8 .14y 0,052 Sequéncia 10,8 @, 149 0,001

Sexo x Sequéncia x EXPO x TTO 30012 084 Sequéncia x Exposi¢édo 7,401 007

Fonte: A autora, 2022.



Tabela 10 — Resultados das ANOVAs de 22 ordem para os dados do CV em PN56.

Exploragao %Exploragao CNT
Sequéncia 8,7a.1 0,004 Sequéncia 13,6 @, <0,001
Exposigao 58a. 1 0,019 Sequéncia x Exposigao 6,9 1.7 0,010

Sequéncia x Tratamento 4,2 1,70 0,044
Exploragao CNT Locomogao
Sequéncia x Exposigao 3,7 a1 0,058
Sequéncia x Tratamento 3,4 a, ) 0,068
%Entradas CNT Entradas CNT
Exposi¢do x Tratamento 3,4 a7 0,069
Tempo CNT HEVELLES
Sequéncia 10,0 @.79 0,002
Sequéncia x Exposi¢ao 7,6 @, 0,007
Autolimpeza Espreitamentos

Sequéncia x Tratamento 4,2 a, 7 0,043

Exploragao %Exploragao CNT

Sequéncia 4,1 4,7 0,047 Sequéncia 70a. 0,009
Exposigao 4.8 1,7 0,031

Sequéncia x Exposi¢ao 4.8 1,7 0,032

Sequéncia x Exposicdo x Tratamento 2,8 a, 7 0,099
Exploragdo CNT Locomogao

%Entradas CNT Entradas CNT
Sequéncia 451,72 0,038
Sequéncia x Exposig¢ao 3,8 1.7 0,059
Tempo CNT HEVELLES
Sequéncia 7,5 1,72 0,008
Autolimpeza Espreitamentos
Sequéncia x Exposigdo 4,701 0,033

Fonte: A autora, 2022.
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Tabela 11 — Dados separados por sexo referentes aos comportamentos no Campo Vazado dos
camundongos Suicos ao final do tratamento com vareniclina (PN56).

PN56 - CV - Resultados separados por sexo

EXPLORAGAO %EXPLORAGAO CNT EXPLORAGAO CNT
Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas Machos

Dados por Exposig¢do

AR 55,4+1,7 51,6+1,8 16,9 +0,9 16,0+1,1 9,2+0,7 8,4+0,7
* *

FUMACA 49,2 +1,9 46,1+1,9 16,4 +1,2 16,3+1,3 8,1+0,7 7,7+0,7
Dados por Tratamento

AGUA 53,2+2,0 47,8+2,1 16,0+1,2 16,9+1,2 8,4+0,7 8,4+0,7
VARENICLINA 51,3+1,8 50,2+1,7 17,3+1,0 15,4 +1,2 8,8+0,6 7,8+0,7
Dados por Grupo

ARVAR 53,6 +2,1 52,025 16,6 £1,2 15,7+1,6 8,7+0,7 82+1,1
ARAG® 57,3+2,6 51,327 17,315 16,3+1,6 9,6 +1,1 8,6 +0,9
FUMAG® 49,3+2,8 43,8 +3,1 14,9+1,9 176 +1,9 7,3+0,9 8,1+1,0
FUMVAR 49,2 +2,8 48,3+2,3 17,9+1,6 15,1+1,8 9,0+0,9 7,3+0,9

LOCOMOGAO %LOCOMOGAO CNT LOCOMOGAO CNT

Fémeas Machos Fémeas [\ Fémeas Machos

Dados por Exposi¢ao

AR 63,9 +3,3 57,1+3,1 14,1 +1,0 14,0+1,0 8,9+0,8 8,1+0,6
FUMACA 54,5 +3,7 52,0+2,8 142 +1,1 14,7 +1,3 7,6 +0,6 7,4+0,6
Dados por Tratamento
AGUA 59,4 +3,7 55,4 £3,3 142 +1,1 15,0+1,2 8,6 +0,7 79+0,6
VARENICLINA 58,7 +3,5 53,8 £2,7 14,1 +1,0 13,7 +1,1 7,8+0,6 7,6+0,7
Dados por Grupo
ARVAR 62,9 +4,3 51,4+41* 13,0+1,2 13,8+1,5 7,6 +0,9 7,8+1,0
ARAG® 64,8+5,1 62,5+4,4 152+1,4 142+1,4 10,2+1,1 8,3+0,8
EUMAG® 54,3+5,2 475+43* 13,3+1,6 15,8 +1,9 7,2+0,8 7,4+0,8
FUMVAR 54,7 +5,3 56,2 +£3,5 15,2 +1,4 13,6 +1,7 8,0+0,9 7,4+0,9
TEMPO CNT ELEVAGOES AUTOLIMPEZAS
Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas Machos
Dados por Exposig¢do
AR 34,0+2,3 31,7+2,8 6,1+0,6 53+0,5 1,6 +0,1 1,6+0,1
FUMAGCA 35,5+3,2 36,3 £3,6 5,6 +0,8 46 +0,5 1,3+0,1 1,6 £0,2
Dados por Tratamento
AGUA 34,4+2,7 35,3+3,2 6,3+0,9 52+0,5 1,5+0,2 1,8+0,2
VARENICLINA 352+2,9 32,6 £3,3 5,3+0,5 4,7+0,5 1,4+0,1 1,5+0,1
Dados por Grupo
ARVAR 31,5+3,3 30,6 £3,8 5,4 +0,6 4,7+0,8 1,3+0,1 1,4+0,2
ARAG® 36,5 +3,2 32,7+4,2 6,8+1,1 6,0+0,7 1,8+0,2 1,9+0,2
FUMAG® 32,3+4,3 38,2 £4,9 59+1,4 4,408 1,3+0,2 1,7+0,3
FUMVAR 38,7+4,6 345+5,3 5,3+0,9 48 +0,7 1,4+0,2 1,6 £0,2

ESPREITAMENTOS

Fémeas Machos
Dados por Exposi¢ao
AR 12,1+0,5 12,7 +0,6
FUMAGCA 13,4+0,7 13,3+0,7
Dados por Tratamento
AGUA 12,6 £0,7 12,6 +0,6
VARENICLINA 12,9+0,6 13,4+0,7
Dados por Grupo
ARVAR 12,2 +0,7 13,4+0,9
ARAGH 12,1+0,8 12,0+0,8
EUMAG® 13,2+1,2 13,2+0,9
FUMVAR 13,7+0,9 13,4+1,0

Legenda: ARAG: grupo exposto ao ar tratado com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina;
FUMAG: grupo exposto a fumaga tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. *2 p < 0,05.

Fonte: A autora, 2022.
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Figura 25 — Dados referentes a varidvel Exploracdo no Campo Vazado dos camundongos
Suicos ao final do tratamento com vareniclina (PN56).

PN56 - CV - Exploragao - Fémeas

90 1
80
70
60
50 A —[—
40 A
30

Orificios explorados

20 4
10 -

0 -
ARAG | ARVAR | FUMAG |FUMVAR

DIR (Teste2)

FUMAG [FUMVAR
INV (Teste 1)

PN56 - CV - Exploragao - Machos

90 4
80 1
70 4
60 4
50 T
40 A
2 30 -
O 20

rificios explorados

10 -

0_

ARAG | ARVAR | FUMAG |FUMVAR
DIR (Teste2)

FUMAG [FUMVAR

INV (Teste 1)

Legenda: Dados referentes a varidvel Exploracdo no Campo Vazado dos camundongos Suigos (por sexo),
segmentados por tipo de exposi¢do (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e agua). ARAG: grupo
exposto ao ar tratado com agua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina; FUMAG:
grupo exposto a fumaga tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumaga tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM. Efeito de Exposigdo: ¥&p < 0,01.

Fonte:

A autora, 2022.
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Figura 26 — Dados referentes a varidvel %Exploracdo CNT no Campo Vazado dos
camundongos Suicos ao final do tratamento com vareniclina (PN56).
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Legenda: Dados referentes a varidvel %Exploracdo CNT no Campo Vazado dos camundongos Suigos (por
sex0), segmentados por tipo de exposicdo (fumaga e ar) e tratamento (vareniclina e dgua). ARAG:
grupo exposto ao ar tratado com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina;
FUMAG: grupo exposto a fumaga tratado com &gua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média = EPM. Comparagdes par a par: “p < 0,01.

Fonte:

A autora, 2022.
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Figura 27 — Dados referentes a varidvel Exploragdo CNT no Campo Vazado dos
camundongos Suicos ao final do tratamento com vareniclina (PN56).
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Legenda: Dados referentes a variavel Exploracdo CNT no Campo Vazado dos camundongos Suicos (por sexo),
segmentados por tipo de exposicdo (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e agua). ARAG: grupo
exposto ao ar tratado com agua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina; FUMAG:
grupo exposto a fumaga tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumaga tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM. Comparagdes par a par: “p < 0,05.

Fonte: A autora, 2022.
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Figura 28 — Dados referentes a variavel Locomocdo no Campo Vazado dos camundongos

Suicos ao final do tratamento com vareniclina (PN56).
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Legenda: Dados referentes a variavel Locomogdo no Campo Vazado dos camundongos Suigos (por sexo),

Fonte:

segmentados por tipo de exposicdo (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e agua). ARAG: grupo
exposto ao ar tratado com agua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina; FUMAG:
grupo exposto a fumaga tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumacga tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM.

A autora, 2022.
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Figura 29 — Dados referentes a variavel %Locomo¢do CNT no Campo Vazado dos

camundongos Suicos ao final do tratamento com vareniclina (PN56).
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Legenda: Dados referentes a variavel %Locomocdo CNT no Campo Vazado dos camundongos Suicos (por

Fonte:

sex0), segmentados por tipo de exposicdo (fumaga e ar) e tratamento (vareniclina e dgua). ARAG:
grupo exposto ao ar tratado com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina;
FUMAG: grupo exposto a fumaga tratado com &gua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média = EPM. Comparagdes par a par: “p < 0,05, “p < 0,01.

A autora, 2022.
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Figura30 — Dados referentes a variavel Locomo¢do CNT no Campo Vazado dos

camundongos Suicos ao final do tratamento com vareniclina (PN56).
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Legenda: Dados referentes a varidvel Locomogdo CNT no Campo Vazado dos camundongos Suicos (por sexo),

Fonte:

segmentados por tipo de exposicdo (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e agua). ARAG: grupo
exposto ao ar tratado com agua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina; FUMAG:
grupo exposto a fumaga tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumaga tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM.

A autora, 2022.
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Figura 31 — Dados referentes a varidvel Tempo CNT no Campo Vazado dos camundongos

Suicos ao final do tratamento com vareniclina (PN56).
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Legenda: Dados referentes a varidvel Tempo CNT no Campo Vazado dos camundongos Suigos (por sexo),

Fonte:

segmentados por tipo de exposicdo (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e agua). ARAG: grupo
exposto ao ar tratado com agua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina; FUMAG:
grupo exposto a fumaga tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumaga tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM. Efeito de Exposigdo: 4p < 0,05.

A autora, 2022.
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Figura 32 — Dados referentes a varidvel Eleva¢fes no Campo Vazado dos camundongos
Suicos ao final do tratamento com vareniclina (PN56).
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Legenda: Dados referentes a variavel Elevagbes no Campo Vazado dos camundongos Suigos (por sexo),
segmentados por tipo de exposicdo (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e agua). ARAG: grupo
exposto ao ar tratado com agua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina; FUMAG:
grupo exposto a fumaga tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumaga tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM.

Fonte: A autora, 2022.
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Figura 33 — Dados referentes a variavel Autolimpezas no Campo Vazado dos camundongos

Suicos ao final do tratamento com vareniclina (PN56).
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Legenda: Dados referentes a variavel Autolimpezas no Campo Vazado dos camundongos Suicos (por sexo),

Fonte:

segmentados por tipo de exposicdo (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e agua). ARAG: grupo
exposto ao ar tratado com agua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina; FUMAG:
grupo exposto a fumaga tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumaga tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM. Efeito de Tratamento: #p < 0,05.

A autora, 2022.
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Figura 34 — Dados referentes a variavel Espreitamentos no Campo Vazado dos camundongos
Suicos ao final do tratamento com vareniclina (PN56).
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Legenda: Dados referentes a varidvel Espreitamentos no Campo Vazado dos camundongos Suicos (por sexo),
segmentados por tipo de exposicdo (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e agua). ARAG: grupo
exposto ao ar tratado com agua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina; FUMAG:
grupo exposto a fumaga tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumaga tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM.

Fonte: A autora, 2022.

44.2. PNB86

4.4.2.1 Labirinto em Cruz Elevado

Os resultados das UANOVAs globais inicialmente utilizadas nas andlises dos

comportamentos apresentados pelos animais PN86 no LCE sdo apresentados na tabela 12.
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Apbs a separagdo das andlises por SEXO (ANOVAs de 22 ordem, tabela 13),
verificou-se que as fémeas tratadas com vareniclina apresentavam valores maiores do que as
expostas ao ar nas seguintes variareis de comportamento associado a ansiedade: % Tempo BA
e Tempo BA (tabela 14). O mesmo foi observado para as variaveis etologicas Espreitamentos
e Abaixamentos (tabela 14). Nao foi observado efeito de TRATAMENTO para as demais
variaveis. A exposi¢do a fumaca aumentou o nimero de autolimpezas somente em machos e
reduziu o nimero de espreitamentos em fémeas (tabela 14). N&o foi observado efeito da
EXPOSICAO nas outras variaveis estudadas.

Tendo em vista os efeitos e interagdes com o fator SEQUENCIA, para as analises
indicadas abaixo, os resultados das comparacdes das sequéncias direta (LCE seguido de CV)

e indireta (CV seguindo de LCE) séo apresentados em separado.

4.4.2.1.1 Sequéncia Direta (primeiro teste da sequéncia)

Para as fémeas, o tratamento com vareniclina aumentou os valores de Entradas BF
(figura 40), sendo que o grupo ARVAR obteve valores significativamente maiores do que o
grupo ARAG. Para 0os machos, o tratamento com vareniclina aumentou os valores das
variaveis %Tempo BA (figura 35), Tempo BA (figura 36) e %Entradas BA (figura 37). Para a
variavel etoldgica Autolimpezas, o grupo FUMAG apresentou um aumento nos valores,
guando comparados ao grupo ARAG, que foi revertido pelo tratamento, como indicado pelos
resultados do grupo FUMVAR (figura 42).

As seguintes variaveis ndo apresentaram efeitos ou interacfes significativas em
fémeas: % Tempo BA (figura 35), Tempo BA (figura 36), %Entradas BA (figura 37), Entradas
BA (figura 38), %Tempo CN (figura 39), Elevacdes (figura 41), Autolimpezas (figura 42),
Espreitamentos (figura 43) e Abaixamentos (figura 44). As seguintes variaveis nao
apresentaram efeitos ou interagdes significativas em machos: Entradas BA (figura 38),
%Tempo CN (figura 39), Entradas BF (figura 40), Elevacdes (figura 41), Espreitamentos
(figura 43) e Abaixamentos (figura 44).
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4.4.2.1.2 Sequéncia Indireta (segundo teste da sequéncia)

Para as fémeas, o tratamento com vareniclina aumentou os valores observados para
as variaveis %Tempo BA (figura 35), Tempo BA (figura 36) e Espreitamentos (figura 43),
sendo que o grupo ARV AR apresentou valores maiores do que o grupo ARAG nos trés casos.
No caso da varidvel Espreitamentos, a exposicdo a fumaca também aumentou os valores
obtidos. Para os machos, a exposicao a fumaca do cigarro reduziu os valores para as variaveis
%Tempo BA (figura 35), Tempo BA (figura 36) e Elevaces (figura 41).

As seguintes variaveis ndo apresentaram efeitos ou interacOes significativas em
fémeas: %Entradas BA (figura 37), Entradas BA (figura 38), %Tempo CN (figura 39),
Entradas BF (figura 40), Elevacdes (figura 41), Autolimpezas (figura 42) e Abaixamentos
(figura 44). As seguintes varidveis ndo apresentaram efeitos ou interagGes significativas em
machos: %Entradas BA (figura 37), Entradas BA (figura 38), %Tempo CN (figura 39),
Entradas BF (figura 40), Autolimpezas (figura 42), Espreitamentos (figura 43) e
Abaixamentos (figura 44).



Tabela 12 — Resultados das ANOVAs globais para os dados do LCE em PN86.

F(,l, p F@,l, p

%Tempo BA Tempo BA

Sequéncia 7,6 @, 145 0,007 Sequéncia 6,9 @, 14 0,010
Exposigdo 3201w 0,075 Tratamento 6301w 0,013
Tratamento 6,4 (1, 146) 5,012 Sequéncia x Exposigao 7,4 1, 120 '0,007
Sexo x Sequéncia 6,0 @, 16 '5,015 Sexo x Sequéncia x Tratamento 4,1 (1, 148 '0,045
Sequéncia x Exposigao 5,7 .19 '('),007 Sequéncia x Exposigdo x Tratamento 4,6 @, 14 '6,033
Sexo x Sequéncia x Tratamento 2,9 @, 19 '('),088

Sequéncia x Exposi¢do x Tratamento 5,6 @, 19 5,019
%Entradas BA Entradas BA

Sequéncia 9,2 @, 19 0,041 Sequéncia 17,4 @, 146 <0,001
Sexo x Sequéncia 4,3 @, 149 5,033 Exposigao 4,3 @, 15 '0,039
Sexo x Exposigéo 3,4 0 u 0,066

%Tempo CN Entradas BF

Sexo x Sequéncia 6,5 @, 149 0,012 Sequéncia 8,1 (. 149 0,005

Sequéncia x Exposigéo 4,8 @, 149 5,029 Sexo x Sequéncia 6,3 @, 145) '0,013
Sequéncia x Tratamento 4,1 @, 14 '0,044
Sexo x Sequéncia x Tratamento 3,2 1, 145) '6,074

Elevagoes Autolimpezas

Sexo x Sequéncia 4,2 @, 149 0,042 Exposigao 8,3 (1. 148 0,004

Sequéncia x Exposigado 4,3 . 19 '0,041 Sequéncia x Tratamento 6,2 (1, 149) '0,014
Sexo x Exposi¢cao x Tratamento 6,9 (. 148 '6,009

Espreitamentos Abaixamentos

Sequéncia 6,3 (1, 145 0,013 Sexo 6,2 (1, 148 0,014
Tratamento 3,4 ., 149 5,067 Tratamento 3,4 . 149 r0,066
Sexo x Exposigao 7,3 0.1 ',008

Fonte: A autora, 2022.

Tabela 13 — Resultados das ANOVAs de 22 ordem para os dados do LCE em PN86.

F (g.l, P F (9.l p

Tratamento 4.6 1,7 0,035 Tratamento 40 @, 0,049

Sequéncia x Exposig¢do x Tratamento 6,2 @, 73 0,015 Sequéncia x Exposigdo x Tratamento 5,2 a, 73 0,026
%Entradas BA Entradas BA

%Tempo CN Entradas BF

Sequéncia 8,6 1. 0,005 Sequéncia 159 a.,73» <0,001

Sequéncia x Tratamento 8,1a, 7 0,006
Sequéncia 524, 7 0,025 Sequéncia x Tratamento 3947 0,051

Sequéncia 8,8a. 1 0,004 Tratamento 4,7 @, 7 0,034
Exposigao 4,8 a7 0,033 Exposigdo x Tratamento 3447 0,07
Tratamento 4,4 1,73 0,039

Sequéncia 13,3 a.73 0,001 Sequéncia 8,317 0,005
Sequéncia x Exposicao 6,1 a7 0,016 Sequéncia x Exposigcao 6,6 1,73 0,012
%Entradas BA Entradas BA

Sequéncia 14,1 0,73 <0,001

%Tempo CN Entradas BF

Sequéncia x Exposigéo 32a.m 0,078

Tratamento 3,40, 0,070 Exposigao 731,73 0,009
Sequéncia x Exposi¢ao 5,8 1,7 0,019 Exposi¢ao x Tratamento 6,4 (1,73 0,013

Espreitamentos Abaixamentos

Fonte: A autora, 2022.
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Tabela 14 — Dados separados por sexo referentes aos comportamentos no Labirinto em Cruz
Elevado dos camundongos Suicos durante a retirada (PN86).

PN86 - LCE - Resultados separados por sexo

%TEMPO BA TEMPO BA %ENTRADAS BA
Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas Machos

Dados por Exposi¢do

AR 16,0+1,9 18,0 +2,2 26,8 +3,0 27,6 £3,5 21,0+1,7 20,4+1,7

FUMAGCA 13,0+1,8 13,9+1,8 22,3+3,2 22,3+3,5 17,8 +1,9 18,2+1,9

Dados por Tratamento

AGUA 11,8+1,4 14,2 +1,8 20,3+2,3 21,6 +3,0 18,3+1,9 18,3+1,9

* *

VARENICLINA 17,2 +2,1 17,7 £2,2 28,8 +3,6 28,3+4,0 20,6 +1,8 20,4 +1,7

Dados por Grupo

ARVAR 18,3 +3,0 19,8 +3,4 30,9 +4,8 29,451 20,4 +2,0 223+2,1

ARAG® 13,8+2,4 16,3 +2,8 22,6 +3,6 25,9+5,0 21,629 18,5+2,7

FUMAG® 9,7+15 12,3422 17,8+2,9 17,5+3,2 147421 18,0 £2,8

FUMVAR 16,2 +3,1 15,6 +2,9 26,6 £5,4 27,3+6,2 20,8 +3,0 18,5+2,6

ENTRADAS BA %TEMPO CN ENTRADAS BF

Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas Machos

Dados por Exposig¢do

AR 3,1+0,3 3,3+0,3 416 +1,5 451+2,0 11,3+0,6 12,2+0,6

FUMAGCA 2,7+0,3 25+0,3 42,4 +£1,2 43,8 +1,6 12,2 +0,7 11,4+0,6

Dados por Tratamento

AGUA 2,7+0,3 2,7+0,3 40,9+1,6 456 £1,7 11,7 £0,7 11,6 £0,6

VARENICLINA 3,1+0,3 3,1+0,3 43,1 +1,2 43,3 +2,0 11,8 +0,5 11,905

Dados por Grupo

ARVAR 3,3+0,3 34+04 41,8 £1,7 42,2+2,9 11,9 +0,6 12,3+0,7

ARAG® 3,0+0,4 3,2+0,6 415+2,6 48,0+2,8 10,7 £0,9 12,1+1,0

FUMAG® 2,3+0,4 2,2+0,3 40,3+1,6 43,3+1,9 12,7 £1,0 11,2 40,7

FUMVAR 3,0£0,5 2,8+0,5 44,4 +1,8 443 £2,7 11,7 +0,9 11,6 £0,9

ELEVAGOES AUTOLIMPEZAS ESPREITAMENTOS

Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas Machos

Dados por Exposi¢do

AR 9,5+0,6 10,5+0,9 2,9+0,2 2,6+0,2 328+1,4 27,4+1,4
* *

FUMACA 10,4+0,9 9,6 +0,7 3,3+0,2 35+0,2 28,8+1,4 30,5+1,2

Dados por Tratamento

AGUA 10,2+0,8 9,1+0,8 3,0+0,2 3,1+0,3 289+1,3 285+1,3

*

VARENICLINA 9,8+0,8 11,0+0,8 3,2+0,2 3,0+0,2 32,815 29,4+1,4

Dados por Grupo

ARVAR 9,3+0,9 12,3+1,3 2,8+0,3 3,0+0,4 34,7+2,2 27,2+15

ARAG® 9,8+1,0 8,7+1,1 3,0+0,3 2,3+0,2 30,9+1,6 276+2,4

FUMAG® 10,6 +1,3 95+1,1 3,0+0,3 4,0+0,4* 26,6 +2,0 29,3+1.3

FUMVAR 10,3+1,3 9,7+0,9 3,6+0,4 3,1+0,2°2 30,9+2,0 31,7+2.2

ABAIXAMENTOS

Fémeas Machos

Dados por Exposi¢ao

AR 6,9+0,2 8,1+0,3
FUMAGA 7,5+0,4 8,1+0,4
Dados por Tratamento

AGUA 6,7+0,3 7,9+0,4

*

VARENICLINA 7,7+0,4 8,3+0,4
Dados por Grupo

ARVAR 7,0£0,3 8,2+0,5
ARAGW 6,9+0,3 8,0£0,5
FUMAG® 6,5+0,6 7,9+0,6
FUMVAR 84+06** 83+07

Legenda: ARAG: grupo exposto ao ar tratado com agua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina;
FUMAG: grupo exposto a fumagca tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. *2 p < 0,05.

Fonte: A autora, 2022.



95

Figura 35— Dados referentes a varidvel %Tempo BA no Labirinto em Cruz Elevado dos

camundongos Suicos durante a retirada (PN86).
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Legenda: Dados referentes a variavel %Tempo BA no Labirinto em Cruz Elevado dos camundongos Suicos

Fonte:

(por sexo), segmentados por tipo de exposi¢do (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e agua).
ARAG: grupo exposto ao ar tratado com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina;
FUMAG: grupo exposto a fumaga tratado com &gua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM. Efeito de Exposicdo: %p < 0,05. Efeitos de Tratamento: #p <
0,05, *p < 0,01. @@ p < 0,01 ARAG vs. ARVAR.

A autora, 2022.
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Figura 36— Dados referentes a variavel Tempo BA no Labirinto em Cruz Elevado dos

camundongos Suicos durante a retirada (PN86).
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Legenda: Dados referentes a variavel Tempo BA no Labirinto em Cruz Elevado dos camundongos Suicos (por

Fonte:

sex0), segmentados por tipo de exposicdo (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e dgua). ARAG:
grupo exposto ao ar tratado com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina;
FUMAG: grupo exposto a fumaga tratado com &gua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM. Efeito de Exposicdo: %p < 0,05. Efeitos de Tratamento: #p <
0,05, *p < 0,01. @@ p < 0,01 ARAG vs. ARVAR.

A autora, 2022.
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Figura 37 — Dados referentes a variavel %Entradas BA no Labirinto em Cruz Elevado dos

camundongos Suicos durante a retirada (PN86).
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Legenda: Dados referentes a varidvel %Entradas BA no Labirinto em Cruz Elevado dos camundongos Suigos

Fonte:

(por sexo), segmentados por tipo de exposi¢do (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e 4gua).
ARAG: grupo exposto ao ar tratado com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina;
FUMAG: grupo exposto a fumaga tratado com &gua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM. Efeito de Tratamento: *p < 0,05.

A autora, 2022.
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Figura 38 — Dados referentes & variavel Entradas BA no Labirinto em Cruz Elevado dos

camundongos Suicos durante a retirada (PN86).
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Legenda: Dados referentes a variavel %Tempo BA no Labirinto em Cruz Elevado dos camundongos Suigos

Fonte:

(por sexo), segmentados por tipo de exposi¢do (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e 4gua).
ARAG: grupo exposto ao ar tratado com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina;
FUMAG: grupo exposto a fumaga tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM.

A autora, 2022.
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Figura 39 — Dados referentes a varidvel %Tempo CN no Labirinto em Cruz Elevado dos

camund
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Legenda: Dados referentes a variavel %Tempo CN no Labirinto em Cruz Elevado dos camundongos Suicos
(por sexo), segmentados por tipo de exposi¢do (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e agua).
ARAG: grupo exposto ao ar tratado com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina;
FUMAG: grupo exposto a fumaga tratado com &gua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM.

Fonte:

A autora, 2022.
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Figura 40 — Dados referentes a variavel Entradas BF no Labirinto em Cruz Elevado dos

camundongos Suicos durante a retirada (PN86).
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Legenda: Dados referentes a variavel %Tempo BA no Lablrlnto em Cruz Elevado dos camundongos Suicos

Fonte:

(por sexo), segmentados por tipo de exposi¢do (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e 4gua).
ARAG: grupo exposto ao ar tratado com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina;
FUMAG: grupo exposto a fumaga tratado com &gua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM. Efeito de Tratamento: #p < 0,05.

A autora, 2022.
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Figura 41 — Dados referentes a varidvel Elevagdes no Labirinto em Cruz Elevado dos

camundongos Suicos durante a retirada (PN86).
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Legenda: Dados referentes a varidvel Elevagdes no Labirinto em Cruz Elevado dos camundongos Suicos (por

Fonte:

sex0), segmentados por tipo de exposicdo (fumaga e ar) e tratamento (vareniclina e dgua). ARAG:
grupo exposto ao ar tratado com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina;
FUMAG: grupo exposto a fumaga tratado com &gua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM. Efeito de Exposigéo: 4p < 0,05.

A autora, 2022.
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Figura 42 — Dados referentes a variavel Autolimpeza no Labirinto em Cruz Elevado dos

camundongos Suicos durante a retirada (PN86).
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Legenda: Dados referentes a varidvel Autolimpeza no Labirinto em Cruz Elevado dos camundongos Suigos (por

Fonte:

sex0), segmentados por tipo de exposicdo (fumaga e ar) e tratamento (vareniclina e dgua). ARAG:
grupo exposto ao ar tratado com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina;
FUMAG: grupo exposto a fumaga tratado com &gua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média = EPM. Comparagdes par a par: “p < 0,05, “p < 0,01.

A autora, 2022.
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Figura 43 — Dados referentes & variavel Abaixamentos no Labirinto em Cruz Elevado dos
camundongos Suicos durante a retirada (PN86).
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Legenda: Dados referentes a variavel Abaixamentos no Lablrlnto em Cruz Elevado dos camundongos Suigos
(por sexo), segmentados por tipo de exposi¢do (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e 4gua).
ARAG: grupo exposto ao ar tratado com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina,;
FUMAG: grupo exposto a fumaga tratado com &gua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM.

Fonte: A autora, 2022.
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Figura 44 — Dados referentes a varidvel Espreitamentos no Labirinto em Cruz Elevado dos

camundongos Suicos durante a retirada (PN86).

PN86 - LCE - Espreitamentos - Fémeas
70 1

60
50 4

40 -

30 4
20
10 A
0 -

ARAG | ARVAR | FUMAG |FUMVAR
DIR (Teste1)

PN86 - LCE - Espreitamentos - Machos

Eventos

ARAG | ARVAR | FUMAG |FUMVAR
INV (Teste 2)

70 q
60 -
50 4

40 4

30 4
20 4
10 A1
0 -

ARAG | ARVAR | FUMAG |FUMVAR
DIR (Teste1)

Eventos

FUMAG [FUMVAR

INV (Teste 2)

Legenda: Dados referentes a variavel Espreitamentos no Labirinto em Cruz Elevado dos camundongos Suicos

Fonte:

(por sexo), segmentados por tipo de exposi¢do (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e 4gua).
ARAG: grupo exposto ao ar tratado com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina;
FUMAG: grupo exposto a fumaga tratado com &gua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM. Efeito de Exposicdo: %p < 0,05. Efeitos de Tratamento: #p <
0,05. @ p < 0,05 ARAG vs. ARVAR.

A autora, 2022.
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4.4.2.2 Campo Vazado

Os resultados das UANOVAs globais inicialmente utilizadas nas andlises dos
comportamentos apresentados pelos animais PN86 no CV sdo apresentados na tabela 15.

Apbs a separagdo das andlises por SEXO (ANOVAs de 22 ordem, tabela 16),
verificou-se que as fémeas tratadas com vareniclina apresentavam valores maiores do que as
expostas ao ar nas seguintes variareis de comportamento associado a ansiedade no CV:
%Exploracdo CNT, Exploracdo CNT, %Locomogdo CNT, Locomogdo CNT e Tempo CNT
(tabela 17). Para a variavel etolégica Autolimpeza, machos tratados com vareniclina
apresentaram uma reducdo no nimero de eventos observados quando comparados aos tratados
com agua (tabela 17). Néo foi observado efeito de TRATAMENTO para as demais variaveis.
N4o foi observado efeito da EXPOSICAO nas variaveis estudadas.

Tendo em vista os efeitos e interagdes com o fator SEQUENCIA, para as analises
indicadas abaixo, os resultados das comparacdes das sequéncias direta (LCE seguido de CV)

e indireta (CV seguindo de LCE) séo apresentados em separado.

4.4.2.2.1 Sequéncia Direta (segundo teste da sequéncia)

Para as fémeas, 0 tratamento com vareniclina aumentou os valores de Exploracdo
CNT (figura 47), %Locomocdo CNT (figura 49) e Locomocdo CNT (figura 50). Para os
machos, somente a variavel Autolimpezas (figura 53) foi afetada pelo tratamento, com valores
reduzidos pelo tratamento com vareniclina e com o grupo ARVAR tendo resultados
significativamente menores do que o grupo ARVAR.

As seguintes variaveis ndo apresentaram efeitos ou interacbes significativas em
fémeas: Exploracdo (figura 45), %Exploracdo CNT (figura 46), Locomogédo (figura 48),
Tempo CNT (figura 51), Elevagbes (figura 52), Autolimpezas (figura 53) e Espreitamentos
(figura 54). As seguintes variaveis ndo apresentaram efeitos ou interagdes significativas em
machos: Exploragéo (figura 45), %Exploracdo CNT (figura 46), Exploracdo CNT (figura 47),
Locomocao (figura 48), %Locomogdo CNT (figura 49), Locomocdo CNT (figura 50), Tempo
CNT (figura 51), Elevac6es (figura 52) e Espreitamentos (figura 54).
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4.4.2.2.2 Sequéncia Indireta (primeiro teste da sequéncia)

Para os machos, o grupo FUMAG apresentou aumentos dos valores de %Exploracao
CNT (figura 46) e %Locomocdo CNT (figura 46) que foram parcialmente revertidos pelo
tratamento com vareniclina, tal como indicado pelos resultados do grupo FUMVAR.

As seguintes varidveis ndo apresentaram efeitos ou interacfes significativas em
fémeas: Exploracao (figura 45), %Exploracdo CNT (figura 46), Exploracdo CNT (figura 47),
Locomocao (figura 48), %Locomocdo CNT (figura 49), Locomocdo CNT (figura 50), Tempo
CNT (figura 51), Elevagdes (figura 52), Autolimpezas (figura 53) e Espreitamentos (figura
54). As seguintes varidveis ndo apresentaram efeitos ou interacGes significativas em machos:
Exploracdo (figura 45), Exploracdo CNT (figura 47), Locomocdo (figura 48), Locomocao
CNT (figura 50), Tempo CNT (figura 51), Elevacdes (figura 52), Autolimpezas (figura 53) e
Espreitamentos (figura 54).
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Tabela 15 — Resultados das ANOVAs globais para os dados do CV em PN86.

PN86 - CV - ANOVAs globais

F (g.l, D F (g,l, p

Exploragao %Exploragdo CNT
Sequéncia 18,9 a. 1 <0,001 Tratamento 5,3 (1, 149 0,022
Sexo x Sequéncia 5,1 @, 1 5,025 Sexo x Sequéncia 3,4 @, 149 '0,068
Sexo x Exposigdo x Tratamento 6,2 (1, 146 '6,014 Sexo x Exposigao 3,9 @, 149 r0,051

Sequéncia x Tratamento 18,9 1, 19 r0,050

Sexo x Exposi¢do x Tratamento 18,9 1. 14 '0,015
Tratamento 4,7 @, 146 0,032 Sequéncia 61,1 @, 49 <0,001
Sexo x Sequéncia 3,7 @, 19 %,057 Sexo x Sequéncia 3,0 @, 149 '0,084
Sexo x Exposicdo x Tratamento 7,1 @, 10 5,009
Sequéncia 5,2 (1, 19 0,024 Sequéncia 4,0 @, 10 0,048
Tratamento 6,2 @, 146 r0,014 Tratamento 3,4 @10 '('),069
Sexo x Exposigdo x Tratamento 5,2 1, 19 5,025 Sexo x Sequéncia 5,3 @, 149 '6,023
Sexo x Sequéncia x EXPO x TTO 3,3 0.1 0,071 Sexo x Exposi¢do x Tratamento 2,8 .19 0,099

Tempo CNT [SHEVELLES
Tratamento 0,014 Sequéncia 149 @, 14 <0,001
Sequéncia x Tratamento 2,9 @, 19 '6,090 Exposigao 4,2 (1, 149 '(),041
Sexo x Exposig¢do x Tratamento 7,5 (. 146) 6,007

Autolimpeza Espreitamentos

6,2 @, 146

Fonte:

Sexo 4,0 @, ) 0,049 Sexo 14,9 a,149 < 0,001
Sexo x Exposigédo 3,7 @, 19 '0,057 Sequéncia 11,9 @, ue '0,001
Sequéncia x Tratamento 4,1 1, 140 '0,045 Tratamento 3,0 @, 149 '0,083
Sexo x Exposig¢do 4301 0,041
A autora, 2022.

Tabela 16 — Resultados das ANOVAs de 22 ordem para os dados do CV em PN86.
F (g, F(gl

Exploragao %Exploragdo CNT

Exposi¢do x Tratamento 59 @, 7 0,018 Tratamento 4,8 1,73 0,031

Exploragdo CNT Locomogéao

Tratamento 50a,7 0,029 Sequéncia 20,7 a.7» <0,001

Exposi¢do x Tratamento 3,51, 7 0,065

Sequéncia 8,7a.m 0,004 Tratamento 53a.7 0,024

Tratamento 76 0.7 0,007 Exposigao x Tratamento 4,4 1,13 0,039

Exposi¢do x Tratamento 3,51, 7 0,064

Tratamento 6,6 1,79 0,012

Exposigao 3,8a.m 0,055 Sequéncia 594,79 0,018
Tratamento 3,0 a.73) 0,088

Sequéncia 255a.73 <0,001 Sequéncia 29,73 0,090
Exposi¢ao x Tratamento 4,2 1,73 0,043

Sequéncia 57a.m 0,068 Sequéncia 411,79 <0,001

Exposi¢do x Tratamento 3,6 a7 0,068

%Entradas CNT Entradas CNT

Sequéncia x Exposicdo x Tratamento 3,7 @, 73 0,058 Sequéncia 8,0 1,73 0,006
Sequéncia 30a.m 0,090
Exposicao x Tratamento 524, 7 0,026
Tratamento 59a. 7 0,018 Sequéncia 6,51, 7 0,013
Sequéncia x Tratamento 4,00, 0,049

Fonte:

A autora, 2022.
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Tabela 17 — Dados separados por sexo referentes aos comportamentos no Campo Vazado dos
camundongos Suicos durante a retirada (PN86).

Legenda:

Fonte:

Dados por Exposi¢ao
AR

FUMAGA
Dados por Tratamento
AGuA

VARENICLINA
Dados por Grupo
ARVAR

ARAG®

FUMAG®
FUMVAR

Dados por Exposi¢ao
AR

FUMAGA
Dados por Tratamento
AGUA

VARENICLINA
Dados por Grupo
ARVAR

ARAGH

FUMAG®
FUMVAR

Dados por Exposi¢ao
AR

FUMACA
Dados por Tratamento
AGUA

VARENICLINA
Dados por Grupo
ARVAR

ARAG®

FUMAG®
FUMVAR

Dados por Exposi¢ao
AR

FUMAGA
Dados por Tratamento
AGUA

VARENICLINA
Dados por Grupo
ARVAR

ARAGH

FUMAG®
FUMVAR

PN86 - CV - Resultados separados por sexo

EXPLORAGAO
Fémeas Machos
415+15 41,8+2,.2
41,3+2,6 43,1 +£1,7
39,5+2,1 43,0+2,0
43,2+2,0 42,0+1,9
40,0+1,5 42,8 +2,9
429+25 40,8 £3,3
35,6 +3,2 45,0+2,3
46,6+3,7°% 412+£26
LOCOMOGAO
Fémeas Machos
51,7+2,7 51,1+4,0
48,8 £3,7 49,2 +3,7
49,0+3,4 51,3+3,8
51,6 £2,9 48,9 £4,0
50,7 £3,6 49,7 £5,3
52,7+4,0 52,4 +6,2
44,8 £5,7 50,3+4,4
52,6 +4,7 48,2 £6,2
TEMPO CNT
Fémeas Machos
21,2+2,6 18,0+2,6
20,5+2,3 24,1 +2,4
16,5+2,4 19,3+2,6
*
251+24 229+25
23,0+3,9 23,8+4,1*
19,4+3,5 12,2+2,9
13,4+32% 26,137~
27,3+2,7° 21,9+£31

ESPREITAMENTOS

Fémeas
13,5+0,7
12,3+0,6
12,1+0,6
13,6 +0,6
13,6 £1,0
13,3+0,9

10,8+0,8
13,6 +0,8

Machos
10,304
11,2+0,5
10,6 0,5
11,0+0,4
10,6 £0,5
10,0+0,7

11,1+0,8
11,3+0,6

%EXPLORAGAO CNT

Fémeas

12,1£1,2

10,4 £1,1

96+1,1
*
13,0£1,1

12,8 £1,7
11,4£1,6
75%15
132+1,4

Machos
9,6 +1,2
122+1,1
10,0+1,2
11,8+1,2
122+1,8*
70x15

13,0+£1,5*
115+1,7

%LOCOMOGAO CNT

Fémeas Machos
10,3+1,1 8,8+1,1
9,0+0,9 10,6 £1,0
79+1,0 9,0+1,1
*
11,5+1,0 10,4 +1,0
11,0+1,6 10,6 £1,7
9,6+1,4 7014
6,0+1,2 109+1,6
11,9+1,1% 103+£1,2

ELEVAGOES

Fémeas Machos
6,3+0,7 6,8+0,8
55+0,7 4,7+0,6
6,1+0,7 5,4+0,7
57+0,7 6,0+0,8
54+0,9 7,3+1,1
72+1,1 62+1,2
4,9+0,8 4,7+0,8
6,1+1,1 4,7+1,0

EXPLORAGAO CNT

Fémeas
53+0,6
4,9+0,6

4,2+0,6
*
6,0+0,6

5,4 +0,9
51+0,7
3,2+0,8
6,5+0,8°

Machos
4,5%0,7
57+0,6
4,7+0,6
55+0,7
57+1,0
3,2+0,8

6,1+0,8
52+0,9

LOCOMOGAO CNT

Fémeas
5,1+0,5
4,5+0,5

4,0+£0,5
*
5,6 +0,5

52+0,8
5,0+0,7

2,8+0,7*
6,1+0,6°

Machos
4,3%0,6
52+0,6
4,6 £0,6
50+0,7
4,8+0,9
3,9+0,9

52+0,7
52+1,0

AUTOLIMPEZAS

Fémeas

2,0+0,2
1,4+£0,2
1,8+0,2
1,7+0,2
2,2+0,3
1,9+0,3

1,6+0,4
1,3+0,2

Machos

1,3+0,2

1,4+0,1

16+0,1
*
1,1£0,1

1,0+£0,2
1,6 +0,2
1,6+0,2
1,3+0,2

ARAG: grupo exposto ao ar tratado com agua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina;
FUMAG: grupo exposto a fumaga tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. *2 p < 0,05.

A autora, 2022.
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Figura 45 — Dados referentes a varidvel Exploracdo no Campo Vazado dos camundongos

Suicos durante a retirada (PN86).
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Legenda: Dados referentes a varidvel Exploracdo no Campo Vazado dos camundongos Suigos (por sexo),
segmentados por tipo de exposicdo (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e agua). ARAG: grupo
exposto ao ar tratado com agua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina; FUMAG:
grupo exposto a fumaga tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumaga tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais

Fonte:

por grupo. Valores sdo média + EPM.
A autora, 2022.
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Figura46 — Dados referentes a varidvel %Exploracgio CNT no Campo Vazado dos

camundongos Suicos durante a retirada (PN86).
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Legenda: Dados referentes a varidvel %Exploracdo CNT no Campo Vazado dos camundongos Suigos (por

Fonte:

sex0), segmentados por tipo de exposicdo (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e gua). ARAG:
grupo exposto ao ar tratado com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina;
FUMAG: grupo exposto a fumaga tratado com &gua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média = EPM. Comparagdes par a par: “p < 0,01.

A autora, 2022.
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Figura47 — Dados referentes a varidvel Exploragdo CNT no Campo Vazado dos

camundongos Suicos durante a retirada (PN86).
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Legenda: Dados referentes a variavel Exploracdo CNT no Campo Vazado dos camundongos Suigos (por sexo),

Fonte:

segmentados por tipo de exposicdo (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e 4gua). ARAG: grupo
exposto ao ar tratado com agua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina; FUMAG:
grupo exposto a fumaga tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumaga tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média = EPM. Efeitos de Tratamento: #p < 0,05.

A autora, 2022.
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Figura 48 — Dados referentes a variavel Locomocdo no Campo Vazado dos camundongos

Suicos durante a retirada (PN86).
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Legenda: Dados referentes a variavel Locomogdo no Campo Vazado dos camundongos Suigos (por sexo),

Fonte:

segmentados por tipo de exposicdo (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e agua). ARAG: grupo
exposto ao ar tratado com agua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina; FUMAG:
grupo exposto a fumaga tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumaga tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM.

A autora, 2022.
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Figura49 — Dados referentes a variavel %Locomocdo CNT no Campo Vazado dos

camundongos Suicos durante a retirada (PN86).
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Legenda: Dados referentes a variavel %Locomocdo CNT no Campo Vazado dos camundongos Suicos (por

Fonte:

sex0), segmentados por tipo de exposicdo (fumaga e ar) e tratamento (vareniclina e dgua). ARAG:
grupo exposto ao ar tratado com &gua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina;
FUMAG: grupo exposto a fumaga tratado com &gua; FUMVAR: grupo exposto a fumaca tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM. Efeitos de Tratamento: #p < 0,01. Comparacdes par a par: “p <
0,05.

A autora, 2022.
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Figura50 — Dados referentes a variavel Locomo¢do CNT no Campo Vazado dos

camundongos Suicos durante a retirada (PN86).
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Legenda: Dados referentes a varidvel Locomogdo CNT no Campo Vazado dos camundongos Sui¢os (por sexo),

Fonte:

segmentados por tipo de exposicdo (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e 4gua). ARAG: grupo
exposto ao ar tratado com agua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina; FUMAG:
grupo exposto a fumaga tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumaga tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM. Efeito de Tratamento: #p < 0,05.

A autora, 2022.
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Figura 51 — Dados referentes a varidvel Tempo CNT no Campo Vazado dos camundongos

Suicos durante a retirada (PN86).
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Legenda: Dados referentes a variavel Tempo CNT no Campo Vazado dos camundongos Suigos (por sexo),

Fonte:

segmentados por tipo de exposicdo (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e agua). ARAG: grupo
exposto ao ar tratado com agua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina; FUMAG:
grupo exposto a fumaga tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumaga tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM.

A autora, 2022.
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Figura52 — Dados referentes a varidvel Eleva¢fes no Campo Vazado dos camundongos
Suicos durante a retirada (PN86).
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Legenda: Dados referentes a variavel Elevagbes no Campo Vazado dos camundongos Suigos (por sexo),
segmentados por tipo de exposicdo (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e agua). ARAG: grupo
exposto ao ar tratado com agua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina; FUMAG:
grupo exposto a fumaga tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumaga tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM.

Fonte: A autora, 2022.
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Figura 53 — Dados referentes a variavel Autolimpezas no Campo Vazado dos camundongos

Suicos durante a retirada (PN86).
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Legenda: Dados referentes a variavel Autolimpezas no Campo Vazado dos camundongos Suicos (por sexo),

Fonte:

segmentados por tipo de exposicdo (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e agua). ARAG: grupo
exposto ao ar tratado com agua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina; FUMAG:
grupo exposto a fumaga tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumaga tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM. Efeitos de Tratamento: *p < 0,05. @ p < 0,05 ARAG vs.
ARVAR.

A autora, 2022.
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Figura 54 — Dados referentes a variavel Espreitamentos no Campo Vazado dos camundongos

Suicos durante a retirada (PN86).
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Legenda: Dados referentes a varidvel Espreitamentos no Campo Vazado dos camundongos Suicos (por sexo),

Fonte:

segmentados por tipo de exposicdo (fumaca e ar) e tratamento (vareniclina e agua). ARAG: grupo
exposto ao ar tratado com agua; ARVAR: grupo exposto ao ar tratado com vareniclina; FUMAG:
grupo exposto a fumaga tratado com agua; FUMVAR: grupo exposto a fumaga tratado com
vareniclina. DIR: sequéncia LCE seguida do CV; INV: sequéncia CV seguida do LCE. n = 12 animais
por grupo. Valores sdo média + EPM.

A autora, 2022.



45. Resumo dos resultados

Tabela 18 — Resumo dos resultados para ingestao de liquido e consumo de racao.

PERIODO
Exposi¢cao Retirada
Ingestao de liquido
Fémeas v =
Machos v =
Fémeas v =
Machos v =

V: reducéo para animais expostos a fumaga
= : sem efeito significativo da exposicao

Fonte: A autora, 2022.

Tabela 19 — Resumo dos resultados para massa corporal.

PERIODO
Exposi¢ao Retirada
Massa corporal
Fémeas v v
Machos v =

V: redugdo para animais expostos a fumaca
= : sem efeito significativo da exposicao

Fonte: A autora, 2022.

Tabela 20 — Resumo dos resultados para RMN.

IDADE
PN56 PN86

Massa magra

VemF = = VemF

Fluidos corporais

vV emF = = VemF =

% de gordura

A emF = = AemF =

% de massa magra

V: reducdo A : aumento = : sem efeito significativo

Fonte: A autora, 2022.
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Tabela 21 — Resumo dos resultados para LCE.

Fonte:

RESUMO DOS RESULTADOS - LCE

%Tempo BA

Fémeas Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR v v
INV v v INV = =
Machos Total (DIR + INV) v v Total (DIR + INV) = =
DIR = v DIR = A
INV v = INV v =
Fémeas Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = =
INV v v INV = =
Machos Total (DIR + INV) v v Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = A
INV v = INV/ v =
Fémeas Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = =
INV = = INV = =
Machos Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = =
INV v v INV = =
Fémeas Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = =
INV v = INV = =
Machos Total (DIR + INV) v v Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = =
INV v v INV/ v =
Fémeas Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = =
INV = = INV = =
Machos Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = =
INV = = INV = =
Fémeas Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = A
INV = = INV = =
Machos Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = =
INV v v INV/ = =
Fémeas Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = =
INV = = INV =
Machos Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR v v DIR A A
INV = = INV v =
Fémeas Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR A = DIR = =
INV = = INV = A
Machos Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) A v
DIR = = DIR A v
INV = A INV A A
Fémeas Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = A
DIR = DIR = =
INV = = INV = =
Machos Total (DIR + INV) v v Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = =
INV v v INV/ = =

Espreitamentos

PN56

PN86

Fémeas Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = =
INV = = INV = =

Machos Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = =
INV = = INV/ = =

V: reducéo V V: reducéo adicional em relagédo a fumaca

A: aumento A A: aumento adicional em relagdo a fumaga

= : sem efeito Vi corregdo em relacdo a fumaca

A autora, 2022.
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Tabela 22 — Resumo dos resultados para CV.

Fonte:

RESUMO DOS RESULTADOS - CV

PN56 PN86
Fémeas Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = =
INV = = INV = =
Machos Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = =
INV v v INV = =

%Exploragdo CNT

Fémeas Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR v v DIR = A
INV = = INV = =
Machos Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = =
INV = = INV A v
Fémeas Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = AA
DIR v v DIR = AA
INV = = INV = =
Machos Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = =
INV = = INV A =
Fémeas Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = =
INV = = INV = =
Machos Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = =
INV v = INV = =

%Locomogdo CNT

Fémeas Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = AA
DIR v v DIR = AA
INV = = INV v v

Machos Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = =
INV = = INV v =

‘

ocomogado CNT

Fémeas Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) v v
DIR v v DIR = AA
INV = = INV = AA

Machos Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = =
INV v v INV = =

Tempo CNT

Fémeas Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = AA
DIR v v DIR = AA
INV A = INV = =

Machos Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) A =
DIR = = DIR = =
INV = INV A =

Elevactes

Fémeas Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = =
INV v = INV = =
Machos Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = =
INV = = INV = =

Autolimpezas

Fémeas Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) =
DIR = = DIR = =
INV v v INV = =

Machos Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = v
INV = = INV = =

Fémeas Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = =
INV = = INV v v

Machos Total (DIR + INV) = = Total (DIR + INV) = =
DIR = = DIR = =
INV = = INV = =

V: reducéo ¥ V: redugdo adicional em relagdo a fumaga

A: aumento A A: aumento adicional em relagdo a fumaca

= : sem efeito V: corregdo em relagdo a fumaca

A autora, 2022.
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5. DISCUSSAO

5.1. Ingestdo de agua

O presente estudo observou uma reducdo da ingestao hidrica causado pela exposi¢édo
a fumaca de cigarro. A despeito da auséncia de trabalhos publicados avaliando os efeitos da
exposicdo a fumaca de cigarro na ingestdo de liquidos, dados prévios em nosso laboratério,
ainda ndo publicados, demostrou que a exposicdo a fumaca de cigarro afetou o consumo de
agua, reduzindo-o drasticamente para ambos 0s sexos (ISNARDO-FERNANDES, 2021).

Evidéncias da acdo da nicotina na supressdo da ingesta hidrica sdo apontadas em
(GRUNBERG; BOWEN; WINDERS, 1986) ao observar hipodipsia em um modelo de
exposi¢do a nicotina em ratos, utilizando minibomba osmotica, nas doses de 4, 8 e 12 mg/kg.
Levin e colaboradores (1987), também observou reducdo na ingestdo de agua a partir do
primeiro dia do implante subcutaneo do pellet de nicotina. Adicionalmente, se demonstrou
que a nicotina, quando administrada em dose Unica (0,15 ou 0,45 mg/kg), também suprime o
consumo de liquido, em ratos previamente privados de agua (MUNSTER; BATTIG, 1975).

E bem estabelecido que a nicotina possui acdo antidiurética devido a liberacdo de
vasopressina (CASTRO DE SOUZA; ROCHA E SILVA JR., 1977). Esse efeito também &
observado em roedores. Em ratos, a injecdo subcutanea de nicotina inibiu a diurese por 45
minutos, esse efeito ndo ocorre apds a remogdo da pituitaria. Em humanos, um cigarro inibe a
diurese por 2 a 3 horas (BURN; TRUELOVE; BURN, 1945). Desta forma, um dos
mecanismos envolvidos na menor ingestdo de agua observada nos animais expostos a fumaca
de cigarro pode estar relacionado ao efeito antidiurético da nicotina, promovendo maior
retencdo de gua e, consequentemente, menor ingestdo de agua.

A despeito da evidéncia de reducdo da ingestdo hidrica observada no presente
trabalho, esta reducdo ndo parece ter impactado significativamente os animais quando se
considera as observagdes qualitativas da saude deles (como pelagem e comportamento no
biotério). E relevante mencionar que mesmo os animais expostos a fumaca tinham 16 h
disponiveis no biotério para recuperar quaisquer déficits relevantes de ingestdo observados
durante o procedimento de exposi¢cdo. Um fator adicional a ser considerado em uma extensao
do presente projeto € o possivel efeito aversivo do ambiente contendo fumaca de cigarro no

comportamento de ingestdo de agua.
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5.2. Consumo de ragao

Assim como os dados de ingesta hidrica, os resultados do consumo de ragdo
indicaram uma reducdo de consumo nos grupos de animais que foram expostos a fumaga de
cigarros. Apds o periodo da exposicdo, 0s animais que receberam fumaca de cigarro
apresentaram um aumento do consumo em relagdo aos animais controle até o0 momento que o
consumo de ambos 0s grupos se tornou equivalentes.

Esta reducdo no consumo € consistente com dados apresentados por ISNARDO-
FERNANDES (2021), que utilizou camundongos da mesma cepa e idades aqui estudadas. A
hipofagia causada pela exposicdo a fumaca de cigarro esta em consonancia com a anorexia
habitualmente observada em tabagistas (SCHWARTZ; BELLISSIMO, 2021; AUDRAIN-
MCGOVERN; BENOWITZ, 2011) e em roedores expostos a nicotina (GRUNBERG;
BOWEN; MORSE, 1984; GRUNBERG; BOWEN; WINDERS, 1986). Por outro lado, tanto a
interrup¢do abrupta do tabagismo (O’HARA et al., 1998; WILLIAMSON et al., 1991) quanto
a interrupcdo do tratamento crdnico com nicotina (BISHOP; PARKER; COSCINA, 2002;
LEVIN et al., 1987) causam um aumento no consumo de alimentos e no peso corporal.

Os mecanismos pelos quais fumar reduz o consumo de alimentos sdo complexos e
ndo foram totalmente compreendidos. Considerando os mecanismos fisiol6gicos, os alvos da
nicotina, receptores nicotinicos de acetilcolina (NAChR), sdo expressos tanto centralmente
quanto perifericamente (JO; TALMAGE; ROLE, 2002). No hipotalamo, os subtipos nAChR
desempenham um papel central na regulacdo do apetite e na homeostase energética
(STOJAKOVIC et al., 2017). Perifericamente, 0 nAChR também pode ter como alvo a
regulacdo hormonal do apetite. A nicotina demonstrou afetar alvos periféricos, como o
paladar e as vias aferentes vagais, que por sua vez afetam o consumo alimentar (BOUCHER
et al., 2003; DANI; BERTRAND, 2007; OLIVEIRA-MAIA et al., 2009).

5.3.  Dados somaticos: massa corporal e composi¢édo corporal

No presente estudo, a massa corporal dos camundongos aumentou ao longo dos dias,
compativel com o fato de que os animais estdo em fase de desenvolvimento visto que sdo

adolescentes. Conforme esperado, observamos que as massas corporais dos machos
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permaneceram maiores do que as das fémeas ao longo dos periodos avaliados. O padréo de
crescimento da massa corporal foi afetado pela exposicdo a fumaca de cigarro em ambos 0s
sexos durante a exposicao. Entretanto, apds o término da exposicdo, as diferencas entre os
grupos reduziram-se gradativamente.

Foi amplamente demonstrado que a ag¢do da nicotina tem como um de seus efeitos a
perda de peso, e a cessa¢ao no uso desta promove ganho de massa tanto em humanos, quanto
em modelos animais (GRUNBERG, 1986, LEVIN et al., 1987; PERKINS et al., 1987). A
nicotina tem efeitos na regulacdo do sistema nervoso central da alimentacdo e do gasto
energético. A regulacdo do comportamento alimentar e da taxa metabdlica pelo cérebro ocorre
no hipotdlamo, que integra sinais periféricos de saciedade e adiposidade, bem como
influéncias motivacionais e emocionais centrais (AUDRAIN-MCGOVERN; BENOWITZ,
2011). A liberagdao de hormoénios como norepinefrina, dopamina, serotonina e acido y-
aminobutirico pelo sistema nervoso central influenciam a supressdo da alimentacdo e
aumentam a taxa metabdlica (como POMC e CART), bem como aquelas que suprimem a
alimentacdo e diminuem a taxa metabolica (como o NPY, AgRP, MCH e orexina)
(VALASSI; SCACCHI; CAVAGNINI, 2008).

ISNARDO-FERNANDES (2021) demonstrou que a exposicdo a fumaca de cigarro
durante a adolescéncia de camundongos Sui¢o diminui o ganho de massa corporal €, apds o
término da exposicdo, os valores de massa se tornaram semelhantes aos dos animais néo
expostos a fumaca. O mesmo também ocorre quando a exposicdo a nicotina é realizada
através da administracdo de injecdes (LIU et al., 2014; BIALA; WEGLINSKA, 2005).

Esses resultados sdo similares as alteracBes de peso corporal observados em
fumantes. Fumantes possuem massa corporal menor do que ndo fumantes, em média 4 kg a
menos, e a interrupcdo do tabagismo leva a um crescimento dessa massa, 0 que €
frequentemente apontado como causa de recaidas e motivo para nao interromper o uso do
tabaco (AUDRAIN-MCGOVERN; BENOWITZ, 2011; PISTELLI, AQUILINI &
CARROZZI, 2009). Os mecanismos de ganho de peso apos a cessacao do tabagismo incluem
diminuicdo da taxa metabodlica e aumento da ingestéo calorica, efeitos opostos aos produzidos
pela agéo da nicotina (AUDRAIN-MCGOVERN & BENOWITZ, 2011).

O ganho ponderal resultante da interrupcdo do tabagismo ja foi relacionado ao
aumento da gordura corporal (AUDRAIN-MCGOVERN; BENOWITZ, 2011), corroborando
nossos resultados que evidenciam uma reducdo da massa adiposa no grupo exposto a fumaca

de cigarro, consistente com o menor ganho de massa corporal observado. No entanto, 30 dias
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apos, em PN86, essa diferenca ndo persistiu, levando a acreditar que a similaridade das
massas corporais observadas seja em decorréncia do ganho de massa gorda.

Mangubat e colaboradores (2012) ponderam que as mudangas na composicao
corporal sejam mediadas através da interacdo da nicotina com os nAChRs presentes em
adipocitos. Visto que Liu e colaboradores (2004) descobriram que os adipdcitos de ratos
expressam subunidades al-7, a9, al0, B1-4, 6 e €. A analise imunocitoquimica também
sugeriu a presenca de subunidades a7 e P2 em adipocitos e mostraram alta afinidade de

ligacdo para nicotina em adipdcitos (LIU; MIZUTA; MATSUKURA, 2004).

5.4. Testes comportamentais

No presente estudo, foram notadas diferencas expressivas nos resultados em funcao
da ordem dos testes comportamentais aos quais 0s animais foram submetidos. A exposi¢édo
prévia a um ambiente novo tem sido usada em estudos que avaliam o comportamento de
ansiedade de roedores. Normalmente, é realizado o teste de Campo Aberto ou Campo Vazado
e, em seguida, é realizado o teste de Labirinto em Cruz Elevado.

Em alguns estudos, a exposi¢do a um novo ambiente imediatamente antes do teste no
LCE leva a um aumento da atividade locomotora neste e a uma maior chance de entrada nos
bracos abertos (PELLOW et al., 1985, PELLOW; FILE, 1986, LISTER, 1987). O mesmo foi
visto em nossos resultados, apesar dos testes serem executados com um intervalo de 24h.

Na literatura, poucos estudos se debrucam especificamente sobre os efeitos da ordem
dos testes comportamentais, apesar das baterias de testes comportamentais serem amplamente
utilizadas. Experimentos realizados por Mcllwain e colaboradores investigaram o
comportamento de camundongos em uma sequéncia de testes que incluia: inibicdo pelo pré-
pulso, medo condicionado, campo aberto, rotarod e placa quente. Seus resultados observaram
gue animais testados apresentaram comportamento alterado apds alguns testes (campo aberto
rotarod e placa quente) quando comparados aos animais naive. Em contrapartida, os testes de
inibicdo pelo pré-pulso e medo condicionado n&o apresentaram efeito significativo
(MCILWAIN et al., 2001). Ja Blokland e colaboradores testaram, em ratos, diferentes
sequéncias de testes que incluiam campo aberto, teste de nado forcado e labirinto em zero.
Seus achados indicaram que o comportamento dos ratos nos testes de campo aberto e nado
forcado eram dependentes da ordem na bateria de testes (BLOCKLAND et al., 2012).
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Tendo em vista 0 exposto acima, laboratérios em que animais experimentais sdo
frequentemente submetidos a baterias de testes comportamentais devem considerar possiveis
efeitos da pré-exposicdo a novos ambientes ao delinear experimentos que incluam o LCE
(WALF; FRYE, 2007).

5.4.1. Labirinto em Cruz Elevado

No LCE, os animais expostos a fumaca de cigarro apresentaram maior nivel de
ansiedade em PN56, portanto 10 dias ap6s a interrup¢do da exposi¢do, mas ainda na vigéncia
do tratamento com vareniclina, do que os demais. Esses achados sdo semelhantes estudos
anteriores realizados em nosso laboratério, em que demonstramos que a retirada de curto
prazo 5 e 10 dias (ABREU-VILLACA et al.,, 2013; ISNARDO-FERNANDES, 2021,
respectivamente) da fumaca de cigarro na adolescéncia tem efeito ansiogénico no teste do
labirinto em cruz elevado. Em outro estudo, a abstinéncia espontanea pds-exposicdao de 14
dias a fumaca de tabaco (0,73 mg nicotina/cigarro) em ratos adolescentes levou a um
comportamento semelhante a ansiedade no LCE com 1, 3 e 7 dias de retirada (DE LA PENA
et al., 2016). Apesar das evidéncias da presenca de substancias ndo nicotinicas e neuroativas
na fumaca do tabaco, a neurobiologia da abstinéncia a nicotina tem sido extensivamente
estudada em modelos roedores, sendo esta responsavel por uma série de efeitos sobre o
sistema nervoso (ABREU-VILLACA et al., 2010; BRUIJNZEEL, 2012; ROSE 2006;
VILLEGIER et al., 2010). Corroborando a hipotese de que a nicotina é o principal
contribuinte para os efeitos ansiogénicos da fumaca de cigarro durante a privagdo em nosso
trabalho, estudos anteriores em roedores demonstraram que a exposi¢do a nicotina durante a
adolescéncia e posterior privacdo resulta em diminuigdo do tempo gasto nos bracos abertos do
LCE (ABREU-VILLACA et al.,, 2008; GRABUS; MARTIN; DAMAJ, 2005; TRAUTH,;
SEIDLER; SLOTKIN, 2000). Ademais, no presente estudo observamos que a cessagdo da
fumaca do tabaco produz sintomas de abstinéncia duradouros, a saber: aumento dos niveis de
comportamento associado a ansiedade no LCE em PN86 (41 dias apds o ultimo dia de
exposicdo). Esses achados sdo consistentes com outros estudos experimentais que
demonstraram que a interrupcdo espontanea da exposi¢do da fumaca do tabaco (0,8 mg
nicotina/cigarro) produz comportamentos semelhantes a ansiedade e depressdo observados
nos dias 1, 15, 30, 60 e 90 apds a cessacdo em camundongos (PONZONI et al., 2015, 2020).



127

Pouco se sabe sobre o papel das diferencas de idade e sexo nos sintomas de
abstinéncia de nicotina associados a cessagdo da exposi¢do a fumaca do tabaco. Nossos dados
sugerem niveis maiores de ansiedade em machos do que fémeas durante a retirada curta da
fumaca do tabaco. Diferencgas sexuais na abstinéncia de nicotina ja foram descritos tanto em
camundongos como em ratos adolescentes e/ou adultos. Ratos Sprague Dawley de ambos os
sexos e adolescentes apresentaram redugdo de atividade locomotora e sinais sométicos de
abstinéncia, porém esses mesmos achados ndo foram encontrados em ratos Wistar de ambos
0s sexos e na mesma idade (HAMILTON et al., 2010; TORRES et al., 2013). Em
camundongos adolescentes machos e fémeas, a abstinéncia espontanea ou precipitada por
mecamilamida da nicotina leva a sinais sométicos de abstinéncia, aumento da atividade
locomotora e hiperalgesia, mas ndo ansiedade e disforia (JACKSON et al., 2009; KOTA et
al., 2007; KOTA; MARTIN; DAMAJ, 2008). Ja em adultos, a remoc¢do de minibombas de
nicotina levou a uma maior anedonia em ratos machos (6-96h apds a retirada) do que em ratas
(somente observado efeito apos 6h de retirada) (TAN et al., 2019). Além disso, baixas doses
de mecamilamina produziram maior anedonia em machos do que fémeas e sinais de
abstinéncia somaticos precipitados foram detectados em machos mas ndo em fémeas (TAN et
al., 2019). No entanto, comportamento associado a ansiedade ndo foi observado em ratos
machos e fémeas apos a retirada das minibombas (TAN et al., 2019). Ja em camundongos, a
retirada de nicotina espontédnea e precipitada por mecamilamina leva a aumento do
comportamento associado a ansiedade, hiperalgesia e aumento de atividade locomotora em
machos mas ndo em fémeas (KOTA et al., 2007; KOTA; MARTIN; DAMAJ, 2008). Em
conjunto, os dados sugerem que 0s sintomas de abstinéncia a nicotina podem ser mais graves
em camundongos ou ratos machos do que em fémeas.

N&o esta claro ,a classificacdo da vareniclina como ansiolitica ou ansiogénica, e
menos ainda se sabe sobre seus efeitos quando administrados durante a adolescéncia. Turner e
colaboradores (2010) avaliaram os efeitos da administracdo aguda e crénica de nicotina de
vareniclina no comportamento associado a ansiedade utilizando o LCE, o teste marble
burying e o teste de hipofagia induzida por novidade. O grupo demonstrou que a
administracdo aguda de vareniclina teve efeitos ansioliticos para o teste marble burying e
hipofagia induzida por novidade. Turner e colaboradores (2011) também observaram efeito
ansiolitico relacionado ao uso da vareniclina para o teste marble burying. Quando associada a
exposicdo prévia a nicotina, a vareniclina diminui os déficits de aprendizado e memoria
durante abstinéncia em camundongos (RAYBUCK et al., 2008). Além disso, a vareniclina

reduz os sinais de abstinéncia somaticos precipitados por mecamilamina, hiperalgesia e
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disforia em camundongos (BAGDAS et al., 2018). A vareniclina e a citisina diminuem o
comportamento do tipo depressivo (anedonia) em ratos durante a abstinéncia de nicotina
(IGARI et al., 2014). Em uma revisdao sistematica, Thomas e colaboradores (2015)
conduziram uma meta-analise para determinar o risco de eventos adversos neuropsiquiatricos
associados a vareniclina em humanos em estudos controlados. Os resultados mostraram que 0
tratamento com a dose maxima de vareniclina (1 mg 2x/dia) foi associada a uma reducdo de
25% do risco de ansiedade. De encontro a esses achados, Parker (2016), em uma reviséo,
descreveu a vareniclina como uma de muitas drogas farmacoterapéuticas que apresentam
reagBes psiquiatricas adversas, incluindo ansiedade. Além disso, um efeito ansiogénico é
descrito pela Medicines and Healthcare Regulatory Agency of United Kingdom (2018) como
efeito adverso comum relatado por pacientes tratados com vareniclina. No presente trabalho, a
vareniclina falhou em reverter os efeitos ansiogénicos da retirada da exposicdo a fumaca de
cigarro em PN56, logo ainda na vigéncia do tratamento, s6 sendo observado reversdo desses
efeitos para uma das varidveis corrigidas (%Entradas BA) em machos. Ja em PN86 apenas
nas fémeas é observado reversdo dos efeitos ansiogénicos da retirada longa a fumaca de
tabaco.

A terapia de reposicdo de nicotina, a vareniclina e a bupropiona sd&o medicamentos
aprovados pela FDA dos EUA para o tratamento da cessagdo do tabagismo (CROOKS;
BARDO; DWOSKIN, 2014). Todos esses medicamentos para parar de fumar aprovados pela
FDA diminuem os sintomas de abstinéncia em roedores expostos a nicotina por meio de
minibombas. Muitas classes farmacologicas diferentes de compostos foram estudadas em
roedores que se tornaram dependentes usando minibombas. Entretanto, atualmente, ndo é bem
conhecido se 0os medicamentos para cessacdo do tabagismo aprovados pela FDA diminuem a
abstinéncia em roedores que se tornaram dependentes usando outros métodos, como injecdes
de nicotina, ingestdo oral de nicotina, exposic¢do a fumaca do tabaco ou exposicdo a aerossois
de cigarro eletronico. Em um estudo anterior de nosso grupo, em que avaliou os efeitos da
exposicdo via oral a nicotina e subsequente tratamento com vareniclina, a vareniclina falhou
em reverter os efeitos ansiogénicos da retirada nicotina no LCE na vigéncia do tratamento,
entretanto, com 10 dias apo6s a interrup¢do do tratamento a droga se mostrou ansiolitica
(CLAUDIO-NETO, 2016). Desta forma, mais estudos sdo necessarios a fim de elucidar a
farmaco-seguranca da indicacdo da terapia para reversdo da dependéncia a nicotina com a

vareniclina durante a adolescéncia.
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5.4.2. Campo Vazado

No presente estudo, mostramos que a exposi¢cdo a fumaca do tabaco na adolescéncia
afeta 0 comportamento de busca por novos estimulos em camundongos, e o tratamento com
vareniclina, em alguns parametros, foi capaz de reverter as alteracbes comportamentais
causadas pela exposicdo ao tabaco. O comportamento exploratério de orificios no teste de
campo vazado foi aqui utilizado como medida de busca de novidades (ABREU-VILLACA et
al., 2006; 2015; REDOLAT et al., 2009; VAGLENOVA et al., 2004). A exposi¢cdo a fumaca
de cigarros durante a adolescéncia alterou esse comportamento. Abreu-Villaga (2015) atribui
essas diferencas de comportamento ndo sé a nicotina presente nos cigarros, como também
outros componentes presentes na fumaca gerada pela queima do tabaco.

Varios tragos comportamentais, incluindo a busca de novidades, tém sido associados
ao uso de drogas (ABREU-VILLACA et al., 2006; BELIN; DEROCHE-GAMONET, 2012;
REDOLAT et al., 2009), tanto que tem sido sugerido que a exposicdo a drogas de abuso altera
esses tragos comportamentais e que esses tracos facilitam a experimentacdo de drogas. Os
mecanismos implicitos a esta associagdo ndo sd&o bem conhecidos. No entanto,
comportamentos exploratérios como a busca de novidades tém sido utilizados como
marcadores de vulnerabilidade para mecanismos neurobioldgicos do processo de dependéncia
de drogas (BELIN; DEROCHE-GAMONET, 2012). Dada a associacao entre drogas de abuso
e busca de novidades, estudos realizados em modelos animais expostos a fumaca do tabaco
podem esclarecer se os resultados comportamentais sdo capazes de predizer a vulnerabilidade
a experimentacdo de drogas e se abordagens farmacoldgicas utilizadas na cessacdo do
tabagismo sdo capazes de reverter os efeitos causados pela exposicao ao tabaco.

A diminuicdo do comportamento de busca por novidades em camundongos FUM é
consistente com estudos anteriores realizados em ratos, que observaram uma diminuigdo da
exploracdo de orificios em animais expostos a nicotina tanto de forma aguda, quanto
cronicamente (CASARRUBEA et al., 2015; 2020). E, ao utilizar tais parametros para
avaliacdo da ansiedade (TAKEDA, TSUJI, MATSUMIYA, 1998), é possivel correlacionar
estes resultados a evidéncias de que fumantes relatam um nivel mais alto de ansiedade e
estresse em comparacdo aos ndo fumantes (PARROTT; MURPHY, 2012), e que possuem um
risco aumentado para transtornos de ansiedade e ataques de panico (BRUIINZEEL, 2012;
MOYLAN et al., 2013). Esses animais também apresentaram atividade locomotora reduzida.

Até onde sabemos, ndo ha estudos anteriores que investigaram os efeitos da exposicdo a
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fumaca do tabaco com o mesmo nivel de nicotina na atividade locomotora ou na busca de
novidades. Porém, Abreu-Villaga e colaboradores (2015) utilizaram cigarros com baixa e alta
quantidade de nicotina e os resultados para o grupo exposto a baixa dose de nicotina se
assemelham aos desfechos observados nesse experimento.

Quanto as diferengas de sexo, houve uma reducdo em fémeas no comportamento de
busca de novidades em camundongos. Este resultado estd em consonancia com os anteriores,
que também demonstraram que as mulheres sdo mais suscetiveis aos efeitos do tabaco e da
nicotina (O'DELL; TORRES, 2014). Os efeitos observados apos a privacdo de nicotina foram
descritos anteriormente (ADRIANI et al., 2004; IRVINE et al., 2001; KOTA; ROBINSON;
DAMAJ, 2009) e parecem indicar que a exposi¢do a nicotina é capaz de promover alteracdes
funcionais tardias. Esse efeito pode ser interpretado como um sintoma de abstinéncia.

O conjunto atual de resultados compreende evidéncias de que a exposi¢do a fumaca
de cigarro durante a adolescéncia afeta os resultados comportamentais muito tempo ap6s o

término da exposic&o.



131

CONCLUSOES

a)

b)

d)

A exposicdo a fumaca do cigarro reduz a ingestdo de agua e o consumo de racéo
em camundongos adolescentes, o que n&o foi corrigido pelo tratamento
concomitante com vareniclina. Verificou-se que a redugdo de consumo e ingesta
ocorre principalmente durante a exposicdo. Apds a interrupcdo da exposicao, a
ingestdo e o consumo retornam a normalidade;

O desenvolvimento da massa corporal dos camundongos foi prejudicado pela
exposicao a fumaca do cigarro. Este prejuizo ndo foi revertido pelo tratamento com
a vareniclina. Somente apds o término da exposicdo, observou-se uma
normalizacdo do desenvolvimento de massa corporal. Em fémeas, foi observada
reducdo de massa mesmo apos o fim da exposicao;

A composicao corporal ndo foi afetada pelo tratamento com a vareniclina ou pela
exposicdo a fumaca de cigarro. As principais diferencas observadas estdo
relacionadas ao dimorfismo sexual. Fémeas apresentaram menos massa magra e
maior percentual de gordura nas duas idades estudadas;

O tratamento com vareniclina foi capaz de normalizar os alguns parametros do
comportamento associados a ansiedade no Labirinto em Cruz Elevado e os
comportamentos associados a busca por novidade no Campo Vazado dos
camundongos durante a vigéncia do tratamento, sem causar alteracGes na retirada;
De forma geral, o tratamento com vareniclina ndo apresentou efeitos adversos a
longo prazo e os seus efeitos durante a vigéncia do tratamento sugerem que esta
droga é capaz de reverter um quadro que potencialmente facilitaria uma recaida

logo apds a interrupgdo do uso do cigarro na adolescéncia.
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