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RESUMO

BRAGA, Fernanda Uchoa. Efeitos neuroquimicos no sistema colinérgico e dopaminérgico do
uso da vareniclina em um modelo animal de exposicéo a fumaca do cigarro durante a
adolescéncia. 2022. 89 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

O tabagismo é considerado, atualmente, como a principal causa de morte evitavel no
mundo. Embora diversos paises estejam apresentando queda expressiva do nimero de
usuarios, o uso de produtos derivados do tabaco ainda é um grande problema de salde publica
mundial. A nicotina é a principal substancia presente nas folhas de tabaco, sendo amplamente
apontada como responsavel pelo desenvolvimento da dependéncia. Infelizmente, o habito de
fumar inicia-se durante a adolescéncia para a maioria dos usuarios, sendo este um dos motivos
apontados como responsavel pelo uso crénico ao longo da adulta, gerando inimeros prejuizos
em longo prazo. Nao obstante, as abordagens farmacoterapeuticas sdo iniciadas somente na
idade adulta devido a escassez de informacdes sobre os efeitos do uso destes farmacos durante
a adolescéncia. A vareniclina, farmaco agonista parcial dos receptores colinérgicos
nicotinicos a4p2 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 exposicdo a
fumaca do cigarro durante a adolescéncia com o objetivo de avaliar seus efeitos sobre
parametros neuroquimicos. Do dia pos-natal 30 (PN30) ao 45, 93 camundongos Suigos
(ambos os 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¢cdo 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. Uma parte dos animais foi eutansiada em PN41 (antes do tratamento com
vareniclina) e outra em PN56 (apds o tratamento). A exposicao cronica a fumaca de cigarro
durante onze dias (PN41) ndo afetou os niveis das subunidades alfa-4, alfa-7 e beta-2 de
receptores colinérgicos, e da enzima tirosina hidroxilase (TH) e da proteina transportadora de
dopamina (DAT) no hipocampo de animais adolescentes. O tratamento com vareniclina
durante quinze apds exposicdo a fumaca aumentou o0s niveis da subunidade alfa-4, mas ndo de
beta-2, no hipocampo de fémeas adolescentes. A vareniclina promoveu a infrarregulacéo da
subunidade alfa-7 no hipocampo de animais previamente expostos a fumaca de cigarro. A
vareniclina ndo afetou os niveis de TH no hipocampo de nenhum dos grupos experimentais,
mesmo apos quinze dias de tratamento. O tratamento com vareniclina atenuou 0s niveis de
DAT no hipocampo em ambos 0s sexos. A exposicdo a fumaca de cigarro e o tratamento com
vareniclina alterou os niveis de DAT no hipocampo de machos, mas nao de fémeas. Nossos
resultados indicam que, embora o uso da vareniclina seja seguro, este farmaco tem efeito
sexo-dependente sob a circuitaria neuroquimica da dopamina em animais adolescentes. Estes
achados indicam que o estudo dos efeitos do uso de vareniclina no tratamento de adolescentes
fumantes deve ser aprofundado.

Palavras-chave: Cigarro. Vareniclina. Adolescéncia. Desenvolvimento. Neuroquimica.



ABSTRACT

BRAGA, Fernanda Uchoa. Neurochemical effects on the cholinergic and dopaminergic
system of varenicline use in an animal model of cigarette smoke exposure during adolescence.
2022. 89 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Smoking is currently considered the leading cause of preventable death in the world.
Although several countries are showing a significant drop in the number of users, the use of
tobacco products is still a major public health problem worldwide. Nicotine is the main
substance present in tobacco leaves, being widely identified as responsible for the
development of dependence. Unfortunately, the habit of smoking starts during adolescence for
most users, and this is one of the reasons pointed out as responsible for chronic use
throughout  adulthood, generating  numerous long-term  damages.  However,
pharmacotherapeutic approaches are initiated only in adulthood due to the scarcity of
information about the effects of using these drugs during adolescence. Varenicline, a partial
agonist drug of a4p2 and total of a7 nicotinic cholinergic receptors, is one of the drugs
approved for the treatment of nicotine-associated substance use disorder for 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 objective of evaluating its effects on
neurochemical parameters. From postnatal day 30 (PN30) to 45, 93 Swiss mice (both sexes)
were exposed to cigarette smoke (0.73 mg nicotine; FUM) or air (AR) for 8 h/day in
automated exposure. In PN41, treatment with varenicline (0.5 mg/kg/bid p.o.; VAR) or water
(AG) was started; from PN46 to PN56, the dose was doubled. One part of the animals was
euthanized at PN41 (before treatment with varenicline) and the other at PN56 (after
treatment). Chronic exposure to cigarette smoke for eleven days (PN41) did not affect the
levels of alfa-4, alfa-7 and beta-2 subunits of cholinergic receptors, and the enzyme tyrosine
hydroxylase (TH) and dopamine transporter protein (DAT) in the hippocampus of adolescent
animals. Treatment with varenicline for fifteen days after exposure to smoke increased levels
of the alfa-4 subunit, but not beta-2, in the hippocampus of adolescent females. Varenicline
down-regulated the alfa-7 subunit in the hippocampus of animals previously exposed to
cigarette smoke. Varenicline did not affect TH levels in the hippocampus of any of the
experimental groups, even after fifteen days of treatment. Treatment with varenicline
attenuated DAT levels in the hippocampus in both sexes. Exposure to cigarette smoke and
treatment with varenicline altered DAT levels in the hippocampus of males but not females.
Our results indicate that, although the use of varenicline is safe, this drug has a sex-dependent
effect on the dopamine neurochemical circuitry in adolescent animals. These findings indicate
that the study of the effects of the use of varenicline in the treatment of adolescent smokers
should be deepened.

Keywords: Cigarette. Varenicline. Adolescence. Development. Neurochemistry.
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INTRODUCAO

As plantas do género Nicotiana L. pertencem a familia Solanaceae e mais de 70
espécies ja foram identificadas. Entre elas destaca-se a espécie Nicotiana Tabacum (figura 1),
sendo esta a mais utilizada para produgéo industrial de tabaco em todo o mundo devido ao seu
alto teor do alcaldide nicotina (1-3%) (BUCHANAN, 1994; KISHORE, K. 2014). A
Nicotiana Rustica também tem destaque devido ao alto teor de nicotina (até 9%), porém, além
de também ser utilizada para producdo de cigarros, essa espécie costuma ser abundantemente
utilizada como inseticida para controle de pragas em plantagdes (MOREIRA, 2007;
BUCHANAN, 1994). E relatado que os termos “tabacum” e “tabaco” surgiram a partir de um
tipo de junco vazado que era utilizado pelos indigenas para inalacdo da fumaca (OLIVEIRA,
et al., 2012), fazendo com que as plantas desse género fossem chamadas popularmente como

“tabaco” até os dias atuais.

Figura 1 - Nicotiana Tabacum

Fonte: https://onszaden.com/nicotiana_tabacum#

As plantas do género Nicotiana foram descobertas pelos Europeus em 1492 enquanto
Cristévdo Colombo e outros viajantes exploravam, pela primeira vez na historia, o continente
americano (BENZONI, 2021). Ao chegarem as Antilhas, Colombo e seus homens foram
recebidos por indios Aruaques (COLOMBO, 1492; RUBIO MONTEVERDE; RUBIO

MAGANA, 2006) que possuiam uma vasta diversidade de especiarias nunca antes vistas pelo


https://onszaden.com/nicotiana_tabacum
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Velho Mundo. Entre elas, a que mais chamou atengé@o dos europeus foram folhas de plantas
do género Nicotiana, ja que tais indios possuiam o habito de utiliza-las de diversas formas,
sempre com finalidades medicinais e religiosas (APPERSON, 1914; SANTOS; BRACHT,;
CONCEICAO, 2013). Era comum observa-los inalando a fumaca gerada pela queima das
plantas, bem como cheirando o p6, mascando ou ingerindo-as em forma de chd (VALLE et
al., 2007; GOODMAN et al., 2005; LONGENECKER, 2002). Apesar de este habito ter sido
considerado novidade pelos europeus, é sabido que tal pratica acontece em tribos indigenas ha
aproximadamente 2 mil anos (GATELY, 2003). Os termos ‘“Nicotiana” e “nicotina”
originaram-se a partir de uma homenagem ao diplomata e intelectual francés Jean Nicot
(APPERSON, 1914), pois foi constatado que, em 1560, Nicot enviara folhas deste género
para a entdo rainha da Franca Catarina de Médicis, recomendando que a mesma as utilizasse
com a finalidade de tratar fortes dores de cabeca (LONGENECKER, 2002; RODGMAN;
PERFETTI, 2009; MICHELLI, 2015). A partir do uso pela rainha, tal planta comecou a ganhar
notoriedade, se espalhando por toda a Europa em forma rapé ou fumo (MOUTINHO;
NUNES, 2008; SINDITABACO, 2021) e, em seguida, se espalhou pelo resto do mundo
(BROOKS, 1953; CORNEILLE, 1964).

Apenas no final do seculo XVII, os primeiros relatos relacionando o tabaco a
enfermidades como o cancer comecaram a surgir (HILL, 1761; VON SOEMMERRING,
1975; KATCHER, 1993) e, apesar do borburinho envolvendo os maleficios do uso da planta,
a revolucdo industrial no século XVIII acabou culminando no aumento da produc¢éo de tabaco
(APPERSON, 1914). Nesta época, os produtos mais consumidos pela nobreza eram os
cachimbos, que reinaram até o século XIX, enquanto a classe menos favorecida pegava as
pontas de charutos jogados na rua, picavam-as e as enrolavam em papeletes, surgindo, entao,
os primeiros cigarros (ENCYCLOPEDIE DU TABAC, 1977; ROSEMBERG, 2002). Ap6s a
Primeira Guerra Mundial, os cigarros comecaram a ser produzidos em massa por serem mais
econdmicos e faceis de transportar (GLANTZ et al., 1998; ROSEMBERG, 2002).
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1  Tabagismo

O tabagismo é uma doenca crbnica, causada pela dependéncia a nicotina presente nas
folhas de tabaco (INCA, 2021a), que atualmente integra o grupo de "transtornos mentais,
comportamentais ou do neurodesenvolvimento” segundo a Revisdo da Classificagio
Estatistica Internacional de Doencas e Problemas Relacionados a Saude [CID-11] (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2022). Segundo o ultimo relatério da World Health
Organization sobre a epidemia global do tabaco (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2019), o tabagismo é considerado como a principal causa de morte evitavel no mundo, sendo,
nos dias atuais, responsavel pela morte de mais de 8 milhdes de pessoas por ano, incluindo
1,2 milhdes de pessoas expostas ao fumo passivo (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA
DA SAUDE, 2021). Existem diversos fatores que podem induzir ao habito de fumar, tais
como transtornos psiquiatricos (DUTRA-TAVARES et al., 2021), fatores psicossociais,
genéticos e culturais (RONDINA, 2003; RONDINA, 2007; SILVA, 2016). Mais de 80% dos
1,3 bilhdes de usuarios de tabaco no mundo se encontram em paises de baixa e média renda,
onde o peso das doencas e mortes relacionadas ao tabaco é maior devido a falta de acesso a
salde publica de qualidade (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

No Brasil, devido ao tabagismo, morrem mais de 150 mil pessoas por ano, 0 que
significa em torno de 430 pessoas por dia, representando 12,6% das causas de morte no pais
(ALIANCA DE CONTROLE DO TABAGISMO, 2021). Cerca de 80% das pessoas
comecam a fumar diariamente antes dos 19 anos, sendo 20% com menos de 15 anos
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2019). Felizmente, o nimero de fumantes adultos
vem apresentado uma expressiva diminuicdo nas ultimas décadas gracas as acOes
desenvolvidas pela Politica Nacional de Controle do Tabaco. Segundos os dados apresentados
pela Pesquisa Nacional sobre Saude e Nutricdo (PNSN), a populacdo brasileira contava, em
1989, com 34,8% de fumantes, dado que contrasta com os 12,6% em 2019 relatados pela
Pesquisa Nacional de Sadde (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2021b). Também em
2019, em um estudo realizado em 26 estados e no Distrito Federal pela Vigilancia de Doencas
Crbnicas por Inguérito Telefénico, foi demonstrado que, no Brasil, a frequéncia de adultos

fumantes no sexo masculino (12,3%) é maior do que no feminino (7,7%) (VIGITEL, 2020).



18

Segundo a Food and Agriculture Organization of the United Nations, de 1993 até 2013, o
Brasil ocupou o primeiro lugar entre os cincos maiores exportadores mundiais de tabaco
(FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2021). A
exportacdo de tabaco ja se apresentava economicamente expressiva desde o século XIX, de
forma que o Brasdo de Armas Nacionais do Brasil foi ornamentado, a direita, por um ramo de
fumo florido e, a esquerda, por um ramo de café (figura 2), permanecendo desta forma até os
dias atuais. Diante dos inumeros maleficios do uso do tabaco relatados na literatura, o
deputado Zé Silva criou, em 2013, um projeto de lei (PL 4929/13) afim de substituir a folha
de tabaco ilustrado no Bras&o por um ramo de pau-brasil (Caesalpinia echinata Lam), porém,

nada foi alterado.

Figura 2 - Brasdo das Armas Nacionais
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Fonte: https://www12.senado.leg.br/identidadevisual/armas-nacionais

Hoje, é sabido que o cigarro contém mais de 7 mil substancias quimicas, sendo
centenas destas toxicas, e, aproximadamente, 70 cancerigenas (WUNSCH FILHO et al.,
2010; U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2014; AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2018; AMERICAN LUNG ASSOCIATION, 2020). O processo de
producéo industrial do tabaco fornece ao cigarro susbtancias que sdo extremamente nocivas a
salde, como o alcatrdo, cianeto de hidrogénio, formaldeido, nitrosamina e benzeno (TRIGO,
2007). Além do cancer, outras doengas crénicas ndo transmissiveis também séo atribuidas ao
tabagismo, como osteoporose, impoténcia sexual no homem, infertilidade na mulher e doenca
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pulmonar obstrutiva cronica (MELLO et al., 2001; HORTENSE, 2008; WUNSCH FILHO et
al., 2010; SILVA, 2016; INCA, 2021a).

Apesar de o cigarro tradicional ser a forma mais comum de uso do tabaco, este pode
ser utilizado de diversas outras formas, como o charuto, cachimbo, narguilé e formas que nédo
utilizam da queima, como o tabaco mascado e o snuff (absor¢éo pelas mucosas) (VIEGAS,
2008). Infelizmente, os adolescentes estdo utilizando diferentes produtos & base de tabaco
afim de fugir do cigarro convencional, mesmo que estes ainda contenham nicotina, o que
pode gera o risco do desenvolvimento de dependéncia ao longo da vida (CDC, 2020). A
forma mais recente de uso do tabaco, em especial de uso da nicotina, é o cigarro eletrbnico
(CE). Estes dispositivos funcionam através de um sistema de aquecimento que vaporiza uma
solucdo liquida contendo diversas substancias quimicas, como a nicotina, derivados de
cannabis, glicina e até mesmo metais pesados, como ferro e chumbo. O aerossol gerado pela
vaporizacao dessas substancias é inalado pelos usuérios (SALES et al., 2021). Patenteado em
2003 pelo farmacéutico chinés Hon Lik, o CE surgiu como uma forma de terapia de reposicéo
de nicotina durante o tratamento contra o tabagismo (CAHN et al., 2011), mas ganhou
popularidade ao redor do mundo como uma forma “mais segura” de fumo por conter menos
substancias quimicas em relacdo aos cigarros tradicionais e por ndo possuir queima, sendo
vistos como potencialmente menos nocivos a satde humana (NUTT, et al., 2014; POLOSA,
2015; DARVILLE & HAHN et al., 2019). Entretanto, com o crescente nimero de usuérios e
de pesquisas envolvendo os CEs, um novo panorama acerca destes dispositivos vem sendo
apresentado na literatura. Independente da presenca da nicotina, os CEs podem provocar
lesbes pulmonares, desequilibrio da microbiota intestinal, ativacdo de processos inflamatérios,
alteracdes cardiovasculares, entre outros (RALHO et al., 2019). Com isso, muitos estudos
ainda estdo sendo realizados para entender os efeitos destes dispositivos.

Com o0 aumento no nimero de enfermidades e mortes causadas pelo tabagismo ao
longo dos anos, algumas estratégias de prevencdo foram desenvolvidas no intuito de cessar a
epidemia de uso do tabaco, como o aumento no preco de produtos contendo tabaco e até a
proibicdo da venda e propaganda em alguns paises (MCDANIEL, et al., 2016). Em 2017, a
US Food and Drug Administration (FDA) propds diminuir a quantidade de nicotina dos
cigarros convencionais com 0 objetivo de retardar ou até frear o processo de adicédo
(GOTTLIEB et al., 2017). Apesar de a proposta ter potencial para salvar milhares de vidas,
esta ndo foi implementada devido & percepcdo errbnea da populagdo sobre a atuacdo da
nicotina. Curiosamente, como mostra um estudo de 2018 realizado nos Estados Unidos, 80%

da populacdo adulta acredita que a nicotina seja a Unica causa das doencas relacionadas ao
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cigarro (MUMFORD et al., 2018). Apesar de a nicotina ser a principal substancia psicoativa
presente no tabaco e ser a responsavel pelo processo de dependéncia (STOLERMAN &
JARVIS, 1995; BENOWITZ, 2010), muitos fumantes acreditam que cigarros contendo
nicotina reduzida sdo menos prejudiciais a saude e optam por continuar fumando, ao invés de
cessar 0 uso. Em longo prazo, costumam mostrar arrependimento em ter comegado a fumar,
entretanto sentem dificuldade em parar (JARVIS et al, 2002; AVEYARD & WEST et al.,
2007) devido aos sintomas da abstinéncia, que incluem desejo intenso de fumar, irritabilidade,
dificuldade de concentracdo, anedonia e ansiedade (PIPER, 2015). Apesar disso, a maioria
dos fumantes ndo reconhecem que estdo em um processo de dependéncia, mesmo que fumem
h& anos, rotulando o uso de nicotina como um héabito (ROTHWELL & LAMARQUE, 2011) e
achando gque conseguem controlar 0 uso e até interrompé-lo quando desejarem (AMOS et al.,
2006; BANCROFT et al., 2003).

O primeiro tratado internacional de combate ao tabagismo criado pela Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) foi a Convencdo-Quadro para o controle do tabagismo (CQCT).
Nessa convencdo, 180 paises alcancaram suas metas e criaram suas proprias politicas e leis
(SILVA et al., 2016). No Brasil, o Instituto Nacional de Céancer (INCA) é o 6rgdo do
Ministério da Saude (MS) responsavel pelo Programa Nacional de Controle do Tabagismo
(PNCT), que esta incluido na Politica Nacional de Controle do Tabagismo e é orientado a
cumprir as medidas da Convencao-Quadro, que articula a rede de tratamento do tabagismo no
Sistema Unico de Sadde (SUS) (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2022).

Com isso, formas de tratamento foram e estdo sendo amplamente estudadas e
adotadas com o intuito de cessar o0 tabagismo, tais como a terapia cognitivo comportamental
(TCC), a terapia de reposicao de nicotina (TRN), a bupropiona e a vareniclina (GUO et al.,
2022). Cada uma das intervencdes terapeuticas podem ser efetivas quando utilizadas de forma
individual, contudo, quando utilizadas de forma combinada, se mostram ainda mais efetivas
pois funcionam de forma complementar (PATNODE et al., 2021; HARTMANN-BOYCE et
al., 2019; STEAD et al., 2016). Atualmente no Brasil, de acordo com a Comissdo Nacional de
Incorporacdo de Tecnologias (CONITEC) no SUS, a TRN (através de adesivo transdérmico
ou goma de mascar ou pastilha) e o Cloridrato de Bupropiona sdo considerados de primeira
linha para tratamento da dependéncia a nicotina; a vareniclina ndo foi implementada por baixo
custo-beneficio em comparacdo ao tratamento de TRN+Bupropiona (BRASIL, 2016;
BRASIL, 2019). Todavia, o uso da vareniclina tem sido apontado na literatura como

abordagem farmacoldgica de maior eficacia contra o tabagismo (CAHILL et al., 2013),



21

principalmente em conjunto a TRN (CHANG, et al., 2015) ou bupropiona (GUO et al., 2022).
Os estudos em relacdo aos efeitos destes fArmacos estdo em ascensao.

Interessantemente, homens e mulheres podem apresentar comportamentos diferentes
em relacdo ao uso do cigarro. Em um estudo de 2007, foi demonstrado que mulheres tendem a
fumar menos cigarros por dia em comparagdo aos homens e mostram tendéncia a escolher 0s
cigarros com menos nicotina. Além disso, inalam a fumaga menos profundamente que 0s
homens (MELIKIAN et al., 2007). As mulheres também demonstram maior estresse e
ansiedade como sintomas de abstinéncia em comparacdo aos homens (TORRES & O’DELL,
2016). Além do fator sexo, a idade em que se inicia 0 uso da nicotina parece influenciar na
intensidade da dependéncia pela droga. Quanto menor a idade de inicio do uso, maior a
chance de desenvolver dependéncia a nicotina ao longo da vida adulta (TAIOLI &
WYNDER, 1991; KANDEL & CHEN, 2000). Apesar disso, os tratamentos farmacoldgicos
contra o tabagismo ainda sdo recomendados somente para adultos devido a falta de evidéncias
cientificas quanto aos efeitos desses medicamentos no organismo dos adolescentes
(MINISTERIO DA SAUDE, 2005; STEAD et al., 2008), com isso o tratamento acaba sendo

iniciado tardiamente durante a vida adulta e a reversdo pode ser prejudicada.

1.2  Tabagismo na adolescéncia

O tabagismo é considerado uma doenca pediatrica, pois, mundialmente, 80% dos
fumantes comegcam antes dos 18 anos (SUBSTANCE ABUSE AND MENTAL HEALTH
SERVICES ADMINISTRATION, 2014; US DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN
SERVICES, 2014). No Brasil, 20% iniciam o habito antes dos 15 (INSTITUTO NACIONAL
DE CANCER, 2019). A OMS (1965) define a adolescéncia como a etapa que compreende a
segunda década da vida (dos 10 aos 20 anos), ja o Estatuto da Crianca e do Adolescente
(BRASIL, 2019) considera gque esta etapa ocorra dos 12 aos 18 anos.

Impulsividade, comportamento de risco, busca por novidade e uso de drogas sdo
comportamentos caracteristicos dos jovens (BAVA et al., 2010). De fato, a maior parte dos
fumantes de longo prazo relata ter iniciado o habito durante a adolescéncia (PIERCE et al.,
1996; CHEN et al., 1998; JEFFERIS et al., 2003; O'LOUGHLIN et al., 2013; ROBERTS et
al., 2015). No geral, trata-se de um periodo critico, pois 0s jovens vivenciam diversas
mudangas nos aspectos neurologico (CASEY et al., 2008; BLAKEMORE, 2012;
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DUMONTHEIL, 2016; FOULKES, 2018), hormonal (EDWARD et al., 1975; GODDINGS
et al., 2019) psicologico (STEINBERG, 2004; ROMEO & MCEWEN, 2016; JAI et al.,
2016), social (BURNETT & BLAKEMORE, 2009; ORBEN et al., 2020) e comportamental
(ARY et al. 1999; DIAS et al., 2010; ALBERT & STEINBERG, 2011). Apesar de o volume
cerebral total atingir o pico no final da infancia, a adolescéncia é marcada por mudancas
cerebrais significantes em regides especificas, mudancgas na estrutura e fungdes que levam a
padrdoes de comportamentos caracteristicos apresentados por adolescentes. Em modelo
animal, o consumo oral de nicotina (FERRIS et al, 1998) e de alcool (ADRIANI et al., 2002)
em adolescentes é elevado.

O processo de desenvolvimento do tabagismo em adolescentes pode ser classificado
em algumas etapas distintas. A etapa inicial € o primeiro contato com o tabaco, que pode
acontecer ainda dentro de casa observando parentes fumantes e/ou na convivéncia de amigos
da escola, assistindo pessoas famosas fumando em filmes, entre outras situacOes. Neste
momento, o adolescente comeca a modificar suas perspectivas em relagdo ao fumo, sentindo
vontade de experimentar para sentir-se independente e pertencente aos grupos. Em seguida, a
partir do primeiro uso, 0s jovens que vivenciam experiéncias minimamente positivas em
relacdo ao fumo (o0 que acontece com a maioria) comegam a aumentar lentamente o nimero
de cigarros consumidos durante 0 més, durante a semana e durante o dia, tornando-se usuarios
ativos e cronicos (LEVENTHAL & CLEARY, 1980; FLAY et al., 1983; STERN et al., 1987,
ELDERS, 1997; LEONARDI-BEE et al., 2011). Infelizmente, iniciar o habito durante a
adolescéncia pode resultar em uma dificuldade futura em parar de fumar, aumentando as
chances do uso se prolongar para a vida adulta (EVERETT et al., 1999; WILKINSON et al.,
2007; RICHMOND et al., 2016; BRESLAU & PETERSON, 1996; CENGELLI et al., 2012;
CHEN, 1998; DIFRANZA & LEW, 1995; KANDEL & CHEN, 2000; KHUDER et al., 1999)
A longo prazo, o uso do tabaco se torna um escape dos sintomas de abstinéncia causados pela
interrupcdo de uso da droga (McNEILL, 1991). Além disso, poucos cigarros sdo suficientes
para desencadear sintomas de abstinéncia em adolescentes (DIFRANZA et al., 2000) e o
consumo diario € maior em individuos que iniciaram o habito ainda durante a adolescéncia,
em comparagao aos que iniciaram mais tardiamente (CHEN & MILLAR, 1998; Nelson et al.,
1995; PIERCE & GILPIN, 1996).

A alta neuroplasticidade nesta fase da vida é de extrema importancia para o
desenvolvimento de novas habilidades, alta capacidade para absorver informacdes, aprender
novas tarefas e aprimorar talentos, portanto o uso de substancias psicoativas nesta fase da vida

pode ser extremamente nocivo tendo em vista que o cérebro humano se encontra ainda em
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desenvolvimento (BODISON et al., 2020). Apesar de o volume cerebral total atingir o pico
no final da infancia, a adolescéncia é marcada por mudancas cerebrais significantes em
regides especificas, mudancas na estrutura e funcbes que levam a padrdes de comportamentos
caracteristicos apresentados por adolescentes (DUMONTHEIL, 2016).

Em camundongos (modelo experimental do presente estudo) e ratos, a adolescéncia
compreende o periodo que vai do 28° ao 60° dia de vida pos-natal (PN) (SPEAR, 2000).
Roedores também apresentam tracos comportamentais caracteristicos da adolescéncia, tais
como: elevados niveis de busca pela novidade (ADRIANI et al., 1998), impulsividade
(ADRIANI & LAVIOLA, 2003) e comportamento de risco (MACRI et al., 2002), assim
como reducéo de resposta ao estresse (ADRIANI & LAVIOLA, 2000).

1.3 Desenvolvimento do SNC e o sistema dopaminérgico

A maior vulnerabilidade dos adolescentes as drogas de abuso e outros
comportamentos de risco esta relacionada, além do contexto social, a forma em que o cérebro
se modifica ao longo desta etapa da vida (CASEY, et al., 2008). E sabido que o
desenvolvimento do cérebro humano tem seu inicio na vida intrauterina, passando por toda a
infancia, adolescéncia e até a idade adulta jovem (BODISON et al., 2020). Estudos com
animais e humanos indicam que a puberdade, por exemplo, pode exercer grande influéncia na
maturacdo neural (CAHILL, 2006). O aumento na producédo de estrogénio e testosterona que
ocorre durante a puberdade molda as percepcGes e comportamentos dos jovens, que podem se
consolidar durante a vida adulta. (SISK & FOSTER, 2004; SPEAR, 2000; SATO et al.,
2008). Estudos com ressonancia magnética estrutural (RME) indicam que, durante a
puberdade, um aumento na amigdala dos homens é observado enquanto que, nas mulheres, é
observado um aumento no volume dos hipocampos, indicando dimorfismo sexual gerado
pelos diferentes niveis hormonais produzidos nesta fase da vida (LENROOT et al., 2007,
NEUFANG et al., 2009). Experimentos com animais indicam que as mudangas hormonais
exercem importantes e profundas mudancgas na maturacao neural (CAHILL, 2006; SISK AN
FOSTER, 2004; SPEAR, 2000).

E indicado na literatura que os padrdes de integracio entre a area frontal e limbica
cerebral adolescente se diferencia dos adultos e das criancas (FARERI et al., 2008; GALVAN

et al., 2006). Foi possivel observar através de RME que o volume de substancia branca
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cerebral aumenta linearmente durante as primeiras trés décadas de vida, enquanto o volume
de substéncia cinzenta apresenta seu pico no final da infancia, seguido da queda ao longo da
adolescéncia (LEBEL & BEAULIEU, 2011; BLAKEMORE, 2012). Embora o pico de
producdo de tubulina, axdnios e sinapses ocorra nos primeiros dias pés-natal, a producédo de
mielina permanece em plena atividade no lobo frontal do cérebro adolescente (GIEDD et al.,
2004), o que implica nos processos cognitivos. A redugdo do volume de substéncia cinzenta
cerebral esté relacionada a um processo natural chamado “poda sinaptica” (DRZEWIECKI et
al., 2020; BRENHOUSE et al., 2011), onde as conexdes neurais menos utilizadas sdo
eliminadas, enquanto o aumento da substancia branca esta relacionada ao processo de
mielinizacdo dos neurdnios mais utilizados (TAU et al., 2010). A maturacdo ndo ocorre de
forma homogénea em todo o cérebro. E discutido na literatura que filogeneticamente as
regibes cerebrais mais antigas amadurecem mais rapido que as mais recentes (GOGTAY et
al., 2004), de forma que a &rea limbica (responsavel pelo processamento de emocdes e
memorias) amadurece antes do cortex pré-frontal (regido relacionada ao controle de impulsos)
(GOGTAY et al.,, 2004; CASEY, 2008; GALVAN, 2010), o que pode explicar o
comportamento impulsivo, intenso e inconsequente dos jovens (DAHL, 2004; STEINBERG,
2004). As modificacdes estruturais das substancias cinzenta e branca que envolve a poda
sinaptica e a mielinizacdo sdo essenciais para a maturacdo de redes neurais especificas que se
tornam especializadas e fortalecidas (ou descartadas) conforme a adolescéncia avanca. A
transmissdo dopaminérgica para o cortex pre-frontal (CPF) é de extrema importancia para o
funcionamento deste, incluindo processos como a memédria de trabalho, raciocinio, atencéo,
controle inibitdrio e regulacdo de risco e recompensa (LUNA, et al., 2015; FLORESCO,
2013).

Um importante sistema neural que passa por remodelacdo nesta fase da vida é o
sistema dopaminérgico meso-corticolimbico (figura 3), que possui como neurotransmissor a
dopamina, uma catecolamina sintetizada em neurénios dopaminérgicos a partir da conversao
da tirosina para L-3,4 dihidroxifenilalanina (L-DOPA) pela enzima tirosina hidroxilase (TH).
A L-DOPA, entdo, € descarboxilada pela enzima L-aminoacido aromatico descarboxilase
(DOPA decarboxilase) em dopamina, a qual é armazenada em vesiculas até ser liberada na
fenda sinaptica (FELDMAN et al., 1997) e posteriormente recaptada para dentro da célula
pelo transportador de dopamina (DAT). A expressdo de DAT ¢ exclusiva para neur6nios
dopaminérgicos, com isso é utilizado como marcador para identificagdo deste tipo
especializado de neur6nio (CILIAX et al.,, 1995; FREED et al.,, 1995). Os neurbnios

dopaminérgicos também se diferenciam dos outros produtores de catecolaminas pela auséncia
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da enzima dopamina beta-hidroxilase, uma vez que esta converte a dopamina em
noradrenalina (HOKFELT, 1976; FELDMAN et al., 1997). E sabido que durante a
adolescéncia, a resposta dos receptores de dopamina dos tipos D1 e D2 no ndcleo accubens
ainda estdo imaturas, o que prejudica a transmissao sindptica para o CPF (BENOIT-
MARAND & O'DONNELL, 2008). A ativacdo do receptor D2 de interneurdnios de disparo
rapido do CPF surge apenas no final da adolescéncia, a partir do recrutamento e maturacéo da
atividade GABAGérgica local (TSENG & O'DONNELL, 2007; O'DONNELL, 2010). Além
disso, importantes interacdes entre o N-metil D-Aspartato (NMDA) com os receptores D2 em
neurdnios piramidais corticais ainda se encontram em desenvolvimento, interagbes estas
essenciais para o processamento cognitivo e atencional (TSENG & O'DONNELL, 2005). A
sinalizacdo do hipocampo para o CPF medial ocorre apenas ao final da adolescéncia, com o
surgimento funcional da subunidade GIuN2B do receptor NMDA mediado pelo receptor D1
(FLORES-BARRERA et al., 2014).

Figura 3 - Vias dopaminérgicas
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A liberacdo de dopamina ocorre através de duas importantes vias neurais que se
iniciam no mesencéfalo. A primeira via se origina na substancia negra (SN) cerebral e possui
inervacdes que liberam dopamina nos estriados dorsal e ventral e estd associada ao controle
motor, enquanto a segunda via se origina na area tegumental ventral (VTA) e se projeta para
estruturas limbicas como o nucleo accubens (NAc), amigdala, hipocampo e cortex pré frontal
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medial, sendo chamada de “via de recompensa cerebral” e relacionada a regulacdo das
emocgdes e memorias (MOORE & BLOOM, 1979; OADES AND HALLIDAY, 1987,
SIMON et al., 1980; BJORKLUND & DUNNETT, 2007; DAHLSTROM et al., 1964). Os
neurdnios pré sinapticos dopaminérgicos presentes tanto no VTA quanto na SN possuem, em
suas membranas, 0s receptores colinérgicos nicotinicos (nAChRs), que podem ser ativados
quando o neurotransmissor acetilcolina (ACh) se conecta a eles, gerando um potencial de
acao dentro da célula que promove, assim, a liberacdo de dopamina na via (LITTLE, 2000;
BERRETINI & LERMAN, 2005; GONZALEZ-GARRIDO, 2005). A perturbacio deste
sistema durante a adolescéncia por uso de drogas esta relacionada a problemas de saude de
longo prazo, como a esquizofrenia e doenca de Parkinson (YANG et al., 2003; LEWIS et al.,
1992; IVERSEN, 2007). Todas as drogas de abuso possuem como caracteristica em comum,
mesmo que de formas diferentes, a capacidade de exercer efeitos sob o sistema mesolimbico
(BALFOUR, 2009; WISE, 2004; VOLKOW et al., 2004; DI CHIARA et al., 2004; KOOB &
LE MOAL 2001; NESTLER, 2001; DI CHIARA & IMPERATO, 1988). O tabagismo, em
especial, exerce grande influéncia sob este sistema, principalmente durante a adolescéncia,
devido a presenca da nicotina, um alcaléide presente na fumaca de cigarro que desepenha um
importante papel no desenvolvimento da dependéncia (BENOWITZ, 2009; DANI &
HEINEMANN, 1996; MANSVELDER & MCGEHEE, 2002) ao mimetizar os efeitos da
ACh, provocando efeitos danosos duradouros nos ambitos cognitivo e comportamental na

vida adulta que serdo apresentados no topico a seguir.

1.4 Nicotina e a dependéncia

A nicotina foi isolada das folhas de tabaco pela primeira vez em seu estado puro por
Posselt e Reiman em 1828 (GOODMAN & GILMAN, 2005), dando inicio aos estudos
farmacoldgicos desta substancia. Ela pode ser absorvida na pele, mucosa oral, no intestino e
nos pulmdes, porém o nivel de absor¢do depende do pH do meio, j& que, quanto maior o pH,
mais facilmente a nicotina penetra nas membranas bioldgicas (LANGONE et al., 1973;
MISHRA et al., 2015). Como o cigarro tem o pH &cido, a nicotina se encontra na forma
ionizada, logo, ndo é absorvida pelas mucosas, porém, ao atingir os pulmdes, ela encontra um
muco alcalino presente entre os alvéolos e bronquiolos, podendo, assim, ser dissolvida e

rapidamente absorvida em sua forma molecular (TUTKA et al., 2005). Aproximadamente
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35% da nicotina é destruida no momento da combustdo do cigarro, mais 35% sdo perdidos
com a fumacga ndo-inalada e 8% com a porcdo ndo-fumada (CARMO, 2002), logo, cada
cigarro contém 7-9 mg de nicotina, dos quais pouco mais de 1 mg € absorvido pelo fumante
(MARQUES et al., 2001). Em humanos, a meia-vida da nicotina € de aproximadamente 2
horas (RANG et al., 2004; HUKKANEN, 2005).

Em modelos animais, existem diversas vias de administracdo que proporcionam a
exposicdo dos animais a nicotina com a finalidade de estudar seu impacto neuroguimico e
comportamental, entre elas existe a auto-administracdo oral, onde os animais ingerem uma
solugdo contendo nicotina (ADRIANI et al., 2002; ABREU-VILLACA et al., 2006;
CLAUDIO-NETO.,, et al 2016; LOTUFO et al., 2016 ; RIBEIRO-CARVALHO et al. 2009;
RIBEIRO-CARVALHO et al., 2008), injecdes do tipo intravenosa (ROSEMBERG et al.,
1980) e intraperitonial (ZARRINDAST et al., 1996), minibomba osmoética (BARIK &
WONNACOTT 2006; ROWELL & L11997; SANDERSON et al. 1993) e também através da
inalacdo da fumaca de cigarros experimentais, afim de mimetizar o fumo ativo e/ou passivo.
Uma das vantagens da admimistracdo da nicotina via fumaca de cigarro, aléem de ser a forma
de absorcdo mais observada em humanos, € o fato de que o animal é exposto aos diversos
outros componentes presentes no cigarro (COHEN & GEORGE, 2013), sendo a via de
administragdo da nicotina abordada no presente estudo. Nosso laboratério conta com um
amplo histdrico de experimentos utilizando a exposicdo a fumaca de cigarro em diferentes
periodos de desenvolvimento (ABREU-VILLACA et al., 2013, 2015, 2019; SANTOS-
SILVA etal., 2011, 2013).

Ao ser inalada, a nicotina é rapidamente distribuida pelos tecidos do corpo, é
metabolizada, principalmente pelo figado, em torno de 1-2 horas (RANG & DALE, 2016) e
atravessa a barreira hematoencefalica (BHE) num intervalo de 10 a 19 segundos
(HENNINGFIELD et al., 1993). Ao atravessar a BHE e chegar ao SNC, a nicotina age sobre
0 sistema mesolimbico-dopaminérgico, onde atua ativando os nAChRs presentes em
neuronios pré- e pos-sindpticos, principalmente, na area tegumental ventral (VTA)
(ROSEMBERG, 2004). Estes receptores sdo canais i6nicos estruturalmente pentaméricos,
podendo ser formados por subunidades do tipo a (02 — al0) ou B (B2 — p4) de forma
homomérica ou heteromérica (HUCHO & CHANGEUX, 1973; DENERIS et al., 1991,
SARGENT, 1993; ALBUQUERQUE et al., 1995; LENA & CHANGEUX, 1998) que
promovem ndo somente a liberacdo de dopamina, mas também de outros neurotransmissores,
como acetilcolina, noradrenalina, serotonina, glutamato e acido gama-aminobutirico (GABA)

(BENOWITZ, 2009, 2010). Estas subunidades (a e ) podem se organizar pentamericamente
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em diversas combinagdes, formando receptores diferentes que irdo desempenhar inimeras
funcgdes essenciais para o funcionamento de processos fisioldgicos e patoldgicos, o que inclui
0 desenvolvimento neuronal, aprendizado, ansiedade, memoria e respostas de reforco
induzidas por drogas de abuso (BERGINK, 2004; DANI et al., 2007; DANI & BALFOUR,
2011; DWYER et al., 2008). As combinag¢bes mais abundantes destas subunidades no SNC de
mamiferos sdo as do tipo heteromérico a4Pf2 e homomérico a7, que contam com alta
afinidade para ACh e outros agonistas, incluindo a nicotina (CHANGEUX et al., 1984;
FLORES et al., 1992).

De origem enddgena, a ACh chega & ATV em uma concentracdo de
aproximadamente 1 mM e é rapidamente hidrolisada pela enzima acetilcolinesterase (AchE)
na fenda sinaptica, o que promove a ativacdo dos nAChRs por um curto periodo de tempo.
Diferentemente da ACh, a nicotina chega ao terminal pré sinaptico da ATV de origem
exdgena em concentragcdes menores, aproximadamente 0.1 uM, porém ndo é hidrolizada pela
AChE, a deixando mais tempo na fenda e, consequentemente, promovendo um maior tempo
de ativacdo dos nAChRs (GARRIDO et al., 2001; KARLIN, 2002; WANG & SUN, 2005).
Evidéncias experimentais indicam que a exposi¢do dos nAChR a nicotina no ATV por um
longo periodo de tempo é capaz de aumentar as taxas de dopamina no NAc (STOLERMAN &
JARVIS, 1995; DANI & HEINEMANN, 1996; PICCIOTTO et al., 1998; DI CHIARA, 2000;
DANI & DE BIASI, 2001) e que lesdes no VTA e no NAc atenuam significativamente a auto
administracdo e os efeitos psicoestimulantes da nicotina (CLARKE et al. 1988; CORRIGALL
et al. 1992, 1994). Também foi possivel observar através do teste de preferéncia por lugar,
que ratos administrados com citisina (um agonista dos nAChR), apresentaram preferéncia
pelo compartimento que os fornecia citisina, diferente do grupo controle (MUSEO & WISE
1994), demonstrando os refor¢os positivos da ativacdo destes receptores.

E teorizado que a exposicdo cronica a nicotina nos nAChRs pode gerar
dessensibilizacdo destes receptores (BOYD, 1987), processo onde ocorre uma diminui¢ao ou
perda da resposta bioldgica devido ao excesso de ativacdo do receptor (LUKAS, 1991;
MARKS et al., 1993; PENG et al., 1994; HSU et al., 1996) cujo inicio é concentracao-
dependente (KARLIN, 2002; GARRIDO et al., 2001). Além disso, é bastante discutido na
literatura que a dessensibilizacdo pode culminar na suprarregulacdo destes receptores,
processo conhecido como uma resposta homeostatica celular onde ocorre um aumento no
namero dos receptores (MARKS et al.,, 1983; SCHWARTZ & KELLAR, 1985). Estes
processos estdo relacionados ao desenvolvimento de tolerancia e sintomas de abstinéncia

consequentes da exposicao cronica a nicotina. Os subtipos de nAChR mais susceptiveis a este
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processo sdo os tipo a4PB2, e a7 (ABREU-VILLACA et al.,, 2004, 2003; BUISSON E
BERTRAND, 2002). Em um estudo com animais realizado por Abreu-Villaga e
colaboradores (Abreu-Villaca., 2003), foi demonstrado que a nicotina, mesmo que por um
curto periodo e em baixa dosagem, é capaz de promover a suprarregulacdo dos nAChR. Em
outros experientos realizados com ratos adolescentes e pré-adolescentes, foi possivel observar
a suprarregulacdo destes receptores (a4p2 ¢ a7) no mesencéfalo, hipocampo e cortex
(TRAUTH et al., 1999; ABREU-VILLACA., 2003; DOURA et al., 2008).

Como abordado no tdpico 1.1, trés tratamentos farmacologicos para cessacao do uso
da nicotina sdo comumente recomendados para adultos que sdo usuarios cronicos. Um deles é
a propria nicotina através da TRN, onde a nicotina é administrada via gomas de mascar,
adesivos, inaladores e pastilhas (Raw et al., 2002). Outro tratamento é a bupropiona, um
farmaco utilizado originalmente para tratamento do Transtorno Depressivo Maior, que atua
inibindo a recaptacdo de noradrenalina e de dopamina nas sinapses. Apesar da bupropiona ser
amplamente prescrita para o tratamento do tabagismo em adultos, a vareniclina vem sendo
apontada como um farmaco de maior potencial terapéutico quando comparada a bupropiona e
TRN (EBBERT et al., 2010; FOLDS, 2006; JORENBY et al., 2006 HIND et al., 2009). A
literatura envolvendo os efeitos da vareniclina em adultos ainda esta em pleno crescimento e
seu uso ja é observado ao redor do mundo, porém a literatura sobre os efeitos deste farmaco
em adolescentes ainda € escassa. Com isso, 0 presente estudo utilizou a vareniclina como

tratamento em camundongos adolescentes previamente expostos a fumaca de cigarro.

1.5  Tratamento para o tabagismo: o uso da vareniclina

A Vareniclina é uma substancia quimica que foi sintetizada a partir da extracdo da
citisina, um alcaloide que ocorre naturalmente na planta Cytisus Laburnum L. Esta planta era
utilizada como substituta do tabaco durante a segunda guerra mundial por seus efeitos
analogos. Em 2006, foi aprovada pelo FDA para tratamento do tabagismo (CAHILL et al.,
2013) e é, atualmente, apontada como terapia de primeira linha para tratamento do tabagismo
por apresentar maior eficacia quando comparada a bupropiona e TRN. Estudos de metanélise,
ensaios randomizados e revisdes sistematicas da literatura revelam que a vareniclina promove
indices de abandono do tabagismo na ordem de 25-35% ap6s um ano do inicio do tratamento
(GONZALES et al., 2006; JORENBY et al., 2006). Atualmente é comercializada pela Pfizer
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em mais de 90 paises através do remédio Chantix® nos Estados Unidos e Champix® no
Brasil e Unido Europeia (FAESSEL et al, 2010; LEUNG et al., 2011; ERWIN & SLATON,
2014). Recomenda-se que a dosagem para adultos comece em 0,5 mg uma vez por dia durante
0s primeiros 3 dias, seguida de 0,5 mg duas vezes por dia durante 4 dias e depois aumentada
para 1 mg duas vezes por dia durante as 12 semanas seguintes (RIGOTTI, 2022). Em relacéo
aos efeitos adversos, a literatura aponta sintomas leves, entre eles cabe destacar a presenca de
nausea, dores de cabeca e transtornos de sono, nenhum de carater grave (GONZALES et al.,
2006; JORENBY et al., 2006; ZWAR , 2014; FIORE et al., 2008). A nausea ocasionada pela
vareniclina costuma ocorrer, geralmente, no inicio do tratamento, sendo atenuada ao longo
das semanas seguintes (JORENBY et al., 2006). Em 2009, a FDA declarou um alerta sobre o
uso da vareniclina em pacientes psiquiatricos associando 0 uso ao suicidio, porém, este risco
foi refutado em 2016 por um ensaio randomizado, duplo-cego e controlado por placebo de
alta escala envolvendo 16 paises, que mostrou que os efeitos adversos neuropsiquiatricos
devido ao uso da vareniclina ndo se diferem de outros tratamentos (ANTHENELLI et al.,
2016). O risco de problemas cardiovasculares também foi inicialmente associado ao uso da
vareniclina e posteriormente refutado através de estudos aprofundados (PROCHASKA &
HILTON, 2012). Em geral, a vareniclina é considerada segura e bem tolerada em adultos
saudaveis de 18 aos 65 anos de idade. Entretanto, a literatura sobre a seguranca e eficacia do
uso por criancas e adolescentes com idade inferior aos 18 anos ainda ndo é bem estabelecida,
portanto o uso da vareniclina ainda se limita a idade adulta (PFIZER, 2022). Como abordado
anteriormente, a maioria dos usudarios adultos que relatam ter iniciado o habito durante a
adolescéncia (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2019), apresenta maior dificuldade
de cessar 0 uso (EVERETT et al., 1999; WILKINSON et al., 2007; RICHMOND et al., 2016;
BRESLAU & PETERSON, 1996; CENGELLI et al.,, 2012; CHEN and MILLAR, 1998;
DIFRANZA & LEW, 1995; KANDEL & CHEN, 2000; KHUDER et al., 1999). Com isso, 0s
estudos acerca dos efeitos da vareniclina tanto em humanos quanto em roedores tém crescido
ha alguns anos. Além de ja ter sido demonstrado que o perfil farmacocinético deste
medicamento em adolescentes é semelhante ao de adultos sem eventos adversos graves
(FAESSEL et al., 2010), um estudo preliminar demonstrou a seguranca e viabilidade em usar
a vareniclina como tratamento para o transtorno do tabagismo em jovens fumantes (GRAY et
al., 2012). Estudos tambeém mostraram que o0s adolescentes ndo apresentaram taxas
significativas de abstinéncia durante o tratamento (KIM et al., 2011) e que existem evidéncias
da eficiéncia da vareniclina ao final do tratamento, mas ndo a longo prazo (BAILEY et al.,

2012). Sua concentragdo maxima ocorre dentro de cerca de 3-4 horas ap6s a administracao



31

oral numa Gnica dose de 1 ou 3 mg (JIMENEZ-RUIZ., et al 2009), enquanto concentragdes
plasmaticas constantes sdo normalmente atingidas dentro de 4 dias ap6s doses regulares em
adultos saudaveis (FAESSEL et al., 2006). A meia-vida da vareniclina é de aproximadamente
24 h e o consumo de alimentos ndo prejudica sua concentracdo plasmatica nem seus
parametros farmacocinéticos (JIMENEZ-RUIZ., et al 2009; FAESSEL et al., 2006) Sua
metabolizagdo e excregdo sdo simples em camundongos, ratos, macacos e seres humanos
(OBACH et al., 2006b).

Além dos ambitos comportamentais e sintomaticos, evidéncias neurogquimicas
sustentam a hipotese de que a vareniclina atenua os efeitos da abstinéncia através do seu
mecanismo de agdo. E sabido que a vareniclina atua como agonista parcial dos nAChR a4f2 e
total dos a7 (COE et al., 2005; MIHALAK et al., 2006; ROLLEMA et al., 2007), exibindo
eficacia e poténcia similar tanto em humanos quanto em ratos (COE et al., 2005). Ao ligar-se
nos nAChR 04p2, a vareniclina promove 60% da liberagdo maxima de dopamina que a
nicotina ¢ capaz de induzir, além de dessensibilizar os receptores a7 de forma rapida,
mantendo-os inativos, diminuindo ainda mais os impactos da nicotina sob a liberacdo de
dopamina (JIMENEZ-RUIZ et al., 2009) e, consequentemente, diminuindo os sintomas de
abstinéncia. Em experimentos com ratos, o pré-tratamento com varenicina diminuiu a auto-
administragdo de nicotina em 50% (ROLLEMA, 2007). Desta forma, a vareniclina age
reduzindo a severidade dos efeitos de retirada da nicotina (GONZALES et al., 2006;
JORENBY et al., 2006).
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

O presente estudo buscou analisar os efeitos neuroguimicos do tratamento com
vareniclina durante a adolescéncia de camundongos Suicos previamente expostos (durante o
inicio da adolescéncia) a fumaca de cigarros experimentais com uma concentragdo
intermediéria de nicotina. Analisamos as possiveis mudangas na expressdo das subunidades
a4, B2 e a7 de receptores colinérgicos nicotinicos no hipocampo de camundongos
adolescentes. Além disso, analisamos o conteddo de tirosina hidroxilase (TH) e do

transportador de dopamina (DAT) nesta mesma estrutura.

2.2  Objetivos especificos

a) Analisar, em PN41, os efeitos da exposicdo a fumaca de cigarro nos contetdos das
subunidades a4, B2 ¢ a7 de receptores colinérgicos e nos contetudos da TH e do DAT
no hipocampo de camundongos adolescentes através de Western blotting;

b) Analisar, em PN56, os efeitos da exposicdo a fumaca de cigarro seguido do tratamento
com vareniclina nos contetidos das subunidades a4, B2 e a7 de receptores colinérgicos
e nos contetidos da TH e do DAT no hipocampo de camundongos adolescentes através

da técnica de Western blotting.
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3 MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram utilizados 93 camundongos Suicos de 31 ninhadas. Os animais
foram criados e mantidos no biotério de camundongos do Laboratorio de Neurofisiologia da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro num ciclo diario de 12 horas claro/escuro
(fotoperiodo iniciando 02:00 da manhd), temperatura controlada (21 £ 1°C) e com livre acesso
a agua filtrada e comida (racdo especial para roedores). O protocolo experimental utilizado,
descrito a seguir foi previamente aprovado pelo Comité de Etica Para o Cuidadao e Uso de
Animais Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG)
(CEUA/022/2016).

31 Animais

Para obtencéo de ninhadas experimentais foram utilizados camundongos adultos, os
acasalamentos foram realizados com pareamento de até trés fémeas para um macho. Ao
completarem duas semanas de cruzamento, as fémeas possivelmente gravidas foram
individualizadas em gaiolas (dimensGes 30 cm x 20 cm X 13 cm) e observadas até o
nascimento da prole, considerado como o primeiro dia pds-natal (PN1). Para padronizacdo do
aporte alimentar desses animais, foram utilizadas ninhadas cujo nimero de animais fosse
entre 8 e 12 filhotes. A separagcdo materna foi realizada em PN25 e, em PN27, os filhotes
foram alojados em caixas experimentais conforme o sexo, com 0 minimo de 2 e 0 maximo de
5 animais por caixa, evitando o estresse por isolamento. Todos os animais foram identificados
através de perfuracbes nas orelhas utilizando um tatuador, agulhas hipodérmicas BD
descartaveis tamanho 0,45 % 13 mm (26G '2”) e tinta para tatuagem animal (Animal Tatoo

Ink Paste, Ketchum Manufacturing INC, Canada).

3.2 Grupos experimentais
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Os animais foram separados inicialmente por sexo e por dois grupos de exposicao:
grupo AR e grupo FUM (fumaga). Esses grupos foram subdivididos para o tratamento nos
grupos: agua (H20) e vareniclina (VAR). Além disso, foram subdivididos por idade em que
foram eutanasiados: PN41 (durante a exposi¢do) e PN56 (ao final do tratamento) (quadro 1).
Dessa forma este projeto analisou dois grupos de exposi¢éo, dois tratamentos, dois sexos e
duas datas de eutanasia, resultando em doze grupos experimentais. A linha do tempo de

experimento é apresentada na figura 5.

Quadro 1 - Grupos experimentais

EXPO SEXO IDADE TTO N
41 8
F AGUA 8
> VAR 8
AR
41 8
M ; 8
- AGUA
VAR 8
41 7
F AGUA 8
> VAR 8
FUM
41 6
M ; 8
- AGUA
VAR 8

Legenda: EXPO: exposi¢cdo em que os animais foram submetidos; EUT: periodo em que o animal foi
eutanasiado; TTO: tipo de tratamento utilizado; N: nimero de animais por grupo; FUM: fumaga; F:
fémeas; M: machos; VAR: vareniclina; N: nimero de animais utilizados por grupo.

A Coleta de tecidos
Habi . ‘ ‘ Exposicdo: ‘
abituagao AR OU FUMAGA I

Figura 4 - Linha do tempo

I 1 /
| | [ 4 |
PN1 PN25 PN28 PN29 PN30 PN41 PN45 PN56

Nascimento  Separagdo |

materna
Tratamento 1: Tratamento 2:
AGUA AGUA
ou ou
VARENICLINA VARENICLINA
(0,5%) | (1%)

Legenda: PN: dia pos-natal.
Fonte: A autora, 2022.
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3.3  Periodo de habituacéo e exposi¢ao a fumaca de cigarro

Inicialmente, os animais experimentais foram separados aleatoriamente em dois
grupos (AR e FUM). A habituacdo foi realizada em PN28 e PN29, onde os animais do grupo
FUM foram submetidos a 2 e 4 horas (respectivamente) de exposi¢do a fumaca de cigarros
experimentais do tipo 3R4F (contendo 0,73 mg de nicotina, dose intermediaria; Kentucky
Tobacco Research & Development Center - KTRDC, College of Agriculture, University of
Kentucky) em uma cdmara que recebe a fumaca gerada em uma maéaquina de fumaca
automatica (Teague Enterprises, Davis, CA) (figura 5). De PN30 a PN45, os animais foram
submetidos a exposicao de 8 horas diarias (corpo inteiro) na mesma maquina, iniciando as 8
horas e terminando as 16 horas. O grupo controle (AR) foi exposto somente a ar, em uma
camara semelhante a da fumaca.

A maquina da fumaca realiza uma aspira¢do por minuto, equivalente a uma tragada,
descartando um cigarro a cada 9 minutos, totalizando 53 cigarros por dia durante a exposicéao.
A aspiracdo resulta em dois tipos de fumaca: 1) fumaca principal, equivalente ao fumo ativo;
2) fumaca secundaria, produto da queima que se dissipa no ambiente a partir da ponta do
cigarro. Ambas as fumacas sdo sugadas para uma Unica camara onde sdo misturadas, sendo
11% da fumaca principal e 89% da secundaria, simulando o fumo ativo (ABREU-VILLACA
et al., 2010; 2013; SLOTKIN et al., 2001). Durante o periodo de exposi¢do, o ciclo
claro/escuro (a partir das 14:00 h) foi respeitado. Ao fim da exposic¢do (16:00 h), as caixas
com 0s animais eram transportadas cobertas com uma cortina que impede a passagem da luz,
garantindo o ciclo. Os animais que foram expostos ao ar passaram por procedimentos
idénticos aos dos animais expostos a fumaca, exceto o fato do ar injetado nédo conter fumaca

de cigarro.
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Figura 5 - Mé&quina de producdo automética de fumaca de cigarro, Teague Enterprises
(E.U.A)

Legenda: Fotografia em vista frontal da maquina, com o equipamento de geracdo da fumaca do cigarro na
porcao superior e a camara de exposi¢do contendo gaiolas na porg¢do inferior.
Fonte:  Aautora, 2022.

34 Periodo de tratamento com vareniclina

Os animais do grupo VAR foram submetidos a um tratamento com vareniclina
(Sigma) diluida em &gua através da técnica de gavagem duas vezes ao dia (as 7:00 h e as
17:00 h). O tratamento foi dividido em duas etapas distintas: 1) de PN41 a PN45, os animais
foram administrados com vareniclina na dose de 0,5 mg/kg (VAR1); 2) de PN46 a PN56
foram administrados na dose de 1,0 mg/kg (VAR2). Os animais que ndo receberam
vareniclina foram administrados, também por gavagem, com um volume equivalente somente
de &gua (grupo H20). As doses foram selecionadas com base na experiéncia prévia do
orientador no uso destas drogas em modelos experimentais (CLAUDIO-NETO, 2016).
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35 Coleta de tecidos

Em PN41 e PN56, os animais de seus respectivos grupos foram sacrificados e os
tecidos foram retirados para anélise posterior. Para identificar os efeitos da exposi¢cdo a
fumaca de cigarro, em PN41, os animais foram removidos individualmente das camaras de
exposicdo, foram eutanasiados e tiveram seus cérebros removidos e dissecados, procedimento
em que separamos 0 hipocampo para andlise protéeica através de Western blotting. Os animais
do grupo PN56 também foram submetidos ao mesmo procedimento, porém foram retirados de
suas caixas diretamente do biotério. As amostras obtidas foram imediatamente congeladas em

nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C para analise posterior.

3.6 Analise da expressdo de proteinas por Western blotting

Inicialmente, as amostras de CPF e dos hipocampos foram homogeneizadas em 100
pl de tampdo RIPA (Sigma). Apds a homogeneizacdo, as proteinas presentes nas amostras
foram dosadas através do ensaio de Bradford (Zor & Selinger, 1996; Kruger, 2009).

As proteinas foram separadas em gel de acrilamina e bisacrilamida (concentracdo de
10%) (SDS-PAGE) e, em seguida, transferidas por eletroforese para membranas de
nitrocelulose (Hybond-P ECL membrane; Amersham Pharmacia Biotech, E.U.A.). Para evitar
que o anticorpo se ligasse inespecificamente, as membranas foram incubadas com BSA 2%
(albumina de soro bovino) diluida em T-TBS (solucdo salina tamponada com tris) sob
agitacdo por 1 h em temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram lavadas com
T-TBS e incubadas com anticorpo primario especifico para cada proteina (quadro 2)
(overnight, 5°C). Passado este periodo, as membranas foram lavadas e incubadas por 1 h com
0 anticorpo secundario em temperatura ambiente, foram lavadas e incubadas com
estreptavidina conjugada a peroxidase, também por 1 h. As membranas foram lavadas
novamente com T-TBS e tratadas por quimioluminescencia (ChemiDoc - BioRad), com o
auxilio do programa Image LAB (BioRad).



Quadro 2 - Anticorpos utilizados

Anticorpo primario

Anticorpo secundario

alfa-4 Anti-a4, mouse, 1:5.000 (Merck Millipore) anti-mouse, 1:10.000

beta-2 Anti-B2, rabbit, 1:5.000 (Merck Millipore) anti-rabbit, 1:10.000

alfa-7 Anti-a7, rabbit, 1:5.000 (Sigma) anti-rabbit, 1:10.000

TH Anti-TH, mouse, 1:5.000 (Sigma) anti-mouse, 1:10.000
Anti-DAT, rabbit, 1:1.000 (Merck

DAT Millipore) anti-rabbit, 1:10.000
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4 RESULTADOS

4.1. PN41

39

A tabela 1 apresenta os resultados das UANOVAs de maior ordem para os dados

obtidos em PN41.

Tabela 1 - Resultados das uUANOVAs globais para os dados dos marcadores no hipocampo de

camundongos Suigos em PN41

Fatores F(g.l) p
Exposigao 0,1 @ 20 n.s.
Sexo 1,0 @ .20 n.s.
Exposig¢ao x Local 1,6 (20 n.s.
Fatores F(g.l.) p
Exposigao 1,1 a 20 n.s.
Sexo 0,2 @ 20 n.s.
Exposigao x Local 0,1 @ 20 n.s.
Fatores F(g.l.) p
Exposig¢ao 0,4 @ .20 n.s.
Sexo 2,3 @20 n.s.
Exposig¢ao x Local < 0,1 @20 n.s.
Fatores F(g.l.) p
Exposigao 3,2 (1,20 0,087
Sexo <0,1 @20 n.s.
Exposig¢ao x Local < 0,1 @20 n.s.
Fatores F(g.l) p
Exposigao <0,1 @20 n.s.
Sexo 1,3 @20 n.s.
Exposigao x Local <0,1 @20 n.s.
Fatores F(g.l) p
Exposigao 0,1 @20 n.s.
Sexo 1,2 @ .20 n.s.
Exposigdo x Local 0,3 « .20 n.s.

Legenda:  n.s.: ndo significativo.
Fonte: Aautora, 2022.
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4.1.1. Alfa-7

N&o foram identificados efeitos significativos de Exposi¢cdo ou Sexo para os dados

de alfa-7 em PN41 (grafico 1).

Gréfico 1 - Dados referentes a subunidade alfa-7 do receptor colinérgico no hipocampo de
camundongos Suicos em PN41, segmentados por tipo de exposicao (Ar e Fumaca)

PN41 - a7

1.4 -
1.3 A1
1.2 A
1.1 1
1.0 1
0.9 1
0.8 -
0.7 -
0.6 -

na

alfa7/tubuli

Ar Fumacga

Legenda:  Ar: grupo exposto ao ar; Fumaga: grupo exposto a fumaga do cigarro. Valores sdéo média + EPM.
Fonte: Aautora, 2022.
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4.12. Alfa-4

N&o foram identificados efeitos significativos de Exposi¢cdo ou Sexo para os dados

de alfa-4 em PN41 (grafico 2).

Gréfico 2 - Dados referentes a subunidade alfa-4 do receptor colinérgico no hipocampo de
camundongos Suicos em PN41, segmentados por tipo de exposicao (Ar e Fumaca)

PN41 - a4

1.4 -
1.3 1
1.2 A
1.1 A
1.0 1
0.9 1
0.8 -
0.7 1
0.6 -

na

alfad/tubuli

Ar Fumaga

Legenda:  Ar: grupo exposto ao ar; Fumaga: grupo exposto a fumaca do cigarro. Valores sdéo média + EPM.
Fonte: Aautora, 2022.
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4.1.3. Beta-2

N&o foram identificados efeitos significativos de Exposi¢cdo ou Sexo para os dados

de beta-2 em PN41 (gréfico 3).

Gréfico 3 - Dados referentes a subunidade beta-2 do receptor colinérgico no hipocampo de
camundongos Suicos em PN41, segmentados por tipo de exposicao (Ar e Fumaca)

PN41 - B2

14 1

1.3 -
s 12 1
1.1 -
1.0 -
0.9 1
0.8 A
0.7 |
0.6 -

beta2/tubulin

Ar Fumaga

Legenda:  Ar: grupo exposto ao ar; Fumaga: grupo exposto a fumaca do cigarro. Valores sdéo média + EPM.
Fonte: Aautora, 2022.
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41.4. TH

N&o foram identificados efeitos significativos de Exposi¢cdo ou Sexo para os dados

de TH em PN41 (gréfico 4).

Gréfico 4 - Dados referentes a enzima tirosina hidroxilase no hipocampo de camundongos
Suicos em PN41, segmentados por tipo de exposicdo (Ar e Fumaca)

PN41 - TH

1.4
1.3 - ps

1.2 A
1.1 1
1.0 1
0.9 1
0.8 -
0.7 1
0.6 -

TH/tubulina

Ar Fumaga

Legenda:  Ar: grupo exposto ao ar; Fumaca: grupo exposto & fumaca do cigarro. Valores sdéo média + EPM. 70,10 > p > 0,05.
Fonte: Aautora, 2022.
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4.1.5. DAT

4.1.5.1. 55 kDa

N&o foram identificados efeitos significativos de Exposi¢cdo ou Sexo para os dados

de DAT 55 kDa em PN41 (grafico 5).

Gréfico 5 - Dados referentes a proteina transportadora de dopamina (DAT, banda de 55 kDa)
no hipocampo de camundongos Suicos em PN41, segmentados por tipo de
exposicdo (Ar e Fumaca)

PN41 - DAT 55 kDa

1.4 A
1.3 A

==
BN

0.9 -
0.8
0.7 1
0.6 -

DAT 55kD/tubulina
H
o

Ar Fumaca

Legenda:  Ar: grupo exposto ao ar; Fumaga: grupo exposto a fumaca do cigarro. Valores sdo média + EPM.
Fonte: A autora, 2022.
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4.15.2. 80 kDa

N&o foram identificados efeitos significativos de Exposi¢cdo ou Sexo para os dados

de DAT 80 kDa em PN41 (grafico 6).

Gréfico 6 - Dados referentes a proteina transportadora de dopamina (DAT, banda de 80 kDa)
no hipocampo de camundongos Suicos em PN41, segmentados por tipo de
exposicdo (Ar e Fumaca)

PN41 - DAT 80 kDa

1.4 A
1.3 -

=
[\

1.1 -
1.0
0.9 1
0.8
0.7 1
0.6 -

DAT 55kD/tubulina

Ar Fumacga

Legenda:  Ar: grupo exposto ao ar; Fumaga: grupo exposto a fumaca do cigarro. Valores sdo média + EPM.
Fonte: A autora, 2022.
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Tendo em vista a abordagem estatistica utilizada na analise dos dados referentes aos

animais PN56, as tabelas com os resultados das uUANOVAS de maior ordem de cada marcador

serdo apresentadas separadamente por marcador.

4.2.1. Alfa-7

A tabela 2 apresenta os resultados da uUANOVA de maior ordem para os dados da

subunidade alfa-7 do receptor colinérgico obtidos no hipocampo de camundongos Suigos em

PN56.

Tabela 2 - Resultados das UANOVAs globais para os dados de alfa-7 em PN56

F(g.l.)

Legenda:
Fonte:

Unidimensional
Grupo

Sexo

Grupo x Sexo
Bidimensional
Exposig¢ao
Tratamento

Sexo

Exposigao x Tratamento
Exposigao x Sexo
Tratamento x Sexo

Exposigao x Tratamento X Sexo

3,2 @,
41,
8,2 a,

0,2 @,
2,1qa.
41 a,
7,2 @,

13,4 1,40

74,
3,8,

40)
40)

40)

40)
40)
40)

40)

40)
40)

p

0,035
0,049
<0,001

n.s.

n.s.

0,049
0,011
0,001
0,010
0,058

n.s.: ndo significativo.
Aautora, 2022.
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ComparagOes par a par (sem separacdo por sexo) para UANOVA de maior ordem
indicaram que o grupo FUM-VAR apresentava uma diminuigdo no contetudo da subunidade
alfa-7 do receptor colinérgico quando comparado aos grupos AR-VAR e FUM-AGUA
(gréfico 7). Apos a separagdo por Sexo (gréfico 8), foi identificado que as fémeas do grupo
AR-AGUA apresentavam valores menores do que os dos grupos AR-VAR e FUM-AGUA.
Para os machos, o grupo AR-AGUA apresentou os maiores valores quando comparados aos

demais grupos enquanto o grupo FUM-VAR apresentou 0s menores valores.

Gréfico 7 - Dados referentes a subunidade alfa-7 do receptor colinérgico no hipocampo de
camundongos Suicos em PN56, segmentados por tipo de exposicao e tratamento

PN56 - a7

1.4 -
1.3 -
1.2 1

1.1 1
1.0 1
0.9 1
0.8 1
0.7 1
0.6
VAR

alfa-7/tubulina

AGUA VAR AGUA
AR

Legenda:  Ar: grupo exposto ao ar; Fumaca: grupo exposto a fumaca do cigarro. Agua. grupo tratado com agua; Var: grupo tratado com
vareniclina. Valores sdéo média + EPM. *p < 0,05, **p < 0,01.
Fonte: Aautora, 2022.
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Gréfico 8 - Dados referentes a subunidade alfa-7 do receptor colinérgico no hipocampo de
camundongos Suicos em PN56, segmentados por tipo de exposicao, tratamento e
Sexo

PN56 - a7

1.6

1.2
1.0

alfa-7/tubulina

0.8
0.6

F M

BAR AGUA BARVAR BFUMAGUA BFUM VAR

Legenda:  F: fémeas; M: machos. Ar: grupo exposto ao ar; Fumaga: grupo exposto a fumagca do cigarro. Agua: grupo tratado com agua;
Var: grupo tratado com vareniclina. Valores sdo média + EPM. 0,10 > p > 0,05, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
Fonte: A autora, 2022.

4.2.2. Alfa-4

A tabela 3 apresenta os resultados da uUANOVA de maior ordem para os dados da
subunidade alfa-4 do receptor colinérgico obtidos no hipocampo de camundongos Suigos em
PN56 (gréficos 9 e 10).

Tabela 3 - Resultados das UANOVAs globais para os dados de alfa-4 em PN56

F(a.l) p

Unidimensional

Grupo 0,9 1,40 n.s.
Sexo 0,3 @,40 n.s.
Grupo x Sexo 4,1 1,40 0,012
Bidimensionais

Exposigao 1,3 @,40 n.s.
Tratamento 0,1 @, 40 n.s.
Sexo 0,3 @,40 n.s.
Exposigao x Tratamento 1,4 @, 40 n.s.
Exposigao x Sexo 4,1 @, 40 0,049
Tratamento x Sexo 8,1 @, 40 0,007
Exposigédo x Tratamento X Sexo 0,1 @40 n.s.

Legenda:  n.s.: ndo significativo.
Fonte: Aautora, 2022.
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Apo6s a separacdo por Sexo (grafico 10), foi identificado que as fémeas do grupo

FUM-VAR apresentavam valores maiores do que os demais grupos.

Gréfico 9 - Dados referentes a subunidade alfa-4 do receptor colinérgico no hipocampo de
camundongos Suicos em PN56, segmentados por tipo de exposicao e tratamento

PN56 - a4

111

AGUA VAR AGUA VAR
AR FUM

Legenda:  Ar: grupo exposto ao ar; Fumaca: grupo exposto a fumaga do cigarro. Agua: grupo tratado com &gua; Var: grupo tratado com
vareniclina. Valores sdo média + EPM.
Fonte: Aautora, 2022.

alfa-4/tubulina

Gréfico 10 - Dados referentes a subunidade alfa-4 do receptor colinérgico no hipocampo de
camundongos Suicos em PN56, segmentados por tipo de exposicdo, tratamento e

SEXO

PN56 - a4

1.8 -

1.6

1.2 A

1.0

alfa-4/tubulina

0.6
F M

BAR AGUA BARVAR BFUMAGUA BFUM VAR

Legenda:  F: fémeas; M: machos. Ar: grupo exposto ao ar; Fumaga: grupo exposto a fumaga do cigarro. Agua: grupo tratado com agua;
Var: grupo tratado com vareniclina. Valores sdéo média + EPM. *p < 0,05, **p < 0,01.
Fonte: Aautora, 2022.
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4.2.3. Beta-2

A tabela 4 apresenta os resultados da UANOVA de maior ordem para os dados da
subunidade beta-2 do receptor colinérgico obtidos no hipocampo de camundongos Sui¢os em
PN56. N&do foram observados efeitos ou interac@es significativas (grafico 11).

Tabela 4 - Resultados das UANOVAs globais para os dados de beta-2 em PN56

F(g.l) P
Unidimensional
Grupo 1,3 @, 40 n.s.
Sexo 0,6 1,40 n.s.
Grupo x Sexo 0,8 (1,40 n.s.
Bidimensionais
Exposigao 2,6 @, 40) n.s.
Tratamento 0,6 1,40 n.s.
Sexo 0,1 @40 n.s.
Exposigao x Tratamento 0,7 @, 40 n.s.
Exposigao x Sexo 0,7 @, 40 n.s.
Tratamento x Sexo 0,3 (1,40 n.s.
Exposi¢cao x Tratamento x Sexo 1,3 @,40) n.s.
Legenda:  n.s.: ndo significativo.
Fonte: A autora, 2022.

Gréfico 11 - Dados referentes a subunidade beta-2 do receptor colinérgico no hipocampo de
camundongos Suicos em PN56, segmentados por tipo de exposicao e tratamento

PN56 - B2

]II%

beta-2/tubulina

AGUA VAR AGUA
AR FUM

Legenda:  Ar: grupo exposto ao ar; Fumaca: grupo exposto a fumaca do cigarro. Agua: grupo tratado com &gua; Var: grupo tratado com
vareniclina. Valores sdo média + EPM.
Fonte: A autora, 2022.
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424. TH

A tabela 5 apresenta os resultados da UANOVA de maior ordem para os dados da
enzima tirosina hidroxilase obtidos no hipocampo de camundongos Suigos em PN56. Nao
foram observados efeitos ou interagdes significativas (gréafico 12).

Tabela 5 - Resultados das uUANOVAs globais para os dados de TH em PN56

=

F(g.l) P
Unidimensional
Grupo 0,5 @, 40 n.s.
Sexo 1,1 @, 40 n.s.
Grupo x Sexo 1,5 @, 40 n.s.
Bidimensionais
Exposigao 0,3 @, 40) n.s.
Tratamento 1,2 @, 40 n.s.
Sexo 1,1 @, 40 n.s.
Exposigao x Tratamento <0,1 (1,40 n.s.
Exposigao x Sexo 0,9 @40 n.s.
Tratamento x Sexo 3,5 (1,40 0,069
Exposigdo x Tratamento X Sexo 0,2 (1, 40) n.s.
Legenda:  n.s.: ndo significativo.
Fonte: A autora, 2022.

Gréfico 12 - Dados referentes a enzima tirosina hidroxilase no hipocampo de camundongos
Suicos em PN56, segmentados por tipo de exposicdo e tratamento

PN56 - TH

]il%

TH/tubulina
©c ook, kB EPRE
N 00 ©O O P N W >

o
o))

AGUA VAR AGUA
AR FUM

Legenda:  Ar: grupo exposto ao ar; Fumaca: grupo exposto a fumaca do cigarro. Agua: grupo tratado com &gua; Var: grupo tratado com
vareniclina. Valores sdo média + EPM.
Fonte: A autora, 2022.
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4.2.5. DAT 55 kDa

A tabela 6 apresenta os resultados da UANOVA de maior ordem para os dados da
proteina transportadora de dopamina (banda de 55 kDa) obtidos no hipocampo de

camundongos Suicos em PN56 (graficos 13 e 14).

Tabela 6 - Resultados das UANOVAs globais para os dados de DAT 55 kDa em PN56.

DAT 55 kDa

F(g.l) p
Unidimensional
Grupo 1,9 @, 40 n.s.
Sexo 0,4 (1,40 n.s.
Grupo x Sexo 3,1 (1,40 0,039
Bidimensionais
Exposigao <0,1 @, 40 n.s.
Tratamento 3,6 (1,40 0,064
Sexo 0,4 (1,40 n.s.
Exposigao x Tratamento 2,1 (1,40 n.s.
Exposigao x Sexo 0,1 @, 40) n.s.
Tratamento * Sexo 9,1 1,40 0,004
Exposigdo x Tratamento X Sexo <0,1 @, 40 n.s.
Legenda:  n.s.: ndo significativo.
Fonte: A autora, 2022.

Apobs a separacdo por Sexo (grafico 14), foi identificado que os machos do grupo
AR-AGUA apresentavam valores maiores do que o grupo FUM-VAR e que o grupo FUM-

AGUA apresentavam valores maiores do que os grupos AR-VAR e FUM-VAR.
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Gréfico 13 - Dados referentes a proteina transportadora de dopamina (DAT, banda de 55 kDa)
no hipocampo de camundongos Suicos em PN56, segmentados por tipo de
exposicao e tratamento

PN56 - DAT 55 kDa

HIIIE

0.8
0.7
0.6

DAT 55kDa/tubulina

1.3 1
1.2 1
AGUA VAR AGUA
AR FUM

1.1 1

1.0
0.9

Legenda:  Ar: grupo exposto ao ar; Fumaca: grupo exposto a fumaga do cigarro. Agua: grupo tratado com &gua; Var: grupo tratado com

vareniclina. Valores sdo média + EPM.

Fonte: A autora, 2022.

Gréfico 14 - Dados referentes a proteina transportadora de dopamina (DAT, banda de 55 kDa)
no hipocampo de camundongos Suicos em PN56, segmentados por tipo de
exposicao, tratamento e sexo

PN56 - DAT 55 kDa

n
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1.2
1.0
0.8
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0.6

F M

BAR AGUA BARVAR BFUMAGUA BFUM VAR

Legenda:  F: fémeas; M: machos. Ar: grupo exposto ao ar; Fumaga: grupo exposto a fumaga do cigarro. Agua: grupo tratado com agua;
Var: grupo tratado com vareniclina. Valores sdo média + EPM. 70,10 > p > 0,05, *p < 0,05, **p < 0,01.
Fonte: A autora, 2022.
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4.2.6. DAT 80 kDa

A tabela 7 apresenta os resultados da UANOVA de maior ordem para os dados da
proteina transportadora de dopamina (banda de 80 kDa) obtidos no hipocampo de

camundongos Suicos em PN56 (graficos 15 e 16).

Tabela 7 - Resultados das UANOVAs globais para os dados de DAT 80 kDa em PN56

DAT 80 kDa

F(g.l) p
Unidimensional
Grupo 6,2 (1,40 0,002
Sexo 0,1 @1.40 n.s.
Grupo x Sexo 6,6 (1,40 0,001
Bidimensionais
Exposigao 2,5 @, 40) n.s.
Tratamento 14,6 @, 40 < 0,001
Sexo 0,1 (1,40 n.s.
Exposigao x Tratamento 1,4 @, 40 n.s.
Exposigao x Sexo 2,6 @, 40) n.s.
Tratamento * Sexo 16,6 .40 < 0,001
Exposigédo x Tratamento X Sexo 0,5 @40 n.s.
Legenda:  n.s.: ndo significativo.
Fonte: A autora, 2022.

ComparacOes par a par (sem separacdo por sexo) para UANOVA de maior ordem
indicaram o grupo FUM-AGUA apresentava um aumento no conteGdo da proteina
transportadora de dopamina (DAT, banda de 80 kDa) quando comparado aos grupos AR-
VAR e FUM-VAR (gréfico 15). Ap6s a separacdo por Sexo (grafico 16), foi identificado que
os machos dos grupos AR-AGUA e FUM-AGUA apresentavam valores maiores do que 0s

grupos AR-VAR e FUM-VAR.
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Gréfico 15 - Dados referentes a proteina transportadora de dopamina (DAT, banda de 80 kDa)
no hipocampo de camundongos Suicos em PN56, segmentados por tipo de
exposicao e tratamento

PN56 - DAT 80 kDa

1.4 -
1.3 1
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1.1 1
1.0
0.9
0.8
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DAT 80 kDa/tubulina

AGUA VAR AGUA
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Legenda:  Ar: grupo exposto ao ar; Fumaca: grupo exposto a fumaca do cigarro. Agua. grupo tratado com agua; Var: grupo tratado com
vareniclina. Valores sdo média + EPM. **p < 0,01, ***p < 0,001.
Fonte: A autora, 2022.

Gréfico 16 - Dados referentes a proteina transportadora de dopamina (DAT, banda de 80 kDa)
no hipocampo de camundongos Suicos em PN56, segmentados por tipo de
exposicao, tratamento e sexo
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Legenda:  F: fémeas; M: machos. Ar: grupo exposto ao ar; Fumaga: grupo exposto a fumaca do cigarro. Agua: grupo tratado com &gua;
Var: grupo tratado com vareniclina. Valores sdo média + EPM. **p < 0,01, ***p < 0,001.
Fonte: A autora, 2022.
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5 DISCUSSAO

5.1. PN41

O presente projeto buscou mimetizar, em camundongos, a via de exposicdo a
nicotina utilizada por humanos. E importante ressaltar que analisar o contetido hipocampal de
nNAChRs nos animais que estdo em pleno periodo de exposi¢cdo a fumaca de cigarro ha onze
dias (PN41), é uma novidade na literatura. Um dos modelos mais utilizados para
camundongos e ratos adolescentes visa a exposicdo a fumaca durante 15 dias (PN30 — PN45),
de forma que qualquer tipo de teste ou analise é realizada ao final da exposicédo, ndo durante
(ABREU-VILLACA et al., 2017).

5.1.1. Efeitos da exposicdo sob 0os nAChR dos subtipos alfa-4, beta-2 e alfa-7

No presente estudo, apesar de ndo terem sido observadas diferengas significativas na
expressao destes receptores entre 0s grupos (ao ar ou a fumaca), € possivel notar uma
tendéncia de queda nos subtipos de receptores alfa-4 e beta-2 ap6s onze dias de exposi¢do
(gréficos 2 e 3). E bem documentado que os nAChR mais sensiveis aos efeitos deletérios da
nicotina durante a adolescéncia sdo os a4f2, encontrados abundantemente no hipocampo
tanto em humanos quanto em roedores (ALKONDON & ALBUQUERQUE, 2004; DOURA
et al., 2008). Em experimentos eletrofisioldgicos in vitro, aplicacdes prolongadas de nicotina
ou ACh promoveram um declinio progressivo da corrente transportada por nAChRs (KATZ
& THESLEFF, 1957; PENG et al., 1994; LESTER & DANI, 1995; FENSTER et al., 1997,
PIDOPLICHKO et al.,, 1997; CORRINGER et al., 1998), indicando uma possivel
dessensibilizacdo dos nAChRs. A dessensibilizacdo € conhecida por ser dose e tempo
dependente, sendo necessaria uma exposi¢do cronica a nicotina para que ocorra (DANI,
2001), e e tida como responsavel pela futura suprarregulagdo ou infrarregulacdo destes
receptores, dependendo do tempo em que o receptor foi exposto (MARKS et al., 1983;
SCHWARTZ & KELLAR, 1985; GINIATULLIN, 2005). Em um estudo realizado no nosso
laboratdrio, Abreu-Villaca e colaboradores (ABREU-VILLACA et al., 2003) expuseram 0s
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animais a nicotina injetada diariamente durante sete dias (PN30-PN37), e foi possivel
observar um aumento significativo no ndmero de ligagdes nos nAChRs presentes no
hipocampo em PN37 (logo apds o fim da exposi¢do), seguido de uma queda em PN45 e um
ressurgimento em PN65.

Estes dados sdo indicios, mesmo que ténues, de que, em PN41, poderia estar
ocorrendo o inicio da infrarregulacdo causada pela exposicdo crénica a nicotina, fenémeno
esse que poderia ter se expressado de forma significativa em PN45, ao final da exposicdo. Os
receptores do subtipo alfa-7 dos animais expostos a nicotina também apresentaram uma
tendéncia de queda em relacdo ao controle (gréafico 1), porém menos intensa que os alfa-4 e
beta-2. Esse efeito pode ter ocorrido pelo fato da nicotina ter mais afinidade com os alfa-4 e
beta-2 do que com os alfa-7 (FLORES et al.1992; ALKONDON et al., 1997; SUDWEEKS &
YAKEL 2000; BELL et al. 2011).

5.1.2. Efeitos da exposicéo sob TH

O presente trabalho buscou analisar, em PN41, os efeitos da exposi¢cdo a fumaca de
cigarro no contetdo de TH no hipocampo dos animais de nosso modelo experimental. Apesar
dos resultados estatisticos ndo acusarem diferencas significativas entre os grupos (ar e
fumaca), € possivel observar uma tendéncia (proximo da significancia) de diminui¢do no
contetdo de TH apds onze dias de exposicdo cronica a fumaca (grafico 4), sugerindo o inicio
da diminuicdo na sintese de dopamina no hipocampo destes animais. A TH é a enzima
percussora na sintese de catecolaminas, presente em todos os neurdnios dopaminérgicos. Esta
enzima catalisa a hidroxilacdo de tirosina em L-DOPA, gerando a molécula de dopamina
(HOKFELT et al., 1976; MOLINOFF et al., 1971). E documentado que o excesso de
dopamina pode ser prejudicial para o neurdnio, tendo em vista que estas moléculas podem
gerar metabdlitos reativos de quinona (STOKES et al., 1999), que podem formar species
reativas de oxgénio (ABATE et al., 1988) que modificam o DNA (AHN et al., 2011) e ativam
vias apoptoticas (STROKES et al., 1999). A regulacdo desta via pode ser realizada a partir da
propria dopamina que, ao ligar-se a TH, inibe sua ativacdo (KAUSHIK et al., 2006; COYLE
& AXELROD, 1971), diminuindo, assim, a producéo de dopamina na celula.

Em um estudo realizado por Pinheiro e colaboladores, ratos que foram expostos a

fumaca de cigarro juntamente com suas progenitoras, portanto ainda em periodo de
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amamentacdo, apresentaram taxas menores de TH no VTA em PN180 em comparacdo aos
animais controle (que ndo foram expostos), mostrando que a exposic¢éo precoce a fumaca de
cigarro pode provocar alteracGes a longo prazo na sintese de dopamina, tal como pode ser
observado em animais adultos. Estes dados indicam que a exposicao a fumaca de cigarro em
idade precoce pode afetar o padrdo de sintese dopaminérgica natural, gerando consequéncias
que podem ser identificadas na idade adulta (PINHEIRO et al., 2015).

5.1.3. Efeitos da exposicdo sob DAT

No presente trabalho, buscamos analisar os efeitos da fumaca de cigarro sob a
expressdao de DAT no hipocampo de animais adolescentes. Com o anticorpo que utilizamos
(anti-dopamine transporter AB1591P — Merk Millipore) para a andlise por Western blotting,
foi possivel observar a proteina tanto no peso molecular de 80 kDa, sendo seu peso original,
guanto a DAT glicosilada, em 55 kDa, em que 0 peso é reduzido devido a presenca de fracdes
de carboidratos e a acdo de neuraminidases e N-Glicanases. Analisamos, portanto, as duas
bandas de forma separada e ndo houve efeito da exposicdo em DAT em nenhuma das duas
bandas. Este foi o primeiro estudo a analisar o conteldo de DAT sob o hipocampo dos
animais ap0s onze dias de exposicdo a fumaca em PN41. A literatura acerca dos efeitos da
fumaca de cigarro (o que inclui a nicotina) sob os DATSs ainda ndo esta bem estabelecida
devido a expreessiva discrepancia entre os resultados observados na literatura (DANIELSON
etal., 2011).

A proteina transportadora de dopamina (DAT), encontrada em neurdnios
dopaminérgicos pré- e pds-sinapticos, tem como funcdo regular a concentracdo extracelular
de dopamina. Este mecanismo ocorre através da captacdo da dopamina de fora para dentro da
célula (GAINETDINOV et al., 1998; BENOIT-MARAND et al., 2000). A liberacdo de
dopamina na fenda sinaptica é relacionada aos efeitos de recompensa da via meso-cortico
limbica (ARIAS et al., 2009; ORTELLS & ARIAS, 2010; ROLLEMA et al., 2007), porém o
desbalango nos niveis de DAT é relacionado a diversas enfermidades neurologicas como a
doenca de Parkinson, transtorno de personalidade boderline, esquizofrenia, entre outros
(MCHUGH et al., 2015; CALABRESI et al, 2013).

Os efeitos da nicotina sob esse tipo de transportador é consistentemente demonstrado
por ser mediado indiretamente pelos nAChRs (DREW et al., 2000; HART AND KSIR, 1996;
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MIDDLETON et al., 2004; YAMASHITA et al., 1995; ZHU et al., 2009). Evidéncias
indicam que a nicotina é capaz de afetar a funcionalidade destes transportadores em modelos
animais (DANIELSON et al., 2011). Apesar de ja ter sido relatado um aumento na captagédo
de dopamina no NAc (HART & KSIR, 1996), no estriado (MIDDLETON et al., 2004;
MIDDLETON et al., 2007a) e no CPF (MIDDLETON et al., 2004; ZHU et al., 2009) apds
exposicdo aguda a nicotina em ratos, evidéncias experimentais de outros pesquisadores
indicam que os efeitos da nicotina sob os DATSs sdo dependentes da dosagem, do tempo de
exposicdo e da regido cerebral em que estes transportadores se encontram. Além destes
fatores, os efeitos da fumaca de cigarro se diferem dos efeitos gerados pela nicotina isolada.
Foi demonstrado que a nornicotina, um alcal6ide encontrado nas folhas de tabaco, induziu a
queda da funcdo de DAT no estriado de ratos (MIDDLETON et al., 2007b).

Portanto, nossos dados sugerem que, apesar da tendéncia de queda na expressdo de
TH, o transporte de dopamina no hipocampo de animais adolescentes permaneceu inalterado,

mesmo apos 11 dias de exposi¢do a fumaca (gréafico 5).

5.2.  PN56

A idade PN56, neste trabalho, representa o final do tratamento com vareniclina no
grupo dos animais tratados (FUM-VAR) e dez dias de retirada da exposi¢do a fumaca nos
animais no tratados (FUM-AGUA). Além disso, um grupo que n&o foi exposto & fumaca foi
submetido ao tratamento com vareniclina (AR-VAR) para analise dos efeitos deste farmaco
sobre o hipocampo em PN41. Nesta fase do experimento, analisamos o conteddo hipocampal
das subunidades de nAChR alfa-4, beta-2, alfa-7, e o contetdo de TH e DAT.

5.2.1. Efeitos sob as subunidades alfa-4 e beta-2

Ja é bem estabelecido na literatura que a adolescéncia € um periodo em que o sistema
nervoso central se encontra em pleno desenvolvimento e que o abuso de drogas nesta idade
pode causar um desbalanco no desenvolvimento natural de importantes vias neurais que

modulam o comportamento humano ao longo da vida. As subunidades alfa-4 e beta-2 de
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nAChR sdo amplamente relacionados a fungdes cognitivas e sdo densamente expressos pré- e
pos-sinapticamente na regido CAL do hipocampo e no giro denteado (HURST et al., 2013;
LEVIN et al., 2006).

A vareniclina, um agonista parcial dos nAChR o4p2, possui vinte vezes mais
afinidade com estes receptores que a prépria nicotina (ROLLEMA et al., 2007) e é aprovada
como tratamento de primeira linha para tratamento do tabagismo. J& foi demonstrado
anteriormente que a vareniclina é capaz de gerar a suprarregulagdo dos nAChR o4p2 em
animais adultos que foram previamente exposotos a nicotina (HUSSMANN et al., 2014). Em
outro experimento realizado também com animais adultos, foi possivel observar o aumento da
expressdo de beta-2 induzida pela vareniclina no hipocampo, mas ndo de alfa-4 (LANGE-
ASSCHENFELDT et al., 2016).

Nossos resultados mostram que, na adolescénca, as fémeas FUM-VAR apresentaram
maiores taxas de alfa-4 em comparacdo aos outros subgrupos (grafico 10), indicando a
suprarregulacdo desta subunidade no hipocampo dos animais adolescentes. Esse resultado
difere dos dados envolvendo a subunidade beta-2, que ndo apresentou diferencas
significativas entre os subgrupos (grafico 11).

Evidéncias com humanos indicam que o uso de tabaco afeta homens e mulheres de
forma diferenciada. E relatado que as mulheres sentem mais dificuldade em cessar o0 uso em
comparacao aos homens, além de levarem menos tempo entre um cigarro e outro. (LYNCH et
al., 2002; ROTH et al., 2004). Alguns estudos indicam que o ciclo menstrual pode influenciar
no processo de cessacao do tabagismo. No final da fase lutea, onde os niveis de estrogénio e
progesterona estdo em declinio, as mulheres costumam apresentar maiores niveis de desejo e
disforia na tentativa de retirada do tabaco em comparacdo a fase folicular, quando o estradiol
e a progesterona estdo baixos (CARPENTER et al., 2006). Além disso, as mulheres
apresentam 44% maior probabilidade em voltar ao uso dentro de trés anos em comparacao aos
homens (WEINBERGER et al., 2014). Estes dados indicam que as mulheres apresentam
maior vulnerabilidade aos efeitos do tabagismo.

5.2.2. Efeitos sob a subunidade alfa-7

A subunidade alfa-7 dos nAChR é expressa principalmente de forma homomérica

nos neurdnios de quase todas as regides cerebrais do cérebro de mamiferos (BREESE et al.,
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1997; QUIK et al., 2000; DRISDEL., 2000), principalmente no hipocampo (PAYLOR, 1998).
Ao ser ativado por um agonista, o receptor do tipo alfa-7 promove o fluxo de célcio para
dentro do neur6nio através de seu poro, gerando a liberacdo de neurotransmissores na fenda
singptica (CORDERO-ERAUSQUIN., et al, 2000; ROZENBERG et al., 1989; ZHANG,
1994; ALKONDON et al., 1997; GRAY ., 1996). Esta subunidade também parece mediar, em
parte, os efeitos da acetilcolina na maturacéo cerebral. Em comparagdo aos adultos, os niveis
de ligacdo de a-bungarotoxina, um antagonista da subunidade alfa-7 (CODIGNOLA et al.,
1994; SEGUELA et al., 1993), sdo maiores durante a fase embrionaria e p6s-natal no cérebro
de roedores, especialmente em &reas como 0 hipocampo e o coOrtex somatosensorial,
sugerindo que os receptores do tipo alfa-7 exercem um importante papel no desenvolvimento
cerebral por mediarem o fluxo de célcio na célula (BROIDE et al., 1995; FIEDLER; 1990;
HUNT et al., 1999; OSPINA et al., 1998). O desbalanco na ativacdo destes receptores é
relacionado a doengas neuroldgicas como o Alzheimer e a esquizofrenia (FREEDMAN &
GOLDOWITZ, 2010; YAKEL, 2013; DINELEY et al., 2015).

Pesquisas recentes com camundongos knock out que ndo expressam a subunidade
alfa-7 apontam um importante papel destes receptores na auto-administracdo de nicotina.
Embora os camundongos knock-out ndo apresentem diferenca dos controles em sua
preferéncia inicial pela nicotina (WALTERS et al., 2006), seu comportamento de
autoadministracdo diminui ao longo de varias semanas (LEVIN et al., 2006), indicando
grande importancia destes receptores na a¢do da nicotina. A vareniclina, um agonista total dos
receptores alfa-7, atenua os sintomas de abstinéncia apds a retirada da nicotina, uma vez que
compete com a nicotina para se ligar aos nAChR, produzindo efeitos semelhantes porém em
menor intensidade (MIHALAK, 2006). Ao ser administrada sozinha, sem a presenca da
nicotina, a vareniclina aumenta consideravelmente os niveis de liberacdo de dopamina no
NAc. Em contraste, quando administrada junto da nicotina, a vareniclina atenua a liberacdo de
dopamina na via (COE et al., 2005). Este efeito foi demonstrado em nosso trabalho (grafico
7), uma vez que o grupo FUM-VAR apresentou menores quantidades do receptor alfa-7 em
comparacdo ao grupo AR-VAR, sugerindo que a baixa liberacdo de dopamina no grupo
FUM-VAR pode ter gerado inflaregulagédo nestes receptores no hipocampo de animais
adolescentes. E importante ressaltar que essa época da vida dos camundongos é marcada pela
alta neuroplasticidade e poda sindptica de neurdnios pouco ativos. Alem disso, o grupo FUM-
AGUA apresenta maior quantidade destes receptores em relacdo ao FUM-VAR, sugerindo
que o tratamento com a vareniclina pode ter atenuado os niveis de dopamina na via. Este

efeito € observado com significancia quando os grupos sao separados por sexo (grafico 8).
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Como citado anteriormente, tanto a nicotina quanto a vareniclina provocam efeitos
sexo-dependentes. No presente trabalho, machos e fémeas apresentaram resultados
contrastantes. Em relagdo as fémeas, os niveis de alfa-7 nos grupos AR-VAR e FUM-AGUA
sdo elevados em comparacdo ao grupo controle, indicando uma possivel suprarregulacédo
destes receptores no hipocampo destes animais. O grupo FUM-AGUA foi 0 que apresentou
valores mais elevados, indicando que mesmo apds dez dias de retirada da nicotina, a
suprarregulacdo esta presente em fémeas adolescentes. Ja nos machos, os grupos AR-VAR,
FUM-AGUA e FUM-VAR apresentam significativamente menos receptores alfa-7 do que o
grupo AR-AGUA, sugerindo que, em machos, o tratamento e a exposicdo podem ter
provocado a infrarregulacdo destes receptores. O grupo FUM-VAR apresenta 0s menores
niveis de alfa-7 em relacdo a todos os outros grupos, indicando que o tratamento com
vareniclina nos animais que foram expostos a nicotina provocou uma potente infrarregulacéo
destes recepores. Estes dados corroboram estudos anteriores que relataram que a vareniclina é
mais potente quando co-administrada com a nicotina (COE et al., 2005). A menor quantidade
destes receptores na superficie do neurdnio diminui as chances de disparos de dopamina na
via, e a baixa quantidade de dopamina no hipocampo esta relacionada ao comportamento
parecido com a ansiedade em ratos (ROSTAMI et al.,, 2006; Ashabi et al., 2011),
evidenciando, assim, o efeito ansiogénico da vareniclina que foi documentado recentemente
na literatura (ZACCARELLI-MAGALHAES et al., 2019).

5.2.3. Efeitos sob DAT e TH

Como citado anteriormente, TH e DAT sdo duas proteinas que desempenham
fun¢des importantes na modulacdo de dopamina na via meso-corticolimbica. A TH é a enzima
percursora da sintese de dopamina (DAUBNER et al., 2011) e a DAT é a proteina de
membrana responsavel pela captacdo da dopamina para dentro da célula (CHEN & REITH,
2000), importante para regulacdo da amplitude e da durag&o sinaptica dopaminérgica.

Neste trabalho, ndo foi possivel observar diferencas significativas de TH entre
nenhum dos grupos. Estes dados indicam que a vareniclina ndo provocou o aumento de TH
mesmo apOs 15 dias de tratamento quando administrada sozinha (AR-VAR) ou ap0s

exposicao a fumacga (FUM-VAR). Também ndo foram observadas altera¢cdes no contetudo de



63

TH 10 dias ap6s o fim da exposicio (FUM-AGUA) (grafico 12). Embora o contetido de TH
no hipocampo destes animais ndo tenha sido alterado, o contetido de DAT sofreu alteragéo.

Em relacdo a DAT 55kDa, foi possivel observar que os machos dos grupos AR-VAR
e FUM-VAR apresentam menor contetido de DAT que o grupo FUM-AGUA, indicando que
houve uma diminuicdo na expressdao de DAT causada pela vareniclina, tanto apds ser
administrada sozinha, quanto ap0s exposi¢do a nicotina. Além disso, o grupo FUM-VAR
apresenta significativamente menores niveis de DAT que o grupo AR-AGUA (grafico 14).
Este efeito pode ser explicado pela hipotese de que a propria dopamina presente fora da célula
regula diretamente o funcionamento dos seus transportadores (SAUNDERS et al., 2000). No
presente trabalho, este efeito foi somente observado em machos.

Em DAT 80kDa, foi possivel observar que, mesmo apds 10 dias depois da exposicao
a fumaca ser interrompida, os niveis de DAT ainda estdo elevados no grupo FUM-AGUA em
comparagdo a FUM-VAR e AR-VAR (gréfico 15), indicando que a vareniclina atenuou 0s
efeitos aditivos da nicotina no hipocampo destes animais, uma vez que regulou os niveis de
DAT. Ja foi demonstrado anteriormente em um estudo realizado com humanos, que 0 grupo
tratado com vareniclina apresentou maiores taxas de abandono do uso de cigarro em
comparagao ao placebo (WANG et al., 2009). Em um estudo realizado no nosso laboratorio,
em que animais adolescentes foram expostos & nicotina através do teste de escolha entre
garrafas e subsequentemente tratados com vareniclina, o grupo tratado com vareniclina
apresentou menores taxas de preferéncia por nicotina em relagdo ao ndo tratado (Duarte-
Pinheiro, 2019), indicando que a vareniclina atenuou os efeitos aditivos gerados pela nicotina,
em concordancia com o presente trabalho.

Quando separados por sexo, 0s machos apresentaram diferengas significativas de
DAT entre os grupos, semelhantes as observadas em DAT 55kDa. AR-VAR e FUM-VAR
apresentaram menores valores em relacdo aos grupos AR-AGUA e FUM-AGUA. Este
conjunto de dados sugere que, durante a adolescéncia, a exposi¢do a nicotina e o tratamento
com vareniclina altera os niveis de DAT no hipocampo em machos, mas ndo em fémeas.
(gréfico 16). Além de j& terem sido demonstradas diferencas de sexo na liberacdo de
dopamina no estriado devido ao tabagismo (COSGROVE et al., 2014), também foi
demonstrado anteriormente que homens apresentam maiores niveis de liberagéo de dopamina
no estriado em comparagdo as mulheres em resposta ao teste do desafio da anfetamina
(MUNRO et al., 2006) e a ingestdo de alcool (URBAN et al., 2010).

Por fim, estes estudos sugerem que, nos homens, abordar os efeitos recompensadores

das drogas pode ser um alvo terapéutico mais importante do que nas mulheres.



64

CONCLUSOES

A exposicdo cronica a fumaca de cigarro durante onze dias ndo afetou os niveis de
receptores colinérgicos nicotinicos, de tirosina hidroxilase e de DAT no hipocampo de
animais adolescentes.

O tratamento com vareniclina apds a exposicdo a fumaca aumentou os niveis da
subunidade alfa-4, mas n&o os de beta-2 no hipocampo de fémeas adolescentes.

A vareniclina promoveu a infrarregulacdo da subunidade alfa-7 no hipocampo de animais
previamente expostos a fumaca de cigarro.

A vareniclina ndo afetou os niveis de TH no hipocampo, mesmo ap6s quinze dias de
tratamento.

O tratamento com vareniclina atenuou os niveis de DAT no hipocampo em ambos 0s
SeX0S.

A exposicdo a fumaca de cigarro e o tratamento com vareniclina alterou os niveis de

DAT no hipocampo de machos, mas ndo de fémeas.
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