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RESUMO

A cocaina € um alcaloide com propriedades psicoestimulantes presentes na planta
Erythroxylum coca. Uma de suas principais formas de consumo é em sua
apresentacdo com base alcalina e altamente toxica, o crack. De fato, € uma droga
bastante potente, com uma euforia que ocorre poucos segundos apos sua inalacao,
e tornou-se um importante problema de saude publica. Seu consumo tem sido
associado a descontrole na tomada de decisfes, violéncia e problemas psiquiatricos.
O objetivo desse estudo foi investigar os efeitos da inalacao direta de crack sobre a
memoria operacional espacial e parametros de estresse oxidativo. Para tanto, ratos
Wistar machos, previamente treinados no labirinto radial de oito bragos (LR-8) foram
submetidos a cinco sessfes diarias de 3 g de crack (CK) ou inalacdo simulada
(sham) e avaliados em testes com retardo de 1 h no LR-8. Ao final do protocolo
comportamental os animais foram eutanasiados, seu cortex pré-frontal, hipocampo e
estriado foram removidos para a analise de parametros de estresse oxidativo
através da avaliacdo da peroxidacdo lipidica (TBA-RS), produtos avancados de
oxidacdo proteica (AOPP) e atividade das enzimas antioxidantes superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Animais que foram
submetidos a inalacdo direta de crack apresentaram maior nimero de erros em
tarefa com retardo de 1 h no LR-8 quando comparado ao grupo sham (p < 0,01).
Animais do grupo CK também apresentaram uma reducao significativa (p < 0,05) na
peroxidacao lipidica, no hipocampo, aumento (p < 0,05) na atividade da SOD e
aumento (p < 0,001) nos niveis de AOPP comparados ao grupo sham, no estriado.
As principais conclus@es deste estudo apontam que a inalacao direta de crack por
cinco dias causa prejuizos de memaria operacional espacial de duragcédo prolongada
e altera parametros de estresse oxidativo em regides envolvidas no circuito de

gratificacéo cerebral.

Palavras chaves: memoria operacional, labirinto radial, crack, estresse oxidativo.



ABSTRACT

Cocaine is an alkaloid psychostimulant found in the Erythroxylon Coca plant.
Nowadays, one of its main consumption form is the alkaline base, crack-cocaine,
which is highly toxic. It is a very potent drug, with euphoric effect occurring within
seconds of its inhalation, and has become a serious public health problem in our
country. Its consumption has been associated with uncontrolled decision making,
with violence and psychiatric outbursts by consequences. This study examined the
effects of the direct crack-cocaine inhalation on spatial working memory and
oxidative stress parameters in rats. Thus, male Wistar rats previously trained in the 8-
arm radial maze (8-RM) delayed procedure were randomically distributed to receive
five daily sessions of 3 g of crack-cocaine (CK group) or inhaling simulation (sham
group) and were evaluated in 1-h delayed task in the 8-RM 24 hours after the last
inhalation. After further 24-h from the behavioral protocol the animals were
euthanized and had their prefrontal cortex, hippocampus and striatum removed for
the analysis of oxidative stress parameters through the evaluation of lipid
peroxidation (TBA-RS), advanced oxidation protein products (AOPP) and activity of
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione
peroxidase (GPx). Animals from CK group presented increased number of errors in
1-h delayed tasks in 8-RM when compared to sham group (p < 0.01). These animals
(CK group) also showed a significant (p < 0.05) decrease in lipid peroxidation in the
hippocampus, increased (p < 0.05) in activity of SOD and increased (p < 0.001)
levels of AOPP in the striatum compared to the sham group. These results showed
that the direct crack-cocaine inhalation for five days impaired long-termed spatial
working memory and changed parameters of oxidative stress in hippocampus and

striatum, which are regions involved in the cerebral rewarding system.

Keywords: working memory, radial maze, crack-cocaine, oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

1.1 CRACK: CONCEITO E HISTORICO

O uso de substancias psicoativas para fins recreativos sempre esteve presente na
historia da humanidade, sendo muitas delas de uso licito, como o tabaco e o alcool.
Entretanto, um ndmero crescente de drogas de abuso de origem ilicita vem se
tornando cada vez mais difundido entre a populacédo, o que leva a altos indices de
violéncia e morte entre os usuéarios (UNODC, 2015). Entre as drogas que levam a
diversos problemas sociais, a cocaina surge como uma substancia com elevado
potencial de consumo de risco (BYSTROWSKA et al., 2014).

A cocaina (Figura 1) € um alcaloide com propriedades psicoestimulantes, extraido
das folhas da planta Erythroxylum coca (Figura 2). Desta obtém-se o cloridrato de
cocaina. Um po6 branco facilmente solivel em adgua e comumente administrado por
via nasal ou intravenosa. Devido ao seu alto ponto de fusdo (196°C, sofrendo
decomposicdo a essa temperatura) essa forma nao pode ser fumada (CHASIN et al.,
2008).

O

Figura 1. Cocaina (estrutura quimica). Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Coca%C3%ADna
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Figura 2. Planta Erythroxylum coca. Fonte: http://www.protadu.org/protav8.asp?en=1&p=
Erythroxylum+coca

O crack € a cocaina na sua forma de base livre que tem um ponto de fusdo mais
baixo (96-98°C) resultante da adicdo de substancias béasicas (bicarbonato de sodio,
principalmente) e impurezas (querosene, gesso) ao cloridrato de cocaina, se
tornando de cinco a sete vezes mais potente do que a cocaina em po (Figura 3)
(GARCIA et al., 2012; KESSLER; PECHANSKY, 2008). ApGs o0 aquecimento dessa
mistura a parte solida separa-se da liquida; da parte sélida obtém-se um residuo
seco, vendido na forma de pequenas pedras (Figura 4), fumadas em cachimbos,
cigarros ou objetos improvisados (GARCIA, 2009; KESSLER; PECHANSKY, 2008).
O nome crack provém do barulho produzido pela queima das pedras (KESSLER;
PECHANSKY, 2008).
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Folhas da Planta do Género Erytroxy lum:
(Contém Cocaina)

Agua
Solugao Basica
Extragdo com Solvente

¥ ¥

Fase Aquosa Fase Orgdnica
‘Soluga'o Acida
¥ ¥
Fase Organica Fase Agquosa
Solugdo Basica
Pasta de COCA

Solugéo Acida
Solvente

Cloridrato de Cocaina
Agua
Solugdo Basica
Aquecimento

'

Substancia "oleosa"”

Resfriamento
(Banho de gelo)

J
Precip'rlag?'&déaxbase livre

Figura 3. Fluoxograma do método de obtencéo do cloridrato de cocaina e do crack a partir de folhas
da planta do género Erytroxylum. Fonte: Retirado de Garcia (2009).

Figura 4. Amostra de pedra de crack apreendida pela Delegacia de Entorpecentes da Policia Civil do
Espirito Santo e utilizada nos experimentos. Fonte: Acervo pessoal.

Quando fumado, o crack produz particulas que sdo absorvidas rapidamente pelos
pulmdes, conduzindo imediatamente ao aparecimento dos efeitos estimulantes da
cocaina. De fato, é uma droga bastante potente, com uma euforia que ocorre poucos
segundos apo6s a inalacao (GARCIA, 2009). A curta duracéo dos efeitos faz com que
0 usuario volte a utilizar a droga com mais frequéncia comparada as outras formas
de consumo. Os usuarios descrevem uma “fissura” (craving, em inglés) quase
incontrolavel quando a estavam utilizando (GARCIA, 2009; KESSLER;
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PECHANSKY, 2008), como consequéncia isso pode levar ao desenvolvimento de
dependéncia muito mais rapidamente do que a cocaina em suas outras formas de
consumo (CARLINI; NAPPO; NOTO, 2001).

O crack teve a sua origem nos bairros pobres de Nova lorque, Los Angeles e Miami
na década de 80. A droga atraia usuarios que ndo tinham condi¢bes de pagar pela
cocaina em pd, que era mais cara do que o crack. No final da década de 90,
surgiram os primeiros relatos sobre o consumo do crack no Brasil, entre individuos
em situacdo de rua da cidade de S&o Paulo e 20 anos depois j& se disseminou por
todas as regides do Brasil, com um crescimento ndo somente na capital como
também em municipios de pequeno porte, tornando-se uma epidemia no pais
(DUNN et al., 1996; NAPPO; GALDUROZ; NOTO, 1994; SANTOS, 2011).

A cocaina e o crack, juntamente com a maconha, sdo hoje as drogas ilicitas mais
utilizadas no Brasil e no mundo e vém chamando atencdo das autoridades pelos
altos niumeros de homicidios e doencas sexualmente transmissiveis relacionados ao
consumo dessas substancias (CARLINI; GALDUROZ, 2006; CARLINI et al., 2002).
O Brasil foi apontado como uma das nacdes emergentes onde o consumo de
estimulantes como a cocaina — seja na forma intranasal ou fumada — esta
aumentando enquanto na maioria dos paises o consumo estd diminuindo
(LARANJEIRA; MADRUGA, 2014). Esses dados demonstram o crescimento do
namero de usudrios no Brasil, gerando uma apreensdo na sociedade, uma vez que
a fragilidade gerada pelo uso do crack esta associada a inimeros problemas de
ordem fisica, psiquiatrica e social, podendo levar ao fendbmeno da dependéncia,
doencas pulmonares, isolamento social, violéncia, desemprego, indicando assim que

a dependéncia de crack € um importante problema social.

Durante a queima do crack, o aquecimento da cocaina gera um produto denominado
anidroecgonina metil éster (AEME) (Figura 5), também conhecido como
metilecgonidina (MEG) ou éster metil anidroecgonina (EMA). Esse composto é
proveniente da decomposi¢cdo térmica da cocaina e € considerado, portanto, um
marcador analitico do uso recente do crack por via inalatéria (GARCIA, 2009;
TOENNES et al.,, 2003) e sua deteccdo no cabelo, pode evidenciar exposi¢cdes

anteriores ou ainda um usuario crénico (GARCIA, 2014). O usuario que fuma crack
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fica exposto, além da cocaina, aos efeitos desse produto. Garcia et al., (2012)
mostraram que a AEME é ainda mais toxica do que a cocaina em culturas de células
primarias do hipocampo de ratos. Além disso, quando a AEME e a cocaina foram
associadas, houve um efeito aditivo, sugerindo um maior risco com o uso do crack

em comparacao ao uso da cocaina em po.

CO.CH COOH
; z : awiiyg CO.CH
HSCN & H3CN 2 3+ @/
DCDCEHE 2

Cocaina AEME Acido benzoico

Figura 5. Reacdo de pirdlise ou decomposicdo térmica da cocaina formando anidroecgonina metil
éster (AEME). Fonte: Retirado de Garcia (2009).

A cocaina, uma vez absorvida, atinge rapidamente o cérebro e ativa o sistema de

recompensa cerebral, essencialmente dopaminérgico (RITZ; CONE; KUHAR, 1990).

1.2 COCAINA E O SISTEMA DE RECOMPENSA CEREBRAL

Psicoestimulantes, incluindo a cocaina, agem diretamente sobre os terminais pré-
sinapticos dos axbnios aferentes de liberacdo na area tegmentar ventral (ATV). A
cocaina inibe a recaptacdo de dopamina (DA) da fenda sinaptica através do bloqueio
de transportadores de monoamina (Figura 6), levando ao aumento de DA no circuito
de gratificacdo e causando os sintomas classicos de euforia e agitacao associados a
utilizacdo da droga. Acredita-se que esse aumento leva aos efeitos de recompensa
causados pela droga (GOLDSTEIN; VOLKOW, 2011; HYMAN; MALENKA, 2001,
SULZER et al., 2005).
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Figura 6. Cocaina bloqueia o transportador de dopamina. Nesta ilustragdo baseada em estudos com
PET (sigla em inglés para tomografia por emissdo positrénica), a cocaina bloqueia o transportador de
dopamina, impedindo sua recaptacdo para a célula pré-singptica. Como resultado, moléculas de
dopamina se acumulam no espaco intercelular sobrecarregando os receptores da célula que recebe o
sinal, intensificando a resposta nesta célula. Fonte: Adaptado de Fowler et al., (2007).

Drogas de abuso alteram o circuito de recompensa natural (Figura 7),
evolutivamente otimizado para a sobrevivéncia (DILEONE; TAYLOR; PICCIOTTO,
2012). As vias da ATV e nacleo accumbens (NAc) sdo apenas uma parte do circuito
de recompensa, que envolve varias outras regides importantes do cérebro como o
cortex pré-frontal (CPF), hipocampo (HPC), estriado (EST) e amigdala basolateral
(JOFFE; GRUETER; GRUETER, 2014). Essas regides reunidas desempenham um
papel critico na adaptacdo e realizacdo de comportamentos que envolvem a
recompensa cerebral (HYMAN; MALENKA, 2001). Esse circuito esta envolvido na
modulacao das respostas que envolvem uma recompensa, regulando as respostas a
reforcadores naturais envolvidos com a sobrevivéncia e reproducdo, tais como
alimento, bebida, sexo, interacdo social e, ainda, qualquer estimulo que gere uma
sensacao de prazer (NESTLER; LANDSMAN, 2001).
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——<  Glutamatérgico
———<  Dopaminérgico
———| GABAérgico

CPF

Figura 7. Circuito de recompensa cerebral no cérebro de roedores. Um esquema simplificado das
principais conexdes dopaminérgicas, glutamatérgicas e GABAérgicas com a area tegmental ventral
(ATV) e o nacleo accumbens (NAc) (Dopaminérgico = verde, glutamatérgico = vermelho e
GABAérgico = azul). CPF, coértex pré-frontal; EST, estriado; HPC, hipocampo; AMI, amigdala. Fonte:
Adaptado de Russo e Nestler (2014).

As drogas de abuso produzem mudancas duradouras no sistema nervoso central,
alterando sua funcgdo e induzem efeitos através de diferentes mecanismos; todas
recrutam as vias de recompensa do sistema nervoso central, o sistema
dopaminérgico mesocorticolimbico. A acdo principal das substancias de abuso é
facilitar, direta ou indiretamente a liberacdo do neurotransmissor DA, produzida na
ATV do mesencéfalo (DI CHIARA et al.,, 2004). Dessa forma, a modulacdo do
sistema dopaminérgico por drogas como a cocaina e o crack se apresenta como um
importante foco para o estudo de alteracdes cognitivas, tais como déficits em

processos de aprendizagem e memoria.

O CPF, representado pela por¢céo anterior dos lobos frontais, € mais associado com
a funcéo executiva, que € um termo genérico para 0s processos de ordem superior,
tais como planejamento e premeditacdo, resolucdo de problemas e flexibilidade
cognitiva (GOLDSTEIN; VOLKOW, 2011). Estimulos gratificadores ativam o CPF, o
que é fortemente influenciada pela previsibilidade da recompensa, em parte, pela

liberacdo de DA do cérebro, por outro lado um CPF hipoativo tem sido associado
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com a perda de controle sobre a procura de drogas de abuso que se observa em
individuos dependentes (CHEN et al., 2013).

A liberacdo de DA no NAc e CPF ocorre quando um determinado estimulo gera
uma sensacao de prazer; esse estimulo pode ser desde o cheiro de um alimento,
quando estamos com fome, ou um estimulo quimico, como acontece no uso de
drogas psicoativas (HYMAN; MALENKA, 2001). A fissura que ocorre nos usuarios de
drogas mostra que a procura e obtencdo de drogas pode estar relacionada com a
capacidade das drogas de abuso de alterar esse circuito de recompensa natural e
comprometer a motivagdo e a conducdo do individuo por reforcos naturais. Dessa
forma, quanto maior a capacidade que uma droga possua de produzir dependéncia,
maiores serdo os esforcos do usuario para consegui-la novamente (NESTLER;
LANDSMAN, 2001). Além do CPF, outra estrutura que esta envolvida no sistema de
recompensa cerebral, e que possui um papel chave nos processos de aprendizagem
e memoria, é o HPC (ROSSA, 2012).

O HPC é uma estrutura limbica que desempenha um papel importante na
aprendizagem e memoria e esta implicado em comportamentos relacionados a
dependéncia. Essa regido envia projecdes glutamatérgicas a varias regides do
circuito de recompensa (JOFFE; GRUETER; GRUETER, 2014). Na verdade, o NAc
€ inervado pelo subiculum ventral do HPC, que acredita estar envolvido na
transmissdo de informagfes contextuais e relacionadas a memodria e podem
desempenhar um papel na busca pela droga (CROMBAG et al., 2008). De fato, a
estimulacdo direta de axbnios do HPC ventral no NAc reforca comportamentos

relacionados com a dependéncia (BRITT et al., 2012).

O EST também é uma é&rea cerebral que esta envolvida no processo da
dependéncia, integrando entradas do coértex, HPC e amigdala. O corpo estriado &
dividido em regido dorsal e regido ventral, que inclui o NAc. No homem e em
primatas ndo-humanos, o EST dorsal é ainda dividido em caudado e putamen
(HABER; FUDGE; MCFARLAND, 2000; JOFFE; GRUETER; GRUETER, 2014).

Em 1984, Mishkin e Petri sugeriram o envolvimento do EST no estabelecimento do

“habito” em humanos. A conectividade entre o NAc, mesencéfalo e estriado dorsal
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podem ser responsaveis pela transicdo de comportamentos habituais observados na
progressdo da dependéncia (BELIN; EVERITT, 2008, HABER; FUDGE;
MCFARLAND, 2000; MISHKIN; PETRI, 1984). O EST dorsal tem sido implicado em
comportamentos repetitivos e parece mediar movimentos estereotipados observados
durante a intoxicacdo por estimulantes (GRUETER; ROTHWELL; MALENKA, 2012;
JOFFE; GRUETER; GRUETER, 2014). Outras evidéncias para o papel da disfuncéo
do EST dorsal na expressdo de comportamentos compulsivos residem no
envolvimento desta regido na fisiopatologia da desordem obsessivo-compulsiva e
distarbio de personalidade obsessivo-compulsiva (GRUETER; ROTHWELL;
MALENKA, 2012; JOFFE; GRUETER; GRUETER, 2014).

Drogas de abuso alteram a estrutura cerebral e a funcdo cerebral, resultando em
mudancas que persistem por longo tempo apdés o uso da droga ter cessado
(DILEONE; TAYLOR; PICCIOTTO, 2012). Isso deve explicar o fato de usuérios de
drogas ficarem sob o risco de recaida mesmo apés longo periodo de abstinéncia e
apesar das consequéncias potencialmente devastadoras causadas pelo consumo de
drogas. Neuroadaptacbes que ocorrem no fendbmeno da adicdo - uma doenca
complexa, que afeta a funcdo cerebral e o comportamento - a drogas estédo
associadas a modulagcédo dos processos de memoria e aprendizagem associativa, e
ndo apenas com processos envolvidos no reforco/recompensa (AULTMAN;
MOGHADDAM, 2001; CONTI, 2013; DUNNETT; WAREHAM; TORRES, 1990;
ZAHRT et al., 1997). Os processos de memoria operacional séo influenciados por
sistemas modulatérios, especialmente a neurotransmissdo dopaminérgica e
colinérgica do CPF (AULTMAN; MOGHADDAM, 2001; DUNNETT; WAREHAM,;
TORRES, 1990; ZAHRT et al., 1997)

1.3 O CORTEX PRE-FRONTAL E A MEMORIA OPERACIONAL

O CPF é a regido responsavel pelo julgamento, memoria de trabalho, atencéo, e
controle das respostas emocionais (GOLDSTEIN; VOLKOW, 2002). Outra funcéo
cognitiva importante é o autocontrole, que é a habilidade de uma pessoa avaliar os
riscos e beneficios em tomada de decisdes. Isto € pertinente a dependéncia, uma

vez que, apesar de haver consciéncia das devastadoras consequéncias das drogas,
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os individuos dependentes demonstram uma capacidade diminuida de inibir a busca
excessiva pela droga (GOLDSTEIN; VOLKOW, 2011). As drogas de abuso afetam
essa regido, tornando o usuario incapaz de considerar as consequéncias dos seus
atos. Deve-se ressaltar ainda que os usuarios de crack apresentam um descontrole
comportamental muito mais exacerbado do que se observa com outras drogas de
abuso, 0 que sugere que essa droga afeta de forma importante a regido do CPF
(OLIVEIRA; NAPPO, 2008; RIBEIRO; SANCHEZ; NAPPO, 2010).

Em um artigo classico de 1995, Goldman-Rakic propés que o CPF era essencial
para a memoria operacional (GOLDMAN-RAKIC, 1995). O termo memodria
operacional foi proposto inicialmente por Miller, Galanter e Pribram na década de 60
(BADDELEY; LOGIE, 1999). Contudo ao longo do tempo foi modificado e
complementado por outros autores. A memodria operacional se refere ao
armazenamento tempordrio e manipulacdo de informacfes necessarias para a
execucdo de tarefas complexas como compreensdo da linguagem, aprendizado e
raciocinio. O termo € aplicado a um tipo de memaria que € ativa e relevante apenas
por um periodo de tempo. Um exemplo comum de memdria operacional € manter na
mente um novo numero de telefone lido, até que se realize a discagem e entédo
imediatamente esquecé-lo (GOLDMAN-RAKIC, 1995).

Vérias estruturas cerebrais estdo interligadas no processamento da memoéria
operacional: os cértices temporal e parietal, que realizam o processamento inicial
das informagdes que provém das aferéncias sensoriais; 0 HPC que possibilita a
recuperacdo de informacdes previamente consolidadas que possam estar
relacionadas ao contexto necessario; e o NAc e a ATV, que possibilitam juntamente
com as estruturas do sistema motor o direcionamento das acdes para uma
determinada resposta (por exemplo, uma resposta motora ao ambiente) (FUSTER,
2002). Além disso, conexdes entre regides especificas do EST e do cortex, indica a
existéncia de circuitos relacionados ao sistema motor e outros, envolvidos em
diferentes fungbes, como emocionais, cognitivas e motivacionais (SAINT-CYR, 2003;
YELNIK, 2008). Segundo lIzquierdo (1989), os circuitos também sdo responsaveis
por conectarem 0s nucleos da base ao CPF, o qual é fundamental para o
processamento da memoria operacional. Essa associacdo do CPF com outras

regides cerebrais, de forma a manter um circuito de reverberacdo durante a
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execucdo da memoria operacional, parecer ser crucial para sustentacdo da

informag&o enquanto durar uma tarefa (FUSTER, 2002).

No ambito da neurociéncia comportamental em animais de laboratorio, a memoaria
operacional esta associada aos paradigmas com retardos, sendo o labirinto radial
um dos principais modelos experimentais. Neste contexto, ela possui uma definigao
diferente da utilizada pela psicologia cognitiva: uma fung¢édo cognitiva que capacita o
animal a localizar-se no espaco através da lembranca de onde ele esteve
anteriormente, denominada memodria operacional espacial (GAGLIARDO;
MAZZOTTO; DIVAC, 1997; OLTON, 1979). O modelo do labirinto radial foi proposto
por Olton e Samuelson em 1976, e pode ser utilizado em diferentes protocolos
experimentais em diferentes versfes, e estariam avaliando funcgdes cognitivas
distintas, incluindo a memoria operacional (OLTON; SAMUELSON, 1976).

Através da avaliacdo das areas do funcionamento cognitivo como, atencéo,
memoria, aprendizagem, funcdes executivas, funcdes viso-espaciais, linguagem e
funcdes intelectuais, estudos revelam que o abuso de crack esta relacionado a
déficits cognitivos (BECHARA et al., 2001; BOLLA; ROTHMAN; CADET, 1999;
CUNHA et al., 2004). Esses déficits cognitivos, semelhantes aos que ocorrem em
transtornos da cognicao, possivelmente estdo relacionados a alteracées na regido
pré-frontal e temporal (BECHARA et al., 2001; CUNHA et al., 2004). Uma vez que o
CPF possui conexfes com outras regides cerebrais, de forma a manter um circuito
de reverberacdo durante a execucdo da memoria operacional (FUSTER, 2002),
alteracdes nessas areas cerebrais implicariam em prejuizos na memaria operacional
de um usuario de crack. De fato, estudos relacionam prejuizos de aprendizagem e
memoria ao estresse oxidativo no sistema nervoso central (BASHKATOVA et al.,
2005; GONENC et al., 2005; POMIERNY-CHAMIOLO et al., 2013; SUDAI et al.,
2011), dado que é cada vez mais reconhecido o envolvimento de espécies reativas
de oxigénio em causas de dano e morte celular (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004;
MATES, 2000)

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO



28

No final do século XIX, os efeitos toxicos do oxigénio sobre componentes biol6gicos
j& eram conhecidos, tornando-se objeto de investigacdo cientifica (HALLIWELL,
2000). Os radicais livres estdo envolvidos em uma grande variedade de doencas,
incluindo céancer, doencas hepaticas e neurodegenerativas, envelhecimento e
aterosclerose (CHIRICO et al., 1993; CHISOLM; STEINBERG, 2000; DRECHSEL;
PATEL, 2009; GEDDES et al., 1997; JENNER; OLANOW, 1996; YANAGIDA et al.,
2009).

O termo radical livre é frequentemente utilizado para designar qualquer atomo ou
molécula com existéncia independente, contendo um ou mais elétrons
desemparelhados, nos orbitais externos (URSO; CLARKSON, 2003). Isso determina
uma atracdo para um campo magnético, o que pode torna-lo altamente reativo,
capaz de reagir com qualquer composto situado proximo a sua Orbita externa,
passando a ter uma funcdo oxidante ou redutora de elétrons (DROGE, 2002;
HALLIWELL; GROOTVELD; GUTTERIDGE, 1988; HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

Espécies reativas de oxigénio (ERO) é um termo que inclui os radicais livres que
contenham um atomo de oxigénio e compostos oxigenados ndo-radicais altamente
reativos, tais como peroxido de hidrogénio (H,O,) e peroxinitrito (ONOQOY). Uma
caracteristica das ERO é que alguns deles, tais como superéxido (O2") e perdxido
de hidrogénio, sdo normalmente produzidas em células vivas e apresentam varios
efeitos bioldgicos, incluindo a geracdo de novos radicais prejudiciais as células
(CASTAGNE et al., 1999; DROGE, 2002; HALLIWELL, 1992; MATES, 2000).

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre agentes oxidantes e
sistemas de defesas antioxidantes, pela perda da velocidade em remocdo de ERO
ou devido a producdo excessiva destas moléculas. Os radicais superoxido e
hidroxila estdo associados a aumentos dos processos peroxidativos e, quando
ligados a baixas concentracbes de antioxidantes, estdo envolvidos em um grande
nimero de doencas degenerativas (MATES, 2000). Estudos demonstram seu
envolvimento na patogénese da doenca de Alzheimer, da doenca de Parkinson, e
também na isquemia cerebral (DRECHSEL; PATEL, 2009; GEDDES et al., 1997;
JENNER; OLANOW, 1996; YANAGIDA et al., 2009).
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Um dos principais mecanismos que resultam na degradacdo de macromoléculas
produzido pelo estresse oxidativo é a peroxidacéo lipidica. A reacdo de ERO com os
acidos graxos poliinsaturados, presentes nas membranas celulares e nas
lipoproteinas, inicia um processo em cadeia conhecido como peroxidacdo lipidica
(ou lipoperoxidacao), que pode ser avaliado pela medida de espécies reativas ao
acido tiobarbiturico (TBA-RS) e utilizado como um indicador de estresse oxidativo
celular (ENGLAND et al., 1998). O Malondialdeido (MDA), que tem sido considerado
um biomarcador global do dano oxidativo, € um produto secundario da peroxidacao
lipidica, derivado da quebra do ciclo de &cidos graxos poli-insaturados e da ligacéo
com os &cidos linoleico, araquiddnico e docosahexanoico, podendo ser medido em
sua forma livre por meio da utilizacdo do acido tiobarbitarico (TBA); esses acidos, ao
reagirem entre si, formam uma composicdo de coloracdo rosa (Figura 8)
(VASCONCELOS et al., 2007).
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Figura 8. Reacéo utilizada para detec¢do de malondialdeido (MDA). Ao homogenato é adicionado
acido tiobarbittrico (TBA), que reage com o Malondialdeido MDA e forma um cromdégeno que absorve
a 532 nm. Fonte: Retirado de Vasconcelos et al., 2007.

O dano oxidativo também pode ocorrer em proteinas, e 0s principais mecanismos
sdo: a) oxidacdo de um aminoacido especifico (Figura 9); b) formacdo de um
peptideo mediado por um radical livre; e c) alteragcdo numa cadeia peptidica em

decorréncia da reacdo com lipidios oxidados. A modificagdo de proteinas aumenta a
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susceptibilidade a protedlise enzimética. O dano oxidativo em produtos de proteinas
pode afetar a atividade de enzimas, receptores, e transportadores de
membrana. Produtos proteicos danificados oxidativamente podem conter grupos
muito reativos que podem contribuir para danificar a membrana e funcdes celulares
(LOBO et al., 2010).

Os produtos avancados de oxidacéo proteica (AOPP) tem sido considerado um novo
marcador de oxidacao proteica e de inflamacéo. Ele é formado durante o estresse
oxidativo pela reacdo de proteinas plasméticas com oxidantes clorados (WITKO-
SARSAT et al., 1998). Niveis elevados de AOPP sdo encontrados em pacientes com
patologias caracterizadas por altos niveis de producdo de ERO, como diabetes,
nefropatia diabética e retinopatia, tendo sido também propostos como mediadores
patogénicos (KALOUSOVA; SKRHA; ZIMA, 2002; PANDEY; RIZVI, 2010;
PIWOWAR; KNAPIK-KORDECKA; WARWAS, 2007). J& foi observada na doenca de
Alzheimer uma maior acumulacdo de AOPP, e isso € um fator importante, pois o
acumulo de produtos de oxidacdo em regifes especificas do cérebro parece estar

relacionado com déficits cognitivos especificos (DEAN et al., 1997)
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Figura 9. Mecanismos postulados de oxidacéo de proteinas in vivo: Os processos descritos em rosa
sédo as que podem resultar na melhoria dos danos da proteina in vivo. Fonte: Adaptado de Dean et
al., 1997.
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1.4.1 Sistema de Defesa Antioxidante

O excesso de ERO no organismo é combatido por antioxidantes produzidos pelo
organismo ou absorvidos da dieta. Segundo Halliwell, (2000), antioxidante &
qualquer substancia que, quando presente em baixas concentracbes comparado a
do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne significativamente a oxidagao

do mesmo.

Os antioxidantes podem ser classificados em antioxidantes enziméticos e nao-
enzimaticos. Os Antioxidantes ndo enzimaticos incluem compostos que necessitam
ser absorvidos pela alimentagéo, como tocoferol (vitamina E), beta-caroteno (pro-
vitamina A), &cido ascorbico e o0s oligoelementos (zinco, cobre, selénio), e
compostos sintetizados pelo organismo humano, como a bilirrubina, ceruloplasmina,
horménios sexuais, melatonina, &cido Urico, e o principal e mais abundante
antioxidante ndo-enzimatico do organismo, a glutationa reduzida (GSH) (FANG;
YANG; WU, 2002; MATES, 2000; URSO; CLARKSON, 2003; YU, 1994).

O sistema enzimatico é composto por trés enzimas: a superéxido dismutase (SOD) é
uma metaloenzima que catalisa a dismutacdo do O,* a H,O,, enquanto que a
catalase (CAT) é uma ferrihemoenzima responsavel pela decomposi¢cédo direta do
H,O, formando H,O e O;; e a glutationa peroxidase (GPX) catalisa a decomposicao
de peroxidos através da oxidacao da glutationa reduzida (GSH), formando glutationa
oxidada (GSSG). Fisiologicamente, a GPx atua acoplada a enzima glutationa
redutase (GSR) que por sua vez, catalisa a redu¢do da GSSG, usando dinucleotideo
de nicotinamida e adenina fostato reduzida (NADPH) como coenzima (Figura 10)
(FRIDOVICH, 1998; HALLIWELL, 2001; YU, 1994).

A.20:+2H" _S0D , H:0: + O3
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Figura 10. Reacbes de antioxidantes. A) Reacdo quimica catalisada pela superéxido dismutase
(SOD). O radical superoxido é dismutado em peréxido de hidrogénio e em oxigénio molecular. B)
Reacédo quimica catalisada pela enzima catalase. Degradacdo do peroxido de hidrogénio a oxigénio
molecular e dgua. C) Reac¢do quimica catalisada pela enzima glutationa peroxidase (GPx). Glutationa
reduzida e peroxido de hidrogénio sédo oxidados a agua e glutationa oxidada. Fonte: Vasconcelos et
al., 2007.

Os antioxidantes podem diminuir o nivel celular de radicais livres, quer por inibi¢cao
da atividade ou expressdo de enzimas geradoras de radicais livres, tais como a
NADPH-oxidase e xantina-oxidase ou através do refor¢co da atividade e expressao
das enzimas antioxidantes: SOD, CAT e GPX (Figura 11) (HALLIWELL, 2000; LU et
al., 2010).

Enzimas geradoras de
radicais livres
NADH / NADPH Oxidase,
Xantina oxidase, etc..

I
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Antioxidante l l l

OH

(

R

o)

Peroxidagao lipidica, dano ao DNA,
modificagdo de proteinas, inativacao

L enzimatica.

Figura 11. Vias de producdo e liberacdo de ERO. O2-+ - &anion superoxido; HO2= - radical
perhidroxila; *OH - radical hidroxila; H202 - peroxido de hidrogénio; HOCI - acido hipocloroso; ONOO-
- peroxinitrito; R= - radical alquil lipidico; RH - lipidos; ROO= - radical peroxil lipidio; ROOH -
hidroperodxido de lipidio; SOD — superéxido dismutase; CAT - catalase e GPX - glutationa peroxidase.
Fonte: Adaptado de Lu et al., 2010.

1.4.2 Neurotoxicidade da cocainal/crack
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A toxicidade da cocaina € um fenémeno complexo. Estudos demonstraram produc¢éo
de ERO apds a administracdo de doses de cocaina, e concluiram que o dano
oxidativo pode estar envolvido com aumento de ERO em éareas relacionadas aos
efeitos da cocaina no sistema nervoso central (DIETRICH et al., 2005; MACEDO et

al., 2010; NUMA et al., 2008; POMIERNY-CHAMIOLO et al., 2013).

No entanto, h& poucos estudos sobre estresse oxidativo e a dependéncia ao crack, e
as discrepancias foram relatadas por estudos clinicos recentes, em sangue
periférico de humanos, focados nos efeitos relacionados ao crack em biomarcadores
oxidantes (NARVAEZ et al., 2013; SORDI et al., 2014) e nos niveis de defesas
antioxidantes durante a fase de retirada da droga (ZAPARTE et al., 2015). Porém,
ainda ndo ha um estudo que relacione o estresse oxidativo em regides cerebrais aos
efeitos do crack em animais que foram submetidos a inalacdo de crack. Os
resultados desse estudo seriam de grande importancia visto que a acumulacéo de
DA néo recaptada na fenda sinaptica, pelo uso de cocaina, pode causar estresse

celular (HASTINGS, 1995).

Portanto, esse estudo com abordagem experimental vem contribuir para novas
informacBes sobre 0s prejuizos cognitivos do crack, uma vez que ha muito a ser
elucidado sobre os efeitos dessa droga, devido as suas caracteristicas bem
especificas. Apesar de possuirem o mesmo principio ativo, evidéncias sugerem
diferencas de efeitos quando se observam as duas principais formas de consumo da
droga. Deste modo, buscamos reproduzir, no animal, a forma de consumo de crack
gue ocorre no homem e com isso tornar factivel a verificacdo de diferentes

parametros moleculares e comportamentais.
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2 OBJETIVOS

Geral
Investigar os efeitos da inalagcdo direta de crack sobre parametros de estresse

oxidativo e comportamentais.

Especificos
1. Avaliar os efeitos da inalacdo direta de crack ou inalagédo simulada (sham) sobre a

memoria operacional espacial;

2. Avaliar os efeitos da inalacao direta de crack ou inalacdo simulada (sham) sobre

parametros oxidativos no CPF, HPC e EST através da analise de:

e Produtos avancados de oxidacao proteica (AOPP);

e Espécies reativas ao &cido tiobarbiturico (TBA-RS);

e Atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPX) e superdéxido dismutase (SOD).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 25 ratos Wistar machos, (50-60 dias), pesando entre 250 e 300g,
provenientes do biotério central do Centro de Ciéncias da Saude (CCS),
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Os animais foram mantidos em
gaiolas individuais no biotério do Laboratério de Ciéncias Cognitivas e
Neuropsicofarmacologia (LCCNPF) do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Fisiolégicas, em ambiente climatizado (22°C * 2), num ciclo claro-escuro artificial de
12 h (luzes acesas as 7 h), com &gua ad libitum e sob privacao parcial de alimento,
porém de modo a manté-los em aproximadamente 80 a 85% do peso corporal inicial

ajustado ao crescimento.

Neste estudo foram respeitados os principios éticos do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA, www.cobea.org.br), que estd em conformidade
com normas internacionais de pesquisa que envolve animais. Este projeto foi
submetido & Comissdo de Etica de Uso e Experimentacdo Animal (CEUA) do
CCS/UFES, aprovado sob o numero 010/2015.

3.2 DROGA

O material para as avaliagdes neste estudo foi o crack, cedido pela Policia Civil do
Estado do Espirito Santo, via Superintendéncia de Policia Técnica do Estado,
respeitando um convénio firmado entre a Superintendéncia de Policia Técnico
Cientifica e a Universidade Federal do Espirito Santo (cooperacdo cientifica
05/2011). Cumpre mencionar que os Laboratorios LCCNPF e de Neurotoxicologia e
Psicofarmacologia (LANEP) tém autorizacdo oficial emitida por um Juiz de comarca

local para a utilizac&o da droga exclusivamente em Pesquisa Animal.

O crack foi entregue no LCCNPF em carro oficial com documentagéo emitida por um
juiz, armazenado em dessecador e mantido em um cofre. Apenas dois

pesquisadores tiveram acesso ao composto, garantindo um controle rigido da
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seguranca da droga. A pedra apreendida e que se tornou objeto desse estudo, foi

obtida de fonte Unica compondo um unico lote lacrado, contendo a droga in natura.

O material teste foi submetido a analise para avaliacdo da porcentagem de cocaina
presente em sua composi¢ao pelo nucleo de toxicologia forense do DML de Vitéria,
ES. A porcentagem de cocaina encontrada foi de 26%.

3.3 EXPERIMENTO COMPORTAMENTAL

O labirinto radial de oito bracos (LR-8) foi proposto com a finalidade de avaliar a
aprendizagem e memoria, permitindo o direcionamento de pesquisas para aspectos
mais especificos e sutis das fun¢des cognitivas (BECKER; WALKER; OLTON, 1980;
OLTON; SAMUELSON, 1976). Posteriormente, esse paradigma também foi
introduzido como uma ferramenta comportamental para investigar os efeitos de
diversas drogas psicotropicas sobre a funcdo da memdria operacional espacial
(NAKAMURA-PALACIOS; ROELKE, 1997; NAKAMURA et al., 1991; OLIVEIRA et
al., 1990; SILVA DE MELO et al., 2005).

O LR-8 é construido em acrilico transparente, possuindo uma area central de base
octogonal com 33 cm de diametro, de onde partem oito bracos simétricos e
removiveis com 65 cm de comprimento, 10 cm de largura e paredes laterais de
quatro cm de altura. No final de cada braco estdo fixados receptaculos de acrilico
preto com 11 cm de comprimento, cinco cm de largura e trés cm de profundidade
para colocacdo do reforco (pedacos de amendoim). A plataforma central é
constituida, em suas margens, de paredes de acrilico transparente de 30 cm de
altura, nas quais se encontram portas deslizantes em forma de guilhotina que
permitem o0 acesso aos bracos. As portas estédo presas a fios de nylon que ficam sob
o controle do examinador, o qual se encontra a distancia do labirinto para abertura e
fechamento das mesmas. Placas de acrilico transparente com 20 cm de altura estéo
fixadas na entrada das portas para evitar que o animal atravesse de um braco a
outro. O aparato € montado sobre uma armacédo de madeira compensada revestida

de férmica branca e sustentado por um suporte de metal a 100 cm do assoalho.
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O LR-8 fica sempre posicionado no mesmo local, numa sala com temperatura
controlada, iluminacéo prépria e sem a presenca de ruidos que possam interferir na
execucao do procedimento. Neste estudo, a versao de labirinto radial utilizada para
a avaliacdo de memodria operacional foi a espacial. Por isso, no local onde se
encontrava o labirinto foram colocados estimulos visuais distais fixos (quadros,

armario, portas, cortinas, etc.) que favoreciam a orientagdo espacial do animal.

3.3.1 Aquisicéo de Tarefa

Para a aquisicdo da tarefa, os animais foram submetidos a sessdes de treinamento
(uma sesséo diaria, cinco dias por semana) no LR-8 (Figura 12) sob privacéo parcial
de alimento, de modo a manté-los em aproximadamente 80 a 85% do peso corporal
inicial, para possibilitar a aquisicdo das tarefas no decorrer dos treinos. A aquisi¢ao
da tarefa constitui-se de cinco fases, a saber:

- Fase I: Os animais foram colocados no centro do labirinto com todas as

portas abertas para exploracdo e adaptacdo no ambiente durante 10 minutos

por dois dias consecutivos.

Figura 12. Labirinto Radial de oito bracos (LR-8). Fonte: Acervo pessoal.
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Fase II: Pedacos de amendoim (reforco) foram colocados nos receptaculos e
0S animais tiveram livre acesso aos bragos, a fim de localizar e consumir o
reforco no final de cada braco, em um periodo de 10 min. Sempre que 0
reforco fosse consumido, um novo pedaco de amendoim era devidamente
reposto no receptaculo de origem.

o Fase lla — em cada bragco do labirinto, havia pequenos pedacos de
amendoim, sendo essa fase denominada de ‘com trilha’. Essa fase
perdurou até que o animal aprendesse a ir até o receptaculo e
encontrasse o reforco (Figura 13). Os animais tiveram livre acesso aos
bragos.

o Fase llb — havia reforco apenas no receptaculo, sendo essa fase

denominada de ‘sem trilha’.

Figura 13. Animal que encontrou o refor¢co no receptaculo. Fonte: Acervo pessoal.

Fase Ill: Uma vez que o animal localizou o refor¢o, o mesmo foi colocado no
centro do labirinto com todas as portas abertas. ApGs entrar em um dos
bragos, a porta que permitia 0 acesso aquele braco era fechada e o animal
colocado novamente no centro do labirinto com livre acesso aos outros
bracos. Esta fase terminou quando o animal percorreu todos os bracos em

até 10 minutos, numa mesma sessao.
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Fase IV: E a fase de aquisicdo da tarefa propriamente dita, em que o animal
deve aprender a entrar em cada braco apenas uma vez. Todas as portas
foram abertas a cada recolocacdo do animal no centro do labirinto. O mesmo
devia aprender a visitar cada um dos bracos apenas uma Unica vez em cada
sessdo. E considerado erro de desempenho a repeticdo de um brago ja
visitado pelo animal. Os animais foram treinados até atingirem o critério de 0 a
1 erro por sesséo, ao longo de trés sessdes consecutivas de treinamento.
Foram necessarias cerca de 10 sessdes até que 0s animais atingissem o

critério e estivessem aptos a seguirem para a proxima fase de treinamento.

Fase V: Nesta fase foi introduzido um intervalo de retencéo (retardo) entre o
quarto e quinto bracgos visitados, com o intuito de se avaliar a memodria
operacional espacial. A sessdo de treinamento era dividida em duas partes:
na primeira corrida (pré-retardo) quatro portas foram abertas aleatoriamente e
0s animais alcancavam o refor¢co. ApGs terem visitado o quarto braco, eles
eram levados até a gaiola-casa onde permaneciam por um periodo de cinco
segundos. Na segunda corrida ou pos-retardo os animais foram recolocados
no centro do labirinto e, estando todas as portas abertas, eles deveriam entrar
nos quatro bracos ainda nao visitados (Figura 13). Os animais foram treinados
até atingirem um critério de 0 a 1 erro por sesséo, tanto no pré- como no pos-
retardo, em trés sessfes consecutivas. Foram necessarias cerca de seis
sessfes para que 0s animais atingissem o critério, estando aptos entdo a

serem submetidos a inalagdo ativa ou simulada.
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Figura 14. Labirinto Radial de oito bracos (LR-8) - Desenho esquemaético da fase V representando o
pré e pos-retardo. Fonte: Retirado de Nakamura et al., 1991.

3.4 INALACAO DIRETA DE CRACK

Um grupo de animais alocados randomicamente (por randomizacéo gerada pelo site
www.randomization.com) (n = 13) foi submetido a inalacdo de 3 g de crack por cinco
minutos, uma vez ao dia, ao longo de cinco dias (grupo CK). Um outro grupo de
animais (n = 12) foi exposto a uma outra caixa de inalagdo com as mesmas
medidas, sob as mesmas condi¢cdes, sem a droga, num protocolo de inalacao
simulada (grupo sham). O protocolo de inalagdo de crack utilizado foi adaptado a
partir de Areal et al., (2015). O sistema de inalacdo € constituido por trés partes
(Figuras 15 e 16):

1. Queima e producdo da fumaca de crack: a droga foi acondicionada em um
kitassato e a queima das pedras foi promovida por uma chapa de
aguecimento onde o kitassato é mantido apoiado. A chapa permite manter a
temperatura de queima constante (350°C em todas as sessdes) durante todo
0 experimento. Esta temperatura permite a formacéao visivel da fumaca, sendo
suficiente para a queima de 3 g da droga em cinco minutos, garantindo a
formacdo de quantidade consideravel de AEME, podendo formar de 50 a 80
% de AEME a 255-420°C (PAUL et al., 2005). Assim, a fumaca produzida é
entdo direcionada para a camara de inalagéo;
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2. Céamara de inalagéo: consiste em uma caixa de acrilico com dimensdes de 25
x 15 x 30 cm, com tampa, onde o animal é colocado. O aparelho permite que
0os animais se desloquem livremente durante o processo de inalagdo. O
kitassato foi colocado através de uma mangueira diretamente a um orificio
lateral na cdmara de inalacdo. Na lateral oposta, outro orificio conectado a
outra mangueira permitia a saida da fumaca;

3. Controle do fluxo da fumaca: esse controle foi realizado através da criacdo de
pressdo positiva de ar por meio de uma bomba de vacuo conectada ao
kitassato. Essa pressdo promoveu o fluxo da fumacga para dentro da camara
de inalacdo e a mesma saiu por um orificio no lado oposto da cadmara, cuja
saida se deu por meio de uma tubulacéo direta para o exterior do edificio, de
modo a ndo haver escape de fumaca para o interior da sala experimental.
Todo o procedimento de inalagdo ocorreu numa cabine de seguranca
biolégica nivel 4.

Figura 15. Aparato de inalacdo de crack utilizado no estudo: Animal que recebeu inalacdo direta de
crack. E possivel visualizar a caixa de inalagcdo com o animal recebendo a fumaca vinda do kitassato
que esta sobre a chapa de aquecimento. Destaque para conexdes da mangueira saindo da bomba a
vacuo. Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 16. Aparato para simulacéo de inalacdo: Animal sham. Podemos observar que o animal esta
em outra caixa, porém com a mesma dimenséo que a do grupo tratado. A bomba é mantida ligada
durante todo o experimento. Fonte: Acervo pessoal.

Durante os cinco dias de inalagdo ativa ou inalacdo simulada, os animais foram
submetidos a dois dias de treinamento no LR-8 com retardo de cinco segundos, para
manutencdo do critério. 24 horas apds a Ultima exposi¢cdo ao crack ou inalacao
simulada (sham) os animais foram levados ao LR-8 para desempenho de tarefas

com retardo de 1 hora para avaliagdo da memoria operacional espacial (Figura 17).

< =
Treinamento de
@ﬁ/ %@ manutencio do critério

Avaliagdo da

| | memériaoperacional ) -
,) 2ah aspactal . - )l Eutana5|a|

Retardo—1h

Treinamento > Critério FaseV |
LR-8 LR-8

" 5 dias de
inalagao ativa ou
simulada

I'é

*Coleta do sangue IC
*Dissecagdo CPF, HPC e
EST

Divisdo em grupos por
randomizagdo:
Grupo Sham (n=12)
Grupo Crack (n=13)

Ultima sessdo de
inalagdo ativa ou
simulada

Figura 17. Diagrama do protocolo experimental.
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3.4.1 Eutanasia e dosagem de AEME, cocaina e seus metabadlitos

Para validar nosso modelo animal de crack, avaliamos as concentragdes de AEME,
cocaina e seus metabdlitos no sangue de ratos expostos ao crack, utilizando
Cromatografia gasosa acoplada a espectro de massa (GC-MS) como descrito
anteriormente por Pelicao et al., (2014). 24 horas apés terem realizado tarefas com o
retardo de 1 hora no LR-8, os animais foram submetidos a uma ultima sesséo de
inalacdo ativa ou simulada. Para realizar a coleta de sangue intracardiaco de cada
animal para a quantificagdo de AEME, cocaina e seus metabdlitos, foi necessario
anestesiar os animais com Cloridrato de Cetamina (75 mg / kg) + Cloridrato de
Xilazina (10 mg / kg), respeitando um volume de administracdo de 0,1 mL / 100 g de
peso corporal pela via intraperitoneal (IP), dado que o procedimento de decapitacao
impossibilitava a coleta de um volume minimo de 2 ml e resultava em um sangue
com muitas impurezas (pelos e tecido). Os animais do grupo sham foram
eutanaziados utilizando o mesmo procedimento que os animais do grupo crack, mas
nao foi coletado sangue deste grupo, uma vez que a AEME e os metabdlitos de
cocaina ndo seriam detectados nestas amostras. A andlise foi realizada pelo
Departamento Médico Legal da Superintendéncia de Policia técnica do Espirito
Santo, e foram descartados 0s animais que n&o tiveram presengca de AEME no
sangue. Para as analises bioquimicas o cérebro foi rapidamente removido e
realizado a dissecacdo das areas de interesse nesse estudo: CPF, HPC e EST. As
areas retiradas foram colocadas em eppendorff previamente identificados,

congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -80 °C.

3.5 ANALISES BIOQUIMICAS

3.5.1 Preparo das amostras e quantificacdo de proteina

Todos os testes bioquimicos foram realizados com n = 5-7 por grupo (sham e CK).
As estruturas cerebrais foram pesadas e homogeneizadas (1:10) no tampéao fosfato
de sddio 20 mM com KCI 140 mM, ph 7,4. O homogenato foi centrifugado a 3500
rom por 10 minutos a 4 °C. O sedimento foi descartado e o sobrenadante foi

imediatamente separado e utilizado para as analises.
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Para a dosagem de proteinas foi utilizado o método de Lowry et al., (1951). Como

padrao foi empregado a albumina de soro bovino.

3.5.2 Determinacdo dos Produtos Avancados de Oxidagéao
Proteica (AOPP)

Os produtos avancados de oxidagao proteica (AOPP) foram avaliados como descrito
por Witko-Sarsat et al., (1998). 40 uL do homogenato tecidual do CPF, HPC e EST,
foram diluidos (1:3) em solucdo tampao fosfato de sédio 20 mM com KCI 140 mM,
ph 7,4, ou solucdo de Cloramina T (0 a 10 pmol / L), e foram adicionados em cada
poco de uma placa de microtitulacdo de 96 pocos. Logo apds, 10 uL de 1,16 mol / L
de iodeto de potassio (KI) foram entdo adicionados, seguido de 20 pL de &cido
acético glacial. A absorbancia da mistura de reacao foi imediatamente lida a 340 nm
em um leitor de microplacas, contrastado por um branco contendo 200 pL de tampé&o
fosfato de sédio, 10 pL de Kl e 20 uL de acido acético. A absorbancia de Cloramina
T a 340 nm foi linear dentro do intervalo de 0 a 100 pmol / L. O AOPP foi
determinado no coeficiente de correlacdo maior que 0.95. As concentragcdes foram

expressas em pmol / mg de proteina.

3.5.3 Ensaio de Espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBA-RS)

Espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) foram determinadas como
descrito por Esterbauer e Cheeseman (1990). O homogenato tecidual foi
desproteinizado com acido tricloroacético a 10%, homogeneizado com 0,67% de
TBA e aquecido num banho-maria a 100 °C durante duas horas. As amostras foram
resfriadas e entdo 400 pyL de butanol foram adicionados e o produto submetido a
agitacao durante 20 segundos. Decorrido esse periodo o material foi centrifugado a
5000 rpm por trés minutos. TBA-RS foi determinado pela absorbancia a 535 nm lida
em um leitor de microplacas. Os resultados foram apresentados como nmol / mg de

proteina.
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3.5.4 Atividade da enzima Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi realizada segundo Aebi (1984), utlizando um
espectrofotometro com controle de temperatura. Este método se baseia na reducdo
da absorbancia devido ao consumo de perodxido de hidrogénio a 240 nm pela acdo
da enzima catalase, em um meio de reacdo contendo 20 mM de H;O,, 10% de
Triton X-100 e tampéao fosfato de potassio 10 mM. Os resultados da atividade foram

apresentados como nmol . min™. mg de proteina .

3.5.5 Atividade da enzima Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi determinada pelo método de Wendel (1981) que utiliza o
peréxido de terbutila como substrato da reacédo, ocorrendo a oxidag¢do da glutationa
reduzida (GSH) pela GPx gerando glutationa oxidada (GSSG), que € convertida em
GSH pela glutationa redutase, consumindo nessa reacdo uma molécula de NADPH,
a qual pode ser acompanhada em espectrofotometro a 340 nm. O meio de reacéo
foi composta por tampao K,HPO,4 50 mM, pH 7,0, EDTA 1 mM, glutationa redutase
0,1 U/ mL, GSH 1 mM, Azida Sédica 1 mM e NADPH 0,2 mM. A reacdo foi iniciada
com adicao de peréxido de terbutila 0,5 mM e acompanhada durante 3 minutos e 30
segundos utilizando um coeficiente de extincdo de NADPH = 6,22 x 10° mM™* ecm™.
Os resultados da atividade foram apresentados como nmol . min™. mg de proteina.

3.5.6 Atividade da enzima Super6xido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi adaptado de Bannister e Calabrese (1987) e determinada
pela inibicdo da auto-oxidagdo da adrenalina. Os volumes de 5, 10 e 15 pl foram
retirados do homogenato tecidual e colocados em placas de 96 pocos, a qual 5 ul de
catalase (0,0024 mg / mL de agua destilada), tampé&o de glicina 175-185 pl (0,75 ¢
em 200 ml de 4gua destilada a 32 °C, pH 10,2) e 5 pl adrenalina (60 mM em agua
destilada + 15 ml / ml de HCI) foram adicionados. As leituras foram realizadas

espectrofotometricamente (480 nm) em leitor de microplacas a temperatura
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ambiente durante 20 minutos com leitura de 40 em 40 segundos. Os resultados da

atividade foram apresentados como nmol . min™. mg de proteina.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Uma vez o animal inserido no protocolo, o peso corporal, niumero de erros cometidos
em cada sessdo e o tempo gasto em cada braco foram registrados durante todo o

treinamento e na semana de inalacado direta de crack ou inalacdo simulada.

Os pesos corporais dos animais foram registrados semanalmente ao longo do
protocolo experimental com o objetivo de que mantivessem entre 80 e 85% ajustado
ao crescimento. Os pesos corporais foram expressos como média em gramas e erro
padrdo da média (e.p.m.). Foi utilizada analise de variancia (ANOVA) de uma via

para medidas repetidas seguida de post-hoc de Tukey.

O desempenho dos animais na fase de aquisi¢éo de tarefa no LR-8 antes (fase 1V) e
depois da introducao do retardo de cinco segundos (fase V) foi avaliado pela anélise
dos erros cometidos nas dez e seis Ultimas sessdes de treinamento,
respectivamente. Os erros foram definidos como a repeticdo de bracos ja visitados
em uma mesma sessao de treinamento e foram apresentados na forma de média de
erros + erro padrdo da média (e.p.m). A analise de tempo gasto em cada braco foi
avaliada pela relacdo entre o tempo total de permanéncia no LR-8 (em segundos) e
0 numero de bracos visitados naquela sesséo, e foram também representados pela
média de tempo (em segundos) + erro padrdo da média (e.p.m). Para todas essas
andlises foi empregada andlise de variancia (ANOVA) de uma via para medidas
repetidas, seguida do teste de Tukey. Ainda, utilizou-se uma analise de regressao

linear para verificar se houve uma diminuicdo progressiva ho nimero de erros.

Nos grupos CK e sham foram considerados o numero de erros cometidos e o tempo
gasto em cada braco ap0s inalacdo ativa ou simulada, tanto no pré- quanto no pos-

retardo de 1 hora, apresentados na forma de média de erros + erro padréo da média
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(e.p.m). No caso da existéncia de somente dois grupos experimentais, para essas

analises foi utilizado o teste t de Student para amostras independentes.

Para avaliacdo da concentracdo de AOPP (umol / mg de proteina) foi utilizado o
teste t de Student para amostras independentes para localizacdo das diferencas
estatisticamente significantes nas trés areas cerebrais estudadas (CPF, HPC e
EST). O mesmo foi realizado para a andlise da formacdo de lipoperoxidos pela
medida de TBA-RS (nmol / mg de proteina) e para as atividades das enzimas
antioxidantes SOD, GPx e CAT (nmol . min™. mg de proteina). Os dados foram

apresentados na forma de média + erro padrdo da média (e.p.m).

Para todas as analises foi empregado um nivel de significancia para p < 0,05. O
software SPSS 20.0 (Inc, EUA) e o software Graphpad Prism 7.0 (La Jolla, CA
92037, EUA) foram utilizados para as analises estatisticas e representacdes

graficas, respectivamente.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DOS PESOS CORPORAIS

No inicio do treinamento e semanalmente os animais foram pesados ao longo das
cinco fases de treinamento no LR-8 a fim de que 0s mesmos mantivessem um peso

corporal no minimo entre 80 a 85% do peso inicial.

A ANOVA de uma via para medidas repetidas detectou diferencas significantes ao
longo das fases [F(5,120) = 71,41; p < 0,0001]. A aplicacdo do teste de Tukey
revelou que, em relagcdo ao peso inicial, 0 peso corporal dos animais diminuiu
significativamente na primeira fase (p < 0,0001), porém sem ultrapassar o limite
inferior de 85% do peso inicial. Esta diminuicdo se deve a privacado parcial de
alimentos que se realiza durante o periodo de treinamento. Porém, na fase IV, a
meédia do peso dos animais foi superior a primeira semana (P < 0,01), fato esperado,
pois esta de acordo com a curva natural de crescimento dos animais apés o periodo

de privacdo alimentar. A figura 18 ilustra estes resultados.

PESOS CORPORAIS
400+
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Figura 18. Média dos pesos corporais (g) £ e.p.m. dos animais nas fases de treinamento (n = 25). **
p < 0,01, ** p < 0,0001 comparado ao peso inicial pela ANOVA de uma via para medidas repetidas
com post-hoc de Tukey.
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4.2 EXPERIMENTO COMPORTAMENTAL

4.2.1 Aquisicao de tarefa — antes da introducédo do retardo de 5

segundos

Os animais utilizados nesse estudo (n = 25) apresentaram melhora gradativa do
desempenho no LR-8 ao longo das sessdes, representada por uma diminuicao
gradativa no nimero de erros ao longo de dez sessdes de treinamento, atingindo o
critério de aprendizagem pré-estabelecido, de 0 a 1 erro por sessao ao longo de trés

sessdes consecutivas.

A analise de regressao linear também demonstrou uma diminuicdo progressiva do
namero de erros ao longo das sessfes de treinamento, atingindo o critério pré-
estabelecido para aprendizagem [F(1,8) = 51,94; y = -0,2887x + 3,448; r = 0,8665; p
< 0,0001] (Figura 19).

A ANOVA de uma via para medidas repetidas detectou diferencas estatisticamente
significantes na comparacao do numero de erros cometidos pelos animais ao longo
das sessOes de treinamento [F(9,22) = 14,55; r = 0,3774; p < 0,0001]. De um modo
geral, o teste de Tukey mostrou que 0s animais apresentaram significantemente (p <
0,0001) menor numero de erros nas trés dltimas sessfes quando comparadas as
sessbes 1, 2 e 6 (Figura 19). Este resultado é consistente com a melhora do
desempenho dos animais no labirinto radial, fato esperado durante o processo de

aprendizagem.
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Figura 19. Média de erros * e.p.m. nas 10 Ultimas sessdes de treinamento na fase IV (aprendizagem)
no LR-8 (n = 25). +++ p < 0,0001 (Analise de regressao linear). *** p < 0,0001 comparada as sessdes
1, 2 e 6 (ANOVA de uma via para medidas repetidas, seguida do Teste de Tukey).

O tempo gasto em cada braco visitado na fase de aquisicdo da tarefa antes do
intervalo de retencdo de 5 segundos (fase IV) estd demonstrado na tabela 1. A
ANOVA de uma via para medidas repetidas n&o detectou diferencas
estatisticamente significantes no tempo gasto em cada braco visitado nas ultimas 10

sessoes de treinamento.

Tabela 1. Média do tempo gasto (segundos) + e.p.m em cada brac¢o visitado nas 10 Ultimas sessfes
de treinamento na fase IV (aprendizagem) no LR-8 (n = 25)

Tempo gasto em cada braco (média em segundos + e.p.m.)

Sessodes Média + e.p.m. Sessodes Média + e.p.m.
1 16,6 + 2,7 6 144+1,6
2 13,4+1,6 7 148+19
3 149+ 3,2 8 121+1,0
4 11,6 +1,0 9 13,3+1/4
5 175+4,6 10 143+2.2
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4.2.2 Aquisicdo de tarefa — apo6s a introducdo do retardo de 5

segundos

Na fase V, ainda para a aquisicdo da tarefa no LR-8, porém com a introducdo dos
retardos de 5 segundos, 0s animais apresentaram, no pré e no pos-retardo, bom
desempenho (0 a 1 erro) nas ultimas trés sessdes de treinamento, que € pré-
requisito para o aprendizado nesta fase. A analise de regressao linear demonstrou
que houve diminuicdo progressiva do numero de erros no pos-retardo [F(1,4) =
27,17; y = -0,3566x + 2,1947; r = 0,8717; p = 0,0065] no decorrer das seis sessoes

de treinamento (Figura 19).

A ANOVA de uma via para medidas repetidas, detectou a existéncia de diferencas
estatisticamente significantes entre as sessdes de treinamento da fase V [F(5,12) =
21,62; r = 0,4739; p < 0,0001]. A média de erros cometidos nas sessdes 4, 5 e 6 foi
significativamente menor (p < 0,0001) quando comparadas as sessbes 1, 2 e 3
(Teste de Tukey) (Figura 20).

Retardo 5 segundos
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Figura 20. Média de erros + e.p.m. dos animais antes (pré-retardo) e apés (pés-retardo) o retardo de
5 segundos nas sessdes de treinamento da fase V para aquisi¢céo das tarefas no LR-8 (n = 25). +++ p
< 0,05 (Analise de regresséo linear) *** p < 0,0001 comparada com as sessdes 1,2 e 3 (ANOVA de 1
via para medidas repetidas, seguida do Teste de Tukey).

Na andlise do tempo gasto em cada braco, foram encontradas diferencas
estatisticamente significantes neste parametro apenas para o desempenho do pré-

retardo de 5 segundos no decorrer das seis sessdes de treinamento. A ANOVA de
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uma via para medidas repetidas detectou diferencas estatisticamente significantes
[F(5,12) = 6,24; r = 0,2063; p < 0,0001] entre as sessOes de treinamento. O Teste de
Tukey para comparacdes multiplas demonstrou que o tempo gasto em cada braco
foi significativamente menor no pré-retardo nas sessdes 4, 5 e 6 quando
comparadas a sessao 1 (p < 0,0001), demonstrando que ha uma reducdo no tempo
de desempenho no decorrer do treinamento (Tabela 2).

Tabela 2. Média do tempo gasto (segundos) + e.p.m. pelos animais em cada braco visitado no pré e
pos-retardo de 5 segundos nas Ultimas seis sessdes de treinamento na fase V (n = 25).

Tempo gasto em cada braco (média em segundos * e.p.m.)

Sessdes Pré-retardo Pdés-retardo
1 22,7+27 223+28
2 16,9+ 1,8 16,2 £ 0,9
3 12,2+ 0,9 16,2+ 2,4
4 11,6 +25" 17,3+2,9
5 125+26 20,6 £ 4,5
6 11,9+20 19,7 3,3

*** n < 0,0001 quando comparado a sesséo 1 de treinamento pelo teste de Tukey

Ambos os resultados sugerem aquisicao satisfatéria da tarefa ap6s a introducéo do

retardo de 5 segundos.

4.3 DESEMPENHO COMPORTAMENTAL (RETARDO 1 HORA)

O desempenho dos animais na realizacao dos testes com retardos de 1 hora no LR-
8, apos terem sido submetidos a inalacdo direta de crack (grupo CK) ou inalacéo
simulada (grupo sham) pode ser observado na figura 21. A andlise do desempenho
foi feita com base no niumero de erros cometidos pelo animal em cada sesséo de

teste.

O teste de t de Student para amostras independentes detectou diferencas

significantes (p < 0,01) entre os grupos no desempenho dos animais no pés-retardo.
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Animais submetidos ao protocolo de inalacdo de crack por um periodo de cinco dias
apresentaram um maior niumero de erros no LR-8 no pdés-retardo de 1 hora quando

comparados ao grupo sham.
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Figura 21. Efeito da inalacdo de crack (CK, n = 13) e da simulacdo (sham, n = 12), sobre o
desempenho (média de erros + e.p.m.) antes (pré-retardo) e apds (pos-retardo) os retardo de 1 hora
de animais desempenhando tarefas no LR-8. ** p < 0.01 comparado ao grupo sham (teste t de
Student)

O tempo gasto em cada braco antes e apos o retardo de 1 hora esta representado
na Tabela 3. O teste de t de Student para amostras independentes, nao identificou
diferencas estatisticamente significantes entre os tempos em cada tratamento tanto

no pré- quanto no pés-retardo de 1 hora.

Tabela 3. Média do tempo gasto (segundos) + e.p.m. em cada brago visitado pelos animais
submetidos a inalagé@o do crack (CK, n = 13) ou inalagdo simulada (Sham, n = 12) antes (pré-retardo)
e apos (pbs-retardo) o retardo de 1 hora no LR-8.

Retardo 1 hora

Tempo gasto em cada brago (média em segundos * e.p.m.)

Grupos Pré-retardo PoOs-retardo
Sham 26,4+£9,9 14,7 £ 3,9
CK 28,1+9,8 18,1+54
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4.4 QUANTIFICACAO DE AEME, COCAINA E SEUS METABOLITOS

Imediatamente apds a ultima sesséo de inalacdo, os 13 animais do grupo CK foram
anestesiados e amostras de sangue intracardiaco foram coletadas com o objetivo de
avaliar as concentracdes de AEME, cocaina e seus metabdlitos. Foram analisados o
sangue de todos os animais separadamente. A quantificagdo realizada por GC-MS
mostrou 22,9 + 2,9 ng/mL de AEME no sangue dos animais expostos ao crack

(média £ e.p.m.), mas nao foi possivel quantificar cocaina e seus metabdlitos.

4.5 ANALISES BIOQUIMICAS

4.5.1 Determinacdo dos Produtos Avancados de Oxidacéao
Proteica (AOPP)

Foram avaliados os produtos avancados de oxidacdo proteica (AOPP) em

homogenato tecidual do CPF, HPC e EST. Os valores da concentracdo (média +

e.p.m.) de AOPP nas areas cerebrais estudadas estdo apresentados na figura 22:
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Figura 22. Efeito da inalacdo de crack sobre os niveis de produtos avancados de oxidagdo proteica
(AOPP) no cortex pré-frontal (CPF), hipocampo (HPC) e estriado (EST) de ratos dos grupos sham e
crack (CK) (n = 7 por grupo). Os dados expressos em pmol / mg de proteina (média + e.p.m). *** p <
0,001 comparado ao grupo sham (teste t de Student).

O teste t de Student para amostras independentes né&o identificou diferencas
estatisticamente significantes no CPF e HPC entre os grupos sham e CK. Entretanto

foram observadas diferencas estatisticas na concentracdo de produtos avancados
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de oxidacédo proteica do EST. O teste demonstrou que a concentragcdao de AOPP no
EST de animais que receberam inalacao direta de crack foi significantemente maior

(p < 0,001) do que no grupo sham.

4.5.2 Ensaio de Espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS)

A formacéo de lipoperoxidos foi analisada pela medida de substancias reativas ao

acido tiobarbiturico (TBA-RS) em homogenato tecidual do CPF, HPC e EST (Figura
23).
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Figura 23. Efeito da inalac&o de crack sobre os niveis das substéncias reativas ao acido tiobarbitirico
(TBA-RS) no cortex pré-frontal (CPF), hipocampo (HPC) e estriado (EST) de ratos dos grupos sham e
crack (CK) (n = 7 por grupo). Os dados expressos em nmol / mg de proteina (média + e.p.m).* p <
0,05 comparado ao grupo sham (teste t de Student).

Na andlise de concentracdo (média + e.p.m.) das substancias reativas ao &cido
tiobarbitdrico (TBA-RS), foi observada que ela foi menor (p < 0,05) no grupo CK
gquando comparado ao grupo sham no HPC (teste t de Student para amostras
independentes). Nas demais estruturas cerebrais ndo foram observadas nenhuma

diferenca significante entre os grupos.

45.3 Atividade das enzimas antioxidantes: Catalase (CAT),

Glutationa Peroxidase (GPx) e Superdoxido Dismutase (SOD)

A figura 24 contém as meédias + e.p.m. da atividade das enzimas antioxidantes CAT,
GPx e SOD nas regides do CPF, HPC e EST de ratos.
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Figura 24. Atividade das enzimas (média + e.p.m.) Catalase (A), Glutationa Peroxidase (B) e
Superoéxido Dismutase (C) no cortex pré-frontal (CPF), hipocampo (HPC) e estriado (EST) de ratos
dos grupos sham e crack (CK) (n = 5-6 por grupo). Os dados expressos em nmol . min-1. mg de
proteina (média + e.p.m).* p < 0,05 comparado ao grupo sham (teste t de Student).

Na andlise da atividade das enzimas, foi observada que a atividade da enzima SOD
foi maior (p < 0,05) no grupo CK quando comparado ao grupo sham no EST (teste t
de Student para amostras independentes). O teste t de Student ndo detectou

diferengas significantes na atividade das enzimas CAT e GPx nas areas estudadas
nos grupos CK e sham.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou importantes resultados em relacdo aos efeitos da
inalacdo direta de crack em ratos. Os animais apresentaram aquisicdo de tarefa
satisfatoria no LR-8, atingindo os critérios previamente estabelecidos. No entanto,
quando expostos a inalagdo repetida (5 dias) do crack (3 g/dia) houve um prejuizo
significativo na memaria operacional espacial de longa duracéo (retardo de 1 hora
no LR-8), bem como alteracdes nos parametros bioquimicos de estresse oxidativo.
Em relacdo aos parametros bioquimicos, observamos que a exposi¢do por cinco
dias ao crack promoveu uma diminui¢ao significativa nos niveis de TBA-RS no HPC.
Além disso, avaliamos o dano a proteina e observamos um aumento nos niveis de

AOPP e aumento da atividade da SOD no EST dos animais tratados.

Um numero crescente de drogas de abuso de origem ilicita, como o caso do crack
vem se tornando cada vez mais difundido entre a populacdo, contribuindo com a
violéncia e a miséria. No mundo o consumo de cocaina se manteve estavel durante
os Gltimos anos, com uma prevaléncia ao redor de 0,3 a 0,4% (MEGARBANE;
CHEVILLARD, 2013). No Brasil, de 2001 para 2005, resultados de levantamentos
domiciliares sobre uso de drogas demonstraram que houve aumento nos relatos de
uso na vida de alcool, tabaco, maconha, solventes, benzodiazepinicos, cocaina,
estimulantes, esteroides, alucinégenos e crack; e diminuicdo do uso de agentes
anticolinérgicos (CARLINI; GALDUROZ, 2006).

Dados do | e do Il Levantamento Domiciliar sobre o Uso de Drogas Psicotrépicas no
Brasil, demonstraram que 0,4% (2001) e 0,9% (2005) dos entrevistados usavam
cocaina em po na regido Sudeste. Essa tendéncia também foi verificada em outras
regifes do pais (CARLINI; GALDUROZ, 2006; CARLINI et al., 2002). Além disso, o |I
Levantamento Nacional de Alcool e drogas revela que a prevaléncia do uso de crack
nos ultimos 12 meses na populacédo adulta brasileira era de 0,7% - representando
mais de 800 mil brasileiros (LARANJEIRA; MADRUGA, 2014). Outro levantamento
sobre o consumo de drogas psicotropicas entre estudantes demonstrou que 0,7%
dos entrevistados usavam crack, e o consumo de cocaina em poé teve um aumento
de 2,0 para 2,8% de 2004 para 2010 (CARLINI et al., 2010).
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Infelizmente, o Brasil € o pais do continente sul americano que apresenta 0 maior
namero de usuarios de cocaina, aproximadamente 900 mil do total (WORLD DRUG
REPORT, 2011), e este nUmero vem apresentando um aumento, principalmente das
formas mais acessiveis, como o crack, o qual é seis vezes mais potente e com maior
potencial em causar dependéncia que a cocaina em pé, sendo considerada uma das

drogas mais devastadoras (PIRES et al., 2012).

Sabe-se que, ao fumar o crack, o usuario fica exposto, além da cocaina, ao seu
produto de pirdlise, a AEME (WOOD et al., 1996), que é altamente neurotoxica. A
partir da nossa analise pelo GC-MS foi encontrado somente a presenca de AEME
contrastando com os resultados de He et al., (2006). Essa diferenca esta
relacionada principalmente com a origem da droga, visto que a droga utilizada por
He et al., (2006) foi produzida no laboratoério pelos préprios autores. O crack utilizado
no presente estudo foi apreendido do trafico de drogas pela policia civil, ou seja,
trabalhamos com uma pedra de crack com concentracdo baixa de cocaina (26%),
mas que mimetiza realmente a qualidade da droga usada pelos usuérios. Portanto,
devido a baixa concentracdo de cocaina na pedra e a presenca somente da AEME
na andlise do sangue, acreditamos que os efeitos observados na avaliacdo da
memoria operacional e nos parametros de estresse oxidativo possam ser mais
decorrentes da acdo da AEME, ainda que ndo possamos descartar totalmente a
atuacdo do principio ativo, a cocaina, embora ndo tenhamos detectado nas

amostras sangu ineas.

Nosso estudo foi o primeiro a realizar o teste de memoéria operacional espacial de
longa duracdo em ratos expostos a inalacdo repetida do crack. Todos os estudos
sobre uso de crack e avaliacdo de memdria encontrados na literatura sdo em
humanos, ndo havendo estudos que tenham relatado este efeito sobre a memoéria
operacional de animais no LR-8. Este paradigma comportamental tem sido
sucessivamente utilizado em diferentes estudos relacionados ao uso de drogas,
incluindo os realizados em nosso laboratorio investigando os efeitos de outras
drogas psicoativas como o A’-tetrahidrocanabinol (A°-THC) (NAKAMURA et al.,
1991; SILVA DE MELO et al., 2005), o diazepam (NAKAMURA-PALACIOS;
ROELKE, 1997) e o alcool (DE OLIVEIRA; NAKAMURA-PALACIOS, 2003).
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Goldman-Rakic (1995) propds que o CPF era essencial para a memoria operacional
e estudos usando o LR-8 sugerem um envolvimento de regiées do CPF na memoria
operacional espacial (TAYLOR; LATIMER; WINN, 2003) e na organizacdo da
informagao espacial recentemente adquirida (SEAMANS; FLORESCO; PHILLIPS,
1995). No entanto, a memodria operacional ndo é executada apenas no cortex, mas
emerge da interacdo entre areas corticais e subcorticais (FLORESCO; SEAMANS;
PHILLIPS, 1997; KOPEC et al., 2015).

Ha explicacdes sugerindo uma interacdo funcional entre o CPF e HPC (FLORESCO;
SEAMANS; PHILLIPS, 1997; GOTO; GRACE, 2008; YOON et al., 2008). Nao é
surpreendente que o HPC e o CPF sejam anatomicamente relacionados,
considerando a funcdo importante do HPC na memoria. Estudos investigaram o
papel do CPF e do HPC na memaria operacional e observaram que a inativacédo de
qualquer uma dessas duas estruturas reduz significativamente a precisdo da
memoria, ou seja, a interacdo das duas estruturas é necessaria para o desempenho
da memoria operacional (WANG; CAI, 2006, 2008; YOON et al., 2008).

Além do CPF e HPC, hé& evidéncias de um envolvimento do EST na aprendizagem e
na memoria (BONELLI; CUMMINGS, 2007; FLORESCO; SEAMANS; PHILLIPS,
1997; VOYTEK; KNIGHT, 2010). Esta estrutura parece estar envolvida
especificamente com o aprendizado motor e o0 estabelecimento de padrdes de
movimentos habituais (memodria de procedimentos) tal como a aquisicdo de
respostas sequenciais, como virar a esquerda ou a direita em labirintos (MYHRER,
2003; VOYTEK; KNIGHT, 2010). Com relacdo as tarefas espaciais com retardos,
resultados de Floresco et al., (1997) sugerem que as interacdes entre o CPF e o
EST ventral estdo envolvidas na transformacdo da memdria espacial, processada
pelos circuitos HPC-corticais, em uma sequéncia eficiente de respostas motoras

dirigidas a objetivos.

O HPC, o CPF e o EST formam circuitos neurais interconectados que podem estar
subjacentes a aspectos da cognicdo espacial e da memoéria (FLORESCO;
SEAMANS; PHILLIPS, 1997). Sabendo que a atividade associativa intacta do HPC-

CPF-EST é provavelmente necessaria para o aprendizado e a memoéria em todas as
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fases de treinamento no LR-8 e, levando em conta que especialmente a
neurotransmissao dopaminérgica influencia os processos de memdria operacional
(AULTMAN; MOGHADDAM, 2001; DUNNETT; WAREHAM; TORRES, 1990; ZAHRT
et al., 1997), os prejuizos da memoaria operacional espacial provocado pela inalacéo
do crack observados em nosso estudo, poderiam ser explicados pelo fato de que,
neste caso, a droga inalada pelos animais com desempenho 6étimo no LR-8,
prejudicou a homeostase do sistema dopaminérgico envolvido na memoria

operacional.

Trabalhos realizados com humanos revelam que o abuso de cocaina/crack esta
relacionado a déficits persistentes na funcédo cognitiva com baixo desempenho nas
funcdes executivas, nos testes de atencdo, memoaria verbal e visual, aprendizagem,
e em processos de controle e integracdo destinados a execucdo de um
comportamento. O substrato neuroanatdmico associado com estes comportamentos
€, provavelmente, o CPF (BOLLA; ROTHMAN; CADET, 1999; CUNHA et al., 2004,
GOLDSTEIN et al., 2004; HOFF et al., 1996; MEYER et al., 2014). Em outro estudo,
foram observadas evidéncias de que usuéarios de cocaina mostram reducfes de
matéria cinzenta no HPC e CPF em comparacdo com adultos jovens saudaveis
(ERSCHE et al., 2013). Sanvicente-Vieira et al., (2016) mostraram que a memaria
operacional de usuarios jovens com dependéncia a cocaina/crack, exibiram quase o
mesmo desempenho de participantes com mais de 60 anos, demonstrando um

déficit na memdéria operacional desses individuos.

George et al., (2008) observaram que animais que foram submetidos a um protocolo
de autoadministracdo de cocaina tiveram prejuizos em tarefas de memoria
operacional apés ingestao crbénica de cocaina. Além disso, 0s prejuizos da memoria
operacional foram positivamente correlacionados com uma diminui¢cdo da densidade
de neurénios e oligodendrdcitos (células responsaveis pela formacdo e manutencéo
das bainhas de mielina dos axénios) no CPF dorsomedial e orbitofrontal.
Considerando o papel do CPF no comportamento dirigido a um objetivo, as
disfuncbes observadas nessa estrutura podem exacerbar a perda de controle
associada ao aumento do uso de drogas e facilitar a progressdo para a
dependéncia. Em outro estudo com autoadministracdo de cocaina em ratos, foi

observado que a cocaina, além das mudancas que produz no sistema de
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recompensa, se consumidas em altas doses, pode atenuar a produgdo e
desenvolvimento de novos neurbnios no HPC, e reduzir a memoria operacional, o
que, por sua vez, leva a uma reducdo no desempenho cognitivo (SUDAI et al.,
2011).

Segundo Goldstein e Volkow (2011), uma hipétese para a piora ho desempenho de
tarefas relacionadas com o CPF, esta associada a um padrdo emergente de
disfuncdo generalizada no CPF em individuos dependentes de substancias
psicoativas. Além disso, sabe-se que prejuizo das func¢des cognitivas frontais em
usuarios cronicos de drogas ocorre devido a uma reducdo na atividade

dopaminérgica, incluindo regides corticais e estriatais (VOLKOW et al., 1997).

A DA possui uma influéncia vital nas funcdes de memdria operacional espacial no
CPF, o qual tem uma intensa inervacdo dopaminérgica, com predominancia de
receptores do tipo D3, quando comparados com a presenca de receptores D, e, que
uma atividade excessiva dos receptores do tipo D; é prejudicial para a memoria
operacional (GASPAR; BLOCH; MOINE, 1995; ZAHRT et al., 1997). Brozoski et al.,
(1979), foi o primeiro a relatar sobre a importancia da estimulacdo dos receptores
dopaminérgicos sobre as funcbes de memoria operacional espacial modulada pelo
CPF, o qual observou que a deplecdo de DA na area dorsolateral do CPF em

macacos prejudicava o desempenho da memoria operacional espacial.

O uso crbnico de cocaina parece levar a desregulacdo do sistema dopaminérgico
(HOU et al., 2014). Embora a cocaina seja capaz de inibir a reabsorcdo de DA,
noradrenalina e serotonina, acredita-se que seu poderoso efeito seja decorrente de
suas acgdes no transportador de DA nos terminais neuronais, causando um aumento
na concentracdo da DA (GOWRISHANKAR; HAHN; BLAKELY, 2014; MARTIN et al.,
2011).

As concentragdes excessivas de DA podem ser neurotoxicas (GANDHI et al., 2012).
Acredita-se que a toxicidade da DA é devida a formacéo de ERO resultantes do seu
metabolismo (por auto-oxidacdo ou por acdo da monoamina-oxidase), levando ao
estresse oxidativo (BANERJEE et al.,, 2014) e posteriormente a apoptose. A

monoamina-oxidase catalisa a conversdo de DA em Acido 3,4-di-hidroxifenilacético
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(DOPAC) e H,0,, os quais podem reagir com ions de metais de transicao, e assim
obter o radical hidroxila (-OH) altamente toxico (CAUDLE et al., 2007; GONZALEZ-
HERNANDE?Z et al., 2004). Por outro lado, a auto-oxidacio da DA pode ocorrer no
meio extracelular, levando & geracdo de O?- e quinonas téxicas (BANERJEE et al.,
2014). Ainda, o O%- reage com 0 6xido nitrico, um produto da oxidac&o da arginina
pela sintase do 6xido nitrico neuronal, formando o ONOO™ altamente toxico (CADET;
BRANNOCK, 1998). Estudos mostraram que essa depuracdo da DA causa estresse
celular e danos as células do cérebro (HASTINGS, 1995; HERMIDA-AMEIJEIRAS et
al., 2004; HUANG et al.,, 2009). Além disso, existem estudos que relacionam
prejuizos de aprendizagem e memoria ao estresse oxidativo no sistema nervoso
central (BASHKATOVA et al., 2005; GONENC et al., 2005; POMIERNY-CHAMIOLO
et al., 2013; SUDAI et al., 2011).

A cocaina promove o0 estresse oxidativo em &reas especificas intimamente
envolvidas nos circuitos de dependéncia como NAc, CPF, HPC e EST causando
prejuizos na aprendizagem e memoria (JANG et al., 2015; MACEDO et al., 2010;
MURIACH et al., 2010). Macédo et al., (2010) constataram que administracdo de
altas doses de cocaina levou a dano oxidativo e morte neuronal e concluiram que
este dano pode estar envolvido com aumento de ERO em &reas relacionadas aos
efeitos da cocaina no cérebro. Além desses citados, outros estudos destacam que a
cocaina produz estresse oxidativo no sistema nervoso central (DIETRICH et al.,
2005; FINESCHI et al., 2001; GONENC et al., 2005). Entretanto, pouco se sabe
sobre o uso do crack, visto que o produto da pirélise da cocaina, a AEME, chama
atencao devido a sua neurotoxicidade. Garcia et al., (2012) demonstrou, por meio de
ensaios de viabilidade celular utilizando cultura de células hipocampais de ratos, que
a AEME apresenta maior potencial neurotéxico do que a propria cocaina. Nosso
estudo € o primeiro a avaliar parametros de estresse oxidativo em areas cerebrais

de roedores apo0s inalacdo direta de crack.

O presente estudo centrou-se na avaliacdo da peroxidacdo lipidica, danos a
proteinas e nos mecanismos de defesa antioxidante. A exposi¢ao por cinco dias a 3
g de crack produziu alteracdes significativas no estado oxidativo. O ensaio de TBA-
RS, utilizado para avaliar a peroxidacdo lipidica, mostrou uma diminuicdo

significativa nos niveis de TBA-RS no HPC. Visto que esses animais apresentaram
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prejuizos na memoria operacional e sabendo que o CPF recebe inervacao direta do
HPC e o desempenho em tarefas espaciais de memoria operacional € geralmente
acometido apos lesGes dessa area (WANG; CAIl, 2006, 2008; YOON et al., 2008),
essa diminuicdo dos niveis de TBA-RS é possivelmente um indicativo de
recuperacdo cerebral, ou seja, uma resposta do cérebro para se recuperar do
estresse oxidativo que possivelmente causou um comprometimento da
conectividade entre o CPF e o HPC levando ao prejuizo da memadria observada no

grupo CK.

Resultado semelhante foi encontrado por outro estudo, conduzido por Pomierny-
Chamioto et al., (2013), que demonstraram que ratos submetidos a sessdes de
autoadministracdo de cocaina também tiveram niveis diminuidos de TBA-RS no
HPC. O mesmo observou um aumento da atividade da SOD nessa area e atribuiu
esses niveis diminuidos de TBA-RS a uma resposta adaptativa do sistema de
defesa antioxidante, o que n&do pdde ser observado com nosso protocolo de inalacéo
de crack. Em estudo com usuarios de crack foi encontrado uma correlagdo inversa
entre os niveis de fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e TBA-RS no
sangue (SORDI et al., 2014). Sordi et al., (2014), concluiram que, enguanto o0s niveis
de BDNF aumentam no cérebro desses individuos, o nivel de TBA-RS diminui, o que
seria capaz de representar que usuarios poderiam superar 0 estresse oxidativo e

melhorar a plasticidade cerebral.

Ainda, avaliamos o dano a proteina através da mensuracao dos produtos avancados
de oxidacao proteica, que sdo formados durante o estresse oxidativo pela reacédo de
proteinas plasmaticas com oxidantes clorados, e observamos um aumento de AOPP
no EST dos animais tratados. Esse resultado mostra um dano proteico mediado por
oxidacdo. Esse quadro de oxidacdo proteica no EST pode estar envolvido nas
alteracdes da memoaria operacional espacial nos animais, observado pelo teste no
LR-8, uma vez que o EST recebe intensa inervagdo dopaminérgica (GRUETER;
ROTHWELL; MALENKA, 2012), sendo, portanto, possivelmente mais suscetivel a
auto-oxidacéo da DA que causa aumento de ERO e danos as células.

Dados mostram que a locomocdo exploratéria dirigida a um objetivo que nédo é

dependente do conhecimento previamente adquirido sobre a localizacdo dos
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alimentos, é facilitado por uma rede subcortical ligando o HPC ao EST ventral
(FLORESCO; SEAMANS; PHILLIPS, 1997). Essa conexdo entre HPC e EST pode
ter sido prejudicada visto que, observamos estresse oxidativo nessas areas
cerebrais envolvidas na memoria operacional. Ao mesmo tempo ocorreu um
aumento da atividade da SOD no EST, enzima considerada a primeira linha de
defesa contra o estresse oxidativo e responsavel por eliminar os anios O%.
(DIETRICH et al., 2005), comprovando que houve um aumento de ERO nessa

estrutura.

Nossos resultados mostraram que ndo houve aumento significativo da atividade das
enzimas antioxidantes CAT e GPx, e também nédo observamos diferencas de AOPP
no HPC e CPF, e nos niveis de TBA-RS no EST e CPF. Vale ressaltar que a pedra
de crack utilizada no presente trabalho apresentava baixa concentracdo de cocaina
(26%) comparada a usada em outros trabalhos (AREAL et al., 2015; HE; LIDOW,
LIDOW, 2006; HUEZA et al., 2016). Porém, isso retrata a qualidade da droga que
tem circulado no Brasil, a qual pode ter sofrido alteracbes fisicas e quimicas,
consequente da adicdo de diluentes, levando a preparagdes impuras, que podem
resultar em mudanga na cor, consisténcia, tamanho e efeitos da droga (OLIVEIRA,;
NAPPO, 2008). Outro fator importante a ser destacado é em relacdo ao esquema de
administragao. No presente trabalho os animais foram expostos a 3 g de crack uma
vez ao dia ao longo de cinco dias, porém um estudo realizado por Guimaraes et al.,
(2008) constatou que a realidade de consumo por humanos, é em média de 11,57
pedras de crack por dia em varias tomadas, ou seja, em uma frequéncia e
guantidade proporcionalmente maiores. Esse foi um dos principais limitadores do
nosso estudo, uma vez que tivemos acesso a uma Unica pedra de crack, e por isso
ficamos restritos a usar apenas uma dose de 3 g/dia por um curto periodo (5 dias).
Por outro lado, independente do tempo de inalagdo e com um valor quatro vezes
menor de consumo comparado com humanos, conseguimos observar prejuizos na

memo©ria e alteragcfes bioquimicas.

Em resumo, analisando em conjunto os dados obtidos na avaliacdo da memdria
operacional e as informagdes encontradas na literatura, podemos inferir que apos
cinco dias de inalacdo diaria de crack os ratos apresentaram um prejuizo na

memoria operacional espacial de duracdo prolongada, demonstrando que o
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consumo de crack altera de maneira significativa a funcdo cognitiva de usuéarios da
droga. Frente aos resultados observados é possivel que o quadro de estresse
oxidativo observado no HPC e EST possa estar envolvido nas alteracbes da
memoria operacional espacial. Além disso, tanto os efeitos comportamentais quanto
as alteracBes bioquimicas provavelmente foram mediados pela AEME e a cocaina
em conjunto. Esses resultados reforcam que a dependéncia ao crack ndo pode ser

tratada da mesma forma que a dependéncia a cocaina em po.

No entanto, sS40 escassas as pesquisas sobre o crack e existem, ainda, muitas
guestdes nao respondidas a respeito da sua neurotoxicidade. Portanto, pesquisas
futuras utilizando, por exemplo, testes de neuroinflamacdo sdo necessarias para

compreender melhor sobre a neurotoxicidade dessa droga.
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6 CONCLUSOES

e Apo0s cinco dias de inalacdo diaria de 3 g de crack os ratos apresentaram um
prejuizo na memoria operacional espacial de duracéo prolongada, demonstrando
gue o consumo de crack altera de maneira significativa a funcdo cognitiva de

usuarios da droga.

e No HPC, a inalagéo induziu uma diminuicdo significativa nos niveis de TBA-RS,
sendo um indicativo de recuperacao cerebral, ou seja, uma resposta do cérebro
para se recuperar do estresse oxidativo que possivelmente causou um dano

nessa via levando ao prejuizo da memoria observada no grupo CK.

e No EST, observamos um aumento de AOPP nos animais tratados, sugerindo que
a depuracao da DA pela auto-oxidacdo pode estar causando, mais intensamente
no EST, um dano oxidativo nas proteinas, o que ndo péde ser observado nas
outras areas. Ao mesmo tempo ocorreu um aumento da atividade da SOD no

EST, comprovando que houve um aumento de ERO nessa estrutura.

e Frente aos resultados observados € possivel que o quadro de estresse oxidativo
observado no HPC e EST possa estar envolvido nas alteracbes da memoria
operacional espacial.

e Na&o houve aumento significativo da atividade das enzimas antioxidantes CAT e
GPx, e também nado observamos diferencas de AOPP no HPC e CPF, e TBA-RS
no EST e CPF, supostamente devido a baixa concentracdo de cocaina na pedra

de crack utilizada no presente trabalho.
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