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RESUMO

Nas ultimas décadas, a cocaina em sua forma fumada (crack) vem se tornando um grande
problema de salde puablica, devido ao seu baixo custo e a sua alta capacidade de causar
dependéncia aos usuarios. Ap6s a queima, os vapores do crack inalados sdo rapidamente
absorvidos e exercem efeitos estimulantes, que se dissipam ligeiramente - frequentemente
associado a comorbidades como ansiedade e depressdo. Além disso, a cocaina e seus derivados
atuam em vias glutamatérgicas, promovendo excitotoxicidade em regides diretamente ligadas
a génese das crises epilépticas, e em vias dopaminérgicas, atuando nos centros de prazer e que
estdo relacionados com o sistema recompensa do cérebro. A maior parte dos tratamentos
convencionais contra fissura e dependéncia da droga incluem ansioliticos e antidepressivos
tradicionais, farmacos com diversos efeitos indesejados, além do alto custo econémico. Plantas
medicinais tem sido tradicionalmente utilizadas por suas propriedades farmacolégicas, como é
0 caso do Citrus limon, descrito na literatura com atividades anti-inflamatorias,
anticonvulsivantes, neuroprotetoras, ansioliticas e hipndticas. Dessa forma, o presente trabalho
buscou desenvolver um protocolo de exposicdo de animais a fumaga do crack, com
caracterizacdo de seu efeito psicoestimulante, bem como verificar as alteragdes causadas pela
droga em testes animais de ansiedade, depressao e epilepsia; além de avaliar os efeitos do 6leo
essencial de Citrus limon em atenuar ou reverter essas alterac6es. Para isto, camundongos Swiss
adultos machos foram expostos individualmente ou coletivamente (méaximo 6 animais) a
fumaca do crack em aparato apropriado durante 5 dias consecutivos. Imediatamente apds a
exposicdo ou 72h apds a Ultima exposicao, os animais foram individualmente submetidos ao
teste do campo aberto (TCA). A anélise da atividade locomotora no TCA imediatamente apds
a exposicao individual confirmou o efeito psicoestimulante do crack, porém nenhuma alteracéo
nos parametros comportamentais relacionados a medo, ansiedade e depresséo foi observada nos
testes do labirinto em cruz elevado (LCE) e suspensdo pela cauda (TSC) 72h ap6s a Gltima
exposicao a droga. Em contrapartida, a exposi¢do coletiva dos animais a fumaca do crack, além
de promover o esperado efeito psicoestimulante no TCA, promoveu um efeito do tipo-
ansiogénico 72h apds a retirada da droga no LCE. O pré-tratamento com o 06leo essencial de
Citrus limon (OEL, 300mg/Kg, v.0.) bloqueou de maneira dose-dependente o efeito
psicoestimulante do crack no TCA. No modelo de crises convulsivas induzidas por pilocarpina,
0 OEL na mesma dose e via de administragdo foi capaz de desenvolver crises mais brandas,
quando comparado ao grupo sem pré-tratamento. Dessa forma, nossos dados demonstraram que
os protocolos desenvolvidos de exposicdo a fumaca do crack (individual ou coletivo) sédo
capazes de promover o efeito psicoestimulante da droga. Entretanto, somente o protocolo de
exposicdo coletiva permitiu associar a retirada da droga a alteragdes comportamentais
relacionadas com medo e ansiedade. Por fim, nossos resultados demonstraram que o OEL
bloqueou, de maneira dose-dependente, os efeitos psicoestimulantes do crack, indicando que o
OEL pode ser um adjuvante no tratamento para dependéncia quimica do crack. Entretanto, mais
estudos sao necessarios para confirmar esses resultados.

Palavras-chaves: Crack, ansiedade, depresséo, epilepsia, Citrus limon.
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ABSTRACT

In recent decades, cocaine in its smoked form (crack) is becoming a major rival of public health,
due to its low cost and its high ability to cause dependence users. After firing, the inhaled crack
vapors are rapidly absorbed and exert stimulatory effects that dissipate slightly - often
associated with comorbidities such as anxiety and depression. Furthermore, cocaine and its
derivatives act on glutamatergic pathways by promoting excitotoxicity in regions directly
related to the genesis of epileptic seizures, and dopaminergic pathways acting on the pleasure
centers and that are related to the reward system in the brain. The most conventional treatments
for craving and dependence on drugs include traditional antidepressants and anxiolytics, drugs
with various unwanted effects, and the high economic cost. Medicinal plants have traditionally
been used for its pharmacological properties, such as Citrus limon, described in the literature
with anti-inflammatory activity, anticonvulsive, neuroprotective, anxiolytic and hypnotic.
Thus, this study sought to develop a protocol of exposure of animals to smoke crack with his
characterization of psychostimulant effect and verify the changes caused by the drug in animal
tests of anxiety, depression and epilepsy; in addition to evaluating the effects of the essential
oil of Citrus limon to mitigate or reverse these changes. For this, Swiss mice adult males were
exposed individually or collectively (maximum 6 animals) to smoke crack in suitable apparatus
for 5 consecutive days. Immediately after exposure and 72 hours after the last exposure, animals
were individually subjected to the open field test (OF). The analysis of locomotor activity in
the OF immediately after individual exposure confirmed the psychostimulant effects of crack,
but no change in behavioral parameters related to fear, anxiety and depression was observed in
the elevated plus maze (EPM) and tail suspension tests (TST) 72 hours after the last exposure
to the drug. In contrast, the collective exposure of animals to smoke crack in addition to promote
the expected psychostimulant effect on OF, promoted an effect-type anxiogenic 72 hours after
withdrawal of the drug in the EPM. Pretreatment with the Citrus limon essential oil (CLEO,
300mg/kg, orally) blocked in a dose-dependent manner the psychostimulant effect of crack in
OF. In the model of seizures induced by pilocarpine, the CLEO at the same dose and route of
administration was able to develop milder crises, when compared to the group without
pretreatment. Thus, our data showed that the protocols developed from exposure to smoke crack
(individual or collective) are able to promote the psychostimulant effects of the drug. However,
only the protocol group exhibition allowed to associate with drug withdrawal behavioral
changes associated with fear and anxiety. Finally, our results demonstrated that the CLEO
blocked in a dose-dependent manner, the psychoactive effects of crack, indicating that the
CLEO may be an adjunct in the treatment of addiction crack. However, more studies are needed
to confirm these results.

Keywords: Crack, anxiety, depression, epilepsy, Citrus limon
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1.1. EPIDEMIOLOGIA DA COCAINA NO BRASIL E NO MUNDO

No Brasil, o crescente uso de drogas psicoativas tem se tornado um problema emergente
devido as dificuldades de controle e a falta de politicas sociais direcionadas aos dependentes
quimicos. Atualmente, o Brasil ocupa o posto de segundo maior consumidor de crack/cocaina
no mundo (Figura 1). Infelizmente, dados da Organizacao Mundial de Saide (OMS) em relacao
ao Brasil ndo séo animadores, pois ndo se observa diminuic¢éo na taxa de prevaléncia do uso de

cocaina nos paises em desenvolvimento, diferentemente dos paises desenvolvidos.

Figura 1 - Consumidores de crack/cocaina no mundo (2011)
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Fonte: Adaptado de Il LENAD
Nota: disponivel em: http://prattein.com.br/home/images/stories/Saude/Pesqu-LENAD _drogas.pdf

O Il Levantamento Nacional de Alcool e Drogas (LENAD) do Instituto Nacional de
Politicas Publicas do Alcool e Outras Drogas da Universidade Federal de Sdo Paulo
(UNIFESP), realizado entre 2011 e 2012 demonstrou que cerca de 4% da populacdo adulta
brasileira (aproximadamente 6 milhdes) e 3% da populacéo de adolescentes ja haviam utilizado
cocaina pelo menos uma vez ao longo da vida. Nesse universo, mais de 5,4 milhdes de pessoas
(4% de adultos e 2% de adolescentes) utilizaram cocaina via intranasal e quase 2 milhdes (1,4%
de adultos e 1% de adolescentes) utilizaram cocaina na forma fumada: crack, merla ou oxi
(Figura 2).
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Figura 2 - Prevaléncia do consumo de cocaina via intranasal ou fumada ao longo da vida e no

ultimo ano
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Fonte: Adaptado de Il LENAD
Nota: disponivel em: http://prattein.com.br/home/images/stories/Saude/Pesqu-LENAD _drogas.pdf

1.2. COCAINA: ASPECTOS QUIMICOS

A cocaina (figura 3) geralmente se apresenta na forma de cloridrato, um p6 branco e
fino obtido por meio de procedimento quimico (figura 4) a partir das folhas do género
Erythroxylon — geralmente a espécie Erythroxylon coca, podendo ser inalado ou dissolvido em
agua e injetado via intravenosa (HAIM et al., 1995). No entanto, o cloridrato apresenta a
desvantagem de exigir um alto custo de purificacdo, além de sofrer decomposi¢cdo em
temperatura de volatilizacdo (PASSAGLI, 2009; OLIVEIRA et al., 2009). Baseado nisso,
meios alternativos de adulteracdo tem sido desenvolvidos e empregados no mercado ilicito com
0 objetivo de baratear a droga. Eles vao desde a associa¢do da cocaina com substancias como
giz, p6 de marmore e talco; até a busca por novas vias de administracao e desenvolvimento de
subprodutos, como € o caso do crack (HAIM et al., 1995; JATLOW, 1987; COSTA-LEITE e
ANDRADE, 1999).

Figura 3 - Estrutura quimica da cocaina (benzoilmetilecgonina)
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Fonte: About education - Chemical Structures Starting with the Letter B

Nota: disponivel em: http://f.tgn.com/y/chemistry/1/S/o/B/1/Cocaine.jpg
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Figura 4 - Esquema de producéo do cloridrato de cocaina
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Fonte: Autora, 2015.

O crack (figura 5) é preparado geralmente a partir da dissolucéo de pasta base de cocaina
em solucéo alcalina (bicarbonato de sddio), a qual origina pedras apds a evaporacao do solvente,
alterando as propriedades quimicas e recebendo este nome devido ao som que o cristal emite
quando aquecido (Conselho Nacional de Justi¢a, 2011; ETTINGER e ALBIN, 1989; HAIM et
al., 1995; MELECA et al., 1997).

Figura 5 - Cristal de crack (“pedra”)

.‘(
Fonte: Jornal Capixaba

Nota: disponivel em http://jornalocapixaba.com.br/wp-content/uploads/2013/09/Foto13.jpg
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1.2.1. COCAINA: ASPECTOS FARMACOCINETICOS

A velocidade de absor¢do da cocaina depende da via de administracao, e.g., a absor¢éo
na mucosa nasal € mais lenta do que a fumada (crack). Quando administrada por via intranasal
(representado em azul na figura 6), a droga atinge a corrente sanguinea através dos capilares
em até 2 minutos, podendo levar de 5 a 10 minutos para atingir seus efeitos. Geralmente os
picos de concentragdo da via intranasal sdo observados em torno de 30 minutos, porém esta via
pode ter a absor¢do limitada, pois pode levar a necrose do tecido pela vasoconstricdo produzida.
No caso da via endovenosa (representada em verde), os efeitos comegam a aparecer apos alguns
segundos (12 a 16 segundos), tendo meia-vida de 60 a 90 minutos. Por fim, quando utilizada
por via pulmonar (representada em vermelho), a cocaina (crack) produz seus efeitos quase que
instantaneamente. Dessa forma, o potencial de adiccdo da cocaina tem sido mais pronunciado
em usuarios de crack e cocaina intravenosa (JEFFCOAT et al., 1989; HIGGINS et al., 1990;
JONES, 1990; GOSSOP et al., 1992; CONE, 1995; MORTON, 1999; KARAN e BENOWITZ,
2000; LUFT e MENDES, 2007; RANG e DALE, 2011).

Figura 6 - Comparacao dos niveis plasmaticos de cocaina apés administracéo por diferentes vias
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Fonte: Modificado de Fishman, 1988.

Cerca de 85% da cocaina € metabolizada no figado por 3 diferentes vias (figura 7):
esterases; hidrolise espontanea ou enzimatica; e via citocromo P450. O principal metabolito é

a benzoilecgonina, podendo ser detectada ap0os 48 horas do uso em amostras de cabelo, sangue



22

e urina (SCHINDLER et al., 1995; RANG et al., 2011). Além deste metabdlito, a cocaina é
biotransformada em ecgonina metil éster (EME) por hidrélise e em norcocaina por desmetilacéo
na via do citocromo P450. Outra quantidade da droga (1 a 5%) ndo é metabolizada, sendo
eliminada na urina juntamente com os metabolitos apds 6 a 14 horas da administracdo (GAY et
al., 1975).

Figura 7 - Produtos da metabolizacéo hepética da cocaina
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Fonte: FOWLER et al., 2011
Nota: disponivel em http://isites.harvard.edu/fs/docs/ich.topic1047084.files/11Cocaine.pdf

1.2.2. COCAINA: ASPECTOS FARMACODINAMICOS E
NEUROBIOLOGICOS

A cocaina atua blogueando a recaptacdo de monoaminas como dopamina (DA),
noradrenalina (NA) e serotonina (5-HT) pelos transportadores, 0 que aumenta a concentracéo
desses neurotransmissores (NTs) na fenda sinéptica, levando a uma hiperestimulacdo de seus
receptores (HEIKKILA, 1975; DACKIS e GOLD, 1990; REITH et al., 1997). Os elevados
niveis destes neurotransmissores estdo relacionados com o efeito psicoestimulante da droga,
destacando-se a dopamina como a principal catecolamina envolvida no comportamento
euforizante, sendo o blogueio de seus transportadores frequentemente associado a alucinagdes
e outros sintomas psicéticos (BLOOMSTONE, 2002; VOLKOW etal., 1999; MORTON, 1999;
CARVALHO, 2006). Embora menos significante, a inibicdo da recaptacdo de NA e 5-HT

também esté envolvida nos efeitos da cocaina, como por exemplo a taquicardia, a sudorese e 0
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aumento da pressdo arterial, relacionados a NA e o desenvolvimento de crises convulsivas,
relacionado a 5-HT (KUHAR et al., 1991; MORITA et al., 2005; CARVALHO, 2006).

Quando utilizada pela via fumada (crack), a cocaina atravessa a membrana alveolar,
bastante vascularizada, e atinge a circulacao cerebral em poucos segundos, provocando efeitos
agudos de euforia, prazer, melhora das fun¢bes motoras e intelectuais, perda da sensagédo de
cansaco e taquicardia (VELASCO et al., 1993; GOLD, 1993; POLLOCK et al., 1991;
FERREIRA-FILHO et al., 2003). Em contrapartida, exposi¢des crénicas sdo relacionadas a
reducdo dos efeitos euforizantes e prazer, aumento de irritabilidade, paranoia, ansiedade e crises
convulsivas (RESNICK et al., 1977; SPOTTS e SHONTZ, 1984; POST e WEISS, 1988;
KARLER et al., 1989; TRINKOFF et al., 1989; TRINKOFF et al., 1990; BREITER et al.,
1997). Em 1985, Bozarth e Wise demonstraram que ratos com acesso ilimitado a
autoadministracdo de cocaina ndo s6 chegavam a perder 47% do peso corporal, cessar o
comportamento de limpeza e apresentar uma grave deterioracdo da saude; como desenvolviam
rapidamente a administracdo de doses cada vez mais elevadas da droga a fim de obter o efeito
inicial, a chamada tolerancia (SMALL et al., 2009).

1.2.3. COCAINA: POTENCIAL DE REFORCO E SISTEMA DE
RECOMPENSA

Sabe-se que a rapida absorcdo e alta concentracdo de cocaina nos transportadores de
dopamina sdo os principais contribuintes para as suas propriedades de reforco, de forma que
guanto menor o intervalo de tempo entre a administracdo da droga e seus efeitos, mais intensa
a estimulacdo (BALSTER e SCHUSTER, 1973).

A principal via cerebral envolvida na administracdo repetida de psicoestimulantes é a
mesolimbica através do sistema dopaminérgico (WISE e ROMPRE, 1989). Nesta via
(representada em vermelho na figura 8), as fibras se projetam através do feixe prosencefalico
medial para areas do sistema limbico (especialmente ndcleo amigdaloide e nucleus accumbens)
e 0s corpos celulares se voltam para a area tegmental ventral (VTA) adjacentes a substancia
negra (RANG e DALE, 2011).



Figura 8 - Vias dopaminérgicas
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Fonte: KOOB e VOLKOW, 2010.
Nota: disponivel em: http://www.nature.com/npp/journal/v35/nl/images/npp2009110f1.jpg

A via mesolimbica (figura 9) tem sido associada a efeitos de recompensa de diversos
estimulos, como estimulacdo elétrica de populacdes neuronais e drogas de abuso (WISE e
BOZARTH, 1987; DI CHIARA, 1995). Sabe-se que essas drogas tendem a aumentar a
dopamina extracelular no nucleus accumbens (NAc), uma regido critica para o sistema de
recompensa, cujas alteracGes em seu circuito sdo associadas a toxicodependéncia (KELLEY,
2004; DI CHIARA et al, 2004; WHEELER et al., 2011; KALIVAS e VOLKOW, 2005;
EVERITT e ROBBINS, 2005).

Os principais receptores dopaminérgicos envolvidos nas vias de recompensa séo D; e
D>. Ambos séo largamente expressos no estriado e no NAc, sendo sugeridos na literatura como
tendo papeis opostos: D1 seria responsavel pela diminuicdo no comportamento de busca pela
cocaina, enquanto D2 promoveria o efeito contrério, potencializando o refor¢co (KOOB et al.,
1997; LESHNER (1996). Koob et al. (1997) destacaram ainda o papel do receptor D3 no refor¢o
causado pela cocaina, pois, assim como D1, também é encontrado no NAc; porém a participacdo
desses receptores ndo esta totalmente esclarecida.

O principal tipo celular do nucleus accumbens (neurénios espinhosos médios - MSN)
recebe inervacdo glutamatérgica de regiGes limbicas e corticais, que transmite informac6es
ligadas a emocédo (amigdala), contexto (hipocampo) e planejamento motor/execucao (cortex
pré-frontal). Os MSN integram essas informacfes e através de suas projecoes, influenciam

regibes motoras que executam comportamentos guiados por objetivos, como € o caso da busca



25

por drogas (GROENEWEGEN et al., 1999; KELLEY, 1999). Aliado a isto, Shaham et al.
(2000) mostraram que a ativacdo neuronal no nucleo central da amigdala e na porgdo ventral

do cortex pré-frontal medial é fundamental para a expressdo do desejo de cocaina.

Figura 9 - Circuito de recompensa — via mesolimbocortical
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Fonte: Saide Humana e Ambiental - Universidade Estadual Paulista (UNESP)
Nota: disponivel em:

http://wwwz2.ibb.unesp.br/Museu_Escola/2_qualidade_vida_humana/imagens/farmaco_cerebro.jpg

1.2.4. TOLERANCIA

A tolerancia a farmacos/drogas é definida como a queda no efeito farmacol6gico apos a
exposicao crbnica a esta substancia, isto é, a diminuicdo da sensibilidade ap6s administracdo
repetida (RANG e DALE, 2011). De acordo com Swift e Lewis (2008), uma curva dose-
resposta caracteristica € observada na primeira administracdo de uma droga; porém, apds
repetidas administracdes essa curva desloca-se para a direita, indicando que serdo necessarias

doses maiores da droga para obter o efeito inicial, caracterizando a tolerancia (figura 10).

Figura 10 - Curva dose-resposta da tolerancia
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Fonte: SWIFT e LEWIS, 2008
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Em 1987, Ritz et. al. correlacionaram a capacidade inibitéria da cocaina sobre 0s
transportadores de dopamina (DAT — figura 11) com o comportamento de autoadministracéo.
No mesmo ano, Wise e Bozarth sugeriram que a recompensa induzida pela cocaina podia ser
atenuada apds constante repeticdo do procedimento de autoadministracdo, caracterizando a
tolerancia.

Em 2009, Small et al. mostraram em um estudo retrospectivo que o uso cronico de
cocaina em humanos levou ao desenvolvimento da tolerancia, havendo reducdo na sensacao
prazerosa causada pela droga, acompanhada por um aumento na frequéncia de administracédo e
na dose de cocaina. Desde entdo, diversos estudos em roedores vem caracterizando a tolerancia
aos efeitos inibitorios da cocaina sobre os DAT em diferentes modelos (FERRIS et al., 2012;
CALIPARI et al., 2013).

Figura 11 - Mecanismo de ac¢éo da cocaina no sistema nervoso central: representacdo do

sistema dopaminérgico
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Fonte: National Institute on Drug Abuse

Nota: disponivel em https://d14rmgtrwzf5a.cloudfront.net/sites/default/files/images/colorbox/cocrrenneuron.jpg

Em 2014, Calipari et al. demonstraram uma reducdo da sensibilidade dos DAT a
inibicdo da recaptacdo de dopamina em ratos com acesso estendido a autoadministragdo de
cocaina, o que levou & uma diminuicdo do fluxo de DA na fenda, caracterizando uma tolerancia
neurogquimica. Esse achado foi corroborado por dados comportamentais, onde 0s animais
apresentaram atenuagdo da atividade locomotora, indicativa de tolerancia aos efeitos

psicomotores da cocaina.
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1.2.5. DEPENDENCIA

A Associacdo Psiquiatrica Americana (APA, 1994) estabeleceu 7 critérios reportados
por meio do Manual Estatistico e Diagnostico de Transtornos Mentais, dos quais pelo menos 3

devem ser atendidos pelo paciente para o diagnostico da dependéncia de cocaina:

v Desenvolvimento de tolerancia aos efeitos euforicos da cocaina;

v’ Sintomas de abstinéncia (agitacéo, distdrbios de sono, depressdo) apos retirada
da droga;

v Uso de cocaina em grandes quantidades sempre ela estiver disponivel;

<

Incapacidade de reduzir a quantidade utilizada;

v/ Gastar muito tempo e energia na obtencdo e uso da cocaina (se isolando de
amigos e familia) ou praticar atividades ilicitas a fim de obter dinheiro para
comprar a droga;

v"Incapacidade de arranjar ou se manter no emprego por ineficacia no trabalho ou
excesso de faltas;

v/ Continuar usando cocaina mesmo sabendo que pode desenvolver sintomas

como paranoia, alucinagdes, delirios, perda de peso, anemia ou convulsdes;

Em 1996, Hatsukami e Fischman j& mencionavam a maior propensdao a dependéncia
pelos usuarios de crack por variaveis como velocidade de acdo, duracdo e magnitude do efeito,
associadas a frequéncia e quantidade de droga utilizada quando comparado a outras drogas.
Atualmente a OMS aponta a dependéncia quimica como uma dificuldade substancial da satde

publica, resultando em um numero significativo de problemas médicos e psicossociais.

No usuério de crack € bastante comum a presenca da fissura, termo designado pela APA
(2002) como impulso em utilizar determinada substancia. A fissura envolve comportamento
compulsivo e repetitivo do usuario em busca do consumo de crack, que quando retirado
abruptamente apds administracfes repetidas esta associado a desordens fisicas e psicoldgicas
(GAWIN e KLEBER, 1986) como ansiedade e depressao.

1.3. COCAINA E COMORBIDADES

Um estudo com pacientes abusivos de substancias psicoativas revelou que usuarios de
crack apresentavam maior taxa de transtorno de personalidade antissocial (TPAS), além de
maiores relatos de violéncia, como roubo e furto (PAIM KESSLER et al., 2012).
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Adicionalmente, o consumo de crack vem sendo frequentemente associado com
complicagdes gastrintestinais, musculares, cardiovasculares - como isquemia, taquicardia,
infartos, arritmias e acidentes vasculares - além de transtornos no SNC, como ansiedade,
depressdo e epilepsia (LANGE e HILLIS, 2001; KALIMULLAH e BRYANT, 2008;
JONSSON et al.,, 1983; CARLIN et al.,, 2014; MUNIZ e EVANS, 2001; VAZQUEZ-
RODRIGUEZ et al., 2009; ISNER e CHOKSHI, 1996; SCHWARTZ, 1989).

1.3.1. Cocaina e transtornos de ansiedade

Segundo a OMS (2001), os transtornos de ansiedade sdo uma das maiores ameacas para
a salde mental no mundo moderno. Embora ansiedade e medo sejam normalmente confundidos
(RAMOS e MORMEDE, 1998), o medo desencadeia respostas comportamentais defensivas
frente a um perigo em potencial, enquanto a ansiedade caracteriza-se por um estado de
avaliacdo do risco, geralmente ocorrendo antecipacgdo de sintomas, mesmo quando a iminéncia
do perigo é vaga e incerta (BLANCHARD e BLANCHARD, 1988; GRAEFF, 1999).

Muitos trabalhos tem relacionado o uso de cocaina a ansiedade, uma vez que a droga
leva a um aumento dos niveis de dopamina na fenda sinéptica, o que pode acarretar um down-
regulation dos receptores, além de causar o esgotamento deste neurotransmissor devido a sua
constante liberacdo. Dessa forma, quando o usuario tem intervalos abruptos no uso da droga
(“retiradas”) emergem sintomas ansiosos em resposta a menor estimulacdo (LESHNER, 1996;
WEDDINGTON et al., 1990; ROBINSON e KOLB, 2004). Além disto, Herrero et al. (2008)
diagnosticaram a ansiedade como o segundo transtorno mais comum em um estudo com 139
adultos jovens usuarios regulares de cocaina; e Zubaran et al. (2013) caracterizaram uma

prevaléncia de até 86% deste transtorno em usuéarios de crack.

1.3.2. Cocaina e transtornos depressivos

Os transtornos depressivos sdo frequentemente diagnosticados em usuérios de drogas
de abuso, destacando-se a depressao maior, que atinge em média um terco desses pacientes
(DAVIS et al., 2008). Um estudo realizado por Garlow et al. (2003) em um servi¢o de
dependéncia quimica mostrou que mais da metade dos pacientes registrados tinha ideacdo
suicida. Dentre estes, 85% apresentavam desordem por uso de cocaina, sendo 43,7% desses
pacientes, usuarios apenas dessa substancia, a qual foi relatada como a principal droga de abuso

associada ao comportamento suicida.
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Um estudo de metandlise demonstrou uma correlacdo positiva entre depressdo e
utilizacdo de cocaina (Conner et al., 2008). Existem algumas hipéteses para justificar essa
relacdo. As principais sdo que pacientes deprimidos se tornariam mais susceptiveis ao uso de
drogas para aliviar os sintomas da doenca (MARKOU et al, 1998) ou que 0 abuso dessas
substancias aumentaria a vulnerabilidade do wusuario a depressdo por alteracGes

neurofisioldgicas e comportamentais (CHINET et al., 2006).

Essa segunda teoria é mais aceita, levando em conta que apesar de o uso agudo de
cocaina promover aumento de dopamina na fenda sinaptica, sabe-se que o consumo prolongado
da droga promove uma diminuicdo nos niveis cerebrais desse neurotransmissor, o que
provavelmente justificaria as elevadas taxas de depressao observadas em usuarios da droga
(DACKIS ¢ O’BRIEN, 2001).

1.3.3. Cocaina e epilepsia

Além de atuar nos transportadores de dopamina, a cocaina age também no principal
neurotransmissor excitatorio: o glutamato. Kalivas e Duffy (1995) mostraram que 0 consumo
de cocaina provoca liberacéo de glutamato na Area Tegmental Ventral (ATV), enquanto Zhang
et al. (1997) demonstraram que a cocaina altera a capacidade de resposta dos receptores de
glutamato na mesma area apos repetidas exposicoes.

Oliveira et al. (2011) descreveram uma excitotoxidade glutamatérgica secundaria
causada pelo uso da cocaina. Sabe-se que essa excitotoxicidade estd envolvida em alteraces
neuroldgicas como epilepsia (MELDRUM, 2000). Na literatura, alguns trabalhos relacionam
crises epilépticas com uso de crack e cocaina, sendo relatado aumento na frequéncia de crises
nos usuarios, e mencionados episodios de Status Epilepticus (SE) — definido como uma crise
epiléptica prolongada ou repetidas crises epilépticas sem recuperacdo entre elas (OGUNYEMI
et al., 1989; TANEN et al., 2000; PASCUAL-LEONE et al., 1990). Essa conexdo entre
cocaina/crack e epilepsia ainda ndo € totalmente esclarecida e, portanto, merece ser investigada

mais detalhadamente.

1.4. MODELOS ANIMAIS
Segundo McKinney e Bunney (1969), para que um modelo animal seja validado,
existem alguns pré-requisitos a serem atendidos, tais como: promover alteracGes
comportamentais que possam ser monitoradas objetivamente e revertidas por farmacos-padréo;
gerar sintomatologia razoavelmente semelhante a humana; e ser reprodutivel em qualquer

laboratério.
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1.4.1. Teste do Campo Aberto (TCA)

Introduzido por Hall (1934), o TCA (figura 12) foi proposto para avaliar a
emocionalidade em ratos, sendo sua eficiéncia para camundongos demonstrada posteriormente
(CHRISTMAS e MAXWELL, 1970). O experimento de Hall consistiu em inserir 0s animais
individualmente em uma arena circular iluminada envolta por uma parede alta e avaliar
parametros como bolos fecais e padrdo de atividade locomotora durante 2 minutos em ensaios
repetidos diariamente, com ou sem privacdo de alimento. Foi observado que 0s animais em
privacao apresentavam maiores niveis de defecacdo e atividade locomotora predominante na
area periférica do aparato, sugerindo que estes dois parametros poderiam ser indicativos de um
individuo com medo ou ansioso.

Em sua revisdo, Walsh e Cummins (1976) mencionam uma gama de adaptacoes feitas
no experimento inicial de Hall, desde o formato do campo aberto, tempo de avaliacdo
comportamental até a intensidade de luz utilizada no teste. Além disto, eles relacionaram mais
de 30 parametros que podem ser avaliados no TCA. Desses, 2 sdo destaques na avaliagdo
comportamental: a distancia percorrida por unidade de tempo (contabilizada através do numero
de cruzamentos), e a frequéncia de rearings (comportamento do animal se levantar sobre as
patas posteriores). Esses parametros podem ser considerados indiretamente como sugestivos de
emocionalidade ou ansiedade (CHOLERIS et al., 2001).

Por um lado, o nimero de cruzamentos avalia a atividade locomotora do animal e pode
ser considerado sugestivo de emocionalidade, pois roedores apresentam aversao a ambientes
novos; e, portanto, quando expostos ao ambiente desconhecido, aberto e iluminado do TCA
tendem a entrar em conflito sobre explorar o aparato ou evitar situagdes perigosas (CHOLERIS
et al., 2001; CRUSIO, 2001; STEIMER e DRISCOLL, 2003). Em contrapartida, a frequéncia
de rearings atua de forma contraria ao numero de cruzamentos, pois sua reducdo esta
correlacionada a condi¢6es ansiosas (PRUT e BELZUNG, 2003).

Dessa forma, o TCA ¢é til para avaliar a exploracdo do ambiente, bem como atividade
locomotora geral e ainda permite uma visdo — mesmo que superficial — do comportamento
animal relacionado a ansiedade (PRUT e BELZUNG (2003). Todos esses parametros
dependem da interacdo do animal com diversos fatores, destacando-se o isolamento social do
animal quando retirado da caixa com os companheiros; e a propria situagdo de tensdo envolvida
no teste, onde o animal é exposto a um ambiente desconhecido e iluminado, cuja fuga é
impedida pelas paredes (WALSH e CUMMINS, 1976; FILE, 1980; PRUTZ e BELZUNG,
2003).
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Figura 12 - Representa¢do esquematica do Teste do Campo Aberto
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Fonte: Autora, 2015.
1.4.2. Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O Labirinto em Cruz Elevado (figura 13) foi modificado a partir de um labirinto em Y,
proposto por Montgomery (1955), onde ele constatou um forte conflito do animal entre
aproximacdo e esquiva do beco elevado, interpretando esse comportamento como neofobia
(“medo do novo”), o que geraria aversdo o ambiente. Baseado nesse modelo, Handley e Mithani
(1984) fizeram adaptacdes e desenvolveram um aparato em forma de cruz, com 2 bragos abertos
e 2 bracos fechados (cercado por paredes) e elevado 70 cm do solo. Estes autores descreveram
0 LCE como um modelo para estudo de comportamento motivado pelo medo, uma vez que
ansiogénicos como a picrotoxina diminuiam a propor¢do de entradas nos bracos abertos,

enquanto ansioliticos como o diazepam a aumentavam.

Figura 13 - Representacédo esquematica do Labirinto em Cruz Elevado

Fonte: Autora, 2015.
Em 1985, Pellow et al. validaram o modelo como uma medida de ansiedade em ratos

dos pontos de vista fisiologico, farmacologico e comportamental. Eles constataram que ratos
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submetidos ao LCE apresentavam uma reducdo significativa no nimero de entradas e tempo de
permanéncia nos bracos abertos, alem de aumento nos niveis plasméticos de corticosterona,
indicando comportamento tipo-ansioso. Além disso, eles verificaram que o tratamento com
farmacos ansioliticos amplamente utilizados na clinica (como o diazepam) aumentavam
significativamente esses parametros; e que drogas com agdo contraria (ansiogénicas) como
cafeina e anfetaminas exibiam uma diminuicdo significativa nestes pardmetros espaco-
temporais.

A fim de investigar se o LCE poderia ser utilizado para camundongos, Lister (1987)
avaliou o comportamento desses roedores no aparato. Ele verificou que camundongos Swiss
tratados com ansioliticos como pentobarbital sédico e etanol apresentaram um aumento no
tempo gasto nos bracgos abertos, enquanto o grupo tratado com substancias ansiogénicas como
cafeina e picrotoxina apresentavam reducdo dessa medida, validando assim o modelo para
camundongos.

Além dos parametros espaco-temporais avaliados no LCE (nUmero de entradas e tempo
de permanéncia nos bracos abertos e fechados), caracteristicos da atividade locomotora do
animal; alguns parametros etolégicos também sdo levados em conta no modelo. Segundo
Rodgers e Johnson (1995), esses parametros ampliam as dimensdes de comportamento no
labirinto, aumentando a sensibilidade do modelo a acdo de drogas.

Comportamentos como mergulho de cabeca (head-dipping), postura esticada (stretch-
attend posture - SAP) e levantamento apoiado nas patas traseiras (rearing) séo mencionados
por Rodgers e Johnson (1995) como possiveis envolvidos em respostas de ansiedade,
constituindo a chamada avaliag&o de risco. Segundo eles, pardmetros como head-dipping e SAP
parecem ainda ser dependentes do contato com as paredes do LCE, diferenciando
comportamentos “protegidos” (onde o animal encontra-se em contato com as paredes do
aparato ou na plataforma central); e “desprotegidos”, onde o roedor encontra-se nos bragos
abertos, isto €, sem contato com as paredes.

No mesmo estudo, Rodgers e Johnson (1995) correlacionam as formas “protegidas” dos
pardmetros etoldgicos com a aversdo aos bragcos abertos. No mesmo ano, Molewijk e
colaboradores (1995) correlacionaram a reducdo de SAP com agentes ansioliticos de diferentes
classes, sugerindo esse comportamento como um importante paradigma na caracterizacdo de
drogas ansioliticas.

Enquanto alguns ensaios de ansiedade baseiam-se em respostas condicionadas por
estimulos lesivos (privacdo de agua, racdo; choques elétricos), o LCE fundamenta-se na

tendéncia dos roedores em direcdo aos espacos fechados e no medo incondicionado de espacos
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abertos e elevados (BARNETT, 1975). Assim, o labirinto em cruz elevado é considerado um
método simples e capaz de avaliar respostas de ansiedade em roedores (PELLOW et al., 1985).

1.4.3. Teste de Suspensao Pela Cauda (TSC)

Introduzido por Steru et al. (1985), o TSC (figura 14) foi baseado no “desespero
comportamental” do animal descrito por Porsolt et al. (1977) no modelo de nado forgado.
Segundo Porsolt et al. (1977), quando inseridos em um cilindro estreito e com &gua,
camundongos séo induzidos a depresséo por ndo poderem escapar da situacdo, adotando - apds
um breve periodo de atividade vigorosa - uma postura imével facilmente identificavel. Além
disso, no mesmo trabalho, Porsolt et al. observaram que essa imobilidade foi reduzida por
antidepressivos triciclicos, atipicos, inibidores da monoamina oxidase, choque eletroconvulsivo
e psicoestimulantes; onde estes Gltimos, em contraste aos antidepressivos, promoveu
estimulacdo motora.

Semelhante ao teste do nado forgado, no TSC os camundongos também séo colocados
em situacdo inevitavel, porém moderadamente estressante, pois ndo existe risco de hipotermia
devido a insercdo na dgua (THIERRY et al., 1986). A auséncia de comportamento de fuga é
considerada imobilidade (STERU et al., 1985), portanto, nesse teste o animal é avaliado durante
6 minutos, onde sdo contabilizados a laténcia que o animal leva para adotar uma postura imével,
bem como o tempo em que ele assim permanece.

O TSC é um teste validado para avaliacdo da eficacia antidepressiva de drogas,
geralmente associado com testes de atividade locomotora como o campo aberto, para evitar
falsos-positivos; pois sabe-se que substancias com atividade antidepressiva diminuem o tempo
de imobilidade dos animais, sem alterar sua atividade locomotora (CRYAN et al. 2002;
GOULD et al., 2009).

Figura 14 - Representacgdo esquematica do Teste de Suspenséo Pela Cauda

Fonte: Autora, 2015.
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1.4.4. Status Epilepticus induzido por pilocarpina

A epilepsia é uma sindrome cronica, recorrente, caracterizada por alteragdes
paroxisticas da atividade intelectual, sensorial, motora, autonémica ou afetiva, sendo tempo-
limitada e relacionada a hiper-reatividade neuronal sincrona (ALTER et al., 1972). O tipo mais
comum de epilepsia é a Epilepsia do Lobo Temporal (ELT), sendo uma de suas principais
caracteristicas a presenca do Status Epilepticus (SE), definido como repetidas crises, devido a
descargas excessivas de neurénios em diferentes estruturas ou uma crise epiléptica prolongada
(DE LORENZO et al., 2001).

O modelo de inducdo de SE por pilocarpina (PILO) é bastante difundido na literatura e
foi proposto por Turski et al. (1983). Em seus estudos, foram verificados que a administracéo
de PILO em ratos em doses crescentes (100 a 400mg/Kg) desencadeou alteracdes
comportamentais em diferentes limiares a depender da dose. Na maior dose administrada
(400mg/kg), a PILO produziu diversas alteracbes como automatismos faciais e convulsdes
limbicas, evoluindo para Status Epilepticus ao longo de 1 a 2 horas ap6s a administracdo da
droga. As mudancas eletrograficas corresponderam aos achados comportamentais, de modo que
as primeiras alteracdes observadas ocorreram na atividade epileptiforme do hipocampo e, em
seguida, propagaram-se para amigdala e coOrtex; aparecendo posteriormente crises
eletrogréficas em regides limbicas e corticais.

Dessa forma, observou-se que quando administrada por via sistémica, a pilocarpina é
capaz de modular a atividade epileptiforme, acarretando em crises convulsivas, Status
Epilepticus e dano cerebral generalizado; fazendo da administracdo de PILO um modelo de
epilepsia do lobo temporal bastante utilizado (EL-ETRI et al., 1993; TETZ et al., 2006; CURIA
et al., 2008).

Uma vez estabelecida a relacéo entre crack e comorbidades como ansiedade, depresséao e
epilepsia; especialmente na retirada abrupta dessa droga ap0s certo tempo de exposi¢do, 0
presente trabalho pretende estabelecer um novo teste animal (camundongos) de exposi¢édo a
fumaca do crack e correlacionar a retirada da droga a essas comorbidades.
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2.1. Objetivo Geral

Estabelecer um novo teste animal de exposi¢do a fumaca do crack e correlacionar a
retirada dessa droga a susceptibilidade ao desenvolvimento de comportamentos relacionados

com ansiedade e depressao.

2.1.1. Obijetivos Especificos

v' Estabelecimento de um novo modelo experimental para drogas de abuso;

v Avaliar a atividade locomotora de animais expostos individualmente ou coletivamente
(6 animais) a fumaca do crack e submetidos ao teste do campo aberto;

v"Analisar parametros comportamentais relacionados com medo e ansiedade em animais
expostos individualmente ou coletivamente (6 animais) a fumagca do crack e submetidos
ao teste do labirinto em cruz elevado;

v Analisar parametros comportamentais relacionadas a depressao em animais expostos
individualmente ao crack e submetidos ao teste de suspensao pela cauda 72 horas apds

a ultima exposic¢éo;
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3.1. AQUISICAO DA DROGA

As amostras foram obtidas na delegacia de entorpecentes da cidade de Macei6, mediante
a autorizacdo da ANVISA e ordem judicial determinando a entrega e armazenamento da
substancia aos coordenadores do projeto. Todos os documentos foram organizados pela
Procuradoria Federal junto & UFAL, que integra a Procuradoria-Geral Federal.

Os documentos necessarios para o desenvolvimento do protocolo foram:

v Declaracdo da Policia Federal salientando conhecimento do desenvolvimento do
protocolo experimental na UFAL;

v Autorizacdo da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA);

v" Peticdo expedida pela Procuradoria Federal junto a UFAL solicitando a liberacéo do
crack pelo juiz competente (décima quinta vara criminal da capital), conforme
autorizacdo da ANVISA;

v Declaracao da Unidade (ICBS) de ciéncia do protocolo desenvolvido;

v Adequacao do laboratério as exigéncias da Procuradoria Federal junto a UFAL para

realizacdo dos experimentos.

3.1.1. Protocolo de seguranca para manuseio da droga

Durante a manipulacdo da substancia os pesquisadores estiveram devidamente
protegidos com 0 uso dos equipamentos de protegdo individual (EPI’s), a saber: roupas
preparadas para manipulacdo de agentes quimicos, toucas ou capacetes e mascaras de gas
lacrimogénio (figura 15).

Figura 15 - EPI's para manuseio do crack

Fonte: Superepi.com.br

Disponivel em: http://migre.me/sjLPn
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3.2. ANIMAIS

Em todos os experimentos foram utilizados camundongos da linhagem Swiss adultos
machos, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Alagoas (BIOCEN). Os
animais foram dispostos em caixas de acrilico com tampa de ferro cromado, subdivididos em
grupos de, no maximo, 8 animais por caixa e acomodados no biotério setorial do Laboratdrio
de Neurofarmacologia e Fisiologia Integrativa (LNFI) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude (ICBS) da mesma instituicdo. Durante toda a vigéncia do projeto, estes animais foram
acondicionados sob temperatura controlada (22 + 2°C), submetidos a um ciclo claro-escuro de
12h cada e tratados com agua e racao ad libitum. Todos os animais permaneceram no minimo
1 hora em ambientacdo com luz branca antes dos experimentos. Este projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFAL (048/2013).

3.3. APARATO DE EXPOSICAO

Para a exposi¢do dos animais a droga, foi utilizado um modelo modificado do sistema
de Petros et al. (2012), o qual foi inserido no interior de uma capela de exaustdo (figura 16). O
aparelho consiste em um ventilador setado para geracdo de 150 ml/min (VETERINARY
ANESTHESIA VENTILATOR MODEL, 2000, Hallowell EMC, Pittsfield, MA), uma bomba
geradora de fumaca (substancia sera queimada em um cachimbo) e uma camara de acrilico, na
qual ficam alojados os animais. As caixas sdo serialmente conectadas por tubos de silicone
interligadas por vélvulas heimlich (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) para evitar a
regressdo da fumaca. A camara apresenta uma tampa superior e dois conjuntos de orificios para

eliminacdo da fumaga do lado contralateral ao tubo por onde esta é fornecida.

Figura 16 - Aparato de exposicao localizado no interior de uma capela de exaustao

Fonte: Autora, 2015
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3.4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Todo o procedimento experimental foi dividido de acordo com 2 protocolos desenvolvidos:
0 de exposicao individual e o de exposicéo coletiva.

3.4.1. PROTOCOLO DE EXPOSICAO INDIVIDUAL

1) Grupo para anélise comportamental (n=31)

a. Animais sem exposicdo, submetidos individualmente a testes comportamentais
[grupo controle (n=8)];

b. Animais submetidos a exposicdo individual ao crack na dose de 100mg,
expostos a testes comportamentais logo em seguida e apos 72h (n=5);

c. Animais submetidos a exposi¢do individual ao crack na dose de 200mg,
expostos a testes comportamentais logo em seguida e apds 72h (n=6);

d. Animais submetidos a exposicdo individual ao crack na dose de 400mg,
expostos a testes comportamentais logo em seguida e apos 72h (n=8);

e. Animais submetidos a exposi¢do individual ao crack na dose de 800mg,
expostos a testes comportamentais logo em seguida e apds 72h (n=4);

Primeiramente foi realizado o aquecimento do cachimbo acoplado a bomba por 2 minutos,
com o auxilio de um magarico culinario. Em seguida, os animais foram submetidos
individualmente e por 1 minuto a cAmara de exposicao para adaptacdo. Durante esse periodo o
cachimbo permaneceu aquecido. Posteriormente, foi realizada a queima da droga no cachimbo
durante 1 minuto. Ap6s a queima, o animal permaneceu exposto ao sistema gerador de fumaca
por mais 1 minuto para que toda fumaga contida nos tubos de silicone fosse langada na camara
e mais 3 minutos de exposicao ao oxigénio para eliminar toda fumaca restante, além de fornecer
oxigénio adicional para o animal (totalizando 8 minutos). Depois da exposi¢do, 0 animal foi
retirado e levado imediatamente para o TCA por 10 minutos a fim de verificar alteragdes na
atividade locomotora, indicativas da absorcdo da droga pelo animal. A camara de acrilico foi
higienizada com alcool 70% no intervalo entre os animais. Os animais do grupo controle néo
passaram por esse protocolo, sendo inseridos diretamente no TCA sem exposi¢do prévia a

camara de acrilico. Esse procedimento foi repetido por 5 dias consecutivos.
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Apos 5 dias de exposicdo a droga, os animais foram deixados 72 horas sem exposi¢do
(periodo de “retirada’). Apds estas 72 horas, 0s animais foram expostos ao teste do LCE por 5
minutos, novamente ao TCA (5 minutos) e apdés 30 minutos, ao TSC (6 minutos);

caracterizando dois momentos: durante a exposicao e apoés a retirada (figura 17).

Figura 17 - Protocolo de exposi¢ao individual: grupo para anéalise comportamental

—
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Fonte: Autora, 2015.

3.4.2. PROTOCOLO DE EXPOSICAO COLETIVA - ANALISE
PRELIMINAR

Nesta analise preliminar, os animais (n=8) foram divididos em 2 grupos:
a) Animais submetidos a exposicao coletiva ao oxigénio, expostos ao LCE e TCA
apos 72h (n=2);
b) Animais submetidos a exposicdo e retirada coletiva do crack na dose de 400mg,
expostos ao LCE e ao TCA ap6s 72h (n=6);

Primeiramente foi realizado o aquecimento do cachimbo acoplado a bomba por 2 minutos,
com o auxilio de um macarico culindrio. Em seguida, os animais foram submetidos
coletivamente (n=6) a 1 minuto de adaptacdo prévia a cAmara com tampa e orificios laterais
bloqueados (fechada). Posteriormente, foi realizada a queima de metade da droga (200mg) no
cachimbo acoplado a bomba durante 1 minuto. Apds a queima, 0s animais permaneceram
expostos ao sistema gerador de fumaga por mais 1 minuto para que toda fumaga contida nos
tubos de silicone fosse lan¢ada na camara.

Passada a primeira exposic¢éo, os animais ficaram expostos ao oxigénio em um intervalo de
10 minutos (para que toda fumaca fosse eliminada) até a segunda exposi¢do. Nesta, foi
gueimada a metade restante da droga (200mg) por 1 minuto, seguida por mais 1 minuto de
sistema e 105 minutos de oxigénio (totalizando 120 minutos). Ao fim das 2 horas, 0s animais

foram retirados da cdmara e levados de volta ao biotério para repeticdo do protocolo nos dias
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subsequentes. Os animais do grupo controle passaram pelo mesmo protocolo, sendo expostos
a 120 minutos de oxigénio diariamente. Todos os procedimentos foram filmados diariamente.

Apds as 2 horas de exposi¢do diaria, 0s animais retornaram as suas caixas acondicionadas
no biotério. Esse procedimento se prosseguiu por 5 dias. Em seguida, os animais foram
submetidos a retirada da droga por 72 horas. Apds esse periodo, 0os animais foram expostos ao
LCE e TCA, sendo avaliados parametros apenas no periodo pés-retirada (figura 18).

Figura 18 - Delineamento experimental - Protocolo de exposicdo coletiva

| Aquecimento l Adaptagio

Fonte: Autora, 2015.

3.4.3. TESTES COMPORTAMENTAIS

3.4.3.1. Teste do Campo Aberto (TCA)

Foi utilizado o Campo Aberto para camundongos (figura 19), confeccionado em acrilico,
com base em acrilico de 100cm x 80cm e dimensdes de 50cm de altura x 60cm de didmetro,
acondicionado em ambiente com luminosidade e temperatura controladas. No protocolo de
exposicdo aguda, os animais foram submetidos um a um a este teste em dois momentos: 1)
diariamente (durante 5 dias) por 10 minutos imediatamente apos a inalacdo da fumaca da droga
a fim de verificar alteracGes locomotoras relacionadas a absorcdo da mesma, no qual foram
registrados 2 principais parametros: numero de cruzamentos (passagem do animal com as
quatro patas entre os quadrantes) e nimero de rearings (comportamento do animal de se
levantar sobre as patas posteriores); e 2) ap0s 72h da retirada, em seguida ao LCE, durante 5
minutos no intuito de descartar qualquer prejuizo locomotor durante a auséncia da droga.

Por outro lado, no protocolo de overdose, os animais foram expostos individualmente a este
teste somente apos as 72h de retirada do crack, depois do LCE, durante 5 minutos a fim de
eliminar a possibilidade de déficit locomotor do animal na auséncia da droga.

~ Sdias
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Figura 19 - Teste do Campo Aberto

Fonte: Insight®
Nota: Disponivel em: http://migre.me/soct5

3.4.3.2. Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O modelo de LCE é bastante simples e difundido pela capacidade de avaliar respostas
de ansiedade. Neste modelo foi utilizado um LCE para camundongos (figura 20),
confeccionado em acrilico, elevado 40cm do chéo, com dois bracos laterais fechados e elevados
(50cm) e dois bracos abertos (1cm). Em ambos os protocolos, os animais foram submetidos
individualmente a este teste apos 72h da retirada da droga. Eles foram inseridos na plataforma
central com a face voltada para um dos bragos fechados e filmados por 5 minutos. Os
comportamentos avaliados foram divididos em espago-temporais: nimero de entradas nos
bracos abertos (EBA), porcentagem de entradas nos bragos abertos (%EBA =
EBA/(EBA+EBF)x100) - onde EBF é o niumero de entradas nos bracos fechados; tempo de
permanéncia nos bracos abertos (TBA) e porcentagem de tempo nos bragos abertos (% TBA =
TBA/(TBA+TBF)x100) - onde TBF é o tempo de permanéncia nos bracos fechados; e
parametros etoldgicos: unprotected head dipping e stretched-attend posture (SAP). Foi
realizada uma padronizacdo do modelo antes de sua implantacédo, utilizando diazepam como

farmaco ansiolitico padréo (vide resultados, figura 27).

Figura 20 - Labirinto em Cruz Elevado

Fonte: Insight®
Nota: Disponivel em:
http://insightltda.com.br/images/dinamica/gera_thumb.php?h=336&w=351&img=labirinto_cruz.jpg
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3.4.3.3. Teste de Suspensédo Pela Cauda (TSC)

Apos a realizacdo do LCE e TCA, aguardou-se 30 minutos para a realiza¢do do TSC
(figura 21). Neste protocolo, adaptado de Steru et al. (1985), o animal foi suspenso a 1 metro
do chéo e teve sua cauda presa a uma superficie plana por uma fita adesiva, onde permaneceu
durante 6 minutos com a parte ventral voltada para o observador. Neste tempo, 0 animal teve
dois parametros contabilizados: laténcia para imobilidade (expressa em segundos - representa
0 tempo que o animal levou do inicio do experimento até permanecer totalmente imovel); e o
tempo de imobilidade (expresso em segundos e que condiz com o tempo que o0 animal passou
com auséncia total de movimento); sendo estes parametros inversa e diretamente proporcional

ao comportamento tipo-depressivo do animal, respectivamente.

Figura 21 - Teste de Suspensédo Pela Cauda

Fonte: Autora, 2015

3.5. ANALISES ESTATISTICAS
Os testes estatisticos foram conduzidos utilizando o programa GraphPad Prism® versao
5.0. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e foi considerada

estatisticamente significativa qualquer diferenca com p < 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE PSICOESTIMULANTE DO Crack

Uma vez caracterizado o LCE, realizou-se a padronizacdo do modelo experimental de
exposicdo dos camundongos ao crack. Os animais foram submetidos durante 5 dias a 1 minuto
de adaptacdo prévia a cAmara aberta do aparato de exposicédo, seguida pela queima da droga no
cachimbo acoplado a bomba durante 1 minuto. Apds a queima, o animal permaneceu exposto
ao sistema gerador de fumaca por mais 1 minuto para que toda fumaca contida nos tubos de
silicone fosse langada na cdmara e mais 3 minutos de exposi¢éo ao oxigénio para eliminar toda
fumaca restante. Depois da exposicdo, o animal foi retirado e levado imediatamente para o
Teste do Campo Aberto (TCA) por 10 minutos.

Sabe-se que a exposi¢do de roedores a drogas psicoestimulantes como cocaina induz um
efeito hiperlocomotor; e paratal, foi utilizado o TCA, teste que permite observar como o animal
se comporta em amplo ambiente durante os 5 dias de exposi¢do ao crack, além de verificar
alteracdes na atividade locomotora, indicativas da absorcéo da droga pelo animal (ROBINSON
e BECKER, 1986; KALIVAS e STEWART, 1991; HO et al., 2002).

Neste modelo, foi observado um aumento significativo no nimero de cruzamentos em
todas as doses do crack no dia 1 quando comparados ao controle (figura 22A). Pode-se notar
ainda que o nimero de cruzamentos avaliados durante os 10 minutos no TCA diminuiu ao longo
do tempo do animal no aparato (figura 22B). Por outro lado, nos dias 2 e 3, nota-se que a dose
de 100mg n&o € mais capaz de promover um aumento significativo da atividade locomotora
dos animais (figuras 23A e 24A, respectivamente); fato também observado com a dose de

200mg nos dias 4 e 5 (figuras 25A e 26A respectivamente).
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Figura 22 - Namero de cruzamentos no TCA - Dia 1
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Fonte: Autora, 2015.

Nota: (A) Numero médio de cruzamentos/dia. (B) NUmero de cruzamentos por minuto. Efeito da administracdo
de crack em diferentes doses na atividade locomotora de camundongos no Teste do Campo Aberto - Dia 1.
Resultados expressos como média + E.P.M com *p<0,05; **p<0,01. Significativos apos andlise de variancia

(ANOVA) seguido do teste de Dunnet quando comparado ao controle negativo.

Figura 233 - Numero de cruzamentos no TCA - Dia 2
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Fonte: Autora, 2015.

Nota: (A) Nimero médio de cruzamentos/dia. (B) NUumero de cruzamentos por minuto. Efeito da administracéo
de crack em diferentes doses na atividade locomotora de camundongos no Teste do Campo Aberto - Dia 2.
Resultados expressos como média + E.P.M com *p<0,05; **p<0,01. Significativos apos andlise de variancia

(ANOVA) seguido do teste de Dunnet quando comparado ao controle negativo.

Figura 24 - NUmero de cruzamentos no TCA - Dia 3
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Fonte: Autora, 2015.

Nota: (A) Namero médio de cruzamentos/dia. (B) NUimero de cruzamentos por minuto. Efeito da administragéo
de crack em diferentes doses na atividade locomotora de camundongos no Teste do Campo Aberto — Dia 3.
Resultados expressos como média + E.P.M com *p<0,05; **p<0,01. Significativos ap6s andlise de variancia

(ANOVA) seguido do teste de Dunnet quando comparado ao controle negativo.
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Figura 25 - NUumero de cruzamentos no TCA - Dia 4
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Fonte: Autora, 2015.

Nota: (A) Nimero medio de cruzamentos/dia. (B) NUmero de cruzamentos por minuto. Efeito da administracdo
de crack em diferentes doses na atividade locomotora de camundongos no Teste do Campo Aberto — Dia 4.
Resultados expressos como média + E.P.M com **p<0,01. Significativos apds andlise de variancia (ANOVA)

seguido do teste de Dunnet quando comparado ao controle negativo.

Figura 26 - Numero de cruzamentos no TCA - Dia 5
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Fonte: Autora, 2015.

Nota: (A) Nimero médio de cruzamentos/dia. (B) NUmero de cruzamentos por minuto. Efeito da administracdo
de crack em diferentes doses na atividade locomotora de camundongos no Teste do Campo Aberto — Dia 5.
Resultados expressos como média £ E.P.M com **p<0,01. Significativos apds andlise de varidncia (ANOVA)

seguido do teste de Dunnet quando comparado ao controle negativo.

O efeito psicoestimulante inicial era esperado, pois sabe-se que a administracdo aguda de
drogas de abuso, como a cocaina, é associada com maior acimulo de dopamina no sistema
mesolimbico, sobretudo no nucleus accumbens, o que foi associado a efeitos de recompensa e
psicomotores, como a atividade locomotora aumentada (KELLY et al.,, 1975; WISE e
BOZARTH, 1987; HURD et al., 1989; DELFS et al., 1990; KOOB e LEMOAL, 2006;
ALCARO etal., 2007; FUKUSHIRO et al., 2012; SAITO et al., 2014; MARINHO et al., 2014;
HOLLAIS et al., 2014).

Em contraste ao achado psicoestimulante, foi observada nos dias subsequentes uma reducéo

nesse efeito nas duas menores doses, 0 que poderia ser caracterizado como tolerancia, pois a
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exposicdo repetida a substancia levou a uma diminuicéo no efeito locomotor observado. Esse
achado é corroborado por Wise e Bozarth (1987), onde eles sugerem que a recompensa induzida
pela cocaina é atenuada apds constante repeticdo do procedimento de administracdo. Hurd et
al. (1989) atribuem esse efeito a reducdo da dopamina na via mesolimbica em animais expostos
continuamente a droga.

Nossos achados s&o confirmados ainda por Calipari et al. (2014), no qual foi verificado que
ratos com amplo acesso a cocaina apresentavam tolerancia neuroquimica por reducdo da
sensibilidade dos transportadores de dopamina; além de atenuacdo da atividade locomotora,

indicativa de tolerancia aos efeitos psicomotores da cocaina.

4.2 VALIDACAO DO MODELO DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Para validar o LCE nas condicGes do laboratério, foram utilizados um grupo controle
(n=10) e um grupo pré-tratado com o farmaco ansiolitico padrdo: diazepam (DZP), na dose de
1,5mg/Kg (n=10). Foram contabilizados os 2 principais parametros espaco-temporais na
validacdo do modelo: porcentagem de entrada nos bracos abertos (%EBA) e porcentagem de

tempo nos bragos abertos (% TBA).

Para o célculo da %EBA, dividiu-se 0 nimero de entradas nos bracos abertos (EBA)
pela soma do numero de entrada nos bracos abertos mais 0 nimero de entradas nos bracos

fechados (EBF) e multiplicou-se o resultado por 100, conforme a seguinte equacao:

%EBA = — D0 100
ORBR = EBA + EBF)

Para a % TBA, calculou-se a razdo entre o tempo de permanéncia nos bragos abertos
(TBA) e o tempo de permanéncia nos bragos abertos mais o tempo de permanéncia nos bragos

fechados (TBF) multiplicado por 100, de acordo com a equacao:

%TBA = 00

S — |
(TBA + TBF)

Na %EBA (figura 27A) os animais pré-tratados com DZP apresentaram um aumento
significativo (p<0,001) deste parametro quando comparado ao grupo controle. Quando avaliada
a %TBA, nota-se que o DZP também foi capaz de elevar significativamente este parametro

(p<0,001) quando comparado ao grupo controle (figura 27B).
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Figura 27 - Validacéo do Labirinto em Cruz Elevado

Fonte: Autora, 2015.

Nota: (A) Porcentagem de Entradas nos Bragos Abertos (%EBA); (B) Porcentagem de Tempo nos Bragos Abertos
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(%TBA). Efeito da administracdo de salina e diazepam nos parametros espago-temporais de camundongos
submetidos ao Teste do Labirinto em Cruz Elevado. Resultados expressos como média + E.P.M com ***p<0,001.

Significativos apés Teste T ndo pareado.

Conforme mencionado, para a validacdo de um modelo animal, um dos pré-requisitos a
se atender é promover a alteracdo comportamental e ser capaz de reverté-la com o farmaco-
padrdo (MCKINNEY e BUNNEY, 1969). Quando expostos ao Labirinto em Cruz Elevado, os
animais do grupo controle apresentaram uma reducéo significativa no nimero de entradas e
tempo de permanéncia nos bragos abertos, corroborando a literatura (PELLOW et al., 1985;
LISTER, 1987). Este comportamento foi revertido pelo diazepam, farmaco ansiolitico bastante
empregado na clinica; o qual promoveu uma reducdo dos comportamentos tipo-ansiosos,
promovendo um aumento na exploracdo dos bragos abertos, conforme descrito por Pellow et
al., 1985; caracterizando o correto funcionamento do LCE e padronizando 0 modelo em nossas

condicdes experimentais.

4.3. AVALIA(;AO COMPORTAMENTAL APOS A RETIRADA DA DROGA —
PROTOCOLO DE EXPOSIC}AO INDIVIDUAL
Uma vez padronizados os modelos experimentais, o protocolo de exposicdo e
caracterizado o efeito psicoestimulante do crack, bem como o desenvolvimento de tolerancia,
propds-se verificar possiveis alteragdes relacionadas a ansiedade e depressdo nos animais
submetidos a retirada da droga por 72h, pois essas comorbidades sao frequentemente associadas

aos usuarios de cocaina e relacionadas na literatura aos intervalos abruptos de retirada da droga.

4.3.1. COMPORTAMENTOS RELACIONADOS COM ANSIEDADE
A ansiedade surge como o segundo transtorno mais comum em jovens usuarios

regulares de cocaina e é relacionada a dessensibilizacdo dos receptores de dopamina, além do

B Diazepam 1,5mg'Kg (n=10}
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esgotamento deste neurotransmissor apos constante liberacdo (WEDDINGTON et al., 1990;
LESHNER, 1996; ROBINSON e KOLB, 2004; HERRERO et al. (2008).

Nossos achados ndo evidenciaram efeitos tipo-ansiogénicos em animais submetidos a
retirada da droga por 72 horas ap0s 5 dias de exposi¢do no LCE (figuras 28 e 29). A atividade
locomotora também ndo foi afetada (Figura 30A e 30B). Embora aparentemente controverso,
esse resultado é sustentado pela literatura. Em 2011, Ferris e colaboradores encontraram
diferencas nos niveis basais de dopamina 24 horas apds a exposi¢do de animais a cocaina,
enquanto Calipari et al. (2014) ndo fizeram o mesmo achado 72 horas apos.

Apesar de a tolerdncia comportamental se manter, a linha base de dopamina retorna a
func@o normal apds 3 dias de abstinéncia, se normalizando rapidamente apds a experiéncia de
cocaina (FERRIS et al., 2011). Adicionalmente, Sarnyai et al. (1995) mencionam que
comportamentos tipo-ansiosos sdo normalmente observados nas primeiras 48 horas de retirada.
Esses achados podem justificar a auséncia de efeitos comportamentais tipo-ansiosos em nossos

experimentos com o LCE 72h ap0s a retirada da droga.

Figura 28 - Parametros espago-temporais avaliados no Labirinto em Cruz Elevado 72h apoés a
retirada do crack
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Fonte: Autora, 2015.

Nota: (A) (B) Porcentagem de Entradas nos Bragos Abertos (YEBA). Efeito da administragdo de crack em
diferentes doses nos parametros espago-temporais de camundongos submetidos ao Teste do Labirinto em Cruz
Elevado 72 horas apds a retirada da droga. Resultados expressos como médiatE.P.M. N&o-significativos apds

andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Dunnet quando comparado ao controle negativo.
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Figura 29 - Parametros etolégicos avaliados no Labirinto em Cruz Elevado 72h apés a retirada do crack
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diferentes doses nos parametros espago-temporais de camundongos submetidos ao Teste do Labirinto em Cruz
Elevado 72 horas apds a retirada da droga. Resultados expressos como médiatE.P.M. N&o-significativos apés

analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Dunnet quando comparado ao controle negativo.

Figura 30 - Parametros avaliados no Teste do Campo Aberto 72h ap6s a retirada do crack

8 2504

£ 1 Sdlina (n=8) 2 [ Salina (n=8)

2004 =S @@ Crack 100 mg (n=5) £ B Crack 100 mg (n=5)
5 Abd @l Crack 200 mg (n=86) s 40+ | Bl Crack 200 mg (n=86)
S 3 Crack 400 mg (n=8) g 3 Crack 400 mg (n=8)
£ 100 @ Crack 800 mg (n=4) ° ~ B3 Crack 800 mg (n=4)
o
E m. .g |] D
= | z
= 0 0

Fonte: Autora, 2015.

Nota: (A) Nimero de cruzamentos; (B) Nimero de rearings. Efeito da administracéo de crack em diferentes doses
na atividade locomotora de camundongos submetidos ao Teste do Campo Aberto 48 horas ap6s a retirada da droga.
Resultados expressos como média £ E.P.M com **p<0,01. Significativos apos analise de variancia (ANOVA)

seguido do teste de Dunnet quando comparado ao controle negativo.

4.3.2. AVALIAC}AO DO COMPORTAMENTO TIPO-DEPRESSIVO

Sabe-se que existe uma estreita relagdo entre pacientes usuarios de cocaina e
comportamentos depressivos (Conner et al., 2008). Esse fato pode ser atribuido em ambos os
sentidos: ou as alteragdes neurofisioldgicas e comportamentais causadas pela droga aumentam
avulnerabilidade do usuério a depressao; ou a depressdo aumenta a suscetibilidade do individuo
ao uso de drogas a fim de aliviar os sintomas do transtorno (MARKOU et al, 1998; CHINET
et al., 2006). Baseando-nos no estudo publicado por DACKIS e O’BRIEN (2011) onde as
elevadas taxas de depressdo pelos usuarios de cocaina sdo associadas a diminui¢cdo dos niveis

de dopamina ap6s consumo prolongado da droga, propomos avaliar alteragdes relacionadas a

@ Crack 100 mg (n=5)
@@ Crack 200 my (n=6)
0 Crack 400 mg (n=8)
Crack 800 mg (n=4)
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depressdo em camundongos submetidos ao Teste de Suspensdo Pela Cauda ap6s 72 horas da
ultima exposicéo ao crack. No entanto, apesar da relacéo entre cocaina e depressdo, ndo foram
evidenciadas diferencas estatisticamente significativas nos parametros avaliados (laténcia para

imobilidade e tempo para imobilidade — Figura 31).

Figura 31 - Parametros avaliados no Teste de Suspensdo pela Cauda 72h ap06s a retirada do crack
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Fonte: Autora, 2015.
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Nota: (A) Laténcia para imobilidade; (B) Tempo de imobilidade. Efeito da administragdo de crack em diferentes
doses nos pardmetros de depressdo em camundongos submetidos ao Teste de Suspensdo pela Cauda 48 horas apés
a retirada da droga. Resultados expressos como média + E.P.M. Nao-significativos ap6s analise de variancia

(ANOVA) seguido do teste de Dunnet quando comparado ao controle negativo.

Um achado semelhante foi encontrado por Zilkha et al. (2014). Esse grupo indicou que a
exposicao subcrénica de ratos a cocaina, embora tenha desencadeado alteracdes neuroquimicas
caracteristicas da depressdo (aumento da expressdo da proteina BNDF no Cortex Pré-Limbico),
ndo promoveu diferencas significativas no Teste de preferéncia pela Sacarose (TPS) nem
alteracdes comportamentais tipo-depressivas no Teste do Nado Forcado. Isso provavelmente
corrobora a auséncia de alteracdes significativas no TSC, as quais podem ter sido apenas a nivel

neuroquimico, sem reflexo comportamental.
4.4. AVALIACAO COMPORTAMENTAL NA EXPOSICAO COLETIVA

ApoOs a caracterizacdo do protocolo de exposicdo individual, propds-se avaliar o
comportamento dos animais durante a exposicdo coletiva, isto €, as mudangas comportamentais
de animais expostos em grupo durante 5 dias a fumaca da droga na dose de 400mg, dividida
em 2 exposic¢des de 200mg cada. Conforme observado na figura 32, apos a 12 queima (200mg
de crack), todos os animais apresentaram apenas agitacdo motora. No entanto, apds a queima
da 22 metade, 100% dos animais apresentaram uma marcha desordenada ndo mencionada na
literatura. Destes, 22,05% apresentaram pelo menos um episodio de convulséo, dos quais 36,8%

evoluiram para a morte. Dos animais restantes, 100% apresentaram queda, praticamente ao
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mesmo tempo (laténcia média para queda de 8,33 minutos apds a 22 queima), adquirindo
decubito dorsal ou lateral e passaram cerca de 10,5 minutos nessa posi¢do. Apds este tempo,

100% dos animais levantaram, novamente em momentos bastante semelhantes (figura 32).

Figura 32 - Alteracbes comportamentais em animais durante o protocolo de exposi¢ao coletiva
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Fonte: Autora, 2015.

45. AVALIACAO COMPORTAMENTAL APOS A RETIRADA DA DROGA -
PROTOCOLO DE EXPOSICAO COLETIVA

Apos a avaliacdo do comportamento dos animais durante a exposi¢do coletiva, prop6s-se
avaliar os efeitos comportamentais 72 horas ap0s a retirada do crack nos animais submetidos a

este protocolo durante 5 dias. Para isto, foram analisados parametros relacionados a ansiedade.
45.1. ESTUDO DA ATIVIDADE TIPO-ANSIOGENICA

O LCE ¢ descrito na literatura como o modelo mais aceito para deteccdo de efeitos
ansioliticos e ansiogénicos em roedores (TREIT, 1985). Frente a isto, utilizou-se 0 modelo para
avaliar o comportamento de camundongos expostos ao protocolo de exposigéo coletiva ao crack
e expostos ao teste apds 72h de retirada da droga.

Embora no protocolo de exposicdo aguda ndo tenham sido evidenciadas alteracdes
relacionadas a ansiedade 72h apds a retirada da droga, as figuras 33A e 33B mostram que 0s

animais submetidos a retirada da droga 72h ap6s o protocolo de exposi¢do coletiva
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apresentaram uma diminuicdo estatisticamente significativa na %EBA, caracteristica de um
efeito tipo-ansiogénico; embora ndo tenham apresentado reducdo significativa na %TBA.

Esse comportamento provavelmente se deve a exposicao dividida em 2 momentos de
200mg, dose na qual ja é observado efeito psicoestimulante no 1° dia. Além disto, outros
contribuintes para o efeito mais robusto da exposicao e portanto, da retirada da droga, podem
ter sido o fechamento da caixa de acrilico com os animais no interior, inalando toda a fumaca
contida na mesma; além da prépria interacdo de um animal com o outro na cdmara, uma vez
que sabe-se que o comportamento de um animal pode influenciar no do outro contido no mesmo

ambiente.

Figura 33 - Parametros espaco-temporais avaliados no LCE 72h ap6s a retirada do crack no protocolo
de exposigao coletiva
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Fonte: Autora, 2015.

Nota: (A) Porcentagem de Entradas nos Bragos Abertos (%EBA); (B) Porcentagem de Tempo nos Bragos
Abertos (%TBA). Efeito da administracdo coletiva de crack na dose de 400mg nos parametros espacgo-
temporais de camundongos submetidos ao Teste do Labirinto em Cruz Elevado 72 horas apds a retirada da

droga. Resultados expressos como média+E.P.M. Significativos apos teste t ndo-pareado.

Apbs o LCE, os animais foram inseridos no TCA para avaliacdo dos parametros
locomotores, traduzidos pelo nimero de cruzamentos e comportamentos de levantar-se em
apenas duas patas (rearing). A atividade locomotora esta relacionada ao comportamento de
fuga, sendo normalmente aumentada por substancias psicoestimulantes e situacdes de estresse,
bem como reduzida por farmacos ansioliticos. Na figura 34A, pode ser observado que nao
houve diferenga significativa no ndmero de cruzamentos do grupo crack 400mg quando
comparado ao controle (161.8+9.534 e 174.5+24.50, respectivamente); ao passo que na figura
34B, observa-se que também nédo houve diferenca significativa no namero de rearings do grupo
crack 400mg quando comparado ao grupo controle (53.17+£9.738 e 63.50 = 2.500,
respectivamente). Essa auséncia de diferencas estatisticamente significativas provavelmente se
deve a auséncia de prejuizo locomotor nos animais submetidos a estes testes apos 72 horas da

retirada do crack.
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Figura 34 - Pardmetros comportamentais avaliados no TCA 72h ap6s a retirada do crack no protocolo de
exposicao coletiva
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Fonte: Autora, 2015.
Nota: (A) Numero de cruzamentos. (B) NUmero de rearings. Efeito da administracdo de crack em diferentes doses

na atividade locomotora de camundongos submetidos ao Teste do Campo Aberto 48 horas ap6s a retirada da droga.

Resultados expressos como média + E.P.M. N&o-significativos ap0s teste t ndo-pareado.
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1.1. CONSIDERACOES SOBRE Citrus limon

Na literatura, ha diversas atividades bioldgicas de espécies do género Citrus
mencionadas, tais como: anti-inflamatéria, antioxidante, antinociceptiva, analgésica e
antimicrobiana (BENAVENTE-GARCIA e CASTILLO, 2008; CAMPELO et al., 2011a;
SETTANNI et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014; PARHIZ et al., 2015). Além de agdes
periféricas, existem inimeros relatos de efeito a nivel de sistema nervoso central de espécies
deste género, com destaque para atividade anticonvulsivante, ansiolitica, sedativa e
antidepressiva (CARVALHO-FREITAS e COSTA, 2002; FATURI et al., 2010; COSTA et al,
2013; POTDAR e KIBILE, 2011; AZANCHI et al., 2014; MALLICK e KHAN, 2015).

Nesse contexto, destaca-se a espécie Citrus limon, popularmente conhecida como
limoeiro, limao siciliano ou limédo verdadeiro, cujas folhas e frutos sdo utilizados na medicina
popular como terapia (PENIDON e SILVA, 2007). O fruto é utilizado ha centenas de anos com
inimeras propriedades medicinais e nutricionais. Vendruscolo et al (2005) descreveram o uso
popular de Citrus limon em Porto Alegre (Rio Grande do Sul) na forma de cha e do fruto in
natura (fruto, casca do fruto, semente, folhas) para bronquite, colesterol, dor de cabeca,
garganta, enxaqueca, gripe, dentre outros. Além disto, Ortencio (1997) relatou usos populares do
limdo em pressao alta, anemia, diabetes e controle do &cido drico.

Citrus limon vem sendo bastante associado a a¢des a nivel central em distintas vias de
administracdo, doses e espécies animais. Em 1995, Komori et al. mencionaram o efeito
antidepressivo do odor do lim&o em ratos no teste do nado for¢ado (TNF), tanto isoladamente
quanto associado a imipramina, potencializando seu efeito. Em 2010, Komiya et al.
mencionaram o vapor do 6leo essencial do limao como o mais potente dentre 3 diferentes 6leos
na acdo anti-estresse de camundongos submetidos ao LCE, TCA e TNF.

Recentemente, Khan e Riaz (2015) sugeriram que comorbidades como ansiedade e
depressdo podem ser atenuadas por uma dieta rica em antioxidantes. Dessa forma, eles trataram
ratos com Citrus limon em doses consideradas baixa, moderada e alta e observaram um efeito
tipo-ansiolitico e tipo-antidepressivo da espécie nos testes do LCE, TCA e TNF na dose
considerada moderada. Além disso, Campélo e colaboradores (2011ap.c4) Caracterizaram 0s
efeitos sedativo, ansiolitico, antidepressivo, antioxidante, neuroprotetor e anticonvulsivante do
6leo essencial de Citrus limon por via oral em camundongos, sugerindo esta espécie como um
potencial alvo de estudos. Apesar desses avangos, ndao existem dados na literatura relacionando
o efeito do 0Oleo essencial de Citrus limon em efeitos centrais pds-exposicao a drogas.

Diante disto, o presente capitulo buscou avaliar o papel do 6leo essencial de Citrus limon

na atividade locomotora e no limiar de crises convulsivas induzidos pela exposicao a droga.
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2.2. Objetivo Geral

Avaliar o potencial do 6leo essencial extraido das cascas do fruto de Citrus limon (OEL)
na reducdo da atividade psicoestimulante do crack, bem como seu efeito no limiar para crises

convulsivas.

2.2.1. Obijetivos Especificos

v'Avaliar alteragdes nos pardmetros locomotores de animais tratados ou ndo com OEL e
expostos ao crack em diferentes doses por meio do Teste do Campo Aberto;

v Observar possiveis alteraces no limiar para crises convulsivas em animais expostos a
droga e tratados ou ndo com OEL, no modelo de Status Epilepticus induzido por

pilocarpina;
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3.1. OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL

Os procedimentos experimentais foram realizados com Oleo Essencial de Citrus limon
(OEL) na forma em que é comercializado; no qual foi adquirido 1 frasco de 100mL da

distribuidora Ferquima Ind. e Com. Ltda, Séo Paulo (figura 35)

Figura 35 - Frasco - Oleo Essencial de Citrus limon (Ferquima®)
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Fonte: Autora, 2015
3.2. PRE-TRATAMENTO COM OEL

O pré-tratamento com OEL na dose de 300mg/Kg via oral foi realizado 1 vez ao dia,
através da técnica de gavagem 1 hora antes dos testes comportamentais. Dessa forma, foi
preparada diariamente uma suspenséo de OEL, salina e tween, administrada de acordo com o
peso individual do animal. Para isto, foi utilizada uma seringa de 1mL dotada de uma canula
especifica para gavagem em camundongos, onde a suspensdo foi introduzida diretamente no
estdbmago do animal, apds um jejum minimo de 6 horas. A dose e o jejum foram estabelecidos
apos um estudo farmacoldgico de diferentes doses de OEL (vide figura 37).

3.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O procedimento experimental foi conduzido de acordo com os 2 protocolos propostos: o de

reducdo da atividade psicoestimulante e o do limiar para crises convulsivas.

3.3.1. REDUCAO DA ATIVIDADE PSICOESTIMULANTE

Uma vez caracterizada a atividade psicoestimulante do crack nas doses testadas, propds-se
avaliar a reducdo desta atividade através do pré-tratamento dos animais com o OEL na dose de
300mg/Kg via oral. Para isto, foram realizados dois experimentos separados: um com a dose de

200mg e outro com a dose de 400mg de crack, de acordo com a disposi¢éo a seguir:



64

3.3.3.1. Avaliacao da reducdo do efeito psicoestimulante do crack na dose de 200mg apds
tratamento com OEL 300mg/Kg (n=33):

a) Animais sem pré-tratamento e sem exposi¢do ao crack (n=8)

b) Animais sem pré-tratamento expostos ao protocolo de exposicao individual com
crack na dose de 200mg (n=10)

c) Animais pré-tratados com OEL 300mg/Kg sem exposicao ao crack (n=8)

d) Animais pré-tratados com OEL 300mg/Kg e expostos ao protocolo de exposicao

individual com crack na dose de 200mg (n=7)

3.3.1.2. Avaliacao da reducao do efeito psicoestimulante do crack na dose de 400mg ap6s
tratamento com OEL 300mg/Kg (n=31):
a) Animais sem pré-tratamento e sem exposic¢ao ao crack (n=8)
b) Animais sem pré-tratamento expostos ao protocolo de exposi¢do individual com crack
na dose de 400mg (n=8);
c) Animais pré-tratados com OEL 300mg/Kg sem exposicao ao crack (n=8);
d) Animais pré-tratados com OEL 300mg/Kg e expostos ao protocolo de exposicao

individual com crack na dose de 400mg (n=7);

3.4. ALTERACOES NO LIMIAR PARA CRISES CONVULSIVAS

Sabendo que o crack tem uma relacdo estreita com a epilepsia, prop6s-se avaliar a
capacidade da droga de alterar o limiar para crises convulsivas induzidas pela pilocarpina.
Dessa forma, a dose escolhida de pilocarpina foi 75mg/Kg, considerada subconvulsivante na
literatura e, portanto, esperava-se que a mesma ndo desencadeasse crises convulsivas nos
animais submetidos apenas a sua administracdo. Por outro lado, caso o crack interferisse no
limiar para estas crises, reduzindo-o, seriam observadas crises de diferentes niveis na escala
arbitraria de Racine (1972). Por fim, foi proposto também avaliar a capacidade do OEL de

reverter o possivel efeito do crack no limiar para as crises.
Diante disto, os animais (n=20) foram divididos nos seguintes grupos:

a) Animais sem pré-tratamento com OEL, sem exposicdo ao crack e sem
administracao de PILO [grupo controle sem exposic¢ao (n=4)];

b) Animais sem pré-tratamento com OEL, expostos ao crack 400mg e sem
administracdo de PILO [grupo controle exposto (n=4)];



65

c) Animais sem pré tratamento, expostos ao crack 400mg e submetidos a
administragdo de PILO 75mg/Kg i.p. (n=4)

d) Animais pré-tratados com OEL 300mg/Kg, expostos ao crack 400mg e
submetidos a administracdo de PILO 75mg/Kg (n=8);

Para isto, foi realizado o protocolo de exposicdo individual, sendo 400mg a dose de crack
escolhida. 12 minutos antes da exposic¢do de cada animal, 0 mesmo foi tratado com brometo de
metil escopolamina subcutanea (1mg/Kg). A escopolamina é um antagonista muscarinico que
por ser na forma metilada ndo atravessa a barreira hematoencefalica, bloqueando os efeitos
periféricos da PILO, sendo visualizados apenas efeitos a nivel de SNC. Em seguida, o animal
foi levado para a camara de acrilico, onde foi exposto a dose de 400mg de crack conforme
protocolo de 8 minutos descrito anteriormente (totalizando 20 minutos). Ap6s a exposicdo, cada
animal foi retirado e levado imediatamente para o Teste do Campo Aberto (TCA) por 10
minutos para verificacdo de alteracdes na atividade locomotora (perfazendo um total de 30
minutos, tempo necessario para a¢do da escopolamina). Imediatamente apds o TCA, 0s animais
foram levados para outra sala onde receberam a administracdo de pilocarpina intraperitoneal
(75mg/Kg). Os animais do grupo sem exposicdo receberam escopolamina s.c. igualmente,
porém foram inseridos diretamente no TCA e apds 10 min no aparato, receberam injecao i.p.
de PILO. Os animais do grupo controle ndo passaram por estes procedimentos, sendo apenas
inseridos na caixa para observacao.

Apbs a administracdo de PILO, os animais foram inseridos em caixas de acordo com o
grupo e observados e filmados durante 90 minutos para categorizacédo das crises convulsivas de
acordo com a escala de Racine (1972): Escala 0 — imobilidade; 1 — Automatismos faciais; 2 —
Mioclonia de cabeca e pescoco; 3 — Clonia de patas anteriores; 4 — Elevagdo sobre patas

posteriores; 5 — Elevacdo e queda; 6 — Elevacdo e > 1 queda (figura 36).

Figura 36 — Esquema: protocolo para avaliagdo de limiar para crise convulsiva
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Fonte: Autora, 2015.
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4.1. DEFINICAO DE DOSE E PROTOCOLO DE JEJUM PARA O OEL

Para utilizagdo do OEL, o primeiro passo foi estabelecer a dose do 6leo a ser utilizada.
Para isso, camundongos Swiss foram tratados com diferentes doses de OEL e submetidos a 2
protocolos distintos: (A) animais tratados por 7 dias com OEL 1 vez ao dia e submetidos ao
LCE apés o periodo de tratamento sem restri¢do alimentar (grupo subcrénico sem jejum); e (B)
animais tratados com OEL 60 minutos antes da inser¢do no LCE com restricdo alimentar
minima de 6h antes do experimento (grupo agudo com jejum).

Como observado na figura 37A, os animais submetidos ao tratamento subcrdnico sem
jejum ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa no EBA em nenhuma dose de
OEL quando comparados ao controle (SAL: 3,529+0.6812; OEL75: 5.000+0.6179; OEL150:
4.909+0.9859; OEL 300: 4.364+0.8557). Além disto, 0 OEL em nenhuma dose foi capaz de
promover diferenca estatistica na % TBA, conforme visto na figura 37A’ (SAL: 13.10+2.763;
OEL75: 16.54+3.127; OEL150: 14.30+3.308; OEL300: 12.45+2.501).

Por outro lado, a figura 37B evidencia um aumento estatisticamente significativo no
EBA pelo tratamento agudo dos animais com OEL 300mg/Kg quando comparado ao controle.
As demais doses ndo foram capazes de promover diferenca estatistica nesse parametro quando
comparadas ao controle (SAL: 10.15+0.9118; OEL 75: 9.444+0.9590; OEL150: 10.56+1.029;
OEL300: 17.56+1.643). Corroborando o observado na figura 37B, a figura 37B’ demonstra a o
aumento da %TBA pelo OEL 300mg/Kg quando comparado ao controle e as demais doses
(SAL: 32.58+2.850; OEL75: 24.92+1.694; OEL150: 33.55+2.529; OEL300: 43.22+3.597).
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Figura 37 - Parametros espacgo-temporais das diferentes doses de OEL no Labirinto em Cruz Elevado em dois
protocolos distintos
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Fonte: Autora, 2015.

Nota: (A) Numero de entradas nos bracos abertos (EBA) de animais pré-tratados durante 7 dias (1 vez ao dia) com
OEL via oral em diferentes doses sem jejum; (B) NUmero de entradas nos bracos abertos (EBA) de animais pré-
tratados com OEL via oral em diferentes doses 60 minutos antes do LCE, com jejum minimo de 6 horas; (A’)
Porcentagem de tempo nos bracos abertos (% TBA) de animais pré-tratados durante 7 dias (1 vez ao dia) com OEL
via oral em diferentes doses sem jejum; (B’) Porcentagem de tempo nos bragos abertos (%TBA) de animais pré-
tratados com OEL via oral em diferentes doses 60 minutos antes do LCE, com jejum minimo de 6 horas. Resultados
expressos como média = E.P.M com *p<0,05 e ***p<0,001. Significativos ap6s analise de variancia (ANOVA)

seguido do teste de Dunnet quando comparado ao controle negativo.

Os dados encontrados corroboram com a literatura, onde o OEL vem sendo associado a
efeitos tipo-ansioliticos e anti-estresse no modelo do LCE (CAMPELO et al., 2011; KOMYIA
et al., 2010). Além disto, uma revisdo sistematica publicada por De-Sousa et al. (2015)
mencionou o efeito tipo-ansiolitico do OEL via oral em camundongos submetidos ao
tratamento agudo, corroborando nossos achados. Diante disto, foi estabelecido o protocolo de
tratamento com OEL via oral por gavagem na dose de 300mg/Kg 60 minutos antes dos testes,
com jejum minimo de 6 horas, ressaltando o papel fundamental dessa privacéo de alimento para

a observacéo do efeito do 6leo.
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4.2. AVALIACAO DA REDUCAO DO EFEITO PSICOESTIMULANTE DO CRACK
PELA ADMINISTRACAO DE OEL 300mg/Kg V.O.

Uma vez estabelecido protocolo e dose de dleo essencial de liméo siciliano a serem
utilizados, realizou-se o protocolo de exposicdo individual para avaliar a capacidade do OEL
de reduzir o efeito psicoestimulante desencadeado pelo crack. Para isto, foram desenvolvidos
4 grupos de 8 animais tratados ou ndo com OEL e submetidos ou ndo a exposicdo ao crack nas
doses de 200mg e 400mg.

Conforme observado na figura 38, a exposi¢édo ao crack na dose de 200mg foi capaz de
aumentar significativamente (p<0,001) o nimero de cruzamentos no Teste do Campo Aberto
guando comparado ao grupo sem exposicdo (221.7+£14.33 e 153.9+15.42, respectivamente)
caracterizando o efeito psicoestimulante esperado.

O OEL 300mg/Kg individualmente ndo promoveu alteragdo significativa neste
parametro quando comparado ao grupo controle. Contudo, quando administrado como pré-
tratamento a exposicdo a droga, o Gleo foi capaz de reduzir significativamente (p<0,001) o
numero de cruzamentos do grupo crack 200mg (118.9+21.35 e 221.7+14.33, respectivamente),
resultado comparavel ao grupo sem exposicao (153.9+£15.42), o que indica diminui¢do do efeito
psicoestimulante ocasionado pelo crack.

Figura 38 - Efeito do OEL na atividade psicoestimulante do crack na dose de 200mg
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Fonte: Autora, 2016.

(A) Namero de cruzamentos. Efeito da administragdo de crack na dose de 200mg na atividade locomotora
de camundongos no Teste do Campo Aberto. Resultados expressos como médiatE.P.M com ***p<0,001
quando comparado ao controle e ###p<0,001 quando comparado ao grupo crack 200mg. Significativos

apos analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Newman-Keuls.
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A fim de corroborar os dados encontrados, realizou-se 0 mesmo ensaio utilizando-se o
crack na dose de 400mg. Como observado na figura 39, a dose de 400mg foi capaz de
desencadear um aumento bastante significativo no numero de cruzamentos no TCA (p<0,001)
qguando comparado ao grupo sem exposicdo (537.4+70.23 e 153.9£15.42, respectivamente) e
quando comparado ao grupo OEL300mg/Kg sem exposicdo (176.4+10.77).

Por outro lado, surpreendentemente, o tratamento com o OEL antes da exposi¢do ao
crack ndo so foi incapaz de reduzir a atividade psicoestimulante da droga, como aumentou —
ainda que ndo significativo estatisticamente — 0 numero de cruzamentos no TCA (618.1+80.09
e (537.4+70.23).

Figura 39 - Efeito do OEL na atividade psicoestimulante do crack na dose de 400mg
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Fonte: Autora, 2016.

(A) Namero de cruzamentos. Efeito da administragdo de crack na dose de 400mg na atividade locomotora

H

NUmero de Cruzamentos

de camundongos no Teste do Campo Aberto. Resultados expressos como média+E.P.M com ***p<0,001
quando comparado ao controle e ###p<0,001 quando comparado ao grupo OEL 300mg/Kg sem

exposicao. Significativos apés andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Newman-Keuls.

Estes dados sdo inéditos na literatura e, embora controversos, apontam para uma
atividade redutora de efeito psicoestimulante do OEL de maneira dose-dependente, o que pode

vir a ser uma alternativa terapéutica no futuro para distarbios relacionados a utilizacao do crack.

4.3. ALTERACOES NO LIMIAR PARA CRISES CONVULSIVAS

Uma vez que existem relatos na literatura de crises convulsivas apos uso de crack,

surgiram os questionamentos: a utilizacdo da droga alteraria o limiar para estas crises? Em
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outras palavras, o uso do crack associado a um estimulo epileptogénico facilitaria o
desenvolvimento de crises convulsivas? E seriam estas crises mais graves do que as geradas
apenas pelo estimulo? Por fim, se essas crises realmente sdo mais graves e facilmente
desenvolvidas pela exposicao ao crack, poderia 0 OEL impedir seu desenvolvimento ou torna-

las mais brandas?

A fim de avaliar estas alteracGes, foram propostos 4 grupos conforme observado na
figura 40: grupo controle sem exposicao (animais sem pré-tratamento, sem exposi¢éo ao crack
e sem pilocarpina, inseridos diretamente na caixa apenas para observacdo); grupo controle
exposto (animais sem pré-tratamento, expostos ao crack 400mg, porém sem administracao de
pilocarpina); grupo sem pré-tratamento, exposto ao crack 400mg e submetido & administragao
intraperitoneal de PILO e, finalmente, o grupo pré-tratado com OEL 300mg/Kg 60 minutos

antes da exposicao ao crack 400mg e submetido a injecéo i.p. de PILO.

Pode ser observado na figura 40 que, conforme o esperado, 0s grupos sem administracéo
de PILO ndo desenvolveram crises convulsivas; ao passo que 0s grupos submetidos ao insulto
epileptogénico desenvolveram crises classificaveis de acordo com a escala de Racine (1972).
O grupo sem pré-tratamento, exposto ao crack e a administracdo de PILO apresentou em sua
totalidade crises mais graves da classe 2 nesta escala arbitraria (mioclonia de cabeca e pesco¢o);
enquanto o grupo submetido aos mesmos estimulos, porém pré-tratado com OEL 300mg/Kg

apresentou crises um pouco mais brandas (classe 1 — automatismos faciais).

Figura 40 - Classificacdo das classes mais graves segundo a Escala de Racine (1972)

Grupo N | Classe Incidéncia
Controle sem exposi¢ao 4 - -
Controle exposto ao crack 400mg 4 - -
Controle exposto ao crack 400mg + PILO75mg/Kg 4 2 100%
Pré-tratamento com OEL 300mg/Kg + crack 400mg + PILO 75Smg/Kg | 8 100%

Fonte: Autora, 2016

Diante dos dados, sugere-se que, embora o 6leo essencial de Citrus limon néo tenha sido
eficaz em inibir o desenvolvimento de crises convulsivas geradas pela pilocarpina em dose
considerada previamente subconvulsivante (75m/Kg), o pré-tratamento com o OEL foi capaz
de reduzir a gravidade das crises de acordo com a escala de Racine, o que pode ser um bom

indicativo de controle de crises.
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O conjunto dos dados expostos permite afirmar que a exposi¢cao de camundongos Swiss
a inalacdo da fumaca do crack durante 5 dias desencadeou os efeitos psicomotores esperados
no Teste do Campo Aberto, refletido através do aumento na atividade locomotora, bem como
foi capaz de desenvolver o fenémeno de tolerancia ao longo dos dias nas duas menores doses
(100 e 200mg). Além disto, notou-se que o periodo de retirada da droga (72h) ndo foi capaz de
promover diferencas estatisticamente significativas em parametros de ansiedade e depressao no
protocolo de exposicdo individual, possivelmente pela duracdo deste periodo. Em
contrapartida, foi demonstrado efeito tipo-ansiogénico no parametro de porcentagem de tempo
nos bracos abertos em animais expostos ao LCE apds 72h da retirada do crack no protocolo de
exposi¢do coletiva overdose. Por fim, foi demonstrada atividade do 6leo essencial de Citrus
limon na dose de 300mg/Kg na reducao do efeito psicoestimulante desencadeado pelo crack na
dose de 200mg e na reducdo da gravidade das crises geradas pela pilocarpina. Esses resultados
demonstram a necessidade do desenvolvimento de estudos voltados a este problema de salde
publica que é o uso de crack, a fim de caracterizar comportamentos e comorbidades
relacionadas ao seu uso; além de ressaltarem a importancia de investimentos em pesquisa para
tratamentos de desordens causadas por drogas de abuso, especialmente tendo por base os
produtos naturais, uma vez que sdo uma alternativa de baixo custo e potencial efeito

farmacoldgico.
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6.1. PARECER DE APROVACAO NA CEUA
Figura 41. Parecer de aprovacao da CEUA - UFAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
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PARECER CONSUBSTANCIADO

Projeto n. 048/2013

TITULO: Oleo essencial de limao (Citrus limon): potencial terapéutico alternativo para

redugfio da fissura e do limiar para crises epilépticas causadas pelo uso de crack

RESPONSAVEL: Olagide Wagner de Castro

OBJETIVO: Avaliar a atividade do 6leo essencial de Citrus limon na redugdo da
ansiedade ¢ do limiar de crises convulsivas induzidas pela abstinéncia ao crack em

camundongos.
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