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RESUMO

No Brasil, h4 relatos na literatura do uso do crack desde 1990. Nas ultimas
décadas seu consumo tem aumentado devido ao alto poder de adiccdo e baixo
custo, causando um grave problema de saude publica. O crack € uma droga
psicoestimulante que pode provocar alteragBes neuroldgicas, bioquimicas e
comportamentais. Estudos em animais tém mostrado que vias dopaminérgicas,
glutamatérgicas e colinérgicas podem desempenhar papel na neurotoxicidade e
comportamento, induzido pela inalacéo do crack e seus metabdlitos. Dessa forma, o
presente trabalho buscou avaliar laténcia, frequéncia, duracdo e gravidade para
crises limbicas e expressdo de wet dog shake (WDS) em ratos, 120min apés
microinjecdo de baixa dose de pilocarpina (PILO) seguido da exposicdo aos
produtos da pirdlise do crack, bem como mensurar o fluxo salivar estimulado por
administracdo de PILO (2 mg/Kg) Oh, 24h e 15 dias apOs exposi¢do ao crack.
Adicionalmente, buscando avaliar 0 mecanismo subjacente a crises e hipersalivacéo
foi analisada a atividade da acetilcolinesterase (AChE) no hipocampo apés 10 e
60min da microinjecdo de baixa dose de PILO seguido da exposicdo ao crack.
Nossos resultados revelam diminuicdo da laténcia para crises quando animais foram
tratados com PILO e posteriormente expostos ao crack (PILO+CRACK). A
frequéncia, duracdo e gravidade de crises epilépticas aumentaram no grupo
PILO+CRACK em relacéo aos grupos expostos apenas a PILO ou ao crack. Quanto
a expressdo de WDS houve o aumento no grupo PILO+CRACK e PILO quando
comparados ao CRACK. Aliado a isto, o peso das glandulas parétida e
submandibular, ndo sofreram alteracfes durante a exposicao Oh, 24h e 14 dias ao
crack, apesar ter ser sido observado um expressivo aumento do fluxo salivar nos
animais expostos durante 14 dias. Quando a atividade da AChE foi mensurada, no
tempo de 10 min, mostrou-se aumentada no grupo CRACK quando comparado ao
NAIVE e observou-se a inibicdo da AChE hipocampal, 60 min apds a exposi¢cao ao
crack nos grupos CRACK e PILO+CRACK quando comparado aos animais NAIVE.
Em conjunto, estes achados sugerem que uma baixa dose de PILO seguida da
inalacdo do crack aumenta a excitabilidade do tecido nervoso a ponto de promover
diminuicdo do limiar para crises epilépticas, bem como o aumento do fluxo salivar,
supostamente por meio da inibicdo de AChE.

Palavras chave: crises, crack, acetilcolina



ABSTRACT

In Brazil, there have been reports in the literature on the use of crack cocaine
since 1990. In the last decades its consumption has increased due to the high power
of addiction and low cost, causing a serious public health problem. Crack cocaine is
a psychostimulant drug that can cause neurological, biochemical and behavioral
changes. Animal studies have shown that dopaminergic, glutamatergic and
cholinergic pathways may play a role in the neurotoxicity and behavior induced by
the inhalation of crack cocaine and its metabolites. Thus, the present study aimed to
evaluate latency, frequency, duration and severity for limbic seizures and wet dog
shake expression (WDS) in rats, 120 minutes after microinjection of low dose
pilocarpine (PILO) followed by exposure to crack cocaine pyrolysis products, as well
as to measure salivary flow stimulated by administration of PILO (2 mg / kg) Oh, 24h
and 15 days after exposure to crack. In addition, the activity of acetylcholinesterase
(AChE) in the hippocampus was analyzed after 10 and 60 minutes of microinjection
of a low dose of PILO followed by exposure to crack cocaine. Our results show a
decrease in latency for seizures when animals were treated with PILO and later
exposed to crack cocaine (PILO + CRACK). The frequency, duration and severity of
epileptic seizures increased in the PILO + CRACK group in relation to the groups
exposed only to PILO or crack. As for the WDS expression, there was an increase in
the PILO + CRACK and PILO groups when compared to the CRACK. In addition, the
weight of the parotid and submandibular glands did not change during exposure (Oh)
and 24h and 14 days after exposure to crack, although an expressive increase in
salivary flow was observed in animals exposed 14 days to inhalation of crack. The
activity of AChE, in the time of 10 min, was increased in the CRACK group when
compared to NAIVE and the inhibition of hippocampal AChE was observed 60 min
after exposure to crack cocaine in the groups CRACK AND PILO + CRACK when
compared to the animals NAIVE. Taken together, these findings suggest that a low
dose of PILO followed by crack cocaine inhalation increases the excitability of nerve
tissue to the extent of promoting lowering of the threshold for epileptic seizures, as
well as increased salivary flow, presumably through inhibition of AChE.

Keywords: crises, crack cocaine, acetylcholine.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, drogas psicotropicas tem se tornado um dos maiores
problemas de saude publica no mundo, ocasionando transtornos de ordem fisica,
psicoldgica e social nos usuarios (CUNHA et al., 2004). A United Nations Office on
Drugs and Crime (UNODC) estima que em 2015, cerca de 250 milhdes de nacen=c
da populagdo adulta mundial, utilizou algum tipo de entorpecente, des
milhdes se tornaram usuarios de drogas e apresentaram distarl
necessitaram de algum tipo de tratamento (UNODC, 2017a).

Existem mudltiplas opc¢des quando se trata de substancias psicoativas que vao
desde o tradicionalmente aceito para aqueles proibidos. Como o &lcool, a
anfetamina, cocaina, maconha, tabaco e, em menor escala, outras drogas populares
(KODIROQV, 2017). Entre essas drogas a cocaina tem se destacado devido ao
aumento do consumo e problemas decorrentes de seu uso, evidenciando-a como
uma preocupacao de ambito mundial (SAJJA; RAHMAN; CUCULLO, 2016; UNODC,
2017Db).

Existem cerca de 17,1 milhdes de usuarios de cocaina no mundo, (UNODC,
2016a), e no Brasil, esta é a segunda droga ilicita mais consumida causando grande
impacto na saude publica. No contexto social, ha o aumento da vulnerabilidade com
relacdo as violéncias e crescimento da criminalidade (CHAVES et al., 2011;
CHESNAIS, 1999; GOLDSTEIN et al., 2014; GUIMARAES et al., 2008, 2017;
SANT'ANNA; AERTS; LOPES, 2005; SCHIFANO; CORKERY, 2008; SIEGAL et al.,
2002).

Os usuarios de cocaina podem apresentar complicacdes clinicas relevantes
como: tremores incontrolaveis, dor de cabeca, perda transitéria da consciéncia,
desmaios, acidente vascular cerebral (AVC), hemorragia cerebral, convulsdes e
morte, além de desordens psiquiatricas como a depresséao e a ansiedade (CEBRID,
2014; DUAILIBI; RIBEIRO; LARANJEIRA, 2008; GARCIA et al., 2012; KRAMER et
al., 1990; LOWENSTEIN et al.,, 1987; PERAILE et al., 2010; VASCONCELOS,
2010).

A cocaina é o principal alcaldide extraido das folhas secas da planta
Erythroxylon coca (E. coca), nomeada por Friedrich Gaedecke (Bahls, 2002),

conhecida por suas propriedades anestésicas, normalmente de uso topico devido ao
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elevado risco de toxicidade sistémica. As vias de administragdo mais utilizadas sao:
endovenosa, inalatodria, intranasal e oral (DUAILIBI; RIBEIRO; LARANJEIRA, 2008;
JONES, 1997; LEITE; ANDRADE, 1999; WHO, 2013). Na sua forma fumada (ou
inalada), a cocaina, recebe o nome de crack, devido aos estalos que emite ao ser
aquecida, (BOGHDADI; HENNING, 1997; GOLDSTEIN; DESLAURIERS; BURDA,
2009). Os principais metabodlitos da cocaina sdo benzoylecgonina (BZE),
anhydroecgonine (ACE) e anhydroecgonine methyl ester (AEME) (FIORENTIN et al.,
2017; TOENNES; FANDINO; KAUERT, 1999). O metabdlito AEME é encontrado
exclusivamente a partir da pirdlise do crack e tem sido evidenciado na literatura por
sua alta toxicidade. (AREAL et al., 2015; GARCIA et al., 2012, 2015). O abuso de
cocaina/crack vem sendo associado a implicac6es neurolégicas agudas como
convulsdes que podem ser desencadeadas na primeira utilizacdo da droga ou apos
0 seu uso continuo. A literatura tem relacionado ndo somente a toxicidade da
cocaina com a geracéao de crises, mas também do metabdlito BZE (KONKOL et al.,
1992) e AEME (AREAL et al.,, 2015; GARCIA et al.,, 2015). Dessa forma, crises
isoladas ou autossustentadas provocadas por cocaina/crack e seus metabolitos
pode o ser gatilho na geracdo do fenbmeno da epileptogénese, que pode levar ao
desenvolvimento crénico de epilepsia.

Diante destas problematicas e apesar dos avancos relacionados aos efeitos
agudos e cronicos do uso da cocaina na excitabilidade neuronal, no comportamento
e em processos degenerativos, pouco se sabe sobre os efeitos da administracéo
intrapulmonar da cocaina (crack). Dessa forma, o presente estudo tem como
objetivo testar a hipétese que o uso do crack aumenta a excitabilidade do tecido
nervoso de modo a reduzir o limiar para crises epilépticas, bem como aumentar o
fluxo salivar, possivelmente por alteracdes no sistema colinérgico subjacente.

Esta dissertacéo esta dividida em trés capitulos: o primeiro refere-se a analise
comportamental de crises limbicas em modelo animal, seguida da exposi¢cdo ao
crack; o segundo, avalia parametros salivares de animais expostos ao crack e o
terceiro, busca avaliar a atividade da acetilcolinesterase (AChE) em animais
expostos ao crack, revelando pistas do mecanismo de acdo da via inalatéria da

cocaina.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Drogas de abuso

A expressao droga teve origem do vocabulo “droog” (holandes antigo) que
tem significado de folha seca, uma vez que nos primérdios os medicamentos eram
confeccionados a base de vegetais. Atualmente, a medicina define droga como
gualquer substancia capaz de modificar a fungdo dos organismos vivos, resultando
em mudancas fisioldgicas e/ou comportamentais (CEBRID, 2014).

Um dos maiores problemas que afeta a sociedade atualmente € o consumo
de drogas ilicitas. A utilizacdo de substancias psicoativas reflete na sadde, no
convivio familiar e social do usuario, assim como também movimenta milhées por
ano, estabelecendo um mercado financeiro ilicito altamente lucrativo em escala
mundial (GOLDSTEIN; DESLAURIERS; BURDA, 2009; WHO, 2004).

O uso dessas substancias estd associado ao aumento da morbidade e
mortalidade, doencgas cronicas, infecciosas e desordens mentais (DEGENHARDT,;
HALL, 2012). Os danos ocasionados pelo abuso de drogas € sinalizado pelos 28
milhdes de anos de vida saudavel perdidos em todo o mundo em 2015 como
resultado de morte prematura e deficiéncia, estimados pela UNODC (figura 1).
Consequentemente, a expectativa de vida da populacdo mundial tende a diminuir

devido a complicacdes causadas pelo consumo de substancias psicotropicas.

Figura 1- Estimativa de anos saudaveis perdidos da populacdo mundial devido ao

uso de drogas em 2015.
uso de drogas * incapacidade

morte
prematura

28 milhoes
de anos saudaveis perdidos

anos de
vida perdido

anos de vida saudavel anos de vida
+ —

AVAI*= perdidos devido a perdidos devido a
incapacidade morte prematura

expectativa 10 milhdes de anos de vida perdidos devido a incapacidade por uso de drogas
de vida 18 milhdes de anos de vida perdidos devido a morte prematura por uso de drogas
* anos de vida ajustados por incapacidade

AVAI atribuida ao
uso de drogas

nascimento

Fonte: Adaptado de World Drug Report, 2017.
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Uma em cada vinte pessoas, entre 15 e 64 anos, utilizou drogas ilicitas em

2013 e cerca de 5% da populacdo adulta global utilizou drogas ao menos uma vez

em 2015 (UNODC, 2017b). A dimenséo das implicagbes que as drogas causam para

a populagcdo mundial fica mais evidente quando consideramos que mais de 1 em

cada 10 wusuarios desenvolve problemas por

desencadeando doencas e dependéncia quimica (UNODC, 2015).

uso de drogas (figura 2),

Figura 2 - Numero de pessoas que utilizaram drogas ilicitas e que adquiram
problemas devido ao uso de drogas no periodo de 2006-2013.
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Fonte: Adaptado de World Drug Report, 2015.

A UNODC dividiu as drogas psicotropicas por sua origem:

sintéticas e

naturais. As drogas sintéticas sdo aquelas produzidas artificialmente em laboratério

e as naturais sdo produzidas a partir da planta. Entre as drogas derivadas de plantas

as de maior consumo mundialmente sdo: a maconha, os opidides e a cocaina

respectivamente. Na figura 3, podem ser observados o niumero de usuarios, assim

como a quantidade de paises que relatam apreensdes, das drogas naturais mais

consumidas (UNODC, 2017b).
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Figura 3 - Numero de usuarios em milhdes em 2015 e numero de paises que
relataram apreensoes de drogas entre 2010 e 2015.
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Fonte: Adaptado de World Drug Report, 2017.

O Brasil foi mencionado como uma das nacdes emergentes onde 0 consumo
de estimulantes como a cocaina esta aumentando enquanto que na maioria dos
paises o consumo esta diminuindo. No ultimo levantamento brasileiro, a cocaina, em
todas as suas formas de administracdo, foi a terceira substancia ilicita mais
mencionada entre os entrevistados, como pode ser observado na figura 4 (LENAD,
2014).

Figura 4 - Proporcao de individuos que utilizaram determinada substancia alguma
vez na vida no Brasil.
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2.2. Cocainal/crack

2.2.1. Histo6rico

Ha séculos os efeitos neurolégicos da cocaina vém sendo relatado. Ha
evidéncias que a cocaina foi utilizada h& pelo menos 5.000 anos. A utilizacdo de
folhas de coca é atestada por inscricdes sobre ceramica e timulos entre os incas e
nas civilizagbes pré-incas (CHARLES-NICOLAS; LACOSTE; BALLON, 2009;
SPIVEY; EUERLE, 1990).

A planta E. coca, que da origem a cocaina, foi cultivada primeiramente na
América do Sul, nas altas regides dos Andes. Os indios bolivianos Aymara foram os
primeiros a utilizar a palavra coca para identificar a planta, que significa planta ou
arvore. Os Incas dominaram os Aymara e o monopolio da E. coca. A civilizagéo Inca
acreditava que a coca era uma planta medicinal e sagrada, portanto a utilizava em
rituais religiosos, profecias, casamentos, funerais e nos rituais de iniciagbes de
jovens nobres (GAY et al., 1975; SIEGEL, 1982).

Com o declinio do império Inca, o uso da coca perdeu seu significado
religioso e seu uso se difundiu. No século XVI, quando os espanhdis conquistaram o
império Inca, proibiram o uso da coca. No entanto, os espanhdis logo perceberam
gue sem coca, os indios escravizados expostos a longas jornadas de trabalho e
escassez de comida, eram menos produtivos nas minas de ouro e no trabalho de
campo. Com o objetivo de diminuir a fome, a fadiga e aumentar a forca, eles
permitiram aos escravos a mastigacdo das folhas da coca (CHARLES-NICOLAS;
LACOSTE; BALLON, 2009).

O quimico alemao Friedrich Gaedecke conseguiu, em 1855, o extrato das
folnas de coca, chamando-o de erythroxylene. Em 1859, Albert Niemann, um
guimico alemao, conseguiu isolar o alcaldide cocaina, cerca de 80%, entre os
numerosos alcaléides presentes na planta. Além da cocaina, Niemann identificou
nicotina, cafeina e morfina e em concentracées menores, a tiamina, a riboflavina e o
acido ascérbico. Apenas em 1902, o ganhador do prémio Nobel, Willstatt produziu
sinteticamente a cocaina em laboratério, um pd branco cristalino na forma de
cloridrato de cocaina (BENOWITZ, 1993; FERREIRA; MARTINI, 2001; SPIVEY;
EUERLE, 1990; VASCONCELOS, 2010).
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Seu uso foi difundido ap6s uma publicacdo médica, de Sigmund Freud, propor
seus beneficios em 1884. Este livro foi intitulado “Umber coca” no qual a cocaina era
recomendada como estimulante sexual e para o tratamento de depresséao,
dependéncia de morfina, doencas digestivas e asma. A industria farmacéutica da
época declarou a cocaina como uma potencial descoberta terapéutica importante,
promovendo-a como cura para varias doencas, enjoos e anemias. Freud colaborou
para o entendimento das ac¢des da cocaina, identificando-a como um estimulante do
sistema nervoso central (SNC) e um euforizante (GAY et al., 1975; GOLDSTEIN;
DESLAURIERS; BURDA, 2009; JOHANSON; FISCHMAN, 1989).

Durante o século XIX, a cocaina foi livremente comercializada nos Estados
Unidos sendo empregada em algumas bebidas populares como o vinho Mariani e a
coca-cola (figura 5). Em 1906, o alcal6ide foi retirado da formula e atualmente, a
cocaina foi substituida por cafeina (BAHLS; BAHLS, 2002; FERREIRA; MARTINI,
2001; GOLD; MILLER; SUMMERS, 1993; GOLDSTEIN; DESLAURIERS; BURDA,
20009).

Figura 5 - Folhetos de propaganda do ténico “Coca-cola”.

1897 1905

Fonte: http://quiadoscuriosos.uol.com.br/blog/2012/02/10/coca-cola-foi-por-36-anos-refrigerante-de-
cocaina, acessado em 30 de margo de 2018.

O crescimento do uso da cocaina foi acompanhado pelo aumento dos efeitos
danosos da droga (JOHANSON; FISCHMAN, 1989). O entusiasmo em relacdo a
cocaina comecou a desaparecer em 1887, quando Freud publicou um novo livro
chamado “Fissura e medo da cocaina”, no qual relatava sintomas parandides,

alucinac0es, deterioragdo fisica e mental associada ao consumo continuo. Relatos

28


http://guiadoscuriosos.uol.com.br/blog/2012/02/10/coca-cola-foi-por-36-anos-refrigerante-de-cocaina
http://guiadoscuriosos.uol.com.br/blog/2012/02/10/coca-cola-foi-por-36-anos-refrigerante-de-cocaina

abordando a dependéncia da cocaina, comportamento psicotico induzido,
convulsGes e mortes comegaram a aparecer na literatura (BAHLS; BAHLS, 2002;
FERREIRA; MARTINI, 2001; VASCONCELOS, 2010). Freud tentou excluir todo o
episodio de abuso de cocaina de sua autobiografia, ndo obteve sucesso, e foi
denunciado pelo prestigioso Erlenmeyer pela causa do "Terceiro flagelo da
humanidade" (ap6s o alcool e a morfina). Dessa forma, ele se tornou o primeiro
cientista a ser culpado por um grande desastre envolvendo drogas (FERREIRA,;
MARTINI, 2001; GAY et al., 1975).

No inicio do século XX, as propriedades viciantes da cocaina tornaram-se
amplamente conhecidas e foi criada a "Harrison Tax Act", aprovada em 1914,
proibindo o uso e comercializa¢do da cocaina entre outras substancias (BENOWITZ,
1993; GOLDSTEIN; DESLAURIERS; BURDA, 2009; JOHANSON; FISCHMAN,
1989; SPIVEY; EUERLE, 1990). Com esta lei, a cocaina, assim como outras drogas
se tornaram ilicitas, desaparecendo gradualmente, extinguindo qualquer tipo de
controle de qualidade, criando simultaneamente um mercado ilicito para esta droga.
A sociedade americana passou a substituir o consumo de cocaina por cafeina,
iniciando a era "coffee break” (GAY et al., 1975).

Em 1910, no Brasil, a cocaina era comercializada sem restricdes legais,
inclusive como componente de remédios e até mesmo na sua forma pura. Apés as
restrices indicadas pela “Harrison Tax Act”, a sociedade brasileira passou a se
preocupar com a recente nocividade da cocaina. Assim como nos Estados Unidos,
no Brasil foi criado o decreto lei 4.292, em 1921, que proibia 0 comércio da droga,
além de criar penalidades para usuarios e centros de tratamento (BAHLS; BAHLS,
2002; CICCARONE, 2011; MARTIN; LUE; BONI, 1989; STOLBERG, 2011).

No inicio do século XX houve uma diminuicdo do consumo da cocaina devido
a repercussao dos varios efeitos indesejados da droga e as restricdes legais
impostas, finalizando a primeira era do abuso da cocaina (SPIVEY; EUERLE, 1990).
O ressurgimento do consumo da cocaina ganhou destaque por volta dos anos 70
nos Estados Unidos em altas classes da sociedade, devido a ilegalidade e ao alto
custo, porém o uso logo se difundiu para outras classes sociais e em outras formas
de apresentacdo (JOHANSON; FISCHMAN, 1989; VASCONCELOS, 2010).

Em meados de 1985, nas Bahamas, surgiram sintomas clinicos de uma nova

rota de administragdo da cocaina, nomeada de crack. No mesmo periodo esta forma
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de administracao surgiu em bairros pobres e marginalizados de Los Angeles, Nova
York e Miami, cristais eram utilizados em cachimbos e estralavam quando expostos
ao fogo, o que caracteriza o nome da droga. Iniciou-se assim mais uma era,
potencialmente mais toxica para esta droga (FERREIRA; MARTINI, 2001; KARCH,
1999; RIBEIRO; LARANJEIRA, 2010).

No Brasil, a partir da década de 90, derivados de coca comecaram a ganhar
preferéncia em algumas cidades brasileiras, principalmente o crack (pedra fumada
em cachimbo) em bairros da Zona Leste de Sao Paulo para em seguida alcancar a
regido da Estacao da Luz (conhecida como Cracolandia) e, a merla (pasta também
fumada) em Brasilia e, mais recentemente, o chamado "oxi" (pasta base de cocaina
misturada a cal, querosene ou gasolina), nomeada pelos préprios consumidores da
droga, no estado do Acre, aumentando ainda mais o0s problemas de saude
relacionados ao consumo da cocaina (BASTOS et al., 2011; NOTO; FORMIGONI,
2002; RIBEIRO; LARANJEIRA, 2010; SCHEIDWEILER et al., 2003).

O Centro Brasileiro de Informagdes sobre Drogas Psicotropicas (CEBRID)
observou na populacdo brasileira um aumento progressivo no padrdo de consumo
da cocaina, concomitantemente ao surgimento do crack no pais, e um alarmante
crescimento no numero de internacdes por transtornos mentais e de comportamento
oriundos de substancias psicoativas, identificando assim um grave problema de
saude publica (BAHLS; BAHLS, 2002; BOGHDADI; HENNING, 1997; CICCARONE,
2011). Nos ultimos anos, alguns fatores contribuiram para o aumento no uso do
crack, como o baixo custo de aquisicdo em relacdo ao cloridrato de cocaina e a
intensidade e velocidade do efeito produzido pela droga fumada, caracterizando o
guadro de fissura que esta associado ao comportamento violento gerando aumento
nos indices de criminalidade (HALPERN et al., 2017). Os efeitos nocivos do crack
incluem o alto grau de desintegracdo da saude, socioeconémico e mental; o
envolvimento intenso com crime, marginalizacédo, violéncia, prostituicdo e multiplos
parceiros sexuais; e 0 consequente aumento potencial de infeccdo pelo HIV
(GONCALVES; NAPPO, 2015; LEITE; ANDRADE, 1999).

Atualmente, o trafico e consumo de cocaina/crack continua a ser uma
preocupante questdo social no Brasil e no mundo (BASTOS, 2012; CHAVES et al.,
2011; GOBIRA et al., 2015; GOPAL DAS, 1993; GUIMARAES et al., 2008;
HALPERN et al., 2017)
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2.2.2. Epidemiologia

A prevaléncia global da utilizagcdo de cocaina, em todas as suas formas,
permaneceu estavel no periodo de 1998 a 2005 entre a populacéo de 15 a 64 anos,
enquanto que o numero de usuarios aumentou cerca de 30%, de 14 milhdes em
2005 para 18,3 milhdes em 2014 (UNODC, 2016b). Em geral, houve uma
estagnacdo no numero dos usuérios de cocaina nos Ultimos anos em todos 0s
continentes, porém na América do Sul o nimero de consumidores vem aumentando
gradativamente, provavelmente pela popularizacdo da forma fumada da cocaina
(crack), devido ao baixo custo e alto poder de adiccdo (GOLDSTEIN;
DESLAURIERS; BURDA, 2009; UNODC, 2016b).

O Il Levantamento Nacional de Alcool e Drogas (LENAD, 2014) apresenta,
entre outras drogas, a prevaléncia do uso da cocaina (figura 6) em todas as suas
formas. Na populagéo adulta observada, cerca de 5,4% utilizaram cocaina ao menos
em um episédio da vida representando mais que 7 milhdes de brasileiros com 18
anos ou mais. Enquanto que este indice entre os adolescentes representa 3,6%, 0
gue corresponde a quase 500 mil jovens. Ainda na figura 6, podemos observar as
prevaléncias de cocaina na forma aspirada, cloridrato de cocaina (figura 6.1) e

fumada, crack, merla ou oxi (figura 6.2) na populacéo brasileira.

Figura 6 - Proporcao de jovens e adultos que utilizaram drogas ilicitas no Brasil.

Substancia A 0 1.

Cocaina 2,3 316.040 3,8 5.131.954
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Ritalina 0,6 87.050 04 568.249

Crack 0,8 108.867 13 1766438 | >

OXI 0,5 66.454 0,3 420.099 Lo

Tranquilizantes 2,5 342.209 9,6 12.842.014
Solventes 2 275.460 22 2.907.375 . ,
Ecstasy 0,5 70.985 07 949.804 Adolescentes Adultos

Morfina 01 14.258 0,8 1105167 | 2-

Heroina 0,2 25.854 0.2 208.958 20% ¢

Esteroides 0,8 112.212 0,6 862.833

Alucinégenos 1,4 191.646 0,9 1.208.616

Anestésicos 0,4 52.091 05 695.600 yd

Cristal 03 40.079 0,3 364.322 o

Maconha 43 597.510 6,8 7.831.476 ,
Total Populacao 13.947.197 13a370019 | Adolescentes ' Adutos ’

Prevaléncia do uso da cocaina em todas as suas formas. 1. Comparacgado entre consumo de cocaina
aspirada. 2. Comparagéo entre consumo de cocaina fumada. fumada. Fonte: Adaptado de Il LENAD.
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A Fundagédo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), realizou um estudo com intuito de
identificar especificamente o perfil dos usuarios de crack no Brasil. Quando o padrao
de consumo é comparado entres géneros, h4 uma oscilacdo nos Ultimos anos,
porém o género masculino se mostra mais prevalente. Esta pesquisa também
avaliou o uso regular de “crack e/ou similares (merla ou oxi)” nas capitais, por
macrorregido (figura 7). O nordeste € a macrorregido com o maior numero de
individuos que utilizam o “crack e/ou similares” (BASTOS; BERTONI, 2014).

Figura 7- Uso de “crack e/ou similares” nos ultimos 6 meses, nas capitais, por
macrorregiao.

[l Crack/similares regularmente

Numero de pessoas (estimativa)
20000 60000 100000

Centro Nordeste Norte Sudeste Sul
Oeste

Fonte: Adaptado de FIOCRUZ

2.2.3. Farmacologia e vias de administracdo

A cocaina é um alcaldide natural, pertencente a classe de drogas
psicoestimulantes, que sdo drogas reconhecidas por seus efeitos de reforco,
aumento de excitacdo, ativacdo motora e alta capacidade de causar dependéncia
(BERRIDGE; ARNSTEN, 2013; BOGHDADI; HENNING, 1997). Geralmente esta
droga é utilizada pelas seguintes vias de administracao: intranasal (aspirada [figura
8A]), endovenosa (injetavel [figura 8B]) e pulmonar (inalada [figura 8C]).
(BOGHDADI; HENNING, 1997; JONES, 1997; NESTLER, 2005a; ZIMMERMAN,
2012).

32



Figura 8 - Vias de administracdo da cocaina: aspirada, injetada e inalada.

Fonte: http://cienciasecognicao.org, http://www.papodepm.com, http://mais24hrs.blogspot.com.br,
respectivamente.

O inicio e a duracdo dos efeitos da cocaina dependem da via de
administracdo que foi utilizada (HAVAKUK; REZKALLA; KLONER, 2017). O usuario
pode consumi-la sob a forma de um sal, cloridrato de cocaina (pd), vulgo “farinha”,
“neve” ou “branquinha” (figura 9A). O po, por ser soluvel em agua, pode ser aspirado
ou dissolvido para utilizagdo endovenosa ou ainda na forma de base que origina a
pedra de crack (figura 9 B), merla ou oxi, pouco soliuvel em agua, que quando
aquecido vaporiza, o que o permite ser fumado em “cachimbos” (BEHNKE et al.,
2002; CEBRID, 2014; GOPAL DAS, 1993; SCHIFANO; CORKERY, 2008;
ZIMMERMAN, 2012).

A producédo da pasta base de cocaina é obtida a partir das folhas de coca,
gue geralmente contém entre 0,1 e 0,9% de cocaina. Quando as folhas de coca séo
processadas com solvente (alcool, benzina, parafina ou querosene), a cocaina é
extraida como uma pasta, passando a se chamar de sulfato de cocaina. A pasta
possui cerca de 60 a 80% de pureza (GOLDSTEIN; DESLAURIERS; BURDA, 2009;
LEITE; ANDRADE, 1999; RIBEIRO; LARANJEIRA, 2010).

Figura 9 - Formas de apresentacao da cocaina.

A. cloridrato de cocaina. B. pedra de crack Fonte: http://www.campoverdenews.net.br,
http://uipi.com.br, respectivamente.
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A partir da pasta base sdo obtidas as demais formas de utilizagdo da droga
que também pode ser fumada devido as suas propriedades alcalinas. Para a
obtencéo de cloridrato de cocaina (p0), € adicionado acido cloridrico, éter e acetona
ao sulfato de cocaina, que apés filtracdo e secagem, transforma-se na forma
aspirada e injetada da droga e possui em torno de 89% de cocaina. O crack pode
ser produzido a partir do cloridrato de cocaina, adicionando agua quente e amdnia
ou bicarbonato de sodio, ou pela pasta base, aquecida diretamente com bicarbonato
de sédio (RIBEIRO; LARANJEIRA, 2010).

Durante a pirélise do crack € gerado um produto exclusivo desta via de
administracdo, denominado metilecgonidina (MEG), também conhecido como
anidroecgonina metil éster (AEME) ou éster metil anidroecgonina (EMA) (figura 10).
Este metabdlito tem sido proposto como um marcador analitico do uso do crack
(FANDINO; TOENNES; KAUERT, 2002; SCHUELKE et al., 1996; TOENNES,;
FANDINO, 2003; TOENNES; FANDINO; KAUERT, 1999). A AEME apresenta um
potencial neurotoxico ainda maior do que o da cocaina e quando associados ocorre
um efeito aditivo, sugerindo que o uso do crack representa maior risco de

neurotoxicidade em relacéo ao uso do p6 da cocaina (GARCIA et al., 2012).

Figura 10 — Reacao de pirdlise ou decomposicao térmica da cocaina.
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Produtos da queima do crack. Fonte: GARCIA, 2009.

2.3. Dopamina e circuito recompensa

Varios sistemas neuronais estdo envolvidos na dependéncia de drogas, no
entanto, a maioria das substancias psicoativas atuam especialmente na via
dopaminérgica mesolimbica e mesocortical, modulando as catecolaminas,
principalmente o neurotransmissor dopamina (DA) (NIDA, 2014; WIDMAIER; RAFF;
STRANG, 2012).
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Os sistemas mesolimbico e mesocortical originam-se dos neurbnios
dopaminérgicos presentes na area tegumentar ventral (VTA). Ambos os sistemas
estdo envolvidos em comportamentos relacionados a emocdes, incluindo motivagcao
e recompensa (ARIAS-CARRION et al., 2010). No sistema mesolimbico células
dopaminérgicas do VTA se projetam principalmente para o ndcleo accumbens
(NAc), mas também inervam o septo, a amigdala e o hipocampo. No sistema
mesocortical, 0 VTA estende suas fibras especialmente para o cortex pré-frontal
(PFC), devido a sobreposicdo entre estes dois sistemas, eles sdo conhecidos como
sistema mesocorticolimbico ou circuito de recompensa (ARIAS-CARRION; POPPEL,
2007; WISE, 2004).

O circuito de recompensa (figura 11) é ativado em comportamentos
biologicos de sobrevivéncia e reproducao. Por exemplo, quando uma pessoa esta
com sede e bebe agua, células dopaminérgicas secretam DA no NAc,
proporcionando bem estar, seguido do desejo de repetir a atividade e reviver o
prazer. No entanto, o excesso de estimulagdo do sistema com substancias
psicotropicas, como a cocaina, produz efeitos eufdricos, que reforcam fortemente o
comportamento do uso de drogas (NESTLER, 2005a, 2005b; NIDA, 2014; NUTT et
al., 2015).

Figura 11 - Desenho esquematico da via dopaminérgica mesolimbica-cortical.
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Fonte: adaptado de ARIAS-CARRION et al., 2010.
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Os efeitos no SNC da cocaina sdo mediados principalmente pelas
monoaminas: DA, norepinefrina, e serotonina, que estdo intimamente envolvidas na
expressdo de comportamentos e emocbes (FOWLER et al., 2001; PIERCE;
KUMARESAN, 2006; SCHWARTZ; REZKALLA; KLONER, 2010; VOLKOW, 2007
VOLPE, 1992; WOLF; KUHN, 1991). A cocaina bloqueia essencialmente o
transportador de dopamina (DAT), responsavel pela recaptacdo da DA na fenda
sinaptica direcionando para o terminal pré-sinaptico. Esta acao provoca acumulo de
DA (figura 12) na fenda, que produz estimulagdo continua dos receptores
dopaminérgicos (ARIAS-CARRION et al., 2010; CHEN et al., 2006; HYMAN;
MALENKA; NESTLER, 2006; VOLKOW; FOWLER, 1999).

Figura 12 - Bloqueio do transportador de dopamina (DAT).

1. DA na vesicula sindptica, antes da fusao da vesicula a membrana pré-sinaptica, para liberagéo do
neurotransmissor. 2. Liberacdo de DA com recaptacao pelo DAT e ligacdo aos receptores de DA pos
sindpticos. 3. Bloqueio dos DAT pela cocaina, impedindo a recaptacdo de DA pelos DAT. Fonte:
Adaptado de NIDA, 2007.
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Desta forma, a droga produz euforia intensa, estado de alerta aprimorado e
maior autoconfianca (BOGHDADI; HENNING, 1997; DACKIS; O’'BRIEN, 2001). A
cocaina também suprime a atividade do nucleo pontino e do locus coeruleus,
suprimindo sentimentos de medo e panico, podendo intensificar a euforia
(BOGHDADI; HENNING, 1997). Outra implicacdo da cocaina sdo os efeitos
anestésicos locais, alcancados por competitividade bloqueando canais de sédio, em
células neuronais, piorando a condugdo do impulso nervoso (BOGHDADI,
HENNING, 1997).

O consumo repetitivo de cocaina gradualmente depleta os estoques de DA
nos neurbnios pré-singpticos por inibicdo do seu mecanismo de recaptacao.
Portanto, o nimero de receptores de DA aumenta para compensar sua diminui¢ao.
O esgotamento da DA no SNC produz o desejo de consumir cocaina e pode ativar
fatores de transcri¢cdo, alterando a expressédo de genes a longo prazo (VOLKOW;
FOWLER, 1999). Aléem disso, os usuarios cronicos de cocaina desenvolvem
tolerancia a euforia induzida por drogas.

O aumento na euforia esta relacionado as propriedades farmacocinéticas da
cocaina e nao a intensidade de bloqueio da DAT (figura 13), o que reforca uma
maior toxicidade da forma inalada ou fumada (VOLKOW et al., 2000). Assim, o
individuo adicto em crack deve usar doses cada vez maiores para produzir 0s
mesmos efeitos euforizantes (BOGHDADI; HENNING, 1997; DACKIS; O’BRIEN,
2001; KOOB; SANNA; BLOOM, 1998).

Figura 13 - Efeito auto-relatado em diferentes rotas de administracdo da cocaina e
taxa de ocupacédo do DAT.
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A. Intensidade do efeito, em minutos, da cocaina em diferentes vias de administracdo. B. Taxa de
ocupacdo dos DAT em diferentes vias de administracéo da cocaina. Fonte: FOWLER et al., 2001.
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O grau de euforia relatado pelos usuérios tem sido correlacionado com a
velocidade que a droga ultrapassa a barreira hematoencefalica, quanto maior a
velocidade, maior a capacidade de provocar dependéncia.

Nos ultimos anos vém sendo desenvolvidas pesquisas que demostram
mudancas neuroadaptativas e neuroquimicas em decorréncia do uso da
cocaina/crack (AREAL et al., 2015; GARCIA et al., 2012, 2015). A forma inalada da
droga promoveu mudancas distintas no PFC que n&o foram observadas em modelos
animais de uso injetado de cocaina, o que carece de uma maior compreensao dos
distintos mecanismos de acdo da cocaina e do AEME subjacentes as suas
propriedades aditivas (AREAL et al., 2015). Em outra pesquisa o crack e os produtos
de sua pirélise modulam ndo somente o sistema dopaminérgico, mas também outros
sistemas, como o colinérgico, pois foram observados implicacbes cardiacas e
centrais (neurotoxicidade) relacionados a acetilcolina (ACh), que foram atribuidos
nado somente a cocaina/crack, mas também ao metabdlito potencialmente mais
toxico do que a propria cocaina, 0 AEME (GARCIA et al., 2012).

2.4. Sistema Colinérgico

A ACh € um importante neurotransmissor do SNC e SNP e foi identificada por
Henry Dale em torno de 1915. No entanto, seu papel como mensageiro quimico foi
demostrado primeiramente por Otto Loewi. Neurdnios colinérgicos tem a capacidade
de sintetizar, liberar e metabolizar a ACh presentes em varios nucleos que se
projetam em longas distancias, inervando quase todas as regides cerebrais
(PRADO; MARCHOT; SILMAN, 2017; WIDMAIER; RAFF; STRANG, 2012). Este
neurotransmissor esta envolvido na regulacdo do sono, em processos cognitivos,
como memoéria e aprendizado, em distlrbios neuroldgicos, tais como doenca de
Alzheimer e esquizofrenia, e ainda nos mecanismos da adiccdo (BLOKLAND, 1995;
DREVER; RIEDEL; PLATT, 2011; GOLD, 2003; MICHEAU; MARIGHETTO, 2011).

A sintese da ACh é processada no neurdnio a partir da acetilcoenzima A e da
colina, catalisada pela colina acetiltransferase (ChAT). A transmissao sinaptica
ocorre quando a ACh é liberada das vesiculas na fenda e se liga a receptores

nicotinicos e muscarinicos. Em seguida, a ACh disponivel é hidrolizada pela
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acetilcolinesterase (AChE) produzindo colina e acetato (figura 14) que seréo

reaproveitados para a sintese de acetilcolina (CALDAS, 2000).

Figura 14 - Sintese e degradacao da ACh.
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1. A ACh é sintetizada a partir da colina e acetilcoenzima A, catalisada pela ChAT 2. Na fenda
sinaptica pode se ligar a receptores colinérgicos e é rapidamente metabolizada pela enzima AChE,
gerando colina e acetado. 3. Colina é transportada de volta para o neur6nio pré-sinaptico e utilizada
para sintetizar mais ACh. Fonte: Adaptado de http://faculty.pasadena.edu.

Quando héa a inibicdo da AChE, ocorre um acumulo de acetilcolina na fenda,
levando a uma hiperestimulacdo colinérgica. Os sintomas de excesso de
estimulacédo colinérgica incluem hipersalivacéao e lacrimejamento dos olhos, seguido
de espasmos musculares e morte (CALDAS, 2000; KANDEL et al., 2014; SANTOS;
MOSTARDEIRO, 2008; SANTOS et al., 2010; WHITEHOUSE, 2014).

Enquanto que maioria dos neurotransmissores sdo removidos da fenda
sinaptica  por recaptacdo (sinapses dopaminérgicas, horadrenérgicas,
glutamatérgicas, GABAEérgicas e serotoninérgicas), na transmissao colinérgica, a
ACh é removida por hidrélise de ACh pela enzima AChE (ZIMMERMAN; SOREQ),
2006). Porém, existem dois tipos de colinesterases: 1) enzimas com alta afinidade
para a Ach ligadas a membrana neuronal e presentes nas sinapses colinérgicas em
geral; 2) enzimas com alta afinidade para a butirilcolina, também chamadas de

butirilcolinesterases (BchE) presentes em todos os tecidos. Atualmente a AChE é a
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enzima de maior eficiéncia catalitica por apresentar diferentes isoformas,
classificadas como globulares ou assimétricas, dependendo da sua conformacédo
espacial (VENTURA et al., 2010). A BChE é conhecida como pseudocolinesterase,
colinesterase inespecifica ou simplesmente colinesterase. A AChE hidrolisa a
acetilcolina mais rapidamente do que as outras. A BChE atua perferencialmente na
butirilcolina, mas também hidrolisa a acetilcolina (CHATONNET; LOCKRIDGE, 1989;
EKHOLM, 2001). A inibicdo da AChE pelo excesso de substrato € uma das
principais caracteristicas que a distingue da BChE. A BChE exibe a ativagdo do
substrato em excesso de substrato (MASSON et al., 2001; TOUGU, 2001). A BChE
desempenha um papel importante no metabolismo da cocaina, produzindo
metabolitos, metil ester ecgonina e o &cido benzoico que sdo rapidamente
excretados da circulagcéao pelo rim (MATTER et al., 1996; SUN et al., 2001).

A sinalizacdo colinérgica € realizada por duas classes de receptores:
muscarinicos metabotropicos (MAChRs) e nicotinicos ionotropicos (nNAChRs). Os
MAChRs sdo acoplados a proteina G e foram classificados 5 subtipos: M1, M2, M3,
M4 e M5. Sdo amplamente distribuidos por diversos sistemas biolégicos, no qual
participam de varias funcdes vitais. No SNC, estdo envolvidos no controle da funcéo
extrapiramidal, vestibular, em fung¢des cognitivas como memdria, aprendizado e
atencao, em respostas emocionais, na modulagcédo do estresse, no sono e na vigilia.
Os receptores muscarinicos M1, M3 e M5 se ligam preferencialmente com a proteina
Gg/11, induzindo a ativacdo da fosfolipase C, que promove a hidrolise de
fosfoinositideos presentes na membrana e a producdo de diacilglicerol (DAG) e
inositol trifosfato intracelular (IP3). Ja os receptores muscarinicos M2 e M4, acoplam-
se preferencialmente a proteina G inibitéria, Gi/o, que inibe a atividade da
adenilciclase e diminui os niveis intracelulares de AMP ciclico (CAULFIELD, 1993;
SLEPAK; SANDIFORD, 2013). Os nAChRs quando ativados adquirem a
conformacado de canal aberto permeavel aos ions Na+ e K+. Quando comparado a
transmissao sinaptica mediada por mAChRs, percebe-se que os nAChRs medeiam
uma transmissdo excitatoria rapida. Esses receptores sdo constituidos por cinco
subunidades (a, B, y, & e €) proteicas e estdo distribuidos em varios tecidos,
incluindo o cérebro e o tecido muscular (PICCIOTTO; HIGLEY; MINEUR, 2012; VAN
DER ZEE; LUITEN, 1999; VENTURA et al., 2010; WHITEHOUSE, 2014).
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Neurdnios dopaminérgicos da VTA expressam mMAChRs e nAChRs, e a
ativacao colinérgica nessa estrutura esta associada ao aumento da descarga de DA,
o que reforca que ha uma interacdo no circuito de recompensa do cérebro entre os
sistemas dopaminérgicos e colinérgicos na VTA, no PFC e NAc (GOMES et al.,
2017; LEACH; MOHANRAJ; BORLAND, 2012; SOFUOGLU; MOONEY, 2009;
WILLIAMS; ADINOFF, 2008).

Estudos recentes demonstram que mMAChRs desempenham um papel
importante na plasticidade comportamental induzida por cocaina. Estes estudos
sugerem que os receptores M1 e M5 desempenham papéis criticos na adiccdo da
cocaina (SCHMIDT; PIERCE, 2010; THOMSEN, 2005; YEE et al., 2011). Além do
mais, ha varios estudos relacionando crack e AEME a modulacdo da atividade
colinérgica (GARCIA et al., 2012, 2015; GOMES et al., 2017).

Os mecanismos colinérgicos supracitados, além do envolvimento na
adiccao, tém sido associados desde a década de 30 com o fendmeno convulsivo
(TURSKI; CAVALHEIRO, 1992). A relacdo da ACh com a epilepsia foi especulada
guando percebeu-se que a ACh ou seus analogos, o0s inibidores da
acetilcolinesterase e os precursores da ACh, quando administrados no cérebro de
animais experimentais, resultaram em intensa atividade convulsiva (TURSKI et al.,
1984).

2.5. Epilepsia

Cerca de 50 milhdes de pessoas no mundo sofrem de epilepsia, 0 que a
torna um dos disturbios neurolégicos mais comuns nos dias atuais (FISHER et al.,
2005; MORIMOTO; FAHNESTOCK; RACINE, 2004; WHO, 2017). Embora estudos
epidemioldgicos sejam escassos, estima-se que cerca de 2% a 4% da populacéo
brasileira, aproximadamente trés milhdes de pessoas em diferentes idades e classes
sociais, sdo acometidas por epilepsia (FERNANDES, 2013).

Epilepsia é definida como um distarbio cerebral caracterizado por uma
predisposicdo duradoura para gerar crises epilépticas com consequéncias
neurobioldgicas, cognitivas, psicolégicas e sociais decorrentes deste transtorno
(FISHER et al., 2005). Existia uma falta de consenso sobre a definicdo dos termos

crises epilépticas e epilepsia, devido a esse fato, a International League Against
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Epilepsy (ILAE) definiu ambos os termos em uma publicagcdo em 2005 e estabeleceu
crises epilépticas como a ocorréncia transitéria de sinais e/ou sintomas devido a
atividade neuronal anormal excessiva ou sincrona no cérebro, com ou sem perda da
consciéncia. Qualquer mecanismo que perturbe o sistema neuronal de inibicdo ou
promova a excitagdo pode levar ao surgimento das crises. (FISHER et al., 2005,
2014; SILVA; SOUZA; SILVA, 2014). A crise epiléptica é usada para distinguir uma
crise causada por um disparo neuronal anormal de um evento ndo epiléptico
(STAFSTROM; CARMANT, 2015).

As crises podem ser nao provocadas (espontaneas) ou provocadas. As nao
provocadas ocorrem em doenca cerebral persistente. As crises provocadas sao
desencadeadas por processos metabdlicos agudos, insulto neurolégico agudo,
drogas ou condi¢des fisiologicas excessivas. Sendo a epilepsia uma doenca
caracterizada por crises ndo provocadas de recorréncia espontanea, crises e
epilepsia sao diferentes disturbios que ndo podem ser interpretados com o mesmo
significado. Existem outros termos utilizados para se referir-se a crises ex:
convulsao, ictos, feitico, ataque e acesso, porém crise € o termo mais utilizado
(SHNEKER; FOUNTAIN, 2003). Convulséo descreve as contracfes musculares que
podem ocorrer durante uma crise. Portanto, nem toda convulsdo é uma crise
epiléptica e nem toda crise epiléptica significa epilepsia (BEN et al., 2016;
SHNEKER; FOUNTAIN, 2003).

As crises podem variar de episodios muito breves de auséncia ou
contracdes musculares, a crises prolongadas e graves. Sua frequéncia também
pode variar de menos de uma por ano a varias por dia. Uma unica crise nao significa
epilepsia, pois até 10% da populacdo mundial pode sofrer uma crise durante toda a
sua vida. Porém, duas ou mais crises ndo provocadas definem o paciente como
portador da doenca (FISHER et al., 2014; SHNEKER; FOUNTAIN, 2003; WHO,
2017).

Em termos de classificacao das epilepsias, houve uma atualizacéo recente da
ILAE em 2017. A classificacdo das epilepsias € fundamental na avaliagdo de um
individuo que apresenta crises epilépticas. A nova classificacdo (figura 15) serve a
varios propoésitos e as propostas atuais sdo baseadas em uma combinacdo dos
ultimos conhecimentos cientificos acoplados a opinido de especialistas. Apesar de

anos de esforcos em pesquisa, até hoje, a etiologia das epilepsias ainda néo é
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totalmente compreendida e as pesquisas na area sdo constantes (FISHER et al.,
2017; SILVA; SOUZA; SILVA, 2014).

Figura 15 - Nova classificacédo das Epilepsias.
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Fonte: FISHER et al., 2017

2.5.1 Epilepsia do lobo temporal

A epilepsia do lobo temporal (ELT) é o tipo mais frequente de epilepsia, com
origem no lobo temporal e adjacéncias, caracterizada por uma hiperexcitabilidade
neuronal crbnica e estado de hipersincronia que se manifesta por meio de crises
recorrentes e espontaneas (CRE) (BAE et al., 2010; LIEFFERINGE et al., 2013;
MELO et al., 2016; SHARMA et al., 2007; ZHAO et al., 2014).

Em geral, a ELT é iniciada por um insulto precipitante inicial, como trauma
cranioencefalico, infeccédo cerebral, AVC, convulsdes febris, e mais frequentemente
por status epilepticus (SE), definido como uma crise com duracdo maior ou igual a 5
minutos ou duas ou mais crises discretas entre as quais ha recuperacao incompleta
da consciéncia. (BETJEMANN; LOWENSTEIN, 2015; LIEFFERINGE et al., 2013;
POBLETE; SUNG, 2017). Este insulto desencadeia uma cascata de eventos
neurobioldgicos desvastantes, alteracfes histologicas e bioquimicas durante um
periodo de laténcia que pode durar entre 5 a 10 anos em humanos, semanas e
meses em animais (FERNANDES, 2013; PRIEL; ALBUQUERQUE, 2002; SHARMA
et al., 2007). O paciente permanece livre de sintomas fisicos ou complicacdes, neste

periodo, embora um estado epiléptico esteja sendo estabelecido no cérebro,
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chamado epileptogénese, levando a ocorréncia de crises recorrentes e espontaneas
(CRE) e ao diagnéstico de epilepsia crbnica. O tratamento com drogas
antiepilépticas (DAEs) pode ser bem sucedido no inicio das CREs (periodo latente),
no entanto, a medida que a doenca progride, muitos pacientes tornam-se refratarios
ao tratamento medicamentoso.

A ELT é suspeita de ser o resultado da recorréncia de excitacdo ou inibicdo
de circuitarias cerebrais. A excitagdo recorrente e o desenvolvimento de crises tém
sido associado ao brotamento de fibras musgosas no hipocampo, para entender
melhor esse mecanismo, foram desenvolvidos modelos animais para investigar a
patogénese da ELT (SHARMA et al., 2007).

2.5.2. Modelos animais

Para que o processo de ictogénese e epileptogénese sejam melhor
compreendidos e, eventualmente, novas ferramentas para a prevencao e tratamento
da epilepsia sejam descobertas, grupos de pesquisa vem estudando ha décadas
fatores que podem estar envolvidos nas alteracdes patoldgicas subjacentes a ELT.
Para isto sdo utilizados modelos animais de epilepsia, pois podem fornecer
esclarecimentos sobre as redes neurais que sédo afetadas (DE FURTADO et al.,
2002; FURTADO et al., 2011; TILELLI et al., 2005).

Existe uma variedade de modelos animais para investigar ELT. Os dois
modelos animais mais utilizados séao kindling e SE. Sabe-se que crises podem ser
desencadeadas por estimulacdo elétrica ou por um agente quimico, e produzem um
grande nuamero de efeitos pos-ativacdo, incluindo alteracdbes de mMRNA,
neurotransmissores, receptores, canais idnicos, sistemas mensageiros intracelulares
e fatores neurotroficos (MORIMOTO; FAHNESTOCK; RACINE, 2004). Em
comparacao com o kindling, SE é mais facil de produzir, geralmente injetando altas
doses de um agente convulsivante como acido cainico ou pilocarpina (MORIMOTO;
FAHNESTOCK; RACINE, 2004). A epileptogénese é induzida por meio do SE, que
mimetiza fenbmenos comportamentais, eletroencefalograficos e morfoldégicos, como
aqueles observados em humanos (DE FURTADO et al., 2002; FURTADO et al.,
2011; TILELLI et al., 2005).
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Recentemente, nosso grupo de pesquisa desenvolveu um modelo de SE
induzido por microinjegéo intra-hipocampal de pilocarpina (H-PILO). Este modelo
reproduz aspectos comportamentais, eletroencefalograficos e morfolégicos agudos e
cronicos da ELT similares ao sistémico, além de apresentar um perfil de baixa
mortalidade animal (DE FURTADO et al., 2002; FURTADO et al., 2011; MELO et al.,
2016).

Resumidamente, a pilocarpina liga-se a receptores metabotropicos
muscarinicos M1, M3 e M5. Quando estes receptores se acoplam a proteinas G,
ativam a enzima fosfolipase C aumentando os segundo-mensageiros DAG e IP3
(VENTURA et al., 2010) que produzem uma diminuicdo na condutancia de K* e
aumentam a concentracao intracelular de Ca®* (DREVER; RIEDEL; PLATT, 2011).
Desse modo, é provocada uma despolarizacdo sustentada, excitotoxicidade e morte
celular. Secundariamente, é produzida uma ativacdo do sistema glutamatérgico por
meio da ativacdo de receptores do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) contribuindo
para mudangas nas propriedades eletrofisiolégicas neuronais e em circuitos
inibitérios (TURSKI et al., 1989). A administracdo de pilocarpina produz crises que
podem evoluir para o SE resultando em alteragcdes neuropatologicas compativeis
com as encontradas em pacientes com ELT. Perifericamente, a pilocarpina ativa o
sistema parassimpatico, o que resulta em piloerecéo, salivacao, tremor e diarreia
(TURSKI et al., 1989, 1983)

O SE induzido por pilocarpina parece ativar de forma depende os receptores
muscarinicos M1, ja que em camundongos “knockout” para receptores M1 o0s
animais nao desenvolvem crises em resposta a droga (MASLANSKI et al., 1994).
Estudos recentes relataram que o receptor muscarinico M1 poderia mediar a
atividade epiléptica de PILO. Pesquisadores observaram que a atividade epiléptica
de pilocarpina € mediada por receptores muscarinicos colinérgicos M1, pois o efeito
€ blogueado pela pirenzepina, antagonista especifico destes receptores
(MASLANSKI et al.,, 1994). Outro grupo de pesquisa estudou camundongos
mutantes sem receptores de acetilcolina M1 no prosencéfalo e observaram que eles
nao apresentavam crises apos a aplicacdo da PILO (HAMILTON et al., 1997). Em
culturas de neurbnios hipocampais foi demonstrado que a pilocarpina, mediada por
receptores muscarinicos, provoca um desequilibrio entre excitacdo e a transmissao

inibitoria resultando na geracdo do estado epilético. Em estudos de microdialise in
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vivo a pilocarpina parece induzir, no hipocampo, o aumento dos niveis de glutamato
apos o aparecimento das crises, sugerindo que o disparo é de origem colinérgica e a
manutencdo das crises parece ser glutamatérgica (BEHNKE et al., 2001; PRIEL;
ALBUQUERQUE, 2002; SMOLDERS et al., 1997; TURSKI et al., 1983, 1984).

Estudos relacionam a liberacdo de glutamato na VTA ao uso de cocaina,
assim como alteracdes de resposta nos receptores de glutamato apds a utilizacao
repetida da droga (KALIVAS; DUFFY, 1995; ZHANG et al., 1997). Além destes, h4
relatos na literatura que mencionam episédios de SE, assim como os induzidos por
PILO, e aumento da frequéncia de crises decorrentes do uso da cocaina/crack
(OGUNYEMI et al.,, 1989; PASCUAL-LEONE et al., 1990; TANEN; GRAEME;
CURRY, 2000).

3. Epilepsia e cocaina/crack

Na epilepsia, a atividade glutamatérgica € desregulada desencadeando
excitotoxicidade pelo excesso de ativacao glutamatérgica, podendo gerar crises
recorrentes e espontaneas (CRE) e morte neuronal pos sinaptica (LENT, 2010;
MELDRUM, 2000). O uso de drogas, especialmente as estimulantes do SNC, podem
causar diversos comprometimentos neurolégicos importantes como crises, isquemia
cerebral, hemorragias cerebrais, infarto, neuropatia Optica, atrofia cerebral,
comprometimento cognitivo, transtornos de humor e de movimento (KOPPEL;
SAMKOFF; DARAS, 1996; MACEDO et al., 2010; MAJEWSKA, 1996), alguns
desses episodios podem ser caracterizados como um insulto para desencadear
crises e posteriormente epilepsia.

Um estudo retrospectivo de crises induzidas por drogas recreacionais
realizado em S&o Francisco identificou a cocaina, entre outras drogas, como
indutora de crises. As crises ocorreram independente da via de administracdo e da
frequéncia de uso do individuo (iniciante ou veterano) (KUTLUAY; EDWARDS, 2015;
ZAGNONI; ALBANO, 2002).

Hé& o relato de caso de uma mulher que utilizou crack por 3 dias consecutivos,
sem histéria de crise ou doenca mental na familia. A paciente apresentou sinais
neurolégicos anormais, letargia, confusdo mental, desorientacdo e incontinéncia

urinaria, devido ao uso excessivo de crack (OGUNYEMI et al., 1989).
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As crises ocorrem frequentemente no primeiro uso da droga. Um estudo
relatou crises em 40% dos 44 usuérios que utilizaram a droga pela primeira vez.
Nestes casos crises motoras generalizadas isoladas sdo mais comuns, porém crises
multiplas e SE ocorrem imediatamente ou em menos de 2 h apds o uso, coincidindo
com o pico de niveis sanguineos da droga. Estudos de imagem demonstraram um
metabolismo cerebral alterado durante estas crises, especialmente nos lobos
temporais. Além de crises, lesbes cerebrais resultantes de eventos
cerebrovasculares associados ao uso de cocaina, podem desencadear epilepsia
(ZAGNONI; ALBANO, 2002).

Existe escassez de trabalhos na literatura que correlacionem o uso do crack a
geracdo de crises e possivelmente epilepsia. Devido a essa caréncia 0s
mecanismos que estdo envolvidos na epilepsia e no uso de cocaina/crack ainda néo

estdo bem estabelecidos e precisam ser urgentemente investigados.
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CAPITULO 1. EXPOSICAO AOS PRODUTOS DA PIROLISE DO CRACK E
AVALIACAO PARA LIMIAR DE CRISES EPILEPTICAS
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1.1. Resumo

Neste capitulo mimetizamos em modelo experimental, a susceptibilidade de
animais expostos aos produtos da pirélise do crack a crises convulsivas. Para isto,
foram utilizados ratos machos submetidos a microinjecdo de baixa dose de PILO
seguido de exposicao aos produtos da pirdlise do crack. Foram analisadas laténcia,
gravidade, frequéncia e duracdo das crises desenvolvidas pelos animais. Além
disso, foi observada ainda a presenca de um comportamento tipico, no qual os
animais agitam fortemente a cabeca juntamente com o tronco, sendo este
movimento denominado de wet dog shake (WDS) que possui relevancia importante
para o fenbmeno epiléptico. Foram observados a diminuicdo da laténcia e o
aumento da duracdo e frequéncia das crises no grupo PILO+CRACK quando
comparado aos grupos PILO e CRACK. Ja em relagdo ao WDS, houve aumento nos
grupos PILO e PILO+CRACK. Estes dados sugerem que 0S animais sdo mais
susceptiveis a ictogénese quando ha associacdo entre baixa dose de PILO seguida

da exposicéo ao crack.

1.2. Introducéo

O equilibrio entre sistemas de controle, que impedem uma descarga de
potencial de acdo excessiva nos neurbnios, e outros sistemas que facilitam a
excitacdo, mantém o bom funcionamento do SN. O mal funcionamento de
mecanismos que regulem a inibicdo ou propiciem excitacdo podem gerar crises
epilépticas. (SILVA; SOUZA,; SILVA, 2014).

A geracao de crises a partir do uso da cocaina tem sido bastante relatada nas
Gltimas décadas a fim de alertar a comunidade cientifica na busca pela elucidacéo
de sua fisiopatologia. Existem varios trabalhos que indicam este psicoestimulante
como causador de crises em humanos e animais (ARAUJO et al., 2018; BARAT;
ABDEL-RAHMAN, 1996; ITZHAZ, 1995; KONKOL et al.,, 1992; KRAMER et al.,
1990; LASON, 2001; MACEDO et al., 2010; MAJLESI et al., 2010; MURPHY et al.,
1997; PASCUAL-LEONE et al., 1990; SCHECHTER; MEEHAN, 1995; SORDO et al.,
2013; TSENG; DERLET; ALBERTSON, 1992) porém, a maior parte das publicacdes

em animais relatam o surgimento de crises com a cocaina (cloridrato) na forma
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endovenosa. A Unica publicacdo que avalia crises induzidas pelo crack em animais
foi uma recente publicagdo do nosso grupo de pesquisa (ARAUJO et al., 2018) que
avaliou os efeitos cardiacos, desenvolvimento de crises e o tratamento de animais

expostos ao crack com produtos naturais.

1.3. Defini¢c&o do problema

Devido ao fato do crack ter se tornado um grande problema de saude publica,
esta droga tem sido alvo de muitas pesquisas, geralmente em humanos. Em
animais, o cloridrato de cocaina vem sendo estudado como indutor de crises, porém
devido a dificuldades metodolégicas (geracdo de fumaca e seguranca na
exposi¢cdo), pesquisa com crack em animais vem sendo realizada mais
recentemente. Desse modo se faz urgente a analise das consequéncias da
exposicdo a forma inalada da cocaina, o crack, pois ainda ha escassez na literatura
acerca das alteracOes fisiologicas que consumo desta droga possa causar no
sistema nervoso, alteracbes estas que podem culminar em crises, 0 que faz
necessario o desenvolvimento de novas pesquisas cientificas nessa area de

pesquisa.

1.3.1 Hipdteses

e Exposicdo aos produtos da pirdlise do crack induzem crises ndo convulsivas e
convulsivas em ratos;

e Ratos expostos a inalacdo dos produtos da pirélise do crack possuem menor
limiar para crises epilépticas, devido ao aumento da excitabilidade do tecido

Nnervoso.

1.3.2 Objetivos

1.3.2.1 Geral

Analisar a susceptibilidade para crises epilépticas em animais submetidos a baixa
dose de pilocarpina e a fumaca do crack.
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1.3.2.2. Especificos

e Categorizar crises de acordo com a escala de Racine (1972);
e Verificar a laténcia para crises epilépticas;
e Analisar frequéncia, gravidade e a duracdo de crises epilépticas;

e Avaliar a frequéncia de WDS presentes durante as crises.

1.4. Materiais e Métodos

1.4.1. Aquisicao do crack

As amostras de crack foram previamente obtidas na delegacia de
entorpecentes da cidade de Macei0 - AL, mediante a autorizagdo da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e ordem judicial determinando a entrega e
armazenamento da substancia ao Laboratorio de Neurofarmacologia e Fisiologia
Integrativa da Universidade Federal de Alagoas (LNFI/UFAL). Todos os documentos
foram organizados pela Procuradoria Federal com sede na UFAL, por meio de
solicitacdo por parte do Magnifico reitor. Os documentos necessarios para o0

desenvolvimento do protocolo foram:

e Declaracdo da Policia Federal de conhecimento sobre o desenvolvimento do
protocolo experimental na UFAL;

e Autorizacdo ANVISA para o uso do crack;

e Peticdo para a liberacdo do crack expedida pela procuradoria da UFAL e
autorizada pelo juiz competente (décima quinta vara criminal da capital),
conforme solicitacdo da ANVISA;

e Declaracdo de ciéncia do protocolo desenvolvido pelo Instituto de Ciéncias
Biologicas e da Saude (ICBS);

e Alteracbes ou adequacao da infraestrutura e seguranca do laboratorio LNFI
para realizacdo dos experimentos de acordo com as exigéncias da

procuradoria Federal.
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1.4.1.1 Identificacdo da composi¢cao da fumaca do crack

A identificacdo dos produtos da pirdlise do crack foi necesséria, pois as
amostras utilizadas na pesquisa foram cedidas pela policia federal, por apreensao.
Dessa forma, através da técnica de cromatogréfica gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) foi possivel obter um perfil quimico das
amostras apreendidas, detectando tanto a droga quanto os interferentes que a
constituem.

Os picos cromatograficos de compostos volateis obtidos da fumaca
proveniente da pirdlise (200 a 280°C) do crack (800mg) foram: acido benzdico (picos
6, 7, 8) e AEME (pico 11), que totalizaram 55.68% e 11.18%, respectivamente, da
composicéo (figura 16) da amostra (ARAUJO et al., 2018).

A AEME € um metabdlito exclusivo proveniente da pirolise da crack, sendo,
portanto, um marcador analitico (JACOB lIl et al., 1990; TOENNES; FANDINO;
KAUERT, 1999). Esta analise comprova a presenca desses compostos, em especial
a metil éster anidroecgonina (AEME), a quem tem sido atribuido os efeitos
neurotoxicos do crack (GARCIA et al., 2012, 2015).

Figura 16 - Picos cromatograficos de compostos volateis do crack.
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Picos cromatografico de compostos volateis obtidos apds a pirélise (200 a 280 °C) do crack. Os
nameros indicam: 1) Monoxido de carbono; 2) Niquel tetracarbonil; 3) Metilester acido benzéico; 4)
Magnésio; 5) Vanadio; 6, 7 e 8) 2-metil &cido benzdico (cocaina); 9) 2-metil &cido benzdico; 10) p-
fenetidina niquel; 11) metil ester ecgonina (crack); 12) Niquel. Fonte: ARAUJO et al., 2018

1.4.1.2. Protocolo de seguranca para manuseio do crack
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Durante a manipulacdo da substancia, o0s pesquisadores estiveram
devidamente equipados com o0s respectivos equipamentos de protecao individual
(EPI’s): roupas especificas para a manipulacdo de agentes quimicos, toucas e

respirador com filtros apropriados.

1.4.2. Animais

Foram utilizados ratos (n= 24) da linhagem Wistar, machos adultos jovens, 12
semanas, com peso entre 240 e 340g, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Alagoas (BIOCEN/UFAL). Durante o periodo de
experimentos, os animais foram acondicionados em caixas de acrilico com tampa de
ferro cromado, subdivididos em grupos de, no maximo, 5 animais por caixa e
acomodados no biotério Setorial do LNFI/ICBS. Os animais foram mantidos sob
temperatura controlada (22 + 2°C), submetidos a um ciclo claro-escuro de 12h cada,
tratados com agua e racdo ad libitum. Todos os esforcos foram realizados para
evitar o sofrimento desnecessario dos animais. Este projeto foi submetido ao Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFAL (protocolo #27/2016, ANEXO I11).

1.4.3. Aparato de exposicao

Para a exposicdo dos animais ao crack foi utilizado um modelo modificado do
sistema de Petros (YPSILANTIS et al., 2012). Resumidamente, o aparelho consiste
em um ventilador (VETERINARY ANESTHESIA VENTILATOR MODEL, 2000,
Hallowell EMC, Pittsfield, MA) setado para geracdo de 150 mL de ar a cada 10
segundos. Uma bomba geradora de fumaca esteve acoplada em uma das
extremidades a um cachimbo (local onde a substancia foi queimada) e na outra a
uma camara de acrilico (local de alojamento dos animais). As caixas estiveram
serialmente conectadas por tubos de silicone interligados por valvulas heimlich
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), para evitar a regressdo da fumaca. A
camara apresentou uma tampa superior e dois conjuntos de orificios para eliminacéo
da fumaca do lado contralateral ao tubo por onde esta foi fornecida. Estes orificios
foram bloqueados com dois retangulos de acrilicos contidos no sistema (figura 17).

O aparato de exposicao fica localizado em uma capela de exaustéo.
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Figura 17 - Aparato de exposicéo

Fonte: autora, 2017

1.4.4. Protocolo da exposicdo da fumaca do crack

Cada animal foi inserido individualmente em uma caixa de acrilico do aparato
de exposicdo a fumaca do crack durante 1 minuto para ambientacdo. Apds a
ambientac&o do animal, o aquecimento do cachimbo foi iniciado com o auxilio de um
macarico, totalizando 2 minutos. Em seguida o sistema foi acionado, com o macarico
ligado e a pedra de crack ajustada no cachimbo e queimada por 2 minutos. Apés a
gueima, o macarico foi desligado e o animal permaneceu por 10 minutos na caixa de
acrilico, 5 minutos com a caixa totalmente fechada e 5 minutos parcialmente aberta

de modo a permitir fluxo de ar (figura 18).

Figura 18 - Protocolo de

Ambientacdo Aquecimento : : :
. : Queima do Smin (caixa
do animal do cachimbo :
(1min) o crack (2 min) fechada)
v _’v R F A

exposicao

Fonte: autora, 2017.
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1.4.5. Cirurgia estereotaxica para implante de canula

De acordo com o protocolo utilizado por CASTRO et al., 2011; DE FURTADO
et al., 2002 o animal foi anestesiado com xilazina (80 mg/Kg; intraperitoneal [i.p.]) e
cetamina (8 mg/Kg;i.p.). Além disso, recebeu 0,1mL/100g de pentabidtico veterinario
subcutaneo (s.c.) antes do inicio da cirurgia e logo em seguida foram tricotomizados
na cabeca. Apds a tricotomia, o animal foi fixado no estereotéxico, e recebeu
anestésico local (xilocaina com epinefrina 0,2 mL/100g, s.c.) no local da cirurgia. Em
seguida, foi realizada uma incisdo na cabeca para implantacdo de uma céanula,
confeccionada a partir de uma agulha descartavel de 0,55 mm de diametro e
possuia o tamanho de 12 mm. Esta canula foi estereotaxicamente colocada no hilus
do giro denteado no hipocampo, seguindo coordenadas pré-determinadas - 6,30 mm
AP (em relacdo ao bregma); 4,50 mm LL (em relacdo ao seio sagital) e - 4,50 mm
DV (em relagdo a dura-mater) (PAXINOS; WATSON, 1997). Foi também
confeccionado um mandril de fio de aco para fechar a canula evitando assim sua
obstrucao e isolando o encéfalo do animal do meio exterior com o objetivo de evitar
infeccbes. ApOs a cirurgia estereotaxica, 0s animais permaneceram no Biotério

setorial do LNFI durante 3 — 7 dias para recuperacao.

1.4.6. Microinjecdes

Apés uma semana de recuperacdo, os animais foram cuidadosamente
imobilizados para receber microinjecdes (1 pL) de salina (0,9%) ou baixa dose de
PILO (0,75 mg/uL) no hipocampo. Para isto, foi utilizada seringa de 5 yL (Hamilton —
Sigma) manuseada manualmente a com velocidade de 0,5 yL/minuto.

Apds 120 minutos de filmagem, os animais foram acondicionados no Biotério

setorial do LNFI para recuperacéo das crises.

1.4.7. Avaliacdo comportamental das crises

A descricdo comportamental de crises epilépticas vem sendo ha muito tempo
estudada (GARCIA-CAIRASCO et al., 1996; RACINE, 1972a, 1972b). Foram criados
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indices baseados no comportamento que retratariam, de forma arbitraria, no entanto
crescente, a gravidade de crises. Para categorizar as crises exibidas pelos animais
foi utilizada a escala (tabela 3) de Racine (RACINE, 1972b).

Tabela 1 - Escala de Racine.

indice Comportamento(s)

0 Imobilidade
Automatismos faciais
Mioclonias de cabeca e pescoco
Clonias de patas anteriores

Elevacao sobre as patas posteriores

a A W N -

Elevacéo e queda

Fonte: RACINE, 1972

A atividade comportamental dos animais foi registrada por camera de video
(filmadora Digital Full HD Sony DCR-PJ6) durante 120min ap0s a microinjecdo de

PILO e/ou exposicao do animal ao crack.

1.4.8. Delineamento experimental

Os animais foram divididos em quatro grupos (n=24):

NAIVE (n=6) — animais ndo submetidos a microinjecédo de baixa dose de pilocarpina
e ndo expostos a fumaca do crack.

PILO (n=6) — animais submetidos a microinjecédo de baixa dose de pilocarpina e nao
expostos a fumaca do crack.

CRACK (n=6) — animais nao submetidos a microinjecdo de baixa dose de
pilocarpina e expostos a fumaca do crack.

PILO+CRACK (n=6) — animais submetidos a microinjecdo de baixa dose de

pilocarpina e expostos a fumaca do crack.
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1.4.9. Andalises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM).
Estes foram comparados por meio de analise de variancia (ANOVA) de uma via para
dados independentes, utilizando-se o pés-teste de comparacdo multipla de Student-
Newman-Keuls. Essas analises foram feitas com o auxilio do programa

computacional GraphPad Prism®, v. 6 (GraphPad, USA). O nivel de significancia

estabelecido foi de 5% (valor descrito de p<0,05).

1.5. Resultados e discussdes

Os animais do grupo NAIVE ndo foram submetidos a microinjecdes e nédo
foram expostos a fumaca do crack, consequentemente ndo exibiram crises, portanto

nao foi realizado analise comportamental neste grupo.

1.5.1. Laténcia para crises

Pode ser observado na figura 19 que houve diminuicdo da laténcia para

crises no grupo PILO+CRACK quando comparado a CRACK e a PILO.
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Consequentemente os animais que foram expostos seguidamente as duas drogas
levaram um tempo menor para desenvolver crises. Ja os tratamentos onde tanto a
PILO quanto o crack s&o administrados isoladamente ndo ficou evidenciado
diferencas estatisticamente significantes. A cocaina/crack pode induzir crises ou
exacerbar uma desordem preexistente reduzindo o limiar para geracao de crises
(KOPPEL; SAMKOFF; DARAS, 1996).

Figura 19 - Laténcia para crises.
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Laténcia para crises dos animais submetidos ou ndo a administracdo de baixa dose de PILO
intrahipocampal (0,75 mg/uL). e expostos, ou ndo a fumaca do crack (400 mg). ANOVA uma via
seguida do teste pés teste de Newman Keuls. p< 0,0052.*comparado a PILO ## comparado a
CRACK.

Em um estudo com pacientes que abusavam de alcool foi verificado a
diminuicdo para a laténcia de crises quanto 0s pacientes se encontravam em
abstinéncia (HOLLAND et al.,, 1992; KOPPEL et al.,, 1992). KONKOL et al.
compararam a capacidade de cocaina e BE induzirem crises em ratos e verificaram
gue houve uma menor laténcia nos grupos tratados somente com cocaina,
sugerindo que crises induzidas por cocaina e BE possuem mecanismos diferentes.

O mecanismo pelo qual a cocaina provoca crises €& complexo,
SCHECHTER et. al., 1995 (SCHECHTER; MEEHAN, 1995) observaram a laténcia
pra crises diminuida em camundongos machos e fémeas quando associaram altas
doses de cocaina a um agonista serotoninérgico sugerindo que seus efeitos nos
niveis de serotonina (5-HT) aceleraram a inducdo de crises tonico-clénicas, porém

nao a promoveram. A cocaina em baixas doses acelerou significativamente
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disseminacdo das descargas de crises no hipocampo e na amigdala diminuido o
limiar necessario para evocar crises, causando um efeito excitatorio nas estruturas
limbicas, aumentando sua sensibilidade a descargas neuronais que surgem em
locais distantes do cérebro e aumentando sua tendéncia a responder com descargas
repetitivas (LESSE; COLLINS, 1979). MACEDO et al., 2004 testaram entre outras
drogas, antidepressivos e ansioliticos que diminuiram a laténcia para crises
induzidas por cocaina. Em uma outra pesquisa, camundongos injetados
exclusivamente com cocaina endovenosa tiveram a laténcia para crise diminuida, e
apos o tratamento com canabidiol (CBD) houve o aumento da laténcia, esses
autores sugerem o CDB como potencial tratamento pra crises induzidas por cocaina
(GOBIRA et al., 2015; VILELA et al., 2015).

1.5.2. Frequéncia

As classes mais frequentes da Escala de Racine (1972) entre os grupos PILO
e CRACK foram as classe 0, 1 e 2 enquanto que no tratamento PILO+CRACK as
classes mais visualizadas foram 0, 1, 2 e 3 (tabela 3). Pacientes usuarios de
cocainal/crack que relataram histérico de crises, fatores de risco para crises ou
epilepsia, geralmente desenvolvem crises com maior frequéncia apdés o uso da
droga (KOPPEL; SAMKOFF; DARAS, 1996). Nossos resultados mostraram que
todos 0s grupos expostos a baixa dose de PILO e/ou crack foram capazes de gerar
crises nos animais e sugerem ainda que a PILO e o crack quando administrados
isoladamente sdo menos eficientes em desencadear manifestacées motoras, porém
guando administrados em conjunto podem gerar crises limbicas e motoras

generalizadas (classes 1,2,3,4 e 5).

Tabela 2 - Classes de Racine mais frequentes.
GRAVIDADE DAS CRISES

PILO 012345
CRACK 0,1
PILO+CRACK 0,1,2,3,4,5

Classes da escala de Racine apresentadas pelos animais expostos a fumaca do crack (400 mg) e
submetidos ou ndo a administracdo de dose subconvulsivante de pilocarpina intrahipocampal (0,75
mg/uL). Em negrito as classes mais frequentes.
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O abuso de cocaina tém sido historicamente associado a crises (SORDO et
al., 2013). Estas tém sido relatadas apds o uso de cocaina em todas as suas vias de
administracdo (HOLLAND et al., 1992). A cocaina/crack pode induzir crises ou
exacerbar uma desordem preexistente (KOPPEL; SAMKOFF; DARAS, 1996). Além
disso, pode também causar isquemia ou AVC cerebral que podem acarretar no
desenvolvimento de crises (MERIGIAN et al.,, 1994; NEIMAN; HAAPANIEMI,
HILLBOM, 2000). Nos casos mais graves, as crises predizem o inicio do AVC
(LEVINE et al., 1990). Foram relatadas crises em 1% a 10% dos pacientes com uso
agudo de cocaina, mas hé& relatos conflitantes sobre o verdadeiro impacto na
incidéncia de crises em comparacdo com a incidéncia em usuarios € ndo Usuarios
de cocaina (CHANG et al., 2016; SORDO et al., 2013).

Figura 20 - Frequéncia de crises.
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Frequéncia para crises, observadas durante 120 min, dos animais submetidos ou nédo a
administracdo de baixa dose de PILO intrahipocampal (0,75 mg/uL). e expostos, ou ndo a fumaca do
crack (400 mg). ANOVA uma via seguida do teste pds teste de Newman Keuls. p<
0,0003.**comparado a PILO ### comparado a CRACK.

Foi observado ainda o aumento no namero de crises no grupo PILO+CRACK
(107.7 £ 24.41), quando comparado com os grupos PILO (24.83 + 6.44) e 0 grupo
CRACK (11.43 + 2.44) como observado na figura 20. Cocaina oral, intranasal ou
intravenosa por si s6 pode causar crises parciais ou generalizadas (NNADI et al.,
2005). Dez por cento dos pacientes que se apresentam em hospitais de emergéncia
com intoxicacdo aguda por cocaina apresentam distlrbios convulsivos (DHUNA;
PASCUAL-LEONE, 1990). As crises relacionadas a cocaina ocorrem mais
frequentemente apds o uso crénico, porém também podem ocorrer apds o primeiro
uso da droga, ocorrendo poucos minutos apds o inicio, 0 que corresponde ao pico
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de concentracdo de cocaina no plasma (DHUNA; PASCUAL-LEONE, 1990). Vale
destacar que animais submetidos apenas ao crack apresentaram crises epilépticas,

fato inédito e de relevante importancia mostrado em nossos resultados.

1.5.3. Duracgdao das crises

O tempo de duragédo das crises foi menor entre os grupos PILO (442,0 *
198,5) e CRACK (124,9 + 42,49) quando comparado ao grupo PILO+CRACK (2138
+ 723,9) como pode ser visualizado na figura 21. Semelhantemente aos resultados
de frequéncia. O aumento da frequéncia e duragcao de crises pode estar associado
ao aumento do dano neuronal (LOPIM et al., 2016).

Em um estudo realizado com 12.579 pacientes que desenvolveram crises, foi
visto que 549 citaram uso de cocaina, e 43 relacionaram 0 uso da cocaina a
deflagracdo da crise. Todos o0s 43 pacientes tiveram crises tonico-clénicas
generalizadas e somente 1 desenvolveu SE (MAJLESI et al., 2010). Varios eventos
podem ocorrer apds o uso agudo de cocaina, estudos com animais tratados com
cocaina endovenosa, relataram o desenvolvimento de acidose latica, hipertensdo e
hipertermia, repetidas crises e morte (SPIVEY; EUERLE, 1990).

Figura 21 - Duracao das crises.
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Duracdo das crises dos animais submetidos ou ndo a administragdo de baixa dose de PILO
intrahipocampal (0,75 mg/pL) e expostos, ou ndo a fumaga do crack (400 mg). ANOVA uma via
seguida do teste pés teste de Newman Keuls. p< 0,0066.*comparado a PILO ## comparado a
CRACK.
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Muitas das acBes conhecidas da cocaina podem levar a mudancas de
excitacdo sinpticas, ou ndo, geradas de forma néo sinaptica, que podem facilitar a
disseminacdo de descargas epileptiformes dentro no sistema limbico. Estes incluem
acbes sobre membranas que interferem com aumentos transitérios na
permeabilidade ao sddio e liberacdo de célcio, bem como as a¢bes da cocaina em
varios neurotransmissores, incluindo a dopamina, serotonina, norepinefrina e
acetilcolina (LESSE; COLLINS, 1979). Desse modo, a cocaina na forma fumada e
seus produtos desempenham potencial papel facilitador para desenvolvimento de
crises epilépticas, devido a hiperexcitabilidade cerebral gerada a partir da exposicéo
dos animais aos produtos da pirélise do crack.

1.5.4. Wet dog shake (WDS)

Os animais apresentaram WDS durante e ap0s o periodo de exposicdo ao
crack. O grupo PILO (127,3+ 52,73) mostrou um aumento significativo quando
comparado ao grupo CRACK (8,00+ 2,64). Similarmente, foi observado aumento em
PILO+CRACK (162,7 £ 45,40) quando comparado ao CRACK (Figura 22).

Figura 22 - Quantidade de WDS.
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WDS apresentados pelos animais submetidos ou ndo a administracdo de baixa dose de PILO
intrahipocampal (0,75 mg/uL). e expostos, ou ndo a fumaca do crack (400 mg). ANOVA uma via
seguida do teste pos teste de Newman Keuls. p< 0,0238. & comparado a PILO # comparado a
PILO+CRACK.

Existem duas hipdteses principais na literatura que poderiam explicar os
circuitos envolvidos na expressao do WDS (JAHODOVA et al., 2012). Na primeira o
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WDS indicaria a progressao de crises limbicas para generalizadas (RONDOUIN;
LERNER-NATOLI; HASHIZUME, 1987) e a segunda hipGtese o aparecimento de
WDS caracterizaria a expressdo de processos inibitérios associados a crises
limbicas (LE GAL LA SALLE; CAVALHEIRO, 1981).

Em experimentos com ratos, Turski et al. observaram que WDS foram
raramente visualizados durante a fase de crises limbicas motoras, este
comportamento apareceu apenas apds episodios de crises limbicas motoras, e
nunca os precederam (TURSKI et al., 1983). Esse dado vai de encontro aos nossos
resultados onde podemos verificar uma maior expressdo de WDS tanto no grupo
CRACK quanto no PILO isoladamente, onde verifica-se maior quantidade e
frequéncia de crises limbicas. A expressdo de WDS durante a andlise
comportamental também pode ser explicada como uma estratégia para controle de
crises, sendo considerado um comportamento anticonvulsivante (DAGCI et al., 2002;
RODRIGUES et al., 2005). Estudos em que foram induzidas crises epilépticas por
administracdo de altas doses de PILO apontaram aumento no numero de WDS
(MELO et al., 2016), indicando que a gravidade das crises pode estar correlacionada

a frequéncia deste comportamento.

1.6. Concluséao

Os principais achados deste capitulo corroboram com as informacdes
existentes na literatura, de que o uso de cocaina pode desencadear crises em
animais predispostos ou ndo, assim como em humanos, independente da frequéncia
de uso droga. Neste estudo foi observado pela primeira vez, em rota alternativa de
administracdo de cocaina, aumento de susceptibilidade para crises epilépticas
guando animais foram expostos ao crack.

Observou-se, principalmente, que machos expostos a baixa dose de PILO
seguida de exposicdo Unica aos produtos da pirdlise do crack apresentaram crises
limbicas mais frequentes e duracdo mais prolongadas que animais expostos
unicamente a PILO ou ao crack, sugerindo que o tecido nervoso torna-se mais
susceptivel a crises. Aliado a isto, e igualmente inédito, foi observado o
desenvolvimento de crises epilépticas e presenca de WDS em animais submetidos
apenas ao crack, sugerindo um novo modelo experimental indutor de crises

epilépticas.
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Apesar do importante resultado relativo ao componente gerador de crises do
crack, existe apenas um estudo desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa que
relaciona o uso do crack com a presenca de crises autossustentaveis (ARAUJO et
al., 2018). Dessa forma, novos estudos s&80 necessérios para estabelecer
entendimento claro e objetivo dos padrbes fisiopatolégicos e comportamentais

associados ao uso do crack.
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CAPITULO 2. AVALIACAO DA SALIVA EM ANIMAIS EXPOSTOS A FUMACA DO
CRACK
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2.1. Resumo

Os efeitos do crack sobre o SNC ainda nao séo totalmente esclarecidos. No
ultimo capitulo foi verificado que o crack é uma droga potencialmente causadora e
facilitadora de crises. Dessa forma podemos inferir que este psicoestimulante pode
ter a capacidade de causar efeitos colinérgicos exarcebados em animais expostos a
esta droga. Com base nas informac¢des supracitadas sera abordado neste capitulo
possiveis alteracdes relacionadas as glandulas salivares e ao fluxo salivar em
animais expostos aos produtos da pirélise do crack em diferentes momentos: Oh,
24h e 14 dias apds a exposicao aos produtos da pirélise do crack. Foram coletadas
glandulas parétidas, submandibulares e fluxo salivar estimulado destes animais. Nao
houve diferencas nos pesos das glandulas, porém apés 14 dias de exposicao o fluxo

salivar mostrou-se aumentado, possivelmente mediado pelo sistema colinérgico.

2.2. Introducéo
2.2.1. Salivacao

A saliva € um fluido excretado de glandulas exdcrinas e contém
aproximadamente 99% de agua, e uma variedade de eletrélitos (sédio, potassio,
célcio, cloreto, magnésio, bicarbonato, fosfato) e proteinas, representadas por
enzimas, imunoglobulinas e outros fatores antimicrobianos, glicoproteinas mucosas,
vestigios de albumina, polipéptidos e oligopéptidos de importancia para a saude
bucal. Produtos de glicose e nitrogénio, como ureia e amobnia também sao
componentes desta secre¢cdo. (DE ALMEIDA et al., 2008; HUMPHREY;
WILLIAMSON, 2001; KAUFMAN; LAMSTER, 2002).

As glandulas salivares sé@o responsaveis pela secrecdo salivar e reguladas
pelo SNA. A mistura da saliva é secretada 90% pelas glandulas maiores: parétida,
submandibular e sublingual e os 10% restantes pelas centenas glandulas salivares
menores espalhadas na mucosa oral. O sistema nervoso autbnomo (SNA) simpéatico
e parassimpatico controla a secrecao salivar, porém suas condicfes patoldgicas
ainda sao pouco conhecidas (SABINO-SILVA et al., 2010). O nervo parassimpatico,
mediado pela acetilcolina, é o principal responsavel pela secrecdo de agua e

eletrolitos, provocando uma secrecdo fluida e abundante, enquanto que o nervo
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simpéatico, mediado pelas catecolaminas, é o principal responsavel pela secrecéo de
proteinas, produzindo uma saliva viscosa e rica em amilase (CARPENTER, 2013;
LENT, 2010; MESE; MATSUO, 2007)(HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001,
KAUFMAN; LAMSTER, 2002; MESE; MATSUO, 2007).

O fluxo normal para saliva ndo estimulada é acima de 0,1 mL/min. Para saliva
estimulada, o volume minimo para a norma aceita aumenta para 0,2 mL/min. Esses
nameros foram projetados a partir de pesquisas sobre populacbes em geral.
Qualquer fluxo abaixo de 0,1 mL/min é considerado hiposalivacdo (DE ALMEIDA et
al., 2008; HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001)

A diminuicdo do fluxo salivar e as alteracbes na composicao salivar causam
um desequilibrio clinicamente oral, manifestado pelo aumento da incidéncia de carie,
susceptibilidade a candidiase oral, xerostomia, dificuldades de fala, mastigacéao e
degluticdo, alteracdo da percepcao do sabor e halitose (MESE; MATSUO, 2007).
Nos ultimos anos, alguns estudos tém relacionado mecanismos envolvidos na
salivacdo ao uso de psicotropicos e a maioria destas pesquisas identificaram
alteracdoes induzidas por drogas de abuso (MATEOS-MORENO et al., 2013;
MCGRATH; CHAN, 2005; SORDI et al., 2017; WOYCEICHOSKI et al., 2013).

Alteracbes na producdo salivar sdo caracteristicas importantes em varias
doencas. Portadores de Epilepsia apresentam hipersalivacdo na fase ictal da
doenca, mediada pelo sistema colinérgico.

Varios agentes terapéuticos e drogas recreativas tém sido citados como
causadores de alteracdo no fluxo salivar, como a cocaina. O crack, antes de chegar
aos pulmdes, entra em contato com a mucosa bucal. No entanto, existem poucos
estudos sobre os efeitos orais induzidos por esta droga. (WOYCEICHOSKI et al.,
2013).

2.3. Definicdo do problema e hipoteses

Hiposalivagdo € causada geralmente por medicamentos que causam efeitos
anticolinérgicos, via bloqueio da ligacdo da ACh aos receptores muscarinicos nas
células acinares. Qualquer droga que iniba a ligacdo do neurotransmissor aos
receptores de membrana acinares, ou que perturbem as vias de transporte de ions,
também pode afetar adversamente a qualidade e quantidade do débito salivar

(SHIP, 2002). Dessa forma, o principal objetivo deste capitulo foi avaliar possiveis
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alteracdes na secrecao salivar de ratos expostos de forma aguda e sub-crénica aos

produtos da pirdlise do crack.

2.3.1. Hipotese

Animais expostos aos produtos da pir6lise do crack expressam aumento do

fluxo salivar.

2.3.2. Objetivos

2.3.2.1. Geral:

Investigar as possiveis alteragdes glandulares e no fluxo salivar de ratos

expostos aguda e sub-cronicamente a fumaca do crack.

2.3.2.1. Especificos:

e Avaliar o peso das glandulas parétida e submandibular;

e Avaliar o fluxo salivar.

2.4. Materiais e Métodos
2.4.1. Animais

Foram utilizados ratos (n= 32) da linhagem Wistar, machos, 12 semanas, com
peso entre 240 e 340g, provenientes do BIOCEN/UFAL. Este projeto foi submetido
ao CEUA/UFAL e aprovado sob protocolo 33/2016 (ANEXO B). Os animais foram

acondicionados nas mesmas condi¢cdes descritas na metodologia do capitulo 1.

2.4.2. Protocolo da exposicéo da fumaca do crack

Protocolo idéntico ao mencionado no capitulo 1.

2.4.3. Coleta do fluxo salivar Oh, 24h e 14 dias ap0s exposicdo a fumaca do
crack
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Imediatamente apds o término da exposicdo ao crack Oh, e 24 horas ou 14
dias apds exposicdo a fumaga do crack, os animais foram anestesiados
intraperitonealmente (tiopental sodico, 40 mg/kg) e, em seguida, foi realizado um
estimulo parassimpatico da secrecao salivar por meio da injecdo de pilocarpina (2
mg/Kg, ip), que € um agonista muscarinico. A saliva foi coletada durante 10 minutos
apos o inicio da sua secrecdo (ZOUKHRI; KUBLIN, 2001) e posteriormente pesada.

Para o obter o fluxo da saliva estimulada foi utilizado o seguinte calculo:

Fluxo salivar = peso da saliva estimulada

peso da parétida + peso da submandibular

2.4.4. Coleta das glandulas

Com os animais anestesiados, conforme protocolo descrito acima, as
glandulas parétidas e submandibular foram coletadas para analises morfoldgicas e

em seguida o animal foi adequadamente eutanasiado.

2.4.5. Delineamento experimental

Os animais (n=32) foram divididos em quatro grupos experimentais:

SALINA (n=8) - ndo expostos a fumaca do crack;

CRACK 0h (n=8) - expostos a fumaca do crack por 12 minutos e eutanasiados
imediatamente apds a exposic¢ao;

CRACK 24h (n=8) - expostos a fumaca do crack por 12 minutos e eutanasiados 24h
apo0s a exposicao;

CRACK 14 dias (n=8) - expostos a fumaca do crack por 12 minutos durante 14 dias

consecutivos e eutanasiados no ultimo dia de exposicao.
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2.4.6. Andlises estatisticas

As analises estatisticas realizadas foram idénticas as descritas nos Materiais

e Métodos do Capitulo 1 desta dissertacao.

2.5. Resultados e discussodes

Nossos resultados ndo indicaram diferencas no peso da saliva estimulada em
nenhum dos periodos analisados Oh (346,8+64,39), 24h (266,8+55,48), 14 dias
(447,3£58,11) quando comparado ao do grupo salina (276,9+78,48) (figura 23). A
hipertrofia ou hiperplasia do tecido glandular é possivel, e consequentemente resulta
em uma composicao salivar alterada (APS; MARTENS, 2005).

Figura 23 — Peso da saliva estimulada.
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Peso da saliva estimulada em animais expostos, ou ndo a fumaca do crack (400 mg). ANOVA uma
via seguida do teste pos teste de Newman Keuls. p< 0,1887.
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Assim como também ndo houve diferencas nos pesos da glandula
submandibular (figura 24) entre o grupo salina (247,4+31,47) e os diferentes
periodos de exposicdo, Oh (217,8+3,31), 24h (221,8+10,96) e 14 dias (198,2+7,16).

Figura 24 - Peso submandibular.
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Peso da glandula sub-mandibular em animais expostos, ou ndo, a fumaca do crack (400 mg). ANOVA
uma via seguida do teste pds teste de Newman Keuls. p< 0,2335.

Da mesma forma que as submadibulares, o peso das glandulas parétidas
(figura 25) permaneceram inalterados, ndo sendo evidenciado nenhuma diferenca
entre os grupos: SALINA (72,48+14,20) e os diferentes periodos de exposicao, Oh
(72,9615,75), 24h (58,42+6,81) e 14 dias (47,18%1,46). Estudos em ratos indicam
gue a glandula parotida é a mais responsiva a variacdes na dieta, de tal forma que
durante os periodos de inani¢cao nutricional, as glandulas podem se tornar menores
e atroficas, mas podem regenerar durante a retomada da alimentacéo
(CARPENTER, 2013)

Figura 25 - Peso parotida.
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Peso da glandula parétida em animais expostos, ou ndo, a fumaca do crack (400 mg). ANOVA uma
via seguida do teste pds teste de Newman Keuls. p< 0,0925.

Na avaliacdo da saliva estimulada por grama de tecido glandular (Figura 26),
gue equivale a razdo entre o volume de secrecao salivar e a soma do peso glandular
de parétida e submandibular, ndo foi observado diferencas nos tratamentos Oh
(1,198+0,226) e 24h (0,997+0,232), porém, observou-se o aumento da secrecao
salivar estimulada no tratamento de 14 dias (1,820%£0,221) em relagcdo ao grupo
SALINA (0,821+0,151), e curiosamente uma diferenca significante entre os grupos
24h (0,997+0,232) e 14 dias quando comparados entre si.

Figura 26 - Saliva estimulada.
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Saliva estimulada em animais expostos, ou nédo, a fumaca do crack (400 mg). ANOVA uma via
seguida do teste pos teste de Newman Keuls. p< 0,0169* comparado a SALINA, # comparado a
CRACK 24h

A regulacdo neuronal da salivacdo é direcionada tanto pelo SNA simpatico
guanto pelo parassimpatico, portanto, todas as drogas que interferem nos SNC e
SNP, independentemente de sua finalidade, terdo influéncia na producéo de saliva.
Estes efeitos podem ser hipersalivacdo ou hipossalivacdo. Para aumentar a taxa de
fluxo salivar, € necessario aumentar a quantidade dos neurotransmissores
acetilcolina e noradrenalina. Esses neurotransmissores sao degradados muito
rapidamente pelo organismo e causam a secrecdo de grande volume de saliva,
porém secrecdo tera um alto teor de dgua e um baixo teor de proteina. (APS;
MARTENS, 2005). Em humanos, um estudo que investigou o fluxo salivar em

usuarios de crack encontrou reducdo significativa no fluxo salivar e uma maior
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ocorréncia de hipossalivacdo em comparacao aos ndo usuarios (ANTONIAZZI et al.,
2017). Porém, outro estudo em usuarios de crack (WOYCEICHOSKI et al., 2013)
nao identificou diferencas no fluxo, corroborando assim com os nossos dados de Oh

e 24h, no entanto contradiz os resultados encontrados no tratamento 14 dias.

2.6. Conclusao

Nossos resultados sugerem que o crack, promove o aumento do fluxo salivar
por meio de modificagbes no processo fisiolégico da secrecdo salivar, via

parassimpatico, apés tratamento sub-cronico.

73



CAPITULO 3. AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA AChE NO
HIPOCAMPO DE ANIMAIS EXPOSTOS A FUMACA DO CRACK
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3.1. Resumo

O presente capitulo investigou os efeitos da administracdo de PILO e crack,
associados ou nao, sobre a atividade da enzima AChE em hipocampo de ratos
adultos jovens. Os animais foram microinjetados com baixa dose de PILO, seguida
de exposicao aos produtos da pirélise do crack. Posteriormente foram eutanasiados
em diferentes tempos, 10min e 60 min, apdés a exposicdo ao crack. A AChE
apresentou um perfil variavel de inibicio em todos os tratamentos no tempo de
60min, exceto no grupo NAIVE o que explicaria o excesso de ACh na fenda
sindptica, resultando em um aumento na atividade colinérgica central, levando ao
aumento da excitabilidade do tecido nervoso (capitulo 1) e do fluxo salivar (capitulo
2). Dessa maneira, o presente estudo fornece importantes pistas para o0s
mecanismos adjacentes a crises convulsivas e hipersalivacdo causada pela

exposicao ao crack.

3.2. Introducéo

A ACh é um dos neurotransmissores excitatorios mais estudados no SNC,
onde € amplamente distribuida e funciona como um sinal para circuitos locais e
neurdnios de projecdo. Estes neurdnios colinérgicos estdo envolvidos nas funcdes
de aprendizado e recompensa do cérebro. Consequentemente, antagonistas
colinérgicos nicotinicos ou muscarinicos podem perturbar a aprendizagem e a
memoria e tem o efeito revertido por meio da restauracdo da funcdo da ACh. Tanto
inibidores da colinesterase como agonistas colinérgicos com seletividade nicotinica
ou muscarinica podem melhorar o aprendizado em condi¢ées nas quais a funcéo
colinérgica é diminuida, mas interrompem 0S mesmos comportamentos quando
administrados em doses mais altas 0 que pode estar associado a sinais de bocejo,
tremor e movimentos involuntarios (GRASING, 2016).

Os niveis sinapticos de ACh séo regulados pela AChE e a transmissao
colinérgica é terminada pela hidrélise da ACh pela enzima AChE, catalisando a ACh
em colina e acido acético (SOREQ; SEIDMAN, 2001; TEODORAK et al., 2015).
Apesar da complexidade do sistema colinérgico, tem sido possivel associar sua
participacdo na modulacéo de respostas relacionadas a memdaria, atencao, emocgdes

e a alteracdo da sua transmissdo pode estar associada a transtornos do SNC como

75



a epilepsia, a doenca de Alzheimer, a ansiedade e depressdo. Sabe-se que a
manipulacdo experimental do sistema colinérgico, por meio de tratamentos com
agonistas muscarinicos pode induzir o modelo animal de ELT. Quando a ACh é
liberada ativa o receptor muscarinico M1 e bloqueia as correntes de saida de
potassio, provocando lesao neuronal devido ao efeito excitotoxico dos receptores de
glutamato e influxo de Ca®* (CAULFIELD, 1993; SILVA, 2016).

No hipocampo, a maioria dos receptores pdés-sinapticos € do subtipo M1.
Alteracdes gendmicas do receptor M1 prejudica a ativagdo de varias vias de
transducdo de sinal e explica por que a excitacdo muscarinica € a principal causa de
convulsdes. Sabe-se ainda que a ACh modula circuitos adicionais, por exemplo, a
atividade hipocampal mediada pelo glutamato (ZIMMERMAN; SOREQ, 2006).

Substancias anticolinesterasicas inibem as enzimas colinesterases,
impedindo a hidrolise da ACh, o que leva a um acumulo desta na fenda sinaptica.
Este acumulo é deletério a saude, pois acarreta hiperestimulacdo colinérgica
(SANTOS; MOSTARDEIRO, 2008). As principais manifestagcdes clinicas no SNC
decorrentes de excesso de ACh na fenda sinaptica séo: cefaleia, ansiedade,
agitacdo, tremores, sonoléncia, dificuldade de fala, instabilidade emocional, coma e
crises epilépticas (OLIVEIRA; BURIOLA, 2009).

A cocaina induz multiplos efeitos fisiologicos e toxicidade em animais e
humanos envolvendo varios mecanismos pouco esclarecidos na literatura. A
toxicidade induzida por cocaina pode levar a crises e SE tanto em modelos animais
guanto em humanos (TSENG; DERLET; ALBERTSON, 1993). Em animais, crises ou
as acles sinérgicas de crises e depressao respiratoria sdo a principal causa de
morte induzida por cocaina (MACEDO et al., 2010). Devido a esses fatos, nas
Ultimas decadas tem-se verificado um maior interesse no sistema colinérgico, além
do dopaminérgico, na fisiopatologia do abuso de drogas, ja que a ACh parece estar
intimamente envolvida em mecanismos dopaminérgicos e glutamatérgicos.

Neste contexto, pesquisas recentes vém investigando o envolvimento
colinérgico da cocaina/crack na neurotoxicidade causada por esta droga (CAMARINI
et al., 2017; DALL et al., 2017; GARCIA et al., 2012, 2015; RITZ; GEORGE, 1993;
THOMSEN et al., 2010).
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3.3. Defini¢céao do problema

J& é bem estabelecido na literatura que crises limbicas e motoras podem ser
provocadas por altas doses de PILO (DE FURTADO et al., 2002; FURTADO et al.,
2011; TURSKI; CAVALHEIRO, 1992; TURSKI et al., 1983, 1984). Assim como, a
administracdo de cocaina em doses toxicas e em repetidas doses, modelo de
kindling, podem produzir crises em animais (DACKIS; O'BRIEN, 2001). No primeiro
capitulo deste estudo foram avaliadas crises decorrentes tanto de baixas doses de
PILO como pelos produtos da pirélise do crack, assim como a associacao entre
essas duas drogas. Assim como foi avaliado a salivagdo dos animais expostos ao
crack. As informacBes mostradas nos capitulos anteriores nos permitem inferir que o
envolvimento do sistema colinérgico na producéo salivar, assim como a geracéo de
crises € evidente. Sendo assim neste capitulo resolvemos investigar a atividade
enzimatica da AChE nestes dois indutores de crises limbicas, associados ou néo,
em animais submetidos a uma baixa dose de PILO e logo apds, a uma exposicéo

Unica aos produtos da pirdlise do crack.

3.3.1. Hipotese

A administracdo de baixa dose de pilocarpina seguida da exposi¢cdo ao crack
provocam inibicdo da enzima AChE levando ao aparecimento de crises convulsivas,

bem como hipersalivacdo nos animais.

3.3.2. Objetivos
3.3.2.1. Geral:

Avaliar a atividade da AChE em animais microinjetados com baixa dose de

pilocarpina seguida de exposi¢cao aos produtos da pirdlise do crack.

3.3.2.2. Especificos:

e Avaliar a atividade da AChE no hipocampo dos animais apés 10 min do inicio

de exposicao;
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e Avaliar a atividade da AChE no hipocampo dos animais apds 60 min do inicio

de exposicéao;

3.4. Materiais e Métodos
3.4.1. Animais

Foram utilizados ratos (n= 50) da linhagem Wistar, machos, 12 semanas, com
peso entre 240 e 340g, provenientes do BIOCEN/UFAL. Este projeto foi submetido
ao CEUA/UFAL e aprovado sob protocolo 27/2016 (ANEXO A). Os animais foram

acondicionados nas mesmas condi¢cOes descritas na metodologia do capitulo 1.

3.4.2. Cirurgia estereotaxica

As cirurgias estereotaxicas realizadas foram idénticas as descritas nos

Materiais e Métodos do Capitulo 1 desta dissertacao.

3.4.3. Microinjecdes

As microinjecbes realizadas foram idénticas as descritas nos Materiais e

Métodos do Capitulo 1 desta dissertacao.

3.4.4. Protocolo de exposicdo a fumaca do crack

O protocolo de exposicdo aos produtos da pirdlise do crack realizado foi

idéntico ao descrito nos Materiais e Métodos do Capitulo 1 desta dissertacao.

3.4.5. Eutanésia e dissecac¢édo do hipocampo

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo com o auxilio de uma
guilhotina e em seguida, os cérebros foram coletados e postos em papel filtro
embebidos com salina sobre gelo para dissecacdo dos hipocampos. Seguindo a
fissura sagital mediana, a camada cortical cerebral foi retirada com auxilio de pinca
reta de microdissecacao e espatula boleada. O coértex foi exposto e rebatido para os

lados para retirada do hipocampo, tanto o direito quanto o esquerdo. Terminada a
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dissecacdo, os hipocampos foram armazenados em papel aluminio devidamente
identificado, pesados e imersos em nitrogénio liquido e em seguida transferidos para
freezer -80°C para posterior preparo do extrato bruto.

3.4.6. Preparacéo do extrato livre de células

Os cérebros foram descongelados em gelo, pesados e macerados sob banho
de gelo em uma solucao refrigerada de NaCl a 0,9% (80mg de cérebro: 1 mL de
solucdo de NaCl) e em seguida transferidos para homogeinizador de vidro Potter-
Elvejhem, parcialmente submerso em banho de gelo. Para ruptura final das células o
extrato bruto foi submetido a 5 ciclos em aparelho de ultrassom (Fisher Scientific
Sonic Dismembrator Model 100) por 15 segundos cada ciclo, com intervalos de 15

segundos em banho de gelo.

3.4.7. Atividade enzimatica da AChE

A atividade da enzima AChE foi determinada segundo o método de ELLMAN
et al., 1961. Foram utilizadas as seguintes diluicbes para determinacdo da atividade
da AChE: 1:2, 1:5 e 1:10, e posteriormente foi feita triplicata da diluicdo de menor
variagdo. A mistura reacional na cubeta continha: 93mM de tampao fosfato de
potassio (K:HPO,) 0,1M, pH 8,0; 100 puL de amostra diluida em tampao de
suspensao; 3,3 mM de acido 5,5-ditiobis (2-nitrobenzéico) (DTNB) 0,01M; 0,5mM
dos substratos, iodeto de acetiltiocolina (ATCh) para atividade colinesterase (ChE) e
iodeto de butiriltiocolina (BTCh) para atividade butirilcolinesterase (BChE), 0,075M.
As leituras de absorbancia foram lidas a 412 nm, utilizando espectrofotémetro
UV/VIS (Specord 200 Plus) por um periodo de 5 minutos. Atividade enzimatica foi
expressa em pmol de substrato hidrolisado por minuto (pmol.min™*.mL™) e calculada

conforme a férmula abaixo (figura 27):

79



Figura 27 - Férmula para calculo da atividade a AChE.

V é o volume total da mistura reacional (V = 3 mL), AA/At é a inclinacéo da reta; e € o coeficiente de

extincdo molar do DTNB (& = 14,15 mM™.cm™), Ve é o volume do extrato enzimatico e D é a dilui¢io
do extrato.

3.4.8. Quantificacdo de proteinas

A quantificacdo de proteina foi determinada segundo método de Bradford et al
(1976). No preparo do reagente de Bradford, dissolveu-se 102,4 mg de Coomassie
Brilliant Blue G-250 em 50 mL de etanol 95%, a solucdo foi agitada durante 60
minutos, seguido de adicdo de 100 mL de acido fosférico 85%. A solucdo obtida
completou-se para 1 L com agua deionizada e manteve-se sobre agitacdo durante
10 minutos. Apos duas filtracbes em papel de filtro, o reagente de Bradford foi
armazenado protegido da luz. A curva de calibracdo de proteinas foi construida
empregando-se albumina de soro bovino (1mg/mL) como padrdo na faixa de
concentracdo de 5ug/100uL a 55ug/100pL. Adicionou-se 2500uL de reagente de
Bradford em cubeta de 3 mL, seguido de 100uL de solucdo padrédo de albumina,
incubando por 5 minutos. A leitura de absorbancia a 595 nm foi determinada em
espectrofotometro, utilizando 100 pL de agua em lugar de solucdo padrdo para
referéncia. As diluicdes utilizadas para quantificacdo de proteinas totais foram: 1:25
e 1:50.

3.4.9. Delineamento experimental
Os animais foram divididos em 2 grupos experimentais, sendo o primeiro
grupo eutanasiado por decapitacdo apos 10min de exposicdo ao crack (n=24) e o

segundo apo6s 60min de exposicdo ao crack (n=26):

Grupo 1 (eutanasiados apés 10min de exposic¢ao):
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NAIVE (n=6) - animais ndo submetidos & microinjecdo de pilocarpina
subconvulsivante e ndo expostos a fumaga do crack, eutanasiados ap6s 10min;

SE (n=2) — animais submetidos a microinjecdo de pilocarpina convulsivante e néo
expostos a fumaca do crack, eutanasiados ap6s 10min;

PILO (n=6) — animais submetidos a microinjecao de pilocarpina subconvulsivante e
ndo expostos a fumaca do crack, eutanasiados apés 10min;

CRACK (n=6) - animais ndo submetidos a microinjecdo de pilocarpina
subconvulsivante e expostos a fumaca do crack, eutanasiados apos 10min de
exposicao;

PILO + CRACK (n=6) — animais submetidos a microinjecdo de pilocarpina
subconvulsivante e expostos a fumaca do crack, eutanasiados ap6s 10min de

exposicao.

Grupo 2 ( eutanasiados apés 60min de exposicao):

NAIVE (n=6) - animais ndo submetidos a microinjecdo de pilocarpina
subconvulsivante e ndo expostos a fumaca do crack, eutanasiados apds 60mim;

SE (n=2) — animais submetidos a microinjecdo de pilocarpina convulsivante e nao
expostos a fumaca do crack, eutanasiados apos 60min.

PILO (n=6) - animais submetidos a microinjecdo de pilocarpina subconvulsivante e
nao expostos a fumaca do crack, eutanasiados apds 60min.

CRACK (n=6) - animais ndo submetidos a microinjecdo de pilocarpina
subconvulsivante e expostos a fumaca do crack, eutanasiados apds 60min de
exposicao;

PILO + CRACK (n=6) — animais submetidos a microinjecdo de pilocarpina
subconvulsivante e expostos a fumaca do crack., eutanasiados apds 60min de

exposicao.
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3.4.10. Analises estatisticas

As analises estatisticas realizadas foram idénticas as descritas nos Materiais

e Métodos do Capitulo 1 desta dissertacao.

3.5. Resultados e discussodes

3.5.1. Dosagem da AChE 10 min ap0s a exposicéo ao crack

Durante as crises epilépticas, a enzima AChE encontra-se inibida no
hipocampo (SANTOS et al.,, 2010), desse modo utilizamos dois grupos como
controles, o grupo NAIVE (controle negativo) e SE (controle positivo). As
colinesterases estdo envolvidas na ativacado glial moduladora e no fluxo sanguineo
cerebral, caracterizando-as como importante enzima a ser investigada (FREITAS et
al.,, 2006). Nas analises realizadas nos grupos 10 min (figura 28), curiosamente,
observa-se aumento da AChE no grupo CRACK (0,534+0,055) em relagcdo ao NAIVE
(0,438+0,019). E sabido que a BChE é um a enzima capaz de hidrolisar muitos

substratos, incluindo a cocaina, e que ocorre inibicdo da AChE por excesso de
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substrato, caracteristicas que a distingue da BChE. (LOCKRIDGE, 1990; MASSON
et al., 2001; TOUGU, 2001). Esse aumento no grupo CRACK pode ser devido a
BChE, ja que esta enzima tem a capacidade de metabolizar a cocaina. Estudos em
animais mostraram que a administracdo de BChE sérica humana purificada protegeu
camundongos e ratos dos efeitos letais da cocaina, bem como da hipertenséo e
arritmia (MATTES et al., 1997; SUN et al.,, 2001). Outros estudos (HOFFMAN;
MORASCO; GOLDFRANK, 1996; LYNCH et al., 1997) relatam a capacidade da
BChE em reduzir efeitos psicolégicos e comportamentais da cocaina, resultando na
alteragcédo do metabolismo da droga. Em ratos e camundongos a BChE (i.p.) reduziu
a incidéncia de convulsbes e letalidade apdés a administracdo (i.p.) de cocaina
(HOFFMAN; MORASCO; GOLDFRANK, 1996). Em ratos, a BChE (e.v.) reduziu
hipertenséo e taxa cardiaca da cocaina (LYNCH et al., 1997; MATTES et al., 1997),
e diminuiu a atividade locomotora e a quantidade de cocaina no plasma (CARMONA
et al., 1998; MATTES et al., 1997).

Um estudo realizado por Silveira et. al. (2006), também observou o aumento
da atividade da AChE no PFC e corpo estriado observada ap6s SE induzido por
cocaina endovenosa (e.v.) e pode estar relacionado a um aumento no contetdo de
ACh nessa area do cérebro, contribuindo para a atividade convulsiva.

Quando analisamos SE comparado aos demais tratamentos também
observamos a mesma alteracdo. Ja em relacdo as analises entre grupos, ha uma
forte inibicdo quando comparamos PILO+CRACK (0,406+0,010) a CRACK. Vale
ressaltar que o possivel sinergismo entre as drogas do grupo PILO+CRACK foi que
mais se aproximou as caracteristicas inibitérias do grupo SE (0,342+0,009),
hipocampo convulsivo. Porém, o tempo de 10min apos o inicio da exposicdo ao
crack mostrou-se insuficiente para ser capaz de gerar inibicdo significativa nos

grupos PILO+CRACK em relagéo ao grupo NAIVE.
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Figura 28 - Dosagem de AChE 10 min apds a exposi¢ao ao crack.
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Dosagem de AChE 10 min animais submetidos ou ndo a administracdo de baixa dose de PILO
intrahipocampal (0,75 mg/uL). e expostos, ou ndo, a fumaca do crack (400 mg). ANOVA uma via
seguida do teste pés teste de Newman Keuls. p< 0,0042. .* comparado a NAIVE, ++ comparado a SE
e & comparado a CRACK

E sabido que crises epilépticas diminuem as atividades de ChAT e AChE, o
gue leva a constante inibicdo dessas enzimas que por consequéncia aumenta 0s
niveis de ACh, o que poderia estar associado ao déficit de memdria observado em
ratos que apresentam crises (SANTOS et al., 2010). Em um estudo que investigou a
atividade da AChE em liquido cefalorraquidiano (LCR) em crises naturais de
cachorros, com o intuito de examinar potenciais correlacdes entre crises e disfuncéo
colinérgica, nao foram identificados diferencas entre os grupos (CHAI et al., 2013),
porém os autores sugeriram um novo estudo com um ndimero maior de animais.

A guantidade de ACh central elevada pode ser acompanhada por diminuicao
compensatoria imediata na atividade enzimatica da AChE e esta acéo foi observada
durante SE no cortex frontal, estriado e hipocampo, bem como essa reducdo pode
estar relacionada a outros mecanismos compensatoérios, incluindo modulacdo da
atividade de enzimas relacionadas ao catabolismo da acetilcolina (FREITAS et al.,
2006). Este efeito reduzido se mostrou ameno no hipocampo de animais
eutanasiados 10min ap0s a exposicdo em todos os tratamentos que utilizaram PILO,

0 que corrobora com dados descritos na literatura.

3.5.2. Dosagem da AChE 60 min apds a exposicao ao crack
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Os grupos 60 min mostraram um aumento progressivo da inibicdo da AChE.
Quando observamos CRACK (0,277+0,027) a PILO+CRACK (0,294+0,030) é
notavel a diminuicdo desta enzima quando comparados ao grupo NAIVE
(0,438+0,019). Nao foram identificados diferencas entre os tratamentos quando

comparados ao grupo SE (0,342+0,009), figura 29.

Figura 29 - Dosagem de AChE 60 min apds a exposi¢ao ao crack.
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Dosagem de AChE 60 min animais submetidos ou ndo a administracdo de baixa dose de PILO
intrahipocampal (0,75 mg/uL). e expostos, ou ndo, a fumaca do crack (400 mg). ANOVA uma via
seguida do teste pds teste de Newman Keuls. p< 0,0023.**comparado a NAIVE.

Em relacdo ao tempo de 60 min, é importante ressaltar que foi suficiente para
inibir significativamente a AChE nos grupos CRACK e PILO+CRACK quando
comparados ao NAIVE, inferindo que ha uma modulacdo importante do sistema
colinérgico mesmo apos o periodo de 60 min da utilizacdo da droga. Desse modo, é
possivel sugerir que tanto o crack quanto PILO, isolados ou associados, parecem
alterar mecanismos colinérgicos de modo mais eficiente apdés 60 min da
administracdo destas drogas. Vale destacar ainda que o crack quando associado a
PILO mostrou um maior poder de inibicdo desta enzima, em relacdo a CRACK e
PILO tanto no menor tempo de andlise , quanto no mais longo, o que poderia
explicar o aumento da frequéncia e duragéo das crises neste grupo na nossa analise
comportamental.

Existem evidéncias convincentes para o envolvimento da atividade enzimatica

da AChE na ativacéo de neurbnios colinérgicos em ratos adultos no cérebro durante
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0 estabelecimento de SE (FREITAS et al., 2006) e nossos resultados no tempo de
de 60 min, no grupo SE, demonstraram esse perfil, indicando que tanto a PILO
guanto o crack de alguma maneira inibem a AChE, e esta inibicdo € mais fortemente
evidenciada quando h& o sinergismo entre as duas drogas tempo-dependente.

Acredita-se que a predominancia de acdes de dopamina no NAc seja
responsavel pelo refor¢co e vicio da cocaina. Alguns estudos sugerem que ACh
liberada no NAc atua de forma oposta a dopamina (HIKIDA et al., 2001) assim, as
interacdes convergentes entre dopamina e ACh contribuiriam para a regulacdo das
respostas neurais e adaptacdo no NAc. Estudos revelam que ACh desempenha um
papel crucial no reforco e dependéncia de cocaina e morfina, pois, inibidores ativos
centralmente da AChE bloquearam o desenvolvimento e a persisténcia de
alteracdes comportamentais associadas a dependéncia dessas drogas (HIKIDA et
al., 2001, 2003). Esta inibicado foi derivada do aumento da ACh no NAc, porque a
deplecdo de fontes de ACh pela eliminacdo de células colinérgicas atenuou
acentuadamente os efeitos de bloqueio do inibidor da AChE sobre comportamentos
anormais induzidos por drogas. Assim, inibidores AChE néo sdo uteis apenas para
uma melhor compreensdo dos mecanismos comuns subjacentes as
toxicodependéncias, mas também podem ser potenciais agentes terapéuticos para
pacientes que utilizam drogas de abuso (HIKIDA et al., 2001, 2003)

Estudos recentes investigaram o papel da transmissao colinérgica central na
geracao e propagacao de descargas epilépticas (GARCIA-CAIRASCO et al., 1996;
PERNOT et al., 2009; ZIMMERMAN et al., 2008). As crises podem resultar tanto da
administracdo in vivo de agonistas muscarinicos quanto de inibidores da
acetilcolinesterase (AChE) (FRIEDMAN; BEHRENS; HEINEMANN, 2007). Outros
estudos propdem a administracdo sistémica de inibidores da AChE como indutores
de comportamentos depressivos, que sao revertidos por antagonistas muscarinicos,
levando a euforia (LUCKI, 1997).

3.6. Conclusao

Em concluséo, o presente estudo demonstrou que a administracdo aguda
de baixa dose de pilocarpina associada aos produtos da pirélise do crack exerce
efeito no sistema colinérgico apés 10min e causa inibicdo na atividade da AChE,

apos 60 min de exposicdo as drogas, no hipocampo. Assim, sugere-se que 0O
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desequilibrio na homeostase colinérgica pode ser considerado um importante
mecanismo fisiopatolégico subjacente ao possivel dano cerebral em pacientes que

fazem uso do crack.
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Parecer de aprovacéo na CEUA 27/2016

PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
f EUA

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Efeitos da inalagdo dos produtos da pirélise do
crack nos processo neuroplasticos e cardiacos em modelo experimental de epilepsia”,
registrada com o n° 27/2016, sob a responsabilidade do pesquisador Olagide Wagner de
Castro, que envolve a utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto 0 homem), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da
Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009 e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA),
e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de

Alagoas (CEUA/UFAL), em reunido de 22.07.2016.

Finalidade ()Ensino (X)Pesquisa cientifica
Vigéncia da autorizagdo 01.08.2016 a 01.08.2020
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