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RESUMO

O cérebro ¢ altamente suscetivel a danos oxidativos, isso se configura pelo elevado
consumo de oxigénio contrastado com a capacidade antioxidante. Além disso, a
autooxidacdo de neurotransmissores, a presenca de altos niveis de teor de metais em
transi¢do ¢ a abundancia de acidos graxos poliinsaturados nas membranas celulares
contribuem para essa vulnerabilidade cerebral. Estudos j& demonstraram que a exposicao a
cocaina/crack e a administracdo de pilocarpina (PILO) para indu¢do de epilepsia em
modelos animais in vivo resultam em um desequilibrio do status redox, levando ao
desenvolvimento de estresse oxidativo. O crack, forma potente e viciante da cocaina, tem
sido associado a convulsdes € ao aumento da atividade cerebral. Essas substancias podem
desencadear crises convulsivas isoladas ou persistentes, independente da frequéncia de uso
droga, contribuindo para o desenvolvimento de crises convulsivas. Este estudo investigou os
impactos da exposicdo a baixas doses de PILO e ao crack sobre o sistema de enzimas
antioxidantes no tecido cerebral. Para isso, ratos Wistar foram submetidos a microinje¢ao de
uma baixa dose de pilocarpina intrahipocampal [H-PILO (0,75 mg/uL)], seguida pela
exposicao aos produtos da pirdlise do crack [CRK 400 mg)]. Foram realizadas investigacdes
através da mensuragdo da concentracdo de GSH e GSSG, dos niveis de compostos
sulfidrilicos, bem como das atividades das enzimas superdxido dismutase e catalase.
Observou-se uma tendéncia de aumento na concentracdo dos compostos sulfidrilicos e na
enzima catalase nos grupos tratados com H-PILO, crack ou ambos subsequentes. Quanto a
glutationa, houve uma tendéncia de aumento no grupo H-PILO, enquanto os grupos CRK e
H-PILO+CRK apresentaram niveis mais proximos do grupo controle (CTRL). A forma
oxidada da glutationa diminuiu em todos os grupos tratados, sendo significativamente menor
no grupo H-PILO+CRK. Estes resultados podem sugerir que a exposi¢do a baixas doses de
pilocarpina e ao crack desencadeia uma resposta adaptativa do sistema antioxidante, ou seja,
o organismo busca compensar os danos oxidativos causados por essas substancias,

aumentando a atividade das enzimas antioxidantes.

Palavras chaves: estresse oxidativo; drogas de abuso; epilepsia.



ABSTRACT

The brain is highly susceptible to oxidative damage, this is configured by the high
oxygen consumption contrasted with the antioxidant capacity. In addition, the autoxidation
of neurotransmitters, the presence of high levels of transition metal content and the
abundance of polyunsaturated fats in cell membranes led to this brain vulnerability. Studies
already irritate that exposure to cocaine/crack and administration of pilocarpine (PILO) for
inducing epilepsy in animal models in vivo results in an imbalance of redox status, leading to
the development of oxidative stress. , has been linked to seizures and increased brain activity.
These substances can develop compulsive or persistent seizures, regardless of the frequency
of drug use, excited for the development of seizures. This study investigated the effects of
exposure to low doses of PILO and crack on the antioxidant enzyme system in brain tissue.
For this, Wistar rats were subjected to microinjection of a low dose of intrahippocampal
pilocarpine [H-PILO (0.75 mg/uL)], followed by exposure to crack pyrolysis products [CRK
400 mg)]. They were studied by measuring the concentration of GSH and GSSG, the levels
of sulfhydryl compounds, as well as the activities of the enzymes superoxide dismutase and
catalase. There is a trend towards an increase in the concentration of sulthydryl compounds
and in the catalase enzyme in the groups treated with H-PILO, crack or both subsequently.
As for glutathione, there was an increase trend in the H-PILO group, while the CRK and
H-PILO+CRK groups showed levels closer to the control group (CTRL). The oxidized form
of glutathione occurred in all treated groups, being significantly lower in the H-PILO+CRK
group. These results suggest that exposure to low doses of pilocarpine and crack triggers an
adaptive response of the antioxidant system, that is, the body seeks to compensate for the

oxidative damage caused by these substances, increasing the activity of antioxidant enzymes.

Keywords: oxidative stress; drugs of abuse; epilepsy.
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1. INTRODUCAO

O crack ¢ um estimulante do sistema nervoso central (SNC) feito a partir da cocaina,
que ¢ extraida das folhas de Erythroxylon coca (BAHLS et al., 2002). Para obtencao do
crack, ¢ realizada uma mistura do cloridrato de cocaina com bicarbonato de s6dio (RIBEIRO
et al., 2010). Por ser insoluvel em 4gua, o crack precisa ser fumado para ser consumido,
dessa forma, quando aquecido, ¢ produzido um metabdlito denominado Anidroecgonina
metil éster (AEME) que possui maior potencial neurotéxico em comparagdo a cocaina
(HAIM et al., 1995; MELECA et al., 1997; GARCIA et al., 2012). Uma das particularidades
do crack ¢ a velocidade com que seus efeitos psicotropicos sdo alcangados (HIRSCH et al.,
2018). Em poucos segundos apdés o consumo, a cocaina presente na pedra se volatiliza
durante a pir6lise, atingindo rapidamente o sistema nervoso central (SNC) (JULIEN et al.,
1995; GARCIA et al., 2012; HIRSCH et al., 2018). Esse efeito mais potente, rapido e de
curta duragdo refor¢a o consumo compulsivo e repetido em periodos curtos de tempo e em
doses cada vez maiores, levando a fissura e, consequentemente, ao desenvolvimento a
dependéncia (HATSUKAMI et al., 1996; HIRSCH et al., 2018). Ao longo das ultimas
décadas, o uso de cocaina e de crack também vem sendo associado a ocorréncia de episodios
convulsivos, induzindo crises ou exacerbando uma desordem preexistente, visto que essas
substancias tendem a promover o aumento da atividade cerebral (KOPPEL et al., 1996;
SORDO et al., 2013; CHANG et al., 2016; PACHECO et al., 2021). Com isso, crises
isoladas ou autossustentadas provocada por cocaina/crack e seus produtos podem ser um
insulto inicial na geracdo do fendmeno da epileptogénese, que pode levar ao
desenvolvimento da epilepsia (FREITAS et al., 2006; ZAPARTE et al., 2015; ARAUJO et
al., 2018; PACHECO et al., 2021).

Epilepsia ¢ descrita como uma desordem neuroldgica cronica, caracterizada por
predisposicdo duradoura que ocasiona as crises epilépticas com consequéncias
neurobioldgicas, cognitivas, psicologicas e sociais que decorrem deste distirbio (FISHER et
al., 2005). Existem diversas evidéncias que correlacionam a epilepsia, status epilepticus (SE)
e convulsdes com o estresse oxidativo, visto que a hiperexcitabilidade neuronal e o dano
oxidativo causado por agdo excessiva de radicais livres podem desempenhar um papel no
inicio e na progressdo da epilepsia (JARRETT et al., 2008; GERONZI et al., 2018). Bem
como, estudos indicam que a excitagao neuronal prolongada relacionada a convulsao resulta
no aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs) e reduzem o funcionamento de

enzimas antioxidantes (MENDEZ-ARMENTA et al., 2014). Além disso, é possivel sugerir



18

que estresse oxidativo pode desempenhar um papel fundamental na neurodegeneragao
induzida por convulsdes (CASTRO et al., 2011). Dentre os modelos experimentais de
epilepsia utilizados para investigar o estresse oxidativo, destaca-se o modelo de convulsdo
induzida por pilocarpina (PILO), substancia essa, que ¢ um agonista colinérgico e possui a
capacidade de se ligar aos receptores muscarinicos M1, M3 e M5 (CURIA et al., 2008).
Semelhante ao que acontece em modelos de epilepsia apos indugdo de crises convulsivas e
SE por PILO, grande parte dos efeitos adversos da cocaina/crack e seus metabolicos, como
AEME, tém sido associada ao desbalanco oxidativo, pelo aumento na geracao de radicais
livres (EGILMEZ et al., 1995; HERMIDA-AMEIJEIRAS et al., 2004) e diminui¢do das
moléculas antioxidantes (POON et al., 2007;; LOPEZ-PEDRAJAS et al., 2015). Isso pode
acarretar em dano mitocondrial, peroxidagdo lipidica, resultando em morte celular por
apoptose ou necrose (DIETRICH et al., 2005; MACEDO et al.,2010; GOMES et al., 2012;
LOPEZ-PEDRAJAS et al., 2015; GARCIA et al., 2019; PAVLEK et al., 2020) A conexao
entre derivados da coca e o estresse oxidativo sdo consistentes € podem ocasionar desde
alteracdes nos biomarcadores de oxidacdo a neurodegeneragdo (POON et al., 2004;

MACEDO et al., 2010).

O estresse oxidativo ocorre quando héa desequilibrio entre os niveis de radicais livres
e compostos antioxidantes (JONES et al., 2008; BARBOSA et al., 2010). No decorrer do seu
funcionamento regular, o organismo produz radicais livres como parte das reacoes
bioquimicas necessarias para a vida (BARBOSA et al., 2010). No entanto, quando em
excesso, esses radicais livres podem causar danos as estruturas celulares devido a sua alta
reatividade e instabilidade (JONES et al., 2008). Para equilibrar e controlar os radicais livres,
0 organismo possui um sistema de defesa antioxidante, composto por enzimas € compostos
ndo enzimaticos, que atuam inibindo ou limitando a agdo dessas espécies reativas
(MACHADO et al., 2009; PEARSON-SMITH et al., 2017). O cérebro ¢ descrito como um
dos tecidos mais vulneraveis ao estresse oxidativo devido ao alto consumo de oxigénio para
o metabolismo aerdbico, ao elevado teor de ions de metais de transicdo (especialmente
ferro), a auto-oxidacdo de neurotransmissores e a composicao lipidica das membranas
celulares, que sdo mais propensos a peroxidagdo lipidica (MARIANI et al., 2005). Além
disso, essa maior tendéncia a gera¢do de radicais livres ¢ combinada com a atividade
antioxidante reduzida (BELLISSIMO et al., 2001; FREITAS et al., 2005; FREITAS et al.,
2007; CUNHA-OLIVEIRA et al., 2008; PEARSON-SMITH et al., 2017; COBLEY et al.,

2018). O estresse oxidativo pode provocar danos em diversas estruturas moleculares, como
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DNA, proteinas, lipidios, e estruturas celulares, especialmente as mitocondrias, além de
promover alteracdes hidroeletroliticas (como o aumento dos niveis intracelulares de ion
calcio [Ca2+]), peroxidagdo lipidica, alteracdes na neurotransmissdo, aumento da
hiperatividade do tecido neuronal, neuroinflamacdo e neurodegeneragao (DIETRICH et
al.,2005; DE FREITAS et al., 2010; LIU et al., 2010; MACEDO et al.,2010;
PEARSON-SMITH et al., 2017; GARCIA et al., 2019). Considerando os diversos danos
ocasionados pelo estresse oxidativo, este fenomeno pode contribuir para o desenvolvimento
e a progressao da epilepsia, bem como na neurotoxicidade associada ao consumo de crack.
Em conjunto, ¢ razoavel estabelecer uma associagdo entre crack e epilepsia, analisando o
estresse oxidativo desencadeado por essas substancias no cérebro. No entanto, a literatura
cientifica sobre estas informacdes correlacionadas ainda é escassa. Entretanto, em estudos
realizados pelo grupo ainda nao publicados, evidenciaram que animais submetidos a dose
baixa de PILO seguida de exposi¢do Unica ao crack, foram capazes de aumentar a frequéncia
e duracdo de crises, como também, reduzir o limiar na geragdo dessas em comparagao aos
controles, sugerindo que a inalagdo de crack torna o tecido nervoso mais suscetivel as crises
epilépticas, independente da frequéncia. Dessa forma, a hipotese desse estudo ¢ que a
administragdo de baixas doses de PILO, seguida da exposi¢do aguda ao crack, pode induzir
um desequilibrio oxidativo, diminuindo a eficécia do sistema antioxidante e promovendo o

dano neuronal.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Crack

O crack ¢ uma substancia psicotropica estimulante derivada da cocaina, que ¢
extraida das folhas de Erythroxylon coca (Fig. 1A) (BAHLS et al., 2002). O mesmo, ¢ obtido
a partir do cloridrato de cocaina (Fig. 1B), que ¢ aquecida diretamente com bicarbonato de
sodio, amodnia, entre outros aditivos, posteriormente a mistura ¢ resfriada resultando em
cristais de formatos irregulares chamadas de “pedras”(CFM, 2007; RIBEIRO et al., 2010;
GARCIA et al., 2012). Por ser insolivel em 4gua, o crack precisa ser fumado para ser
consumido, dessa forma, quando aquecido provoca precipitacdo de cristais de cocaina,
gerando um ruido que deu origem ao seu nome “crack”, que em inglés, que significa

“estalos” (HAIM, 1995 et al.; MELECA et al., 1997).

Figura 1- Erythroxylon coca e formas de apresenta¢io da cocaina

B
K
®

A) Folhas da planta  Erythroxylon  coca; B)  Cloridrato de cocaina; C) Pedra de crack.
Fontes:http://wikipedia.org/wiki/erythroxylumcoca:http://healthnews.pt:http://wikipedia.org/wiki/crack, respectivamente.
Durante o processo de queima do crack ocorre a formacdo da AEME, que é um
composto resultante da pirolise (Fig. 2), portanto, ao inalar o crack, o usuario se expde nao
sO aos efeitos da cocaina, mas também estd sujeito aos efeitos da AEME (GARCIA et al.,
2012; GOMES et al., 2017). Essa molécula apresenta um potencial neurotdxico superior ao
da cocaina, que parece contribuir para o agravamento da dependéncia do usuario (GARCIA

etal., 2012; GOMES et al., 2017).

Figura 2 - Reagdo de pirdlise da cocaina formando anidroecgonina metil éster (AEME)

COZCHa CO.CH COOH
H,CN A HSCN; B/ s O/
OCOC H,
Cocaina AEME Acido benzoico

Fonte: Retirado de Garcia et al. (2009)


http://wikipedia.org/wiki/erythroxylumcoca;http://healthnews.pt;http://wikipedia.org/wiki/crack

21

Uma das particularidades do crack ¢ a velocidade com que seus efeitos psicotrdpicos
sdo alcangados (HIRSCH et al., 2018). Em poucos segundos apds o consumo, a cocaina
presente na pedra se volatiliza durante a pirolise, atingindo rapidamente o SNC (JULIEN et
al., 1995; GARCIA et al., 2012; HIRSCH et al., 2018). Dessa forma, o crack produz efeitos
como: bem-estar, euforia, aumento do estado de alerta e da concentragcdo, diminuicdo do
apetite e fadiga, hiperatividade motora, verbal e ideativa, além do aumento da libido
(CEBRID, 2014). No entanto, essa acao mais potente, rapida e de curta duragdo (em torno de
5 a 30 minutos) refor¢ca o consumo compulsivo e repetido em periodos curtos de tempo € em
doses cada vez maiores, levando a fissura e, consequentemente, ao desenvolvimento a
dependéncia (JULIEN et al., 1995; HATSUKAMI et al., 1996; HIRSCH et al., 2018).

Além disso, o uso de cocaina/crack tem sido relacionada com problemas
cardiovasculares, incluindo hipertensdo, arritmia, vasoconstricdo coronariana € isquemia
miocérdica, bem como AVC, hemorragia cerebral, perda transitdria da consciéncia, desmaios,
desordens psiquiatricas, incluindo depressdo e ansiedade e a ocorréncia de episodios
convulsivos, podendo ser um insulto inicial na geracdo da epilepsia (LOWENSTEIN et al.,
1987; KRAMER et al., 1990; TANEN et al.,2000; DUAILIBI et al., 2008; PERAILE et al.,
2010; SCHWARTZ,2010, GARCIA et al., 2012; ARAUJO et al.,2018; PACHECO et al.,
2021).

Ademais, o crack ¢ um exemplo de droga sintética que possui custo inferior ao das
demais substancias psicotrdpicas ja conhecidas, ou seja, tomando em conjunto essas
caracteristicas, a utilizacdo de crack se espalhou mundialmente acometendo diferentes
classes sociais (KESSLER et al., 2008). Atualmente, o consumo de drogas psicotrdpicas esta
em ascensao mundialmente, tornando-se um grave problema de satide publica. Estima-se que
cerca de 21,5 milhdes de pessoas usaram cocaina pelo menos uma vez no ano de 2020,
representando 0,4% da populagdo global de 15 a 64 anos. No Brasil, a causa mais frequentes
de mortes diretamente associadas ao consumo de drogas estd relacionada ao uso da
cocaina/crack. Além disso, estima-se que o uso regular de crack ¢ mais prevalente entre
grupos vulnerdveis e marginalizados nas regides metropolitanas do pais (UNITED

NATIONS OFFICE ON DRUGS AND CRIME, 2022).
2.1.1. Sistemas neuronais

Varios sistemas neuronais estao envolvidos na dependéncia as drogas, a maioria das
substancias psicoativas atuam no circuito de recompensa pela via dopaminérgica (HYMAN

et al., 2006; WILLIAMS et al., 2008; WIDMAIER et al., 2012; NIDA et al., 2020). E
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estabelecido que o mecanismo de agdo da cocaina/crack no cérebro se da pelo bloqueio da
recaptagdo de dopamina (DA) através da inibicdo do transportador de dopamina (DAT),
resultando no acimulo de DA na fenda sinaptica (Fig.3) (BAIK et al., 2013). Porém, tem-se
verificado um maior interesse na transmissdo colinérgica na fisiopatologia do abuso de

drogas (WILLIAMS et al., 2008).

Figura 3- Representagdo da acdo da cocaina ao bloquear o do transportador de dopamina

(DAT)

Transportador de
dopamina bloqueado

Receptor de
pela cocaina

dopamina

Cocaina

Fonte: Adaptado pela autora de BAIK et al., 2013

A acetilcolina (ACh) ¢ um neurotransmissor envolvido em sinapses no sistema
nervoso central, no sistema nervoso periférico (SNP) e na jungdo neuromuscular
(VENTURA et al., 2010). Este neurotransmissor esta envolvido na regula¢do do sono e em
processos cognitivos (memoria e aprendizado), ja as alteracdes nesse sistema de
neurotransmissao estdo relacionadas com distarbios neuroldgicos e neuropsicoticos, tais
como doenca de Alzheimer, Parkinson, esquizofrenia e epilepsia (BLOKLAND et al., 1995;
GOLD et al., 2003; SARTER ¢t al., 2006; VENTURA et al., 2010; DREVER, 2011 et al.;
MICHEAU et al., 2011).

Os neurdnios colinérgicos inervam quase todas as regides cerebrais € possuem a
capacidade de sintetizar, liberar e metabolizar a ACh (WIDMAIER et al., 2012; PRADO et
al., 2017). A ACh ¢ sintetizada a partir da acetilcoenzima A e da colina, sendo catalisada
pela colina acetiltransferase (ChAT) (ZIMMERMAN et al., 2006). A transmissdo sinaptica

ocorre quando a ACh ¢ liberada na fenda e interage com receptores muscarinicos
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metabotropicos (mAChRs) e nicotinicos ionotrépicos (nAChRs), em seguida, a ACh
disponivel ¢ hidrolisada em acetato e colina pela enzima acetilcolinesterase (AChE),estes
componentes, entdo, sdo reaproveitados para a nova sintese de ACh (Fig.4) (ZIMMERMAN
et al., 2006).

Figura 4 - Ciclo de sintese e degradacao da acetilcolina (ACh)

Terminal

do axénio Mitocondria

Vesicula
sinaptica

Colina Receptor

(A colinérgico
Acetato —__ 0 ¢

w2 S

Célula pds sinaptica

Acetilcolinesterase (AChE)

1- A ACh ¢ sintetizada a partir da colina e acetilcoenzima A, catalisada pela ChAT; 2- Na fenda sinaptica, a
ACh pode se ligar a receptores colinérgicos e ¢ rapidamente metabolizada pela enzima AChE, gerando colina e
acetato; 3- Colina ¢ transportada de volta para o neurdnio pré-sinaptico, onde ¢ utilizada para sintetizar nova

molécula de ACh. Fonte: Adaptado pela autora de http://faculty.pasadena.edu.

Tem-se observado um maior interesse na transmissao colinérgica na fisiopatologia do
abuso de drogas, ja que substancias anticolinesterasicas inibem a agdo AChE e impedem a
hidrolise da ACh, gerando um acumulo dessa na fenda siniptica, o que acarreta uma
hiperestimulacdo colinérgica (SANTOS et al., 2008). Além disso, Acevedo-Rodriguez et al.,
(2014), demonstrou que agindo via inibi¢do de nAChRs, a cocaina aumenta a propor¢ao de
liberacao de DA fasica para tonica e, portanto, aumenta potencialmente sua capacidade de
reforgar comportamentos. Estudos evidenciam que a cocaina possui afinidade direta por

mAChRs (SHARKEY et al., 1988; HEARD et al., 2008; WILLIAMS et al., 2008).

,

E sugerido na literatura que o crack ¢ AEME modulam transmissao colinérgica, visto
que foram observadas implicagdes neurotdxicas cardiacas e cerebrais relacionadas a ACh
apos a administragcdo dessas substancias (GARCIA et al., 2012; GOMES et al., 2017). Além
disso, em estudo ainda ndo publicado pelo grupo, foi demonstrado que administragdo aguda

de baixa dose de PILO (0,75 mg/uL) associada aos produtos da pirdlise do crack ocasionou a
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inibi¢do na atividade da AChE ap6s 60 min de exposi¢do as drogas, na regido hipocampal.
Assim, sugere-se que o desequilibrio na homeostase colinérgica pode ser considerado um
importante mecanismo fisiopatologico do crack e que essa interacdo com os receptores de
ACh podem desempenhar um papel nos episdédios convulsivos observados apds o uso da

cocaina/crack.
2.2 Epilepsia

Epilepsia ¢ descrita como uma desordem neuroldgica caracterizada por predisposicao
duradoura que ocasiona as crises epilépticas com consequéncias neurobiologicas, cognitivas,
psicologicas e sociais que decorrem deste disturbio (FISHER et al., 2005). De acordo com
International League Against Epilepsy (ILAE), as crises epilépticas constituem ocorréncias
transitorias de sinais e/ ou sintomas a partir da atividade neuronal anormal, excessiva e
sincrona das células cerebrais, na qual, a sintomatologia pode ser definida por eventos
motores, sensitivos e/ou sensoriais, autbnomos ou psiquicos involuntarios, com ou sem perda
de consciéncia, percebidos pelo paciente ou por um observador presente (THURMAN et al.,

2011).

Algumas condi¢des podem levar ao surgimento de crises que sdo geradas por
mecanismos que alteram o sistema neuronal de inibi¢do ou promovam a excitagdo cerebral
(FISHER et al., 2005). As crises podem ser: 1- Nao provocadas (espontaneas) que ocorrem a
partir de um transtorno neuroldgico; 2- Provocadas sendo desencadeadas por infecgdes,
AVC, hemorragia intracerebral, drogas ou condig¢des fisiologicas excessivas (SHNEKER, et
al. 2003; FISHER et al., 2005; FISHER et al., 2014; PAVLEK et al.; 2020). Sendo assim, a
Associacdo Brasileira de Epilepsia (ABE) em 2014, estabeleceu trés critérios de diagndstico
e de diferenciagdo acerca da epilepsia: 1- Pelo menos duas ou mais crises nao provocadas
(ou reflexas) em um intervalo maior que 24 horas; 2- Crise ndo provocada (ou reflexa) com
possibilidade de uma nova crise estimada em pelo menos 60%, ap6s duas crises nao

provocadas em dez anos; 3- Possuir o diagndstico de uma sindrome epiléptica.

A epilepsia ¢ considerada um dos transtornos neuroldgicos mais comuns, estima-se
que cerca de 50 milhdes de pessoas sdo afetadas (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA
DA SAUDE - OPAS, 2019), sendo a epilepsia de lobo temporal (ELT) a forma mais
recorrente (MENEGUELLO et al., 2006). A ELT ¢ definida como uma epilepsia focal (crises
focalizam em um lado do cérebro) e tem origem nas estruturas mesiais do lobo temporal,

como o hipocampo, complexo amigdaldide e adjacéncias (BERTRAM et al., 1997). Essa ¢
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caracterizada por um estado de hiperexcitabilidade neuronal cronica e estado de
hipersincronia (SHARMA et al., 2007; BAE et al., 2010; LIEFFERINGE et al., 2013; ZHAO
etal., 2014; MELO et al., 2016).

A ELT pode apresentar crises focais simples ou complexas, quando hd ou ndo
comprometimento da consciéncia, respectivamente (ENGEL et al., 2006). Geralmente, ¢
desencadeada por insulto precipitante inicial, como convulsdes febris, lesdes, encefalite,
trauma cranioencefalico e SE (BETJEMANN et al., 2015; LIEFFERINGE et al., 2013;
POBLETE et al., 2017). O insulto ¢ seguido de um periodo de laténcia que pode durar entre
5 a 10 anos em humanos, ou seja, os pacientes mantém-se livres de sintomas e complicagdes,
sendo estabelecido no cérebro o SE, chamado de epileptogénese, levando a ocorréncia de
crises recorrentes e espontaneas (CRE) e ao diagnostico de epilepsia cronica (ENGEL et al.,

1993).
2.2.1 Status epilepticus (SE)

SE ¢ definido como uma crise com duragdo maior ou igual a 5 minutos ou duas ou
mais crises discretas sem recuperagdo entre elas, autosustentaveis e com perda de
consciéncia (ILAE, 1964; LOWENSTEIN et al., 1998; QUINTERO et al., 2011). O SE ¢
categorizado como convulsivo (CSE) ou ndo convulsivo (NCSE) (CHERIAN, 2009;
MENON, 2013). CSE ocorrem contragdes musculares durante a crise, como clonicas,
tonicas, tonico-clonicas e mioclonicas, sendo essa a forma mais grave e comum, enquanto na
NCSE, ndo ocorrem convulsdes fisicas, mas sim, apatia e anormalidades motoras oculares,
continuas ou quase continuas com duracdo aproximada de 30 min e possiveis a resposta

anticonvulsivantes (CHERIAN et al., 2009; MENON et al., 2013).
2.2.2 Modelos Experimentais

Para o estudo da epilepsia, sdo empregados modelos in vivo, nos quais animais sao
submetidos a protocolos de indugao de crises epilépticas por meio de agentes quimicos,
fisicos, elétricos e genéticos, e modelos in vifro quando ¢ utilizado culturas de células ou
fatias de tecidos sdo empregados (LOSCHER et al, 2011). Os modelos animais,
principalmente ratos e camundongos, sdo amplamente utilizados para o desenvolvimento de
ELT. Para isso, ¢ necessario induzir uma injuria inicial, chamada de insulto epileptogénico,
até a ocorréncia de crises recorrentes e espontaneas, algumas substidncias quimicas como

pilocarpina (PILO) e acido acético (AC) ou a estimulagdo elétrica de estruturas limbicas
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desencadeiam o SE, reproduzindo, assim caracteristicas histopatologicas descritas na ELT

em humanos (KANDRATAVICIUS, 2014).
2.2.3 Pilocarpina (PILO)

A PILO ¢ um farmaco extraido das folhas da espécie Pilocarpus microphyllus,
conhecida comumente como jaborandi (PINHEIRO et al., 2002). Essa substancia ¢ um
agonista colinérgico, amplamente empregado no controle da pressdo intraocular elevada
(ALLERGAN, 2015). Além dessa fun¢ao farmacologica, a PILO também ¢ utilizada em
protocolos de inducdo de epilepsia em modelos animais in vivo, pois se liga a receptores
muscarinicos M1, M3 e M5, sendo um dos modelos mais usados (CURIA et al., 2008). E
importante ressaltar que as alteracdoes induzidas pela PILO sdo dependentes da dose

administrada (TURSKI et al., 1983; LIU et al., 1994 ).

Resumidamente, quando a PILO interage com os receptores, ocorre a ativagdo de
segundos-mensageiros, como diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3), que elevam a
concentracdo do Ca2+ intracelular e diminuem a condutancia do potéssio, resultando em uma
despolarizagdo sustentada (VENTURA et al, 2010; DREVER et al, 2011).
Secundariamente, ocorre a ativagdo da via glutamatérgica pelo receptor N-metil-D-aspartato
(NMDA), induzindo uma elevag¢ao dos niveis de glutamato no hipocampo que contribuem
para mudancas nas propriedades eletrofisioldgicas neuronais € em circuitos inibitorios
(TURSKI et al.,1989; CURIA et al., 2008). Sugere-se que o desencadeamento das crises ¢ de
origem colinérgica, enquanto a manutencdo parece ser glutamatérgica (TURSKI et al., 1983;
TURSKI et al., 1984; SMOLDERS et al.,1997; MARINO et al., 1998; BEHNKE et al.,
2001; PRIEL et al., 2002; KOZHEMYAKIN et al., 2010).

Estudos anteriores, desenvolveram um modelo de SE induzido por microinje¢ao
intra-hipocampal de pilocarpina (H-PILO) pelo Laboratério de Neurofisiologia e
Neuroetologia Experimental da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/Universidade de
Sao Paulo, comandado pelo Prof. Dr. Norberto Garcia-Cairasco, em conjunto com o0 nosso
grupo de  pesquisa. Este modelo reproduziu aspectos  comportamentais,
eletroencefalograficos e morfologicos agudos e cronicos da ELT, além de apresentar um
perfil de baixa mortalidade animal e redu¢do dos efeitos periféricos da PILO, em relacdo ao

modelo sistémico (DE FURTADO et al., 2002; FURTADO et al., 2011; MELO et al., 2016)
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2.3 Epilepsia e crack

Nas ultimas décadas, a cocaina e o crack tém sido associados a ocorréncia de
episodios convulsivos, induzindo crises ou exacerbando uma desordem preexistente
(MACEDO et al., 2010; SORDO et al., 2013; CHANG et al., 2016; PACHECO et al., 2021).
As crises convulsivas e SE tém sido descritas como uma das principais causas de morte e
morbidades entre os usudrios de cocaina (TSENG et al.,1993; PAVLEK et al., 2020). De
acordo com Pascual-Leone et al., (1990), em um estudo sobre as complicagdes relacionadas
a intoxicacdo por cocaina/crack revelou que dos 474 pacientes atendidos no Hennepin
County Medical Center com crise convulsiva, 403 nido possuiam histérico de convulsdes.
Esse estudo mostrou que a maioria dos pacientes teve convulsdes Unicas e generalizadas,
sendo possivel observar crises convulsivas tanto em casos de overdose acidental, quanto no
uso recreativo de doses relativamente baixas de cocaina, ou seja, a ocorréncia de convulsdes
por cocaina ndo esta restrita a determinados usuarios (KRAMER et al., 1990; WINBERY et
al., 1998).

Além disso, em outro estudo realizado com usuarios de cocaina revelou que
aproximadamente 10% dos individuos tiveram pelo menos uma convulsdo, enquanto 3%
apresentaram SE (CHOY-KWONG et al., 1989). Além disso, as lesdes cerebrais resultantes
de eventos cerebrovasculares associados ao uso de cocaina, também podem desencadear
epilepsia (ZAGNONI et al., 2002). Em um estudo de autdpsia, foi observado que individuos
que faleceram em decorréncia do uso de cocaina haviam apresentado convulsdes antes do
obito (PASCUAL-LEONE et al, 1990). Em experimentos com modelos animais, a
administracdo aguda de cocaina em doses elevadas [126 mg/ kg; intraperitoneal (IP)] resultou
em convulsdoes e morte em ratos e camundongos (HOFFMAN et al., 2004). Outro estudo,
utilizando doses menores (75 mg/kg; IP), induziu convulsdes clonicas acompanhadas por
distirbios locomotores subitos. Apds o desenvolvimento da convulsdo, os ratos se
recuperaram e mostraram comportamento normal 30 min apoés a inje¢do (GASIOR et al.,
1999). No entanto, quando uma dose maior (90 mg/kg; IP) foi administrada, alguns animais

apresentaram SE e outros morreram apos as convulsdes (MACEDO et al., 2010).

Apesar dos estudos clinicos e experimentais sobre a relagdo entre o uso de
cocaina/crack e convulsdes, o mecanismo exato ainda ndo estd claro. Acredita-se que a
propensdo as convulsdes esteja relacionada a uma interacdo complexa entre diferentes
sistemas receptores, o que pode explicar a variabilidade dos efeitos da cocaina em humanos

(WINBERY et al.,1998; DORANDEU et al., 2017). Além disso, cocaina ¢ o crack sao
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frequentemente usados em combinag¢do com outras drogas, o que pode aumentar o risco de

inicio de convulsao (ZAGNONI et al., 2002)
2.3 Estresse Oxidativo (EO)

No decorrer dos processos metabdlicos, o organismo produz radicais livres que atuam
como mediadores para a transferéncia de elétrons nas diversas reagdes bioquimicas
fundamentais a vida, como por exemplo, na cadeia transportadora de elétrons durante a
respiracdo celular para gera¢do de adenosina trifosfato (ATP) (BARBOSA et al., 2010).
Entretanto, o excesso dos radicais livres pode danificar varias estruturas celulares, uma vez
que sao moléculas altamente instaveis e reativas devido a presenga de um elétron
desemparelhado (JONES et al., 2008). Os radicais livres sdo balanceados e controlados
pelosistema de defesa antioxidante, sendo esse sistema composto por uma parte enzimatica e
outra ndo enzimatica, com fun¢do de inibir ou limitar os niveis de espécies reativas,
controlando assim, as a¢des danosas (BARBOSA et al., 2010). Contudo, o desbalango entre
os niveis de radicais livres e o de compostos antioxidantes, que sdo necessarios para

neutraliza-los, ocasionam o EO (MACHADO et al., 2009; PEARSON-SMITH et al., 2017).

A instauragdo do EO ocorre pela producdo intensa de radicais livres ou em
detrimento da velocidade de inibigdo destes (JONES et al., 2008; BARBOSA et al., 2010). O
desbalango oxidativo ¢ preocupante, pois, ¢ capaz de agravar quadros clinicos e dificultar o
tratamento de patologias, como diabetes, aterosclerose, cancer ¢ obesidade (NODA et al.,
2001; GREEN et al., 2004; BARBOSA et al., 2010; REUTER et al., 2010). No cérebro, pode
infligir danos em diversas estruturas moleculares como DNA, proteinas e lipidios, e
celulares, como nas mitocondrias, podendo ocasionar alteragdes na neurotransmissao,
aumento da hiperatividade do tecido neuronal, neuroinflamagdo, neurodegeneracdo e
neurotoxicidade (MARKESBERY et al., 1997; POON, 2004; DE FREITAS et al., 2010; LIU
et al.,, 2010; PEARSON-SMITH et al., 2017).

O EO também tem sido associado ao desenvolvimento de outras condigdes
neuropatoldgicas como por exemplo, doenga de Alzheimer, Parkinson, Huntington,
isquemia, esclerose multipla e esclerose lateral amiotréfica, epilepsia e, mais recentemente,
com a dependéncia quimica a cocaina (MARKESBERY et al., 1997; FREITAS et al., 2009;
LOPEZ-PEDRAJAS et al., 2015; UDDIN et al., 2019).
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2.3.1 Espécies reativas de oxigénio (ERO)

As ERO s3o denominadas radicais livres por apresentarem um elétron nao pareado.
Sua producgdo ocorre principalmente nas mitocondrias a partir da cadeia transportadora de
elétrons, mas podem ser geradas também nas membranas celulares e no citoplasma a partir
do escape de oxigénio (02) (KOURY et al., 2003; GREEN et al., 2004). Na mitocondria, O2
sofre reducdo tetravalente, recebendo quatro elétrons oxidados do citocromo C, resultando na
formacdo de duas moléculas de agua (Fig. 5A) (FERREIRA et al.,1997; BARBOSA et al.,
2010).

A enzima que catalisa essa reagdo ¢ chamada de citocromo oxidase, essa agao
enzimatica controla a geracdo excessiva de radicais livres nas mitocondrias, no entanto,
cerca de 2% a 5% do O2 metabolizado ¢ realocado para outra via metabolica, reduzido de
maneira univalente, gerando os radicais livres, como anion superdxido (O2e-) (Fig. 5B);
peroxido de hidrogénio (H202) (Fig. 5C) e radical hidroxila (HO-) (Fig. 5D; 5E)
(FERREIRA et al.,1997; KOURY et al., 2003, SCHNEIDER et al., 2004).

Figura 5- Formagao de radicais livres via cadeira transportadores de elétrons
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A- Equagdo da redugdo tetravalente do oxigénio; B- Equagéo da redu¢é@o univalente do oxigénio para formagdo
do anion superoxido; C- Equacdo de dismutagdo do &anion superoxido para formagdo do perdxido de
hidrogénio; D- Equagdo da reacdo de Haber-Weiss para formagdo do radical hidroxila; E-Equagao da reagdo de
Fenton para formacao do radical hidroxila. Fonte: Adaptado pela autora de Barbosa, 2010.

Todos os componentes celulares estdo suscetiveis a acao deletéria dos EROs, todavia
os acidos graxos poliinsaturados, encontrados abundantemente nas membranas celulares, sdo

os mais afetados em decorréncia do processo conhecido como peroxidagdo lipidica que
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ocasiona alteracdes na permeabilidade, fluidez e integridade das membranas (FERREIRA et
al.,1997; JONES et al., 2008). Como sequela, ha a perda da seletividade nas trocas idnicas,
liberacdo dos contetidos das organelas, formacao de produtos citotoxicos que podem

culminar em morte celular (FERREIRA et al.,1997; JONES et al., 2008).

O anion superoxido ¢ formado pela redugdo univalente do O2 (Fig. 5B). Sua
principal acdo ¢é atuar como agente redutor, exemplificado na geracdo H202 (Fig. 5C) e na
producao radical HO- através do quelatos de ferro (Fig. 5D; SE). Além disso, o O2e- o possui
extrema importincia frente a infec¢des causadas por microrganismos sendo produzidos por
fagocitos, linfocitos e fibroblastos, no curso de um processo inflamatério (FERREIRA et al.,

1997; BARREIROS et al., 2006; BARBOSA et al., 2010 ).

O peroxido de hidrogénio ¢ formado a partir dismutagdo do O2e-, catalisado por
enzimas oxidases (Fig. 5C) ou pela B-oxidagao de acidos graxos. O H202 ndo ¢ considerado
um radical livre, visto que ndo possui um elétron desemparelhado na camada de valéncia
porém, tem alto potencial reativo principalmente na presenga de metais de transi¢do, como
cobre e ferro, pois participa na geracdo do radical HO- (Fig. 5D; SE) (BARREIROS et al.,
2006; BARBOSA et al., 2010).

O radical hidroxila ¢ formado principalmente por dois mecanismos, reagdo do H202
juntamente com os metais de transicao (Fig. SD; SE) e homolise da agua por exposicado a
radiacdo ionizante. O radical HO- tem a a¢do mais prejudicial ao organismo, causando danos
ao DNA, RNA, as proteinas, lipidios ¢ membranas celulares (BARREIROS et al., 2006;
BARBOSA et al., 2010).

2.3.2 Espécies reativas de nitrogénio (ERN)

ERN sao moléculas originadas a partir do 6xido nitrico (ON-), do aminoacido
arginina ¢ de NADPH pela enzima oOxido nitrico sintetase (GREEN et al., 2004;
SCHNEIDER et al., 2004). A acao do ON- isolada ¢ insuficiente para causar danos ao DNA,
mas essa pode reagir com O2-- e gerar o peroxinitrito (ONOO-) que, apds reagdes
secundarias, sdo capazes de nitrar, ou seja, introduzir irreversivelmente de um ou mais grupo
nitro (NO2) em moléculas organicas, como aminoacidos aromaticos (BARREIROS et al.,

2006; BARBOSA et al., 2010).
2.4 Sistemas Antioxidantes

O controle do excesso das espécies reativas no organismo ¢ feito por moléculas
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antioxidantes, essas podem ser produzidas pelo corpo, como a enzima superdxido dismutase
(SOD), ou absorvidos na dieta, como a vitamina C (BARREIROS et al., 2006). Os
antioxidantes sdao definidos como substincias que regeneram o substrato oxidado ou previne a
sua oxidagao (HALLIWELL et al., 2000). Essas possuem a capacidade de impedir os danos
provocados pelas espécies reativas: 1- inibindo a peroxidacdo lipidica; 2- neutralizando
radicais livres; 3- quelando ions metalicos; 4- interrompendo a formagdo das EROs ou
eliminando as ja formadas e 5- fazendo o reparo de substincias organicas que sofreram
alguma modificagdo pelas espécies oxidantes (CADENAS et al.,1985; THEROND et al.,
2000; SIES et al., 2015).

A SOD ¢ responsavel pela dismutacdo do O2:- em H202 e O2 (BABIOR et al., 1997).
No organismo pode ser encontrada em trés isoformas: SOD 1 ¢ observada no citoplasma,
possui Cobre (Cu?*") e Zinco (Zn*") como cofatores metalicos e sua atividade ndo ¢ afetada
pela deflagracdo de estresse oxidativo; SOD 2 ¢ encontrada no interior das mitocondrias,
conttm o Magnésio (Mg*') como cofator e sua producdo ¢ induzida pelo desbalanco
oxidativo, condi¢des de inflacdo ou estresse oxidativo; SOD 3 que possui também Cu?** e Zn*'
como cofatores mas sdo visualizadas no meio extracelular, tendo um papel completamente
importante na protecdo dos tecidos (BOTA et al., 2002; NOIK-GRAYCK et al., 2005). A
enzima catalase (CAT) ¢ responsavel pela dismutacdo do H202 em H20 e O2 (Fig.6) e ¢
encontrada principalmente nos peroxissomos, organela responsavel pela metabolizacdo de
varias substancias (BARREIROS et al., 2006).

Figura 6- Equacdo da catalase (CAT)
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Fonte: Adaptado pela autora de BARREIROS, 2006.

O complexo da glutationa ¢ composto por duas enzimas, a glutationa peroxidase
(GPx) e a glutationa redutase (GR), além disso, possui uma forma oxidada (GSSG) e uma
reduzida (GSH) (BARREIROS et al., 2006). Este sistema ¢ responsavel pela dismutacdo
H202 em H20 e 02, sendo a GPx o agente encarregado de reagir com o H202
(BARREIROS et al., 2006). No interior celular, a glutationa ¢ encontrada majoritariamente
livre, sob a forma reduzida, na qual a enzima GR ¢ a responsavel por reverter a GSSG em
GSH, usando o NADPH como doador de elétrons (Fig.7). A proporcao entre a forma reduzida

e oxidada ¢ utilizada como marcador de estresse oxidativo (ZITKA et al., 2012), visto que
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durante um desequilibrio redox ocorre a redu¢do de GSH e aumento de GSSG (OWEN et al.,
2010). Desta forma, a SOD, CAT e GPx atuam como protetores enzimaticos contra as injurias

causadas pelas espécies reativas.

Figura 7- Ciclo catalitico da glutationa
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Fonte: Adaptado pela autora de BARREIROS, 2006.

No organismo vivo, a defesa antioxidante de compostos ndo enzimaticos ¢ dependente
de algumas varidveis como: absor¢do na dieta, biodisponibilidade, concentragdes plasmaticas
ideais, tipo de radicais livres e onde foram gerados (BIANCHI et al., 1999). Os principais
antioxidantes ndo enzimadticos sdo acidoascorbico (vitamina C) e ea-tocoferol (vitamina E)
que agem isoladamente ou em sinergia (BARREIROS et al., 2006). A vitamina C age
reduzindo o ion férrico (Fe*") e Cu*, que atuam como metais de transi¢cao na formagao da
HO- (BARREIROS et al., 2006), j4 a vitamina E, que ¢ lipossoluvel, ¢ responsavel pela
remo¢dao dos radicais livres nas membranas celulares, principalmente nas hemaécias,
interrompendo o processo de lipoperoxidagdo e prevenindo a hemolise (MACHADO et al.,

2009).

Algumas moléculas possuem em sua estrutura quimica um grupo sulfidrilico (SH),
como por exemplo aminodcido cisteina (cys), essas sdo consideradas como agentes quelantes,
visto que possuem a capacidade de formar quelatos, ou seja, um complexo hidrossoluvel
através de ligagdes covalentes entre os agentes quelantes e ions metalicos (FLORA et al.,
2008). Os compostos sulfidricos possuem alta afinidade com ions metélicos transi¢do como
Fe* e Cu?'. Esses ions metalicos desempenham um papel importante nas reagdes de radicais

livres, levando a geragdo de espécies altamente reativas a partir de espécies menos reativas.
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Um exemplo disso ¢ a producdo do radical hidroxila (BARREIROS et al., 2006; BARBOSA
et al., 2010).

2.5 Estresse oxidativo e cocaina/crack

A administra¢do do crack gera um aumento na concentragdo de DA na fenda sindptica
devido ao bloqueio da recaptacdo desse neurotransmissor. Esse aumento nos niveis da DA
pode levar a sua remogdo por auto-oxidacdo ou pela acdo da enzima monoamina oxidases
(MAO), ocasionando a formacao de H202 e OHe (ARAI et al, 1991;
HERMIDA-AMEIJEIRAS et al., 2004). Egilmez et al., (1995), verificou que o acumulo da
DA e o aumento da oxidag¢do desse neurotransmissor estdo completamente relacionados com
a administracao de cocaina em ratos.

E sugerido que a desregulagdio do sistema antioxidante ocasionada pela cocaina oscile
em relagdo a quantidade de administragdes. No estudo conduzido por Pacifici et al. (2003),
que investigou a formacao de metabolitos oxidativos em bagos de ratos apds o uso de cocaina,
foi constatado que durante a exposicdo aguda (40 mg/kg de cocaina dissolvida em soro
fisiologico 0,9%; IP; tratamento de 1 dia), o organismo parece responder a ofensa oxidativa
estimulando o GSH, sendo observado um aumento da GR, ou seja, promovendo uma defesa
antioxidante.

Estudos também evidenciaram que a cocaina e AEME estdo relacionadas com a
peroxidacdo lipidica, na qual foi observado o aumento nos niveis de MDA ap6s 48 horas da
exposi¢do, sendo um marcador comumente utilizado para avaliar a peroxidacdo lipidica
(GARCIA et al.,, 2019). Além disso, também foi constatado a reducdo da atividade de GPx e
GR apo6s 3 e 6 horas do tratamento em células hipocampais de rato. Ainda, a administra¢do da
cocaina pode induzir uma ativacdo dose-dependente de fatores de transcri¢dao regulados por
redox, como fator nuclear kB (NF-kB) e a proteina ativadora-1(AP-1) em células endoteliais
microvasculares cerebrais (LEE et al., 2001). A conexdo entre derivados da cocaina e o
estresse oxidativo sdo consistentes ¢ podem ocasionar desde alteragdes nos biomarcadores de

oxida¢do a morte celular no SNC ( POON et al., 2004; MACEDO et al., 2010))
2.6 Estresse oxidativo e epilepsia

Existem diversas evidéncias que correlacionam a epilepsia e convulsdes com o
estresse oxidativo, visto que a hiperexcitabilidade neuronal e o dano oxidativo causado por
acao excessiva de radicais livres podem desempenhar um papel no inicio e na progressao da

epilepsia (JARRETT et al., 2008; GERONZI et al., 2018). Na literatura ainda ndo ha
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concordancia sobre o estresse oxidativo, se esse é causa ou consequéncia da epilepsia. E
verificado que a excitagdo neuronal prolongada relacionada a convulsdo resulta no aumento
das EROs que contribui para o dano cerebral (FREITAS et al., 2009;TSAI et al., 2010;
MENDEZ-ARMENTA et al., 2014). Além disso, a que a superproducio de espécies reativas
provocam uma ruptura gradual da homeostase do Ca?’, modulando a excitabilidade neuronal
e a transmissdo sinaptica, resultando na diminuicao dos niveis de ATP intracelular e na perda
neuronal (CASTRO et al.,2011; PUTTACHARY et al., 2015).

Diversos modelos experimentais de epilepsia evidenciaram o aumento de estresse
oxidativo com auxilio de biomarcadores. Incluindo modelo de convulsdo induzida por
compostos quimicos, ACh e PILO, na qual foi visualizado aumento na peroxidacao lipidica
(DAL-PIZZOL et al., 2000; PATEL et al., 2001) assim como, no modelo de convulsido
induzida eletricamente, onde também foi observado elevag¢ao na lipoperoxidacao em todo o
cérebro (ROLA et al., 2002). Com base nisso, et al., 2011).¢ possivel verificar que estresse
oxidativo pode desempenhar um papel fundamental na neurodegeneragdo induzida por
convulsdes (CASTRO

Ademais, os niveis de CAT também foram vistos aumentados em modelos agudos de
epilepsia, podendo ser entendido como consequéncia de uma resposta antioxidante enzimatica
ao aumento produ¢do basal de radicais livres, participando no controle das injarias induzidos
pelas convulsdes (BARROS et al., 2007). Sendo assim, as disfun¢des mitocondriais, que
resultam no aumento de EROs, podem afetar a excitabilidade e transmissao sindptica, fatores
esses que contribuem para suscetibilidade a epilepsia. Da mesma forma, as convulsdes em si
sdo capazes de desencadear danos mitocondriais, levando ao estresse oxidativo. Portanto, ha
uma interdependéncia entre a fungdo mitocondrial e as convulsdes, criando um ciclo vicioso,
na qual, ndo s6 distirbios mitocondriais tém um efeito sobre a epilepsia, mas também a
propria epilepsia tem um efeito na fungao mitocondrial ( PATEL et al., 2004; JARRETT et al.,
2008; KANG et al., 2013; KHURANA et al., 2013; GERONZI et al., 2018).

Coletivamente, ¢ razoavel estabelecer uma correlagdo entre crack e epilepsia,
considerando o impacto do estresse oxidativo desencadeado por essas substancias no
funcionamento cerebral. Portanto, a hipotese desse estudo € que a administracao de baixas
doses de H-PILO, seguida da exposi¢do Unica ao crack, pode provocar um desequilibrio

oxidativo, resultando na diminuigdo da eficacia do sistema antioxidante.
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3.0BJETIVOS
3.1 GERAL

Avaliar o impacto da exposicao a baixas doses de PILO e aos produtos da pirolise do

crack sobre sistema de enzimas antioxidantes em modelo animal de epilepsia.
3.2 ESPECIFICOS

e Verificar o efeito do uso do crack, isoladamente, no sistema de enzimas
antioxidantes;

e Analisar o efeito de baixas doses de PILO, isoladamente, no sistema de enzimas
antioxidantes;

e Investigar o efeito de baixas doses de PILO associado a exposi¢ao ao crack no

sistema de enzimas antioxidantes.
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4. METODOLOGIA
4.1 Animais

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Alagoas (Protocolo n® 27/2016), seguindo as diretrizes
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdao Animal (CONCEA).
Os experimentos foram conduzidos em ratos machos Wistar (Rattus norvergicus [n = 24,
240-340¢g]), fornecidos pelo biotério da Universidade Federal de Alagoas (BIOCEN//UFAL).
Os animais foram alojados em grupos de cinco animais por gaiola sob temperatura
controlada (22 + 2°C), submetidos a ciclo claro / escuro de 12 h (luzes acesas as 07h00 e
apagadas as 19h00), com agua e racao ad libitum. As amostras de crack foram previamente
obtidas na delegacia de entorpecentes da cidade de Maceid - AL, mediante a autorizagdo da
Ageéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e ordem judicial determinando a
entrega e armazenamento da substdncia ao nosso laboratério (LNFI — UFAL). Todos os
documentos foram organizados pela Procuradoria Federal com sede na UFAL, por meio de

solicitagdo por parte do Magnifico Reitor.
4.2 Delineamento experimental
Os animais (n= 22) foram divididos em 4 grupos experimentais:

e CTRL (n=5): Animais submetidos a microinje¢do de salina e ndo expostos a fumaca
do crack;

e H-PILO (n=5): Animais submetidos a microinjecdo de baixa dose de pilocarpina e
nao expostos a fumaca do crack;

e CRACK (n=6): Animais submetidos a microinje¢do de salina e expostos a fumaca do
crack;

e H-PILO+CRACK(n=6): Animais submetidos a microinje¢do de baixa dose de

pilocarpina e expostos a fumaca do crack.
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Figura 8- Representacdo esquematica da linha do tempo dos experimentos realizados

D

A~ @t~ CIRURGIA MICROINJEGAO EXPOSICAO EUTANASIA ENSAIQS DE
P /% ESTEREOTAXICA INTRA-HIPOCAMPAL AQ CRACK ESTRESSE OXIDATIVO
@ . ( — s P P °

o 1S

SOD

; . .
Rats Wistar o 0,75 mg/ulL 400 mg ’ CAT

CEUA#27/2016 T H
15 min ‘ A

'y

ol

SOD: Superdxido Dismutase
CAT: Catalase

SH: Compostos Sulfidrilicos
GSH: Glutationa Reduzida
GSSG: Glutationa Oxidada

Fonte: Autora

4.3 Cirurgia estereotaxica

Os animais foram anestesiados com xilazina (80 mg/Kg; IP) e cetamina (8mg/kg; IP)
apos isso, receberam 0,1mL/100g de pentabiodtico veterinario (Fort Dodge®, intramuscular
[IM]) antes do procedimento cirurgico. Em seguida, foi realizada a tricotomia do pelo e a
fixacdo do animal no estereotaxico, estes receberam anestésico local (lidocaina 0,2 mL/100g,
SC) na regido da cirurgia (DE FURTADO, et al., 2002; CASTRO et al.,, 2011).
Posteriormente, foi realizada uma incisdo na cabeca para a implantagcdo de uma canula, com
12 mm. Esta canula foi estereotaxicamente colocada no hilus do giro denteado no
hipocampo, seguindo coordenadas pré-determinadas - 6,30 mm AP (em relagdo ao bregma);
4,50 mm LL (em relacdo ao seio sagital) e - 4,50 mm DV (em relacdo a dura-mater)
(PAXINOS et al., 1997). Apos a cirurgia, os animais permaneceram 7 dias em recuperagao
no biotério setorial do Laboratorio de Neurofarmacologia e Fisiologia Integrativa (LNFI).

Todos os cuidados foram tomados para minimizar qualquer sofrimento do animal.
4.4 Microinjecio intra-hipocampal

ApoOs a semana de recuperacao, 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 pL (Hamilton — Sigma) manuseada

manualmente a com velocidade de 0,5 pL/minuto.
4.5 Exposicao os produtos da pirolise do crack

O aparelho de exposi¢do consistia em uma bomba geradora de fumacga, acoplada a

um tubo em uma das suas extremidades (local onde a substancia foi queimada) e uma camara
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de acrilico na outra (local de alojamento dos animais). O aparelho possuia um ventilador
Veterinary Anesthesia Ventilator Model, 2000, Hallowell Emc, Pittsfield, Ma) configurado
para geracao de 150 ml / min. A taxa de 150 ml / min foi padronizada a partir de estudos
pilotos (dados nao publicados), onde foi observado que o crack queimava completamente.
Todo o experimento foi realizado em uma sala propria para exposi¢do, em uma capela com

filtro, exaustores e todos os equipamentos de protecdo pessoal (EPI) necessarios.

Apds a microinje¢do, os animais dos grupos CRACK e H-PILO+CRACK foram
expostos aos produtos da pirdlise do crack. Cada animal foi colocado individualmente na
caixa de acrilico do aparelho por 1 minuto para ambientacdo. Em seguida, iniciou-se o
aquecimento dos tubos com auxilio de magarico, totalizando 2 minutos. Em seguida, 400 mg
de crack foi colocado em um cano e queimado por 2 minutos, tempo suficiente para queimar
a pedra completamente, sem deixar qualquer vestigio de substincia no cano. Logo apds a
queima total, o magarico foi desligado ¢ o animal permaneceu por 10 minutos na caixa de
acrilico, 5 minutos com a caixa totalmente fechada e 5 minutos parcialmente aberta para
permitir o fluxo de ar. O excesso de fumaca foi removido por aberturas de exaustdo dentro e
fora da capela. No presente experimento, o animal foi exposto apenas um dia (protocolo de

exposi¢ao aguda).
4.6 Eutanasia

Por fim, passados uma semana apds o contato com essas substancias (pilocarpina
e/ou crack) os animais foram eutanasiados por decapitagdo com auxilio de guilhotina

(Insight®, Sao Paulo, Brazil;).
4.7 Ensaios de estresse oxidativo

Foi1 adicionado ao tecido cerebral coletado, 1,5 mL de tampado de extragdo contendo
50 mM Tris-HCI (pH = 7,4) ¢ 1 mM EDTA, homogeneizado em gelo usando um
homogeneizador tipo Potter-Elvehjem e centrifugado a 1180g e 4°C por 10 min. O
sobrenadante foi coletado e submetido a quantificagdo de proteina total pelo método de
Bradford. Uma solugdo de Reagente albumina de soro bovino (BSA) (2 mg mL—1) foi usada

como concentragao de proteina padrao.
4.7.1 Atividade da superodxido dismutase (SOD)

A determinagao da atividade da SOD foi realizada de acordo com Misra ¢ Fridovich

(1972). Na qual, uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de proteina necessaria
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para inibir a autooxida¢do de 1 pmol de epinefrina por minuto. O homogenato de cérebro (80
ug de proteina) foi incubado em tampao de carbonato de sddio 50 mM (NaCO3/NaHCO3 em
pH = 10,2 com EDTA 0,1 mM) a 37 °C. A reagdo iniciou pela adi¢ao de 20 uL de epinefrina
(150 mM) em &cido acético (0,05% v/v) em um volume final de 1 mL e a absorbancia foi

medida a 480 nm por 7 min no espectrofotometro (AJX-6100PC).
4.7.2 Atividade de catalase (CAT)

A atividade da catalase foi executada de acordo com Aebi (1984). Na qual, uma
unidade de CAT foi definida como a quantidade de proteina necessaria para converter 1 umol
de H202 por minuto em H20. O homogenato de cérebro (40 pg de proteina) foi adicionado a
50 mM de tampao fosfato (KH2PO4 + Na2HPO4, pH = 7,0) a 28°C. A reag¢do iniciou pela
adicao de 10 mM de H202 em um volume final de 1 mL. O decaimento da absorbancia foi

monitorado a 240 nm em um espectrofotometro (AJX-6100PC) por 1 min.
4.7.3 Conteudo do grupo sulfidrila

O teor de sulfidrila foi determinado a partir da reacdo com DTNB
(5,5'-ditio-bis-[(4cido 2-nitrobenzodico]). O homogenato de cérebro (100 pg de proteina) foi
incubado com 500 uM de DTNB por 30 min no escuro. Em seguida, o volume foi ajustado
para 2 mL com tampdo de extragdo (pH 7,4) e a absorbancia foi medida em 412 nm. A
cisteina foi usada como padrdo na curva analitica (6,25 - 100 uM) para quantificar o

conteudo total de tiol livre.
4.7.4 Quantificacido do estado redox (razio GSH/GSSG)

A relagdo GSH/GSSG foi avaliada medindo-se o conteudo de GSH e GSSG. Para a
quantificagdo de GSH foram adicionados ao homogenato cerebral (50 pug de proteina),
o-ftalaldeido (1 mg mL—1; sonda fluorescente), NaH2PO4 0,1 M (pH 8,0) e EDTA 0,005M.
J& para o ensaio GSSG, foram acrescentados ao homogenato cerebral (50 pg de proteina),
o-ftalaldeido (1 mg mL—1; sonda fluorescente) e NaH2PO4 0,1 M (pH 8,0). A fluorescéncia
foi monitorada usando um espectrofluordometro (Flex Station 3, Molecular Devices) com Aex
= 350 nm ¢ Aem = 420 nm. Uma curva analitica baseada em concentra¢des conhecidas de
GSH e GSSG foi empregada para determinar as concentragdes desses compostos nas

amostras.
4.8 Analises estatisticas

Os dados foram comparados, ap6s teste de normalidade, através de ANOVA one-way
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para dados independentes, usando o teste de Tukey para comparagdes multiplas post hoc,
sendo considerado (p<0,05). Foram considerados tendéncia o valor de p entre 0,06 - 0,08.
Essas analises foram realizadas com o auxilio do GraphPad Prism® (GraphPad, EUA),

versao 8.0.
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5. RESULTADOS

No que se refere ao SH, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
grupos tratados (H-PILO, CRACK, e H-PILO+CRACK) em comparacao ao CTRL [F (3,14)
=2,598; P=0,0936] (Fig. 9).

Figura 9- Dosagem de SH
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Dosagem de compostos sulfidrilicos (p=0,3685) em animais submetidos ou ndo a administragdo de baixa dose de
PILO intrahipocampal (0,75 mg/uL) e expostos, ou nao, a fumaga do crack (400 mg). Cada valor representa a
média + S.E.M. *P<0.05 ¢ NS P>0,05. ANOVA uma via seguida do teste de Tukey

Em relacdo a enzima catalase, também nao foi verificado correlagdo significativa entre
os grupos tratados (H-PILO, CRACK, e H-PILO+CRACK) em relagdo ao grupo CTRL [F
(3,14) =2,598; P=0,0936] (Fig. 10).

Figura 10 - Dosagem da atividade de CAT
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Dosagem da atividade catalase (p = 0,0936) em animais submetidos ou ndo a administragdo de baixa dose de
PILO intrahipocampal (0,75 mg/uL) e expostos, ou ndo, a fumaga do crack (400 mg). Cada valor representa a
média + SSEM. *P<0.05 e NS P>0,05. ANOVA uma via seguida do teste de Tukey.

A respeito da enzima superdxido dismutase, foi visualizado diferenga significativa
entre os grupos H-PILO vs CTRL [F (3,12)= 4,583; P=0,0248] e H-PILO vs CRACK [F
(3,12)= 4,583; P=0,0455]. No qual foi possivel observar a redu¢do nos niveis de SOD no
grupo H-PILO tanto em comparagdo ao grupo CTRL quanto ao grupo CRACK. Além disso,
foi observado que o grupo CRACK e o grupo H-PILO + CRACK se mantiveram semelhantes
ao grupo CTRL.(Fig. 11).

Figura 11- Dosagem da atividade da SOD
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Dosagem da atividade da superoxido dismutase (p= 0.0233) em animais submetidos ou ndo a administragdo de
baixa dose de PILO intrahipocampal (0,75 mg/uL) e expostos, ou ndo, a fumaga do crack (400 mg). Cada valor
representa a média + S.E.M. *P<(0.05 e NS P>0,05. ANOVA uma via seguida do teste de Tukey.

Quanto a dosagem de GSH (Fig. 12 A) ndo foram verificadas variacdes estatisticas
significativas entre os grupos tratados em relacdo ao controle, entretanto observou-se uma
tendéncia de aumento dos niveis dessa molécula no grupo H-PILO [F (3,12) = 3,166
P=0,0715], ao contrario dos grupos CRACK e H-PILO+CRACK, que se mostraram mais
proximos ao grupo CTRL. Acerca da GSSG, observou-se uma de diminuicdo dos niveis de
GSSG no grupo H-PILO+CRACK, sendo essa redugdo significativa visualizada entre grupos
CTRL vs H-PILO+CRACK [F (3,12) = 10,11 P=0,0013] ¢ H-PILO vs H-PILO+CRACK [F
(3,12) = 10,11 P=0,0048]. Além disso, foi possivel verificar uma tendéncia de diminui¢ao nos

niveis de GSSG no grupo H-PILO+CRACK em comparag¢do ao grupo CRACK [F (3,12) =
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10,11 P=0,0772 (Fig. 12 B). Entretanto, no que tange a razao entre GSH e GSSG, os dados

ndo mostraram evidéncias claras de uma relagao significativa entre os grupos (Fig. 12 C).

Figura 12- Dosagem do estado redox (razdo GSH/GSSG)
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Dosagem da do estado redox em 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). Glutationa na sua forma
reduzida — GSH (p= 0,0639) (A); glutationa na sua forma oxidada — GSSG (p= 0.0013) (B); arazdao GSH/GSSG
(p= 0,1520) (C). Cada valor representa a média £ S.E.M. *P<0.05 ¢ NS P>0,05.. ANOVA uma via seguida do

teste de Tukey.
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6. DISCUSSAO

Observou-se que no grupo H-PILO a atividade da enzima SOD foi reduzida em
comparagdo aos grupos CTRL e CRACK, ao passo que, foi visualizado uma tendéncia de
aumento nos niveis de GSH no grupo tratado com H-PILO em relagdo ao grupo CTRL. No
entanto, os niveis de GSSG foram menores no grupo H-PILO+CRACK em comparacao aos
demais grupos. Entretanto, as andlises estatisticas ndo revelaram resultados estatisticamente

significativos sobre os niveis de SH, CAT e GSH/GSSG em nenhum dos grupos tratados.

A PILO tem sido descrita como uma molécula capaz de ativar um mecanismo
compensatdrio e neuroprotetor, que age contra o estresse oxidativo, sendo amplamente
amparado no nivel enzimatico, especialmente SOD e a CAT, cujas atividades sao aumentadas
(FREITAS et al., 2005; FREITAS et al., 2009; LIU et al., 2010; TSAI et al., 2010). Em
estudo realizado por Freitas et al. (2005) em ratos, foi observado que a administracdo de uma
dose convulsivante PILO (400 mg/kg; SC) resultou em um aumento na atividade da CAT no
hipocampo apo6s 24 horas da administracdo do farmaco, quando comparado ao grupo
controle. Ademais, em estudo subsequente realizado pelo mesmo autor (2009), no qual, os
parametros bioquimicos foram medidos 30 dias apds a administragdo da mesma dose
convulsivante de PILO eles constataram que a atividade da SOD e CAT aumentaram durante
a fase cronica, porém, foi visto também, aumento na peroxidacdo lipidica, assim como
elevacao nos niveis de nitrito, evidenciando que aumento na formacdo de radicais livres ¢
acompanhado por mecanismo compensatério envolvendo a modulagao dessas enzimas que
pode ser a curto e ao longo prazo. No entanto, em outro estudo utilizando uma dose
convulsivante de PILO (400 mg/kg; IP), foi observado um aumento na enzima GPx,
nenhuma alteragcdo na atividade da SOD e CAT foram visualizadas no estriado apo6s 1 hora
da administra¢do do tratamento (MILITAO et al., 2010), o que corrobora com nosso achado
na enzima CAT. Entretanto, os nossos resultados evidenciaram que a tinica dose de H-PILO
ocasionou uma diminui¢ao nos niveis de SOD registrada sete dias apds insulto, observou-se
para essa enzima que os niveis sdo compativeis com estudos crénicos, seja com dose
convulsivante (340 mg/kg; IP) (MAO et al., 2017), com doses subconvulsivante (100mg/kg;
IP) (SINGH et al.,, 2021) e estudos agudos com dose convulsivante (320 mg/kg; IP)
(SHISHMANOVA-DOSEVA et al., 2021). Em relagao a estes dados, ¢ sugerido ainda, que
numa dosagem menor, a H-PILO pode ter induzido um aumento da atividade do tecido
cerebral, implicando o aumento gradual da formag¢ao de EROs, ajudando a gerar o efeito

visto ao longo dos dias que se seguiram a aplicagdo da H-PILO.
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Outro fato importante diz respeito a possivel capacidade do crack em disparar esse
efeito compensatorio, visualizado a partir nos niveis de SOD no grupo CRACK e H-PILO +
CRACK, que se mantiveram iguais ao CTRL, o que pode indiciar a existéncia de um
mecanismo compensatorio desencadeado pela agdao do crack. Pacifici et al. (2003), em estudo
com ratos expostos a cocaina (40mg/kg; IP; trat. agudo; trat. cronico:1 inje¢do/dia por 30
dias) observou o aumento de GSH e acido ascérbico (AA) nas primeiras 2 h apds ao
tratamento agudo de cocaina, diferente dos nossos resultados. Porém, a atividade de SOD se
manteve equiparada ao controle, assim como os nossos dados. Isso sugere que a
administracdo de cocaina alterou a condi¢do redox da célula que reage aumentando os niveis
intracelular de moléculas antioxidantes (PACIFICI et al. 2003). J& em estudo com ratos
expostos aos produtos da pirdlise do crack (3g; 1x por dia durante 5 dias) foi indicado um
aumento na atividade de SOD e nos niveis dos produtos protéicos de oxidagdo avancgada
(AOPPs), que ¢ um biomarcador de dano oxidativo, no corpo estriado, sugerindo um aumento
nas propriedades antioxidantes e na oxidacdo de proteinas, respectivamente, nesta regido do
cérebro (LIPAUS et al., 2019). Foi relatado também por Dietrich et al. (2005), em estudo com
cocaina (20 mg/kg; IP; trat. agudo: 1 dia; trat.cronico: 1 injecao/dia por 10 dias), que a
atividade de enzimas como SOD e GPx foi aumentada no cérebro tanto nas exposi¢cdes
agudas, quanto crdnicas, indicando a existéncia desse mecanismo compensatorio inicial o qual
ocorreu possivelmente no momento em que se identificou um aumento significativo das
EROs. Esses estudos demonstram que a formacao de radicais induzidos pela cocaina/crack ¢é
acompanhada pela atividade das enzimas antioxidantes apds tratamento agudo e cronico,

propondo mecanismos compensatorios ao estresse oxidativo.

Lopes-Pedrajas et al. (2015) em estudo com cerebelo de ratos expostos a cocaina (15
mg/kg; IP; 1 inje¢do/dia por 18 dias), foi observado aumento nos niveis de GSSG, diferente
dos nossos resultados, o qual foi observado uma reducao significativa nos niveis de GSSG no
grupo H-PILO+CRACK em comparagdo aos demais grupos, enquanto os niveis de GSH
permaneceram inalterados em comparagdo ao grupo controle, como mostrado em nosso
estudo. Além disso, foi visualizado a redugdo da enzima GPx. Macédo et al. (2010)
evidenciaram que altas doses de cocaina (90 mg/kg; IP) produziram dano oxidativo e morte
neuronal no coértex pré-frontal e estriado de camundongos, além de ter sido observado que
alguns animais apresentam SE. Seguindo o mesmo raciocinio, Garcia et al. (2019),
demonstraram, através de ensaios de viabilidade celular, que a AEME tem maior potencial

neurotoxico do que a propria cocaina em células hipocampais de ratos cultivadas. Conforme
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representado pela diminui¢do da GPx e GR apds 3h da exposi¢do, permanecendo esse efeito
até 6h apds a administracdo, em todos os grupos tratados. Ademais, também foi observado
elevagio nos niveis de MDA apenas no grupo de combinagio AEME + COCAINA quando
comparada ao grupo COCAINA, apds 48h de exposigdo, relatando um efeito de peroxidagio
lipidica. Esses resultados podem indicar a presenca de estresse oxidativo tanto em modelos
animais como em culturas celulares. Entretanto, um estudo utilizando o sangue periférico de
usudrios de crack apo6s 14 dias do inicio do tratamento de desintoxicagdo em clinica
psiquidtrica, indicou um aumento nos niveis de GSH e SOD em relagdo a coleta sanguinea
realizada no primeiro dia da internagdo, evidenciando que o processo de desintoxicagdo do
crack melhorou os parametros oxidativos e defesas antioxidantes (HIRSCH et al., 2018). Foi
relatado também, de acordo com Zaparte et al. (2021), em estudo com usudrias de crack
durante o periodo de desintoxicagdo da droga, que a recuperagdo por 18 dias foi eficaz para
restabelecer o balango oxidativo. No qual, mulheres com dependéncia ao crack e a cocaina
mostraram niveis mais altos de AOPPs e estresse oxidativo durante a primeira semana, em
comparagdo com niveis mais elevados de biomarcadores antioxidantes na terceira semana de
abstinéncia, evidenciado pelo aumento nos niveis de SOD, GPx e GSH,estes resultados
sugerem uma intensificagdo das defesas antioxidantes no final do tratamento de
desintoxica¢do. Estes fatos podem ter contribuido para os nossos resultados, visto que esses
dizem respeito a uma mensuragdo dos niveis enzimaticos que foi feita sete dias apds uma
exposi¢cao Unica a este psicoestimulante, podendo esse tempo ser entendido como um periodo
desintoxicagdo promovendo o restabelecimento do equilibrio oxidativo. Todavia, uma
mensura¢do em diferentes periodos de tempo necessita ser realizada para uma compreensao

mais precisa dessa hipotese.

Além disso, foi observado a diminui¢do significativa nos niveis de GSSG no grupo
H-PILO+CRACK quando comparado aos demais grupos. Por outro lado, em relacdo aos
niveis de GSH nao foram observadas altera¢des, excluindo o grupo H-PILO, na qual
possivelmente ocasionou aumento dos niveis de GSH devido ao mecanismo de defensa
antioxidante (GALLEANO et al.,, 1995) Entretanto, a propor¢do de GSH/GSSG nao
mostraram evidéncias claras de uma relagdo significativa entre as moléculas do ciclo das
glutationas. Contudo, seria necessario que estudos futuros incluam mensuragdo das enzimas
GPx e GR para se obter uma compreensdao mais clara e precisa sobre esse sistema
antioxidante. No entanto, ¢ importante salientar que tanto a administragdo H-PILO quanto a

exposicao ao crack sao fatores exodgenos que causam alteragdes no sistema oxidativo dos
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organismos. Portanto, mesmo que as andlises estatisticas ndo revelem resultados
significativos, indicando que os grupos tratados sdo possivelmente equivalentes ao controle,
esse comportamento pode sugerir que o organismo conseguiu restabelecer o equilibrio
oxidativo, visto que as andlises foram realizadas 7 dias ap6s a administracao das substancias
mencionadas. Além disso, considerando que este estudo envolve baixas doses de H-PILO e
exposicdo unica ao crack, quantificadas sete dias apds a administracdo, € possivel que os
efeitos esperados sejam menos evidentes quando um ntimero reduzido de animais ¢ utilizado.
Essa limitagdo pode influenciar a deteccdo de diferencas estatisticamente significativas entre
0os grupos, uma vez que o erro padrio pode ser maior que o efeito verdadeiro.
Adicionalmente, ¢ sugerido que a desregulacdo do sistema antioxidante e os danos
ocasionados pela cocaina/crack e pela administragdo a PILO oscilem em relacdo as seguintes
variaveis: tempo decorrente da exposi¢ao até a eutanasia dos animais; dose utilizada; via de
administracao (IP, SC, H-PILO); modelo de exposi¢do; tempo de exposicao ativa; frequéncia
de administracdo da substancia (exposi¢do aguda e a crénica); e a estrutura a ser analisada (os
resultados em estudos do cérebro como um todo podem se diferenciar de estudos que focam
em algumas de suas estruturas, existindo diferencas também quanto aos niveis de estresse
oxidativo entre uma estrutura ¢ outra de um mesmo cérebro (DIETRICH et al., 2005;
FREITAS, 2005; FREITAS et al., 2009; LIU et al., 2010; MILITAO et al., 2010; TSAI et
al.,2010; LOPEZ-PEDRAIJAS et al., 2015; ZAPARTE et al., 2015; PEARSON-SMITH et al.,
2017; GOMES et al., 2018; HIRSCH et al., 2018; LIPAUS et al., 2019; SINGH et al., 2021).
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo confirmaram parcialmente a hipdtese proposta
inicialmente. Os dados coletados apos sete dias a exposi¢cdo a baixas doses de H-PILO e ao
crack sugerem um possivel restabelecimento do equilibrio oxidativo a partir do provavel
aumento até os niveis homeostaticos na atividade dos sistemas de defesa antioxidantes.
Entretanto, ¢ possivel inferir que administragdo de uma dose reduzida de H-PILO pode ter
resultado no aumento da atividade do tecido cerebral e consequentemente diminuido os niveis
da SOD, em concordancia com a hipdtese inicial. Essas descobertas podem ajudar a
compreender como o organismo se comporta com as alteragdes provocadas pelo uso de crack
e pela administragdo de H-PILO. No entanto, mais estudos devem ser realizados para
compreensdo dos mecanismos supracitados, sendo necessario abranger mais variaveis como:
frequéncia de exposicdo ao crack, diferentes tempos de coleta, andlises de diferentes

estruturas cerebrais € com um maior quantitativo de animais.
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