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Resumo

Introducdo: O crack/cocaine, quando retirado abruptamente apds administracdes

repetidas, esta associado a desordens fisicas e psicoldgicas, como 0s transtornos mentais.
O sistema colinérgico hipocampal tem sido implicado em varias patologias, como na
dependéncia de drogas de abuso e nos transtornos de ansiedade e depressdo. Objetivo:
Avaliar o envolvimento do sistema colinérgico hipocampal nos comportamentos
relacionados com ansiedade e depressdo associados a retirada do crack/cocaine em
camundongos Swiss machos. Material e métodos: Animais foram expostos a fumaca do
crack/cocaine (queima de 200 ou 800 mg) uma vez ao dia, por 5 minutos, e durante 5 dias
consecutivos. Passadas 24h ou 48h da dltima exposicdo, os camundongos foram
submetidos aos testes de ansiedade (LCE, labirinto em cruz elevado), locomocgéo (CA,
campo aberto) e depressdo (TNF, teste do nado forgado). A atividade hipocampal das
enzimas acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE) foi avaliada em um

grupo de animais 24h apos a Gltima exposicao a fumaca do crack/cocaine (200 ou 800
mg); enquanto outro grupo de animais, nesse mesmo periodo de retirada e exposto

somente a 200 mg de crack/cocaine, foi tratado via intra-hipocampal com PBS ou
Pirenzepina (0,06 nmol; antagonista seletivo do receptor muscarinico M1, e, passados 5
min, submetido ao TNF. Por fim, os niveis soroldgicos de corticosterona foram avaliados

24h e 48h apds a ultima exposicdo a fumaca do crack/cocaine (200 mg). Resultados:
Nossos resultados demonstraram que 24h ou 48h apds a Gltima exposi¢ao a fumaca do
crack/cocaine (200 mg, somente) houve uma reducéo no nimero de head dipping no

LCE; no tempo de 48h e nessa mesma quantidade de crack/cocaine encontramos um
aumento na porcentagem de tempo nos bracos abertos do LCE. Quando avaliada 24h (200
e 800 mg) ou 48h (200 mg, apenas) encontramos um aumento na atividade locomotora
no CA e um aumento no tempo de imobilidade no TNF. No conjunto, esses resultados
indicam que o0s animais apresentaram um comportamento do tipo depressivo, mas nao
ansioso. Em relacgdo as enzimas hipocampais AChE e BChE, a exposicao a fumaga do
crack/cocaine (800 mg, somente) diminuiu a atividade dessas enzimas. Entretanto, essa
mesma quantidade de crack/cocaine diminuiu significativamente a concentracao de
proteinas totais no hipocampo, indicando um efeito neurotoxico dessa quantidade de
crack/cocaine. Além disso, a administracdo da Pirenzepina foi capaz de reverter o efeito
do tipo depressivo provocado 24h apés a Ultima exposicéo a fumaca do crack/cocaine.

Por fim, 24h ou 48h ap6s a ultima exposicao a fumaca do crack/cocaine (200 ou 800 mg)

0s animais apresentaram niveis elevados de corticosterona, indicando niveis elevados de
estresse nos animais. Conclusdo: nossos resultados indicaram que 24h apdsa Ultima
exposicao a fumaca do crack/cocaine (200 mg, dose ndo toxica) os animais apresentaram
um comportamento do tipo depressivo — proveniente da ativacdo de receptores
muscarinicos do tipo M1 no hipocampo e da elevagdo nos niveis sorologicos de

corticosterona. Além disso, o protocolo experimental estabelecido permitird melhor

estudar o envolvimento do sistema colinérgico hipocampal na retirada de drogas de abuso
e nas comorbidades associadas, em especial o crack/cocaine e a depressao,
respectivamente.

Palavras-chave: crack, acetilcolina, hipocampo, depresséo.



Abstract

Introduction: Crack, when withdrawn abruptly after repeated administrations, is
associated with physical and psychological disorders, such as mental disorders. The
hippocampal cholinergic system has been implicated in several pathologies, such as in
addiction to drugs of abuse and in anxiety and depression disorders. Objective: Evaluate

the involvement of the hippocampal cholinergic system in the behaviors related to anxiety

and depression associated with crack withdrawal in Swiss male mice. Material and
methods: The nimals were exposed to crack smoke (burning of 200 or 800 mg of crack)
once daily for 5 minutes, for 5 consecutive days. After 24 and 48 hours of the last
exposure the animals were submitted to tests of anxiety (elevated plus maze; EPM),
locomotion (open field, OF) and depression (forced swim test, FST). The hippocampal
activity of the enzymes acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE)

was evaluated in one group of animals 24h after the last exposure to crack smoke (200 or

800 mg); while another group of animals, in the same withdrawal period and exposed to
only 200 mg of crack, was treated with intra-hippocampal administration with PBS or
Pirenzepine (0.06 nmol; selective M1 muscarinic receptor antagonist), and, after 5 min,
submitted to FST. Finally, serological levels of corticosterone were evaluated 24 hours
and 48 hours after the last exposure to crack smoke (200 mg). Results: Our results showed

that 24h or 48h after the last exposure to crack smoke (200 mg, only) there was a reduction
in the number of head dipping in the EPM; in the time of 48 hours and in this same amount

of crack we found an increase in the percentage of time in the open arms of the EPM.

When evaluated 24 hours (200 and 800 mg) or 48 hours (200 mg, only), we found an
increase in locomotor activity in the OF and an increase in the time of immobility in the
FST. These results taken together indicate that the animals presented a depressive-like
behavior, but not anxious. In relation to hippocampal enzymes AChE and BChE,
exposure to crack smoke (800 mg, only) decreased the activity of these enzymes.

However, this same amount of crack decreased significantly the concentration of total

proteins in the hippocampus, indicating a neurotoxic effect of this amount of crack. In

addition, administration of pirenzepine was able to reverse the effect of the depressive-
like effect triggered 24 hours after the last exposure to crack smoke. Finally, 24h or 48h
after the last exposure to crack smoke (200 or 800 mg) animals had increased levels of
corticosterone, indicating high levels of stress in animals. Conclusion: Our results

indicated that 24 h after the last exposure to crack smoke (200 mg, non-toxic dose) the

animals presented a depressive-like behavior — from the activation of M1-muscarinic
receptors in the hippocampus and from elevation in serologic levels of corticosterone. In
addition, the established experimental protocol will allow better study of the involvement
of the hippocampal cholinergic system in the withdrawal of drugs of abuse and associated
comorbidities, especially crack and depression, respectively.

Key Words: crack, acetylcholine, hippocampus, depression.
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1. Introducgéo

1.1. Crack: Definigéo e Epidemiologia

O crack surgiu nos Estados Unidos na década de 80. No Brasil, a substancia
apareceu pela primeira vez no final da década de 80 (RODRIGUES et al., 2012), e
rapidamente se espalhou pelo territério nacional (DUNN et al., 1996). O crack € obtido a
partir da mistura de cocaina (Erythroxylon coca) com substancias alcalinas, que quando
aquecida, provoca precipitacdo de cristais que podem ser fumados; configurando uma via
alternativa de administracao da droga. Seu nome deriva dos estalos (do inglés crack: ruido
seco ou estalo) que as pedras produzem quando aquecidas no momento do uso
(GUIMARAES et al., 2008).

De acordo com o Escritério das Nagdes Unidas sobre Drogas e Crimes (UNODC,
do inglés United Nations Office on Drugs and Crimes), estima-se que o0 numero de
usuarios de cocaina e seus derivados aproxima-se dos 23 milhdes no mundo,
correspondendo a uma prevaléncia de 0,47%. Em relacéo ao crack, os resultados
demonstraram um aumento no consumo nos Ultimos anos (UNODC, 2016). Em 2013, um
estudo realizado pela FIOCRUZ apontou que o Brasil possui cerca de 700 mil usuarios
de crack, sendo que a maior proporcéo esta na regido Nordeste do pais (aproximadamente
40% dos usudrios). Em 2016, a Secretaria Nacional de Politica sobre Drogas, do
Ministério da Justica e Cidadania, informou que o Brasil possui cerca de 370 mil usuarios
regulares de crack nas capitais. Em Alagoas, a Secretaria de Estado de Prevencdo a
Violéncia (SEPREV) informou que dos aproximadamente 25 mil dependentes quimicos
acolhidos pela Rede Acolhe, de 2009 a setembro de 2017, 2.553 eram dependentes de

crack.

Ousodo crack causa grandes impactos na salde publica, como a ruptura de
vinculos sociais, 0 envolvimento em atividades ilicitas (RIBEIRO et.al., 2006 e RIBEIRO
et. al., 2010), o aumento das taxas de homicidio (DIAS et. al., 2011 e REICHENHEIM
et. al., 2011), a prostituicdo e o sexo inseguro com maltiplos parceiros, resultando em
infeccdes por HIV (WECHSBERG et. al., 2010 e NAPPO et. al., 2011).

1.2. Crack: Cinética, Mecanismos de Acdo e Efeitos

Devido a via de administragdo (respiratoria), o inicio de agdo no sistema nervoso
central (SNC) varia entre 5e 10 segundos para 0 crack, e os efeitos estimulantes se

dissipam rapidamente (entre 5 e 10 minutos). Os usuarios tipicos do crack sdao homens
11



pobres, com menos de 30 anos, desempregados, com baixa escolaridade e de lares
desfeitos. Esses fatores, aliado ao baixo custo da droga, tornaram atrativo o0 consumo em
diferentes classes sociais (JEFFCOAT et al., 1989; HIGGINS et al., 1990; JONES, 1990).

Drogas psicoestimulantes como o crack atuam aumentando as concentragdes
extracelulares de dopamina (DA), mais especificamente, na via mesocorticolimbica, que
se projetada area tegmental ventral (VTA, do inglés ventral tegmental area) do
mesencefalo para o nicleo accumbens (NAc, do inglés nucleus accumbens) e cortex pré-
frontal (PFC, do inglés prefrontal cortex), que corresponde ao chamado “sistema de
recompensa cerebral” (PULCHERIO et al. 2010) e alteragdes nesse circuito sdo
associadas a toxicodependéncia (KELLEY, 2004; DI CHIARA et al, 2004; WHEELER
etal., 2011; KALIVAS e VOLKOW, 2005; EVERITT e ROBBINS, 2005).

O sistema dopaminérgico desempenha um papel importante nos efeitos causados
pelo consumo do crack (WOODS et al. 1987; KOMETSKY e BAIN 1987). Entretanto,
0 bloqueio na captacdo de outros neurotransmissores como a noradrenalina (NA) e
acetilcolina (ACh) e a consequente hiperestimulacdo de seus receptores, e o0 blogueios de
canais especifico de sodio (responsaveis pelos efeitos anestésicos locais da cocaina)
devem ser levados em consideracao ao analisar os efeitos centrais e periféricos causados
pelo consumo do crack (HEIKKILA, 1975; DACKIS e GOLD, 1990; REITH etal.,
1997).

O crack provoca efeitos agudos de euforia, prazer, melhora das funcdes motoras
e intelectuais, perda da sensacdo de cansaco e taquicardia (VELASCO et al., 1993;
GOLD, 1993; POLLOCK et al., 1991; FERREIRA-FILHO et al., 2003). Em
contrapartida, exposicdes cronicas sdo relacionadas a reducéo dos efeitos euforizantes e
do prazer, aumento da irritabilidade, paranoia, crises convulsivas e transtornos de
ansiedade e depressdo (RESNICK et al., 1977; SPOTTS e SHONTZ, 1984; POST e
WEISS, 1988; KARLER et al., 1989; TRINKOFF t al., 1989; TRINKOFF et al., 1990;
BREITER et al., 1997). Os efeitos neurotoxicos do consumo do crack podem também ser
observado nos déficits cognitivos apresentados pelos seus usuarios, podendo haver
comprometimento das funcbes de aprendizado e memoria, pensamentos abstratos,
distrbios motores, entre outros; mesmo apds longos periodos de abstinéncia (KUBLER;
MURPHY e GARAVAN, 2005; HAILE et al., 2012; VONMOOS et al., 2013; MORENO
etal., 2014; XIE; WELLS e FUCHS, 2014; MA et al., 2015; MIN et al., 2015).

12



Diferentes estudos tém demonstrado que parte dos efeitos provocados pelo crack
pode ser proveniente de um produto da sua pirolise, a anidro metilester ecgonina (AEME,
do inglés anhydroecgonine methyl ester; FANDINO et. al. 2002). Dependendo do teor de
pureza das amostras, da temperatura e dos dispositivos utilizados para a queima do crack,
até 80% da cocaina presente nas amostras pode ser convertida em AEME, que é absorvida
pelos pulmdes (PAUL et.al., 2005). De fato, in vitro a AEME promove efeito ionotrépico
negativo mediado por receptores colinérgicos muscarinicos (mAChRs), uma vez que tal
efeito foi revertido pela atropina, um antagonista do receptor muscarinico néo especifico
(WOOLF et. al., 1997). Além da acdo direta nos mAChRs do tipo M1 e M2 (FLYNN et
al., 1992; KARPEN e HESS, 1986; SHARKEY et al., 1988) a AEME pode se ligar a
receptores nicotinicos da acetilcolina (NIU et al., 1995; SWANSON e ALBUQUERQUE,
1987). Estudos de Garcia e colaboradores (2012) demonstraram a neurotoxicidade e o
envolvimento dos mAChRs na morte neuronal induzida pela AEME em culturas de
células hipocampais de roedores. Por fim, Rasmussen e colaboradores (2000)
demonstraram que o pré-tratamento sistémico com um antagonista dos mMAChRs
diminuiu o efeito reforgador positivo da cocaina, quando injetada em camundongos.

Sendo assim, a ACh pode desempenhar um papel importante nos processos aditivos
subjacentes a dependéncia de cocaina/crack, bem como nos efeitos neurotoxicos

produzidos por um de seus metabolitos apos a pirolise, a AEME.

1.3. Crack: Dependéncia e Transtornos Mentais (Depressao e Ansiedade)
Segundo o DSM-V, manual elaborado pela Associagéo Psiquiatrica Americana

(APA, doinglés  American Psychiatric Association), a dependéncia de substancias é
definida como um padrdo mal adaptativo do uso dessas substancias, que leva ao prejuizo
ou sofrimento clinico significativo, evidenciado por caracteristicas, que incluem:
tolerancia, abstinéncia e abandono ou reducdo de importantes atividades sociais,

ocupacionais ou recreativas, em razdo do uso da substancia.

Quando comparado as outras drogas derivadas da cocaina, sejam elas
administradas por via intravenosa ou intranasal, as evidéncias mostram uma maior
propensdo a dependéncia para 0s usuarios de crack. As variaveis cruciais parecem ser o
imediatismo, a duragdo e a magnitude do efeito, bem como a frequéncia e a quantidade
usada, e ndo a forma administrada (HATSUKAMI e FISCHMAN, 1996).

Consequentemente, a dependéncia quimica resulta em um namero significativo de
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problemas médicos e psicossociais diretos, bem como associados, como as comorbidades
(OMS).

As comorbidades, como os transtornos de humor e ansiedade, séo altamente
prevalentes entre usuarios de cocaina (GRANT et al., 2004; TANG et. al., 2007). Estima-
se que 36% dos adultos com transtornos depressivos sdo usuarios de cocaina e que 48%
dos adultos dependentes de cocaina sofrerdo de depressao durante a vida (CONWAY et.
al., 2006). Similarmente, 32% dos adultos apresentam transtornos de ansiedade
decorrentes do uso de cocaina, enquanto 45% dos adultos dependentes de cocaina sofrem
de algum distarbio de ansiedade (CONWAY et al., 2006).

Diferentes estudos tém demonstrado que os disturbios psiquiatricos, e.g.,
transtornos de depresséo, ansiedade e panico, compartilham uma série de semelhancas
neurobioldgicas com a retirada da droga, como diminuicéo de serotonina e DA e aumento
do fator de liberacdo de corticotrofina (SILVA et al., 2010), assim como alteracdes no
conteido de ACh. De fato, a depressdo pode variar de uma condi¢cdo muito branda,
aproximando-se da normalidade, a severa (psicética), acompanhada por alucinagfes e
delirios. Os sintomas da depressdo incluem componentes emocionais e biolégicos. Dentre
eles estdo a apatia, 0 pessimismo, a baixa autoestima, sentimento de culpa, inadaptacéo,
indecisdo e perda de motivacdo, bem como o retardo de pensamento e de acdo, a perda
da libido, disturbio do sono e perda do apetite (SILVA, 2016).

Dentre as comorbidades encontradas nos usuarios de crack a depressao maior
atinge em média um terco desses pacientes (DAVIS et al., 2008). A questdo da
causalidade na relagcdo entre abuso de cocaina e transtornos depressivos tem sido
investigada em diversos estudos. Algumas pesquisas indicam que em uma certa
proporcao de usuarios de cocaina, a depressdo precede o abuso, sugerindo, portanto, que
alguns individuos possam escolher a cocaina como uma tentativa de automedicar
sintomas depressivos (GAWIN e KLEBER, 1986; WEISS et al., 1992; KLEINMAN et
al., 1990). Post e colaboradores (1974), em um estudo no qual foi investigado o potencial
antidepressivo da cocaina, encontraram que doses moderadas da droga elevavam o humor
em pacientes deprimidos. Entretanto, muitos pacientes experimentavam uma exacerbacéo

de seus sintomas ap0s utilizarem doses elevadas da droga.

Em relacdo ao periodo de abstinéncia da cocaina foi observado que o tratamento
de retirada da droga falhava, principalmente, porque os pacientes apresentavam depressédo
(GAWIN e KLEBER, 1988). Além disso, outro estudo demonstrou que a manifestagéo
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dos sintomas de retirada pode acarretar na interrupcéo precoce do tratamento de usuarios
de cocaina (MULVANEY et al., 1999).

A ansiedade, incluindo os componentes cognitivo, somatico, emocional e
comportamental, € um dos sintomas ocasionados pela retirada do crack, que pode ser
caracterizada por uma incapacidade de sentir ou experimentar prazer relacionado ao
sistema de recompensa ou por uma desregulacéo do sistema no eixo hipotalamo-hipdfise-
adrenal apds repetidas exposicdes a cocaina (YANG et al., 1992). Paine, Jackman e
Olmstead (2002) afirmam que a administracdo aguda de crack pode levar a uma resposta

ansiogénica em diferentes modelos animais de ansiedade.

Atualmente, o grande desafio na pesquisa psiquiatrica consiste na identificacdo de
fatores biologicos e ambientais de risco, ou de protecéo, para a vulnerabilidade ao
desenvolvimento da dependéncia. Estudos clinicos e epidemioldgicos apontam que mais
da metade dos individuos dependentes de drogas tém transtornos de ansiedade e/ou
depressdo. Apesar da ocorréncia destas comorbidades ser excepcionalmente alta em
dependentes de drogas, estes fatores ainda sdo bastante negligenciados e,
consequentemente, o diagndstico e o tratamento destes individuos sdo particularmente
ineficientes. Além disso, devido aos efeitos na recompensa, na autoadministragdo de
drogas, a localizacdo neuroanatomica (BUTCHER e BUTCHER, 1974; PISANI et al.,
2001) e ao envolvimento nos processos cognitivos (PEPEU e GIOVANNINI, 2004), a
ACh desempenha um papel importante nos processos de dependéncia (DACKIS e
O'BRIEN, 2001), bem como na ansiedade e depressao. Assim, o presente trabalho teve
por objetivo geral avaliar o envolvimento do sistema colinérgico hipocampal nos

transtornos de ansiedade e depressao associados a retirada do crack.

Esses estudos sdo necessarios pois acreditamos que as alteragdes comportamentais
(ansiedade e depressao) encontradas no periodo de abstinéncia ao crack sdo dependentes
ou influenciadas pelo sistema colinérgico hipocampal. Nossa hipotese é suportada pelos
achados de Garcia e colaboradores (2012) com a AEME (um metabdlito da pirdlise do

crack), que mostrou se ligar a receptores colinérgicos muscarinicos hipocampais.
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Resumo

Introducdo: Nas ultimas décadas, a cocaina em sua forma fumada (crack) vem se
tornando uma grande rival da saude publica, devido ao seu baixo custo e a sua alta
capacidade de causar dependéncia aos usuarios. Apos a queima, os vapores do crack
inalados sdo rapidamente absorvidos, exercendo efeitos estimulantes e durante sua

retirada ocasiona o aparecimento de transtornos relacionados a ansiedade e depressao. O
sistema colinérgico hipocampal tem sido implicado em vérias patologias, como na
dependéncia de drogas de abuso e nos transtornos de ansiedade e depressdo. Objetivo:
Avaliar o envolvimento do sistema colinérgico hipocampal nos comportamentos
relacionados com ansiedade e depressdo associados a retirada do crack em camundongos

Swiss machos. Material e métodos: Animais foram expostos a fumaca do crack (queima

de 200 ou 800 mg) uma vez ao dia, por 5 minutos, e durante 5 dias consecutivos. Passadas

24h ou 48h da ultima exposi¢do, os camundongos foram submetidos aos testes de
ansiedade (LCE, labirinto em cruz elevado), locomocéo (CA, campo aberto) e depressédo

(TNF, teste do nado forgado). A atividade hipocampal das enzimas acetilcolinesterase

(AChE) e butirilcolinesterase (BChE) foi avaliada em um grupo de animais 24h apés a

ultima exposicdo a fumaca do crack (200 ou 800 mg); enquanto outro grupo de animais,
nesse mesmo periodo de retirada e exposto somente a 200 mg de crack, foi tratado via
intra-hipocampal com PBS ou Pirenzepina (0,06 nmol; antagonista seletivo do receptor
muscarinico M1, e, passados 5 min, submetido ao TNF. Por fim, os niveis soroldgicos de
corticosterona foram avaliados 24h e 48h apos a ultima exposi¢do a fumaca do crack (200
mg). Resultados: Nossos resultados demonstraram que 24h ou 48h apo6s a ultima
exposicao a fumaca do crack (200 mg, somente) houve uma reducdo no numero de head
dipping no LCE; no tempo de 48h e nessa mesma quantidade de crack encontramos um
aumento na porcentagem de tempo nos bracos abertos do LCE. Quando avaliada 24h (200
e 800 mg) ou 48h (200 mg, apenas) encontramos um aumento na atividade locomotora
no CA e um aumento no tempo de imobilidade no TNF. No conjunto, esses resultados
indicam que 0s animais apresentaram um comportamento do tipo depressivo, mas nao
ansioso. Em relagdo as enzimas hipocampais AChE e BChE, a exposicao a fumaga do

crack (800 mg, somente) diminuiu a atividade dessas enzimas. Entretanto, essa mesma
quantidade de crack diminuiu significativamente a concentracdo de proteinas totais no
hipocampo, indicando um efeito neurotoxico dessa quantidade de crack. Além disso, a
administracdo da Pirenzepina foi capaz de reverter o efeito do tipo depressivo provocado

24h apbs a ultima exposicdo a fumaca do crack. Por fim, 24h ou 48h ap6s a Ultima
exposicao a fumaca do crack (200 ou 800 mg) os animais apresentaram niveis elevados
de corticosterona, indicando niveis elevados de estresse nos animais. Conclus@o: nossos
resultados indicaram que 24h ap6s a Gltima exposicao a fumaca do crack (200 mg, dose

ndo toxica) os animais apresentaram um comportamento do tipo depressivo — proveniente

da ativagdo de receptores muscarinicos do tipo M1 no hipocampo e da elevagdo nos niveis
soroldgicos de corticosterona. Além disso, o protocolo experimental estabelecido

permitira melhor estudar o envolvimento do sistema colinérgico hipocampal na retirada

de drogas de abuso e nas comorbidades associadas, em especial o crack e a depresséo,
respectivamente.

Palavras-chave: crack, acetilcolina, hipocampo, depresséo.
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1. Introducéo

Desde a sua introducdo, no final da década de 1980, aos dias atuais, o crack tem
se tornado um problema de saude publica devido ao baixo custo e a rapida acdo e
dissipacdo no sistema nervoso central (SNC), ocasionando uma rapida dependéncia
(MORETTI et al., 2016). O crack é preparado geralmente a partir da dissolucéo da pasta
base de cocaina (Erythroxylon coca) em solucdo alcalina, a qual origina pedras apos a
evaporacdo do solvente (ETTINGER e ALBIN, 1989; HAIM et al., 1995; MELECA et
al., 1997). Durante a queima das pedras de crack varios produtos sdo formados, dentre os

quais a anidroecgonina metil éster (AME).

O crack, quando retirado abruptamente ap6s administracfes repetidas, esta
associado a desordens fisicas e psicoldgicas, como os transtornos mentais (GAWIN e
KLEBER, 1986). De fato, um ter¢o da populacdo usuaria de substancias psicoativas
apresenta comorbidades psiquiatricas (APA, 2012). Os transtornos mentais mais
prevalentes sdo depressdo (47,8%) e ansiedade (21,2%), independentemente de 0s
usudrios estarem ou nao sendo tratados para sua dependéncia (WATKINS et al., 2004;
PAIM KESSLER et. al., 2012). A presenca de comorbidades psiquiatricas torna o
tratamento do usuario ainda mais dificil, levando a um progndéstico menos otimista
(HOPWOOD et.al., 2011; SWENDSEN et. al., 2010).

Vérios estudos tém demonstrado o envolvimento do sistema colinérgico nos
transtornos afetivos, sendo que os primeiros resultados foram obtidos com inibidores da
acetilcolinesterase, como a fisiostigmina, que mimetizavam os sintomas da depressao
(para revisao ver Janowsky, Davis e colaboradores, 1972). De fato, Yann e colaboradores
(2013) demonstraram que a sinalizacdo colinérgica no hipocampo promove
comportamentos relacionados a ansiedade e depresséo. Witkin e colaboradores (2014),
usando camundongos knockout para os receptores muscarinicos da acetilcolina (M1-M5),
encontraram que o efeito do tipo antidepressivo da escopolamina nao era observado em
animais M1” e M2". Tais resultados indicam que 0s receptores muscarinicos, em
especial os M1, como novos alvos proteicos para o tratamento da depressdo maior e dos
pacientes refratarios ao tratamento convencional com antidepressivos (WITKIN et al.,
2014).

Além disso, o hipocampo contém altos niveis de receptores de glicocorticoides
que regulam o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA), tornando a regido do hipocampo
mais suscetivel ao estresse e a depressdo (WEI et. al., 2017). Mudancas na plasticidade
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do hipocampo podem resultar de estresse e outros estimulos negativos, causados por
drogas psicoestimulantes (PITTENGER et. al., 2008). O estresse causa impacto na
plasticidade do hipocampo de varias maneiras. Tem sido demonstrado que o estresse

crénico e severo prejudica a memoria explicita dependente do hipocampo em modelos
animais de depressdo (PITTENGER et. al., 2008). A hipotese de depressdo causada por
estresse originou-se dos estudos realizados por Gibbons e McHugh (1962), onde se
verificou que os pacientes deprimidos apresentavam altos niveis de cortisol no plasma
sanguineo antes de iniciar o tratamento, e que isso era proporcional @ gravidade do
disturbio (FERNANDES et. al., 2018).

Tanto o estresse quanto a depressdo estdo associados a disfungdes colinérgicas,
bem como a mudancas estruturais e funcionais em multiplas areas cerebrais. A disfuncao
colinérgica pode, em parte, estd na base cognitiva associada a depressao, que, por sua vez,
pode precipitar o curso da doenca. Por outro lado, a disfungdo colinérgica também pode
predispor a depressdo através da desregulacdo de numerosos sistemas e circuitos

neurobioldgicos envolvidos em sua fisiopatologia (DAGYTE et. al., 2011).

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o envolvimento do sistema
colinérgico hipocampal nos transtornos de ansiedade e depressdo associados a retirada do
crack. Tais estudos sdo necessarios para uma melhor compreensao dessa condicdo e

desenvolver novas estratégias de intervencao.

2. Materiais e Métodos

2.1. Animais
Foram utilizados camundongos Swiss machos, com idade aproximadamente de 90

dias. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de

Alagoas (BIOCEN/UFAL), submetidos a um ciclo claro-escuro de 12:12h (periodo claro
— inicio as 7:00 horas, periodo escuro — inicio as 19:00 horas), temperatura ambiente de

22+2° C e tratados com &gua e racdo ad libitum. O presente projeto foi aprovado pela

Comissdo de Etica para Experimentacdo Animal da UFAL protocolos n° 48/2013 e n°

39/2018.

2.2. Drogas
As amostras do crack foram obtidas de apreensdes da delegacia de entorpecentes

da cidade de Maceid, Alagoas, apos autorizacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA) e ordem judicial. A composicdo das amostras de crack apos a
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pirélise foi analisada pelatécnica de CG-EM: cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas (mais detalhes, ver Aradjo et al., 2018).

O dicloridrato de pirenzepina, antagonista seletivo do receptor muscarinico M1,
(LOPAC®1280, Sigma-Aldrich Co., Texas, EUA) foi diluido em PBS (Tampéo Fosfato

Salino, Tocris Bioscience, Bristol, UK) no momento da administracéo.

2.3. Protocolo de exposi¢ao ao crack

Os animais foram randomicamente divididos em dois grupos: controle ou crack.
O sistema de exposi¢cdo a fumaca do crack foi adaptado de Ypsilantis et al. (2012), sendo
o0 protocolo de inalacéo realizado no interior de uma capela de exaustdo com filtro de
carvéo ativado, e estando o responsavel pela manipula¢do dos animais munido de mascara
de protecgdo (respirador semifacial - modelo Comfo I Plus) com cartucho quimico GMC
acoplado. O aparato de exposi¢do € composto por: 1) um cachimbo (local onde é
gueimado o crack); 2) uma camara de acrilico (local onde os animais sdo confinados para
exposicao a fumaca do crack); 3) uma bomba peristaltica, responsavel por transferir a
fumaca gerada pela queima do crack para a cdmara de acrilico; 4) mangueiras de silicone,
que conectam os diferentes componentes do aparato; e 5) véalvulas heimlich (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ) para evitar a regressao da fumaca.

Os animais do grupo crack foram expostos aos produtos da pir6lise do crack nas
guantidades de 100, 200, 400 ou 800 mg da droga por 5 minutos, durante 5 dias
consecutivos, enquanto 0s animais do grupo controle passaram pelo mesmo procedimento
de estresse, mas ndo tiveram contato com objetos usados na exposic¢éo, permanecendo em

suas caixas-moradias durante o periodo de exposi¢édo

2.4. Procedimentos experimentais

2.4.1. Caracterizacao do efeito estimulante psicomotor do crack
Imediatamente apds a exposi¢édo a fumaca do crack (100, 200, 400 ou 800 mg),

0s animais foram submetidos individualmente ao teste do campo aberto. Cada animal foi
avaliado por 10 minutos. Uma video-cadmera, posicionada a 1 m de altura do centro do
aparelho, foi utilizada para registrar o comportamento dos animais. O campo aberto foi

construido em acrilico com as paredes transparentes (50 cm de altura x 60 cm de

diametro) e o piso branco (100 cm x 100 cm) dividido em 12 quadrantes (Insight®, Brazil).

O numero de quadrantes cruzados com as 4 patas foi utilizado para avaliar a atividade
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locomotora dos animais. A intensidade luminosa no centro da arena era de 3 lux. Apds

cada animal passar pelo teste do campo aberto, o aparato foi limpo com &lcool 10%.

2.4.2. Efeitos comportamentais relacionados a ansiedade, locomocao e depresséo 24
e 48h apos a ultima exposicao ao crack

Para avaliar os efeitos da retirada da droga nos comportamentos relacionados a
ansiedade, locomocéo e depressédo, os animais foram expostos a fumaca do crack (200
mQ), por 5 dias consecutivos (uma vez ao dia). Apos 24h ou 48h da ultima exposicao,
cada animal foi submetido ao labirinto em cruz elevado (LCE), ao campo aberto (TCA)

e ao teste do nado forcado (TNF). O critério de escolha da quantidade de crack (200 mg)
leva em consideracdo a menor quantidade da substancia que apresentou aumento na

atividade locomotora durante os dias de exposicao.

Os comportamentos relacionados com medo e ansiedade foram avaliados durante
5 minutos no LCE (Insight®, Brazil). O LCE foi confeccionado em madeira e possui
quatro bracos, sendo dois bragos laterais fechados e elevados (50 cm) e dois bracos
abertos. Para evitar quedas dos animais, 0s bracos abertos possuiam uma orla de 1 cm de
altura. O aparato foi elevado a 40 cm do chdo e uma video-camera, posicionada a 1 m de
altura do centro do aparelho, foi utilizada para registrar o comportamento dos animais. A

intensidade luminosa no centro do aparato era de 3 lux.

Os comportamentos avaliados foram divididos em espago-temporais e etologicos.
A saber, porcentagem de entradas nos bracos abertos [%EBA = EBA/(EBA+EBF)x100]
- onde EBA € 0 nimero de entradas nos bragos abertos e EBF é o numero de entradas nos
bragos fechados; porcentagem de tempo nos bracos abertos [%TBA =
TBA/(TBA+TBF)x100] - onde TBA é o tempo de permanéncia nos bracos abertos e TBF
é otempo de permanéncia nos bracos fechados; ndmero de mergulhos de cabeca nédo
protegido (unprotected head-dipping, uHD), nimero de stretch-attend posture protegido

(pSAP) e 0 nimero de levantamentos apoiados nas patas traseiras (rearing, REA).

O teste do campo aberto foi utilizado novamente para avaliar a atividade
locomotora e ocorreu imediatamente apds o LCE. As condicfes experimentais, a exce¢do

do tempo de avaliacdo, que agora foi de 5 minutos, sdo as mesmas descritas previamente.

O teste do nado forcado (TNF) foi utilizado para avaliar os efeitos da retirada do
crack nos comportamentos relacionados a depressao (PORSOLT et al., 1978). O teste foi

realizado 30 minutos ap6s o teste do campo aberto. Para isto, 0os animais foram colocados

21



individualmente em um cilindro de vidro (20 cm x 40 cm), contendo agua limpa a 26x1°C,
e profundidade de 25 cm. Um pré-teste foi realizado nos animais 24 horas antes do teste,

para adaptacdo. Uma video-camera, posicionada a 1 m de altura do centro do aparelho,

foi utilizada para registrar o comportamento dos animais durante 6 minutos. Neste teste
foi verificado o tempo de imobilidade dos animais, periodo em que o camundongo
preserva apenas 0s movimentos necessarios para manter a cabeca fora d’agua, durante os

4 (ltimos minutos do teste.

2.4.3. Analise da atividade da acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase
(BChE) no hipocampo 24h ap6s a tltima exposi¢ao ao crack

Apbs os ensaios realizados no experimento 1 0s animais dos grupos controle e
crack foram decapitados e os cérebros retirados para dissecacéo bilateral do hipocampo.
Em seguida, os hipocampos foram pesados, processados e homogeneizados, resultando
em um extrato. Posteriormente, foram realizadas analises de proteinas totais, pelo método
de Bradford (leitura de absorbanciaa 595nm determinada em espectrofotometro,
utilizando 100 pL de &gua em lugar de solucdo padrdo para referéncia); e a atividade de
acetilcolinesterase e butirilcolinesterase foi mensurada pelo método de Ellman (leituras
de absorbancia a 412nm utilizando espectrofotdmetro UV/VIS - Specord 200 Plus) por
um periodo de 5 minutos. A atividade enzimatica foi expressa em umol de substrato
hidrolisado por minuto (umol.min-1mL-1).
2.4.4. Papel dos receptores muscarinicos do tipo M1 (mAChRs) hipocampais no
efeito tipo-depressivo observado 24h apds a Gltima exposi¢ao ao crack

Cirurgia — implante de canula-guia no hipocampo

Os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina (100 mg/Kg, i.p.) e
cloridrato de xilazina (10 mg/Kg, i.p.). Depois de verificada a perda total dos reflexos,
foram submetidos a cirurgia estereotaxica para inser¢do de uma céanula-guia no
hipocampo dorsal (8 mm de comprimento), [AP =-2,3mm; ML=+ 1,6 mm; e DV = -

1,4 mm — PAXINOS e FRANKLIN (2001).]. Ap6s a cirurgia os animais foram tratados
com: 1) antibiético Pencil Pronto® (5 mg/kg, i.p. dose Unica); e 2) analgésico

Acetaminofeno® (150 mg/kg, i.p.; a cada 12 h por dois dias).
Administracdo intra-hipocampal de Pirenzepina

Passados 5 a 7 dias da cirurgia para implante da canula-guia, os animais foram

expostos por 5 dias consecutivos, conforme o protocolo descrito anteriormente, a fumaga
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do crack. 24 horas ap0és a ultima exposicéo, cada animal foi cuidadosamente imobilizado
e tratado com pirenzepina intra-hipocampal (0,06 nmol) (FOGACA et. al., 2016). O
grupo veiculo recebeu salina 0,9%. O volume administrado foi de 1 pL/min, durante 1

minuto. A agulha injetora permaneceu por mais 1 minuto no interior da canula-guia para
garantir a difusdo total da droga. 5 minutos apds a administracdo, os animais foram

submetidos ao teste de nado forcado.

2.4.5. Dosagem dos niveis soroldgicos de corticosterona 24h apds a ultima
exposicao a fumaca do crack

1 hora ap0s o teste do nado forcado, foi realizada a decapitacéo do animal e coleta
do sangue em tubo de 1 mL. 60 minutos apds a coleta (tempo para retencéo do coagulo
na amostra), o sangue foi centrifugado (2000 RCF, temperatura 24°C, durante 15
minutos), osoro foi coletado e armazenado em freezer -80°C até a analise de

corticosterona por kit de imunoensaio (Cayman®, 501320).

2.5. Andlise Estatistica

Todos os valores foram reportados como média + SEM. As comparacfes das
médias foram realizadas pelo teste t de Student ndo pareado ou teste ANOVA uma via
seguida de teste de Duncan (GraphPad Prism versdo 5.00 para Windows, GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA). Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.
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3. Resultados

3.1. Efeito estimulante psicomotor do crack

Como pode ser observado na Figura 1A-E, a exposi¢do a fumaca do crack
aumentou significativamente a atividade locomotora espontanea no TCA. A analise
estatistica mostrou diferenca significativa no nimero de cruzamentos nos dias 1 [F(4,25)
=7,54; p<0,001; Figura 1A], 2 [F(4,25) = 6,97; p<0,001; Figura 1B], 3 [F(4,25) = 22,15;
p<0,001; Figura 1C], 4 [F(4,25) = 16,19; p<0,001; Figura 1D] e 5 [F(4,25) = 28,22;

p<0,001; Figura 1E] entre os grupos experimentais. Nos dias 1, 4 e 5 a analise post-hoc

de Duncan revelou que o nimero de cruzamentos no TCA foi significativamente maior

para 0s animais expostos a fumaga do crack (100, 200, 400 e 800 mg) quando comparado

ao grupo controle. Nos dias 2 e 3 a mesma analise revelou que o nimero de cruzamentos

no TCA foi significativamente maior para os animais expostos a fumaca do crack (200,

400 e 800 mg), quando comparado ao grupo controle.
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5 [ Crack 400 mg (n=6) = [ Crack 400 mg (n=6)
@ 200 @ Crack 800 mg (n=6) o3 Y
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Figura 1 - Efeito daexposicdo afumaga do crack (100, 200, 400 e 800 mg) na atividade locomotora

avaliada no teste do campo aberto (TCA, 5 minutos) durante 5 dias consecutivos. Dados representados

como média £ E.P.M. com *p<0,05, **p<0,01 vs. controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste de

Duncan).
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3.2. Efeito do tipo depressivo 24h e 48h apds a Gltima exposi¢éo ao crack

24 horas ap0s a Ultima exposicao a fumaca do crack (200 mg), os animais foram
submetidos ao teste do LCE por 5 minutos. Conforme observado na Figura 2 (Al e A2),
n&o houve diferenga significativa nas porcentagens de tempo e de entradas nos bragos
abertos [F (8,7) = 2,867; p>0,05; e F (7,8) = 1,001; p>0,05; respectivamente], quando
utilizado o teste t para comparar 0 grupo exposto ao grupo controle. Também néo foi
encontrada nenhuma diferenca significativa na porcentagem de entradas os bracos abertos
[F(8,9) = 5,228; p>0,05, Figura 2-B2], quando avaliada 48h apds a ultima exposi¢éo.
Entretanto, o teste t revelou um efeito significativo do fator tratamento na porcentagem
de tempo nos bracos abertos do LCE [F(8,9) = 2,617; p<0,0001, Figura 2-B1].
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Figura 2 - Efeito da exposicdo a fumaga do crack (200 mg) no labirinto em cruz elevado (LCE, 5 minutos)

nos periodos de 24 horas (Al e A2) e 48 horas (B1 e B2) apds a dltima exposi¢do. (A1-B1) Porcentagem
de tempo nos bragos abertos. (A2-B2) Porcentagem de entradas nos bragos abertos. Resultados expressos

como médiazE.P.M. ***p<0,0001 vs. controle (test t Student).

Nos parametros etolégicos, os animais expostos a dose de 200 mg de crack néo
apresentaram um efeito significativo no SAP tanto 24 horas [F(7,8) = 1,786; p<0,0001;
Figura 3-Al] quanto 48 horas [F(9,8) = 3,274; p<0,0001; Figura 3-A2], apoés a retirada
da droga, assim como, o rearing nao apresentou um efeito significativo tanto 24 horas

[F(8,7) = 15,76; p<0,0001; Figura 3-C1], quanto 48 horas [F(8,9) = 3,666; p<0,0001;

25



Figura 3-C2]. Em contrapartida, no comportamento head-dipping apresentou um efeito
significativo em 24 horas [F(7,8) = 2,195; p<0,05; Figura 3-Bl]e 48 horas [F(9,8) =
2,069; p<0,05; Figura 3-B2] apos a retirada.

= 20- o 24 horas Sa0- A2 48 horas
> Ml Controle (n=8) e Ml Controle (n=10)
;E 15 3 Crack 200 mg (n=9) = 154 3 Crack 200 mg (n=9)
<10 T £ 10 T
z i z 1
2 051 g 054
:
7 0.0- é 0.0
404 B1 20, B2
Hl Controle (n=8) Il Controle (n=8)
g 30 3 Crack 200 mg (n=9) g 15 3 Crack 200 mg (n=9)
=0 en
£ 20 * £ 10 #x
= T = T
S 104 =t $ s L
o) ani
0 04
25
404 C1 Il Controle (n=10)
Bl Controle (n=8) 204 3 Exposto (n=9)
304 [ Exposto 200 mg (n=9) —~ T R0
£ F = 159 1
) g
2 _I_ Z 104
= 2
E (=4
10- 5
04
04

Figura 3 - Efeito da exposi¢do a fumaca do crack (200 mg) no labirinto em cruz elevado (LCE, 5 minutos)
24h (A1, B1e C1) ou 48h (A2, B2 e C2) ap6s a Ultima exposi¢do. (A) Stretch-attend posture; (B) head-
dipping (C) rearing. Resultados expressos como média£E.P.M. *p<0,05; ** vs. controle (test t Student).

Apbs o teste do LCE, os animais foram submetidos ao teste do campo aberto para
avaliar a atividade locomotora [crack 200 mg, Figura 4 (A1-A2)]. Os animais expostos a
fumaga do crack (200 mg) apresentaram um aumento significativo na atividade
locomotora, quando comparado aos animais controle, tanto 24 horas [F (8,7) = 4,057;
p<0,0002, Figura 4-A1], quanto 48 horas [F (8,9) = 1,873; p<0,0064, Figura 4-A2] apds

a ultima exposicéo.
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Figura 4 - Efeitos da exposi¢cdo a fumaca do crack (200 mg) no campo aberto (TCA, 5 minutos) 24 horas

Cruzamentos (n)
Cruzamentos (n)

e 48 horas ap0s a ultima exposicdo. Resultados, (A1) nimero de cruzamentos — 24 horas (A2) ndmero de
cruzamentos — 48 horas, expressos como média + E.P.M.. * p<0,05 vs. controle (test t Student).

Ap0s 30 minutos da exposicdo ao TCA, os animais foram submetidos ao teste do
nado forgado (TNF) por 6 min. Como observado, os animais expostos a fumaca do crack
200 mg [Figura 5(A1-A2)] apresentaram um aumento significativo no tempo de
imobilidade em 24 horas [F (8,7) = 1,805; p<0117, Figura 5-A1] e 48 horas [F (9,8) =
1,679; p<0,0058, Figura 5-A2].
Al 24 horas 48 hours
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Figura 5 - Efeitos da exposicdo a fumagca do crack (200 mg) no teste do nado forgado (TNF, Gltimos 4

Imobilidade total (s)
Imobilidade total (s)

minutos) 24 horas (A1) ou 48 horas (A2) apds a ultima exposicéo. Resultados expressos como média +

E.P.M.. * p<0,05, ** p<0,005 vs. controle (test t Student).

3.3. Analise da atividade da acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase
(BChE) no hipocampo

Como observado na figura 6, a atividade da acetilcolinesterase (F (5, 11) = 12,74;
p<0,05, Figura 6A) e butirilcolinesterase (F 11, 5)=44,18; p<0,8754, Figura 6B) no
hipocampo ndo apresentou diferenca significativa entre 0s grupos experimentais. A
analise da concentracdo de proteinas totais também nao apresentou diferenca significativa

entre 0s grupos exposto (200 mg) e controle (F (11, 5) = 3,690; p<0,05, Figura 6C).
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Figura 6 - Efeitos da exposi¢do a fumaca do crack (200 mg) nas atividades das enzinas acetilcolinesterase
(A) e butirilcolinesterase (B) e da concentragdo de proteinas totais (C) no hipocampo de camundongos 24h

apos a Ultima exposigdo. Resultados expressos como média + E.P.M.. ( test t Student).

3.4. Pirenzepina bloqueia o efeito tipo depressivo 24h apds a Ultima exposi¢cao ao
crack
A ANOVA de uma via detectou diferenca significativa entre os diferentes grupos

experimentais [F (3, 27) = 8,520; p<0,05; Figura 7]. A andlise post-hoc indicou que 0s

animais expostos a fumaca do crack (200 mg) e tratados 24h apds a Gltima exposi¢cdo com

PBS (Crack+PBS) apresentaram maior tempo de imobilidade, reproduzindo dados
anteriores. Entretanto, o tratamento com pirenzepina (0,06 nmol; crack + PZP) bloqueou
0 aumento no tempo de imobilidade produzido pelo crack. Além disso, a pirenzepina ndo

aterou per se o tempo de imobilidade.

Il Controle + PBS (n=7)
* %k [—J Controle + PZP (n=8)
i [0 Crack+ PBS (n=8)
L Il Crack+ PZP (n=8)
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Figura 7 — Bloqueio do efeito do tipo depressivo no teste do nado forgado (TNF, tltimos 4 minutos)
provocado 24h apo6s a Ultima exposigdo a fumaca do crack (200 mg) com a administracdo intra-hipocampal
de pirenzepina (0,06 nmoL; um antagonista seletivo do receptor muscarinico M1). Resultados expressos

como média + E.P.M com **p<0,01, ##p<0,01 (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Duncan).

3.5. Avaliacao dos niveis soroldgicos de corticosterona 24h apos a ultima exposicao
a fumaca do crack

O teste t Student indicou que 24h apos a ultima exposicdo a fumaga do crack (200

presentavam niveis soroldgicos de corticosterona maiores que 0s animais
do gru e [F (5, 4) = 1,680; p<0,6354; Figura 8].

00049 *
|| Control(n=4)

E Crack200 mg/24h(n=4)

150000+

100000+

50000+

Figura 8 - Efeitos da exposi¢do a fumaca do crack (200 mg) nos niveis sorolégicos de corticosterona 24h
apos a Ultima exposigdo. Resultados expressos como média + E.P.M com *p<0,05 ( test t Student).
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4. Discussao

Nossos resultados demonstraram que 0S animais apresentaram um
comportamento do tipo depressivo, mas ndo ansioso, e niveis soroldgicos de
corticosterona elevados apos a retirada do crack. Alem disso, a administracao intra-
hipocampal de pirenzepina, um antagonista seletivo do receptor muscarinico M1,
bloqueou o efeito do tipo depressivo causado pela retirada do crack. Entretanto, nenhuma
alteracdo na atividade das colinesterases (AChE e BChE), assim como, na concentracao

de proteinas totais no hipocampo foi encontrada.

Apos a exposicdo a fumaca do crack nossos animais apresentaram um
comportamento motor caracteristico de tratamento com drogas psicoestimulantes
(ROBINSON e BECKER, 1986; KALIVAS e STEWART, 1991; HO et al., 2002;
HUEZA et al., 2016; HE et al., 2006; PARLAMAN et al., 2007). A administracao
repetida e/ou intermitente de cocaina em roedores promove aumento da atividade
locomotora, conhecida como sensibilizagdo comportamental (CASTRO et al., 2005,

CHEN et al., 2009, DIROCCO et al., 2009, AREAL et al., 2015). No entanto, estudos
realizados por Kalivas e colaboradores (1991) administracdo repetidas e/ou intermitente

do produto da pirdlise do cocaina em roedores ndo promove sensibilizacdo

comportamental. Recentemente, Garcia e colaboradores (2017) demonstraram que a
AEME, o principal produto da pirélise do crack, ndo induz sensibilizacao
comportamental. Dessa forma, a auséncia da sensibilizacdo nos nossos resultados nao os

inviabiliza

Transtornos mentais, em especial transtornos de ansiedade e depressdo, sdo
altamente prevalentes em usuarios de cocainae crack (MIGUEL etal., 2017). Em
roedores, a abstinéncia de drogas é caracterizada por um estado de alta ansiedade que
pode ocorrer paralelamente a comportamentos indefesos (ALVES et al., 2014; EL HAGE
etal., 2012; ERB et al., 2006; HARRIS e ASTON-JONES, 1993; PERRINE et al., 2008;
SANTUCCI e ROSARIO, 2010; SARNYAI et al. al., 1995; VALZACHI et al., 2013).
Entretanto, nossos animais ndo apresentaram comportamento do tipo ansioso apés a
retirada do crack. Na verdade, nossos animais apresentaram resultados contraditérios, um
perfil do tipo ansiolitico em um pardmetro espaco temporal e um perfil do tipo
ansiogénico em um parametro etoldgico. Auséncia de tais resultados ou ainda
contraditérios também foram observados nos estudos de Sudakov e colaboradores (2015),

no qual a mesma dose de cafeina apresentou um forte efeito ansiolitico e
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psicoestimulante. Este efeito foi manifestado em um aumento significativo no tempo
gasto nos bracgos abertos do labirinto em cruz elevado, elevagéo da atividade locomotora
e estimulacdo do metabolismo. Existem poucos trabalhos que fundamentam essas
caracteristicas de drogas psicoestimulantes ocasionando esse comportamento do tipo ndo
ansiogénico. Sendo assim, os modelos de ansiedade disponiveis para aferir o

comportamento do tipo-ansioso nos animais ndo séo ideais.

Nossos animais exibiram comportamento hiperlocomotor no do teste do campo
aberto apos a retirada da droga. Esse comportamento hiperlocomotor pode ser associado
a busca pela droga, nesse periodo de abstinéncia, uma vez que, quando os animais foram
expostosa fumaga do  crack, foram submetidos ao mesmo teste de campo aberto,
associando o aparato ao uso da droga (condicionamento contextual). Esses dados
corroboram com os estudos de Robinson e Berridge (2008) em que 0 aumento da
atividade locomotora no ambiente emparelhado com a droga tem sido associada com a
sensibilizacdo contextual, que pode ser correlacionada com neuroadapta¢Ges molecular
persistente que possam contribuir para o desejo da droga apds a abstinéncia (ROBINSON
e BERRIDGE, 2008). Portanto, o aumento na locomocao observado no periodo de

abstinéncia ndo é proveniente de um efeito psicoestimulante de longa duracdo da droga.

A retirada da cocaina tem sido relacionada a sintomas de depresséo, o equivalente
a um aumento no tempo de imobilidade no teste do nado for¢ado. De fato, estudos prévios
tém demonstrado que a retirada de drogas psicoestimulantes pode induzira um
comportamento depressivo (GAWIN, 1991; SOFUOGLU et al., 2005). Dessa forma,
nossos resultados corroboram com dados prévios da literatura. Um estudo realizado por
Shane e colaboradores (2009) mostra que 24 horas ap6s a administragdo cronica (14 dias)
0S animais apresentaram comportamento do tipo-depressivo, esse estudo corrobora com
0S nossos resultados e realga que o0 nosso modelo foi eficiente ao mostrar que a exposicdo
a fumaca do crack durante cinco dias foi capaz de desenvolver o comportamento do tipo-

depressivo.

O cérebro de mamiferos contém duas formas de colinesterase, acetilcolinesterase
(AChE) e butirilcolinesterase (BChE). O papel fisioldgico da BChE néo € claro, mas além
de contribuir para a degradacdo da ACh pode metabolizar a cocaina e outros compostos
exogenos (KENNETH GRASING, 2016). A acetilcolinesterase catalisa a hidrélise da
acetilcolina (ACh) nas juncgdes da fissura neuromuscular e sinapticas (SOREQ, 2001).0

aumento na atividade colinérgica diminui o efeito recompensador das drogas. De fato, foi
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observado que a fisostigmina, um inibidor da acetilcolinesterase (AChE), diminui a auto-
administracdo de cocaina em macacos rhesus (DE LA GARZA e JOHANSON, 1982).
Entretanto, até onde sabemos, ndo existem trabalhos que demonstrem o envolvimento
dessas colinesterases no periodo de retirada do crack, apesar do envolvimento do sistema
colinérgico hipocampal na dependéncia e depressdao (CUMMINGS, 2000;

ELLIS, 2005

Muitos estudos de exposi¢ao aguda ou crdnica a cocaina por via intraperitoneal
ou auto-administracdo atraves de canulas intracerebroventriculares revelaram alteragdes
na atividade do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal com aumento dos niveis de hormonio
adrenocorticotrofico (ACTH), horménio liberador de corticotropina (CRH) e
corticosterona (GALICI e PECHNICK, 2000; GEORGIU et al., 2016). Estudos com
roedores mostram a interacdo do sistema colinérgico com o eixo HPA, onde o hipocampo
recebe projeces colinérgicas do nucleo septal e da banda diagonal de broca (FIBIGER,

1982), e 0 estresse agudo ativa neurdnios colinérgicos septo-hipocampais, resultando no
aumento da liberacdo de acetilcolina (ACh) no hipocampo de ratos machos (IMPERATO
et. al., 1991; MIZUNO et. al., 1997; GILAD et. al., 1987; FUNABASHI et. al., 2003 e
TAJIMA et. al., 2003). Portanto, nossos resultados corroboram que esses achados e parte
do efeito tipo depressor por nés encontrado pode ser justificado pelo aumento nos niveis
de corticosterona, dado o seu envolvimento nas respostas relacionadas ao estresse
(MITSUSHIMA et al., 2003).

Em um estudo realizado Volkow e colaboradores (2001) ja mostrava a interacdo
do sistema colinérgico, através de terapias farmacoldgicas, colinomiméticos, no
tratamento de dependéncia no uso crénico de cocaina. Os colinomiméticos podem
compensar a reducdo da ACh nos receptores observados durante a retirada da substancia
(CUMMINGS, 2000). No periodo de retirada de drogas psicoestimulantes, estudos de
Gawin (1979) mostram a depressdo como um dos sintomas e essa fisiopatologia esta
relacionada com o sistema colinérgico (Janowsky, 1972), onde tratamento com
escopolamina, um antagonista do receptor muscarinico, produz melhorias rapidas e
significativas nos sintomas da depresséo (WITKIN et al., 2014). Os nossos resultados
com a Pirenzepina mostraram a a¢do nos receptores muscarinicos do tipo M1 bloqueando
o efeito do tipo-depressivo causados pela acdo dos produtos da pirolise do crack, 24 horas
apos a Ultima exposicdo, nesses receptores, o que reforca o envolvimento do sistema

colinérgico como possivel via na fisiopatologia da depressao causada pelo uso do crack.
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Outra explicacdo é baseada na neurotoxicidade induzida pelo produto da pirolise
do crack investigada nos estudos de Garcia e colaboradores (2012). Poucos estudos
avaliaram os efeitos da AEME nos mAChRs (SCHEIDWEILER et. al., 2003 e ERZOUKI
et. al., 1995). Além disso, em preparacGes de membrana do hipocampo foi constatada a
afinidade do produto da pirolise do crack para receptores colinérgicos muscarinicos
(GARCIA et. al., 2012). Com isso, nosso estudo correlacionou os efeitos desses
metabolitos com a ativagdo de mAChRs do tipo M1, utilizando a Pirenzepina, antagonista
colinérgico muscarinico, onde foi capaz de bloquear a acdo desses metabdlitos, assim

como, 0 comportamento tipo depressivo nos animais expostos a fumaca do crack.
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5. Concluséao

Nossos resultados demonstraram o papel dos receptores muscarinicos do tipo M1
hipocampal no comportamento do tipo depressor provocado pela retirada do crack.
Acreditamos que tais resultados poossam ser provenientes da ativacdo direta desses
receptores M1 hipocampal por um dos produtos da pirdlise do crack, a AEME. Também
ndo descartamos a possibilidade da ativacdo direta ou indireta (via sistema colinérgico
hipocampal) do eixo HPA por esse metabolito do  crack. Assim, estudos futuros sao

necessarios para confirmar tal hipétese.
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