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RESUMO

O crack € uma droga psicoativa derivada da pasta base da cocaina que atua no Sistema Nervoso
Central. O uso abusivo dessa substancia, vem crescendo, e j é considerado um grave problema
de salde publica no Brasil. O uso da cocaina em sua forma fumada acarreta em diversos
problemas sociais, além de disturbios fisicos e alteracdes neuroldgicas, como exemplo, 0s
transtornos mentais. A literatura evidencia, que a exposicdo materna a cocaina gera
consequéncias nocivas na prole, como déficits cognitivos, comportamentais e crises
convulsivas, no entanto estudos referente as consequéncias da exposicdo materna ao crack
ainda sdo escassos. Com isso, 0 objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos
neurocomportamentais e suscetibilidade as crises epilépticas nas fémeas da prole (geracéo F1)
oriundas de ratas gravidas expostas a pir6lise do crack durante o periodo gestacional. Para isso,
as ratas foram expostas ao crack durante o periodo gestacional e apds o nascimento da geragédo
F1, as ratas fémeas foram submetidas aos seguintes testes comportamentais: de ansiedade
(labirinto em cruz elevado; LCE), de locomoc¢édo (Campo Aberto; CA), de depressao (teste do
nado forcado; TNF) e de memdria (esquiva inibitoria; EI). Além disso, foi avaliada a
suscetibilidade para Status Epilepticus. O presente estudo evidenciou que a prole de ratas
gravidas expostas a pirolise do crack, durante o periodo gestacional exibiu uma diminuigdo do
tempo e da frequéncia de entrada nos bracos abertos do LCE, indicando um comportamento do
tipo ansioso, bem como, um aumento do tempo de imobilidade no TNF, caracterizando um
comportamento do tipo depressivo. Além disso, apresentou uma reducdo no tempo de descida
no teste de El, demonstrando a presenca de déficits na consolidacdo da memdria e uma reducéo
brusca do limiar para crises epilépticas, seguido de um aumento na severidade das crises. Com
isso, 0 vigente trabalho demonstrou uma maior predisposi¢cdo das fémeas da geracdo F1
expostas ao crack durante o periodo gestacional apresentarem alteracdes neuroldgicas
comportamentais e cognitivas.

Palavras-chave: drogas psicoativas; epilepsia; ansiedade; depressao; memoria.



ABSTRACT

Crack is a psychoactive drug derived from cocaine base paste that acts on the Central Nervous
System. The abuse of this substance has been growing and is already considered a serious public
health problem in Brazil. The use of cocaine in its smoked form causes several social problems,
besides physical disturbances and neurological alterations, such as mental disorders. The
literature shows that the maternal exposure to cocaine generates harmful consequences in the
offspring, such as cognitive and behavioral deficits and seizures, however, studies regarding
the consequences of maternal exposure to crack are still scarce. Thus, the objective of this study
was to evaluate the neurobehavioral effects and susceptibility to epileptic seizures in the female
offspring (F1 generation) of pregnant rats exposed to crack pyrolysis during gestation. For this,
the rats were exposed to crack during gestation and after the F1 generation was born, the female
rats were submitted to the following behavioral tests: anxiety (elevated plus maze; EPM),
locomotion (open field; OF), depression (forced swim test; FST) and memory (inhibitory
avoidance; 1A). In addition, susceptibility to Status Epilepticus was assessed. The present study
evidenced that the offspring of pregnant rats exposed to crack pyrolysis, during the gestational
period exhibited a decrease in the time and frequency of entry into the open arms of the LCE,
indicating an anxious type behavior, as well as, an increase in the immobility time in the TNF,
characterizing a depressive type behavior. Furthermore, he presented a reduction in the descent
time in the IS test, demonstrating the presence of deficits in memory consolidation and a sudden
reduction in the threshold for epileptic seizures, followed by an increase in seizure severity.
Thus, the present work demonstrated a greater predisposition of F1 generation females exposed
to crack during the gestational period to present behavioral and cognitive neurological
alterations.

Keywords: psychoactive drugs; epilepsy; anxiety; depression; memory.
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1 INTRODUCAO

O crack € uma droga psicoativa que atua no Sistema Nervoso Central (SNC), sendo
considerado uma droga de abuso por ser um subproduto da pasta base da cocaina. Por sua vez,
a cocaina configura-se como um alcaldide psicoestimulante produzido biossinteticamente, a
partir das folhas da espécie Erythroxylum coca, e apresenta-se na forma de po branco, acrescido
de bicarbonato de sodio e outras substancias (DUAILIBI et al., 2010). Diferentemente da
cocaina, que é mais comumente administrada por aspiracdo nasal ou injetada diretamente na
corrente sanguinea, o crack é sélido, em forma de pedra, sendo assim é queimado e fumado. Os
primeiros registros cientificos do consumo de crack foram descritos na década de 1980 nos
Estados Unidos. No Brasil, o crack chegou no final da década de 1980 no Estado de Sdo Paulo
e em 1990 houve um crescimento elevado do seu uso em detrimento do uso de cocaina, tornando
o crack uma das principais drogas ilicitas utilizadas no pais (CARVALHO, 2009).

O uso do crack, assim como o uso de outras drogas psicoativas, esta estritamente
ligado ao aumento da violéncia, uma vez que do ponto de vista psicofarmacoldgico
comportamentos violentos e agressivos sé@o consequéncias diretas do uso dessa substancia.
Além disso, 0 aumento da préatica de delitos como furtos e roubos, assim como, do trafico estdo
associados ao consumo do crack (TOLEDO et al., 2017).

Além do aumento da violéncia, o0 uso de drogas, de maneira geral, pode acarretar
diversos distlrbios fisicos e transtornos comportamentais (SILVA et al., 2016). A literatura
mostra que diversas substancias psicoativas (e.g., crack, cocaina, heroina, alcool e
metanfetamina) estdo associadas com doencas cardiovasculares (TALARICO et al., 2017),
nefropatias (DETTMEYER et al.,, 2005). Adicionalmente, estas substancias apresentam
potencial neurotoxico causando transtornos neurocognitivos, como déficits na memoria,
prejuizos na neuroprotecao, convulsdes, ansiedade e depressdo (GONCALVES et al., 2015;
COTTOetal., 2018; KRAMER et al., 1990; MENDEZ, 2019; FRAZER et al., 2018). Na (ltima
década diversos estudos foram publicados apresentando correla¢éo entre drogas perturbadoras
do SNC, a exemplo da maconha, drogas estimulantes do SNC como a cocaina e as anfetaminas,
e episddios convulsivos, ou até mesmo, crises epilépticas (KAHAN et al., 2021; GOUNDER et
al., 2020; BROWN et al., 2011).

A epilepsia é uma condicdo neuroldgica cronica caracterizada por crises recorrentes e
espontaneas (WREDE et al., 2021), resultantes de descargas elétricas irregulares em um grupo
de neurdnios, podendo manter-se localizada ou tornar-se generalizada (BRODIE et al., 2016).
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Essa condicdo acarreta diversas consequéncias neurobioldgicas e psicossociais,
comprometendo a qualidade de vida do portador (FERNANDES, 2006). Além disso, apresenta
alta prevaléncia, principalmente, em paises de baixa renda (BEGHI, 2020). Segundo dados da
Organizacdo Mundial da Saide (OMS) cerca de 50 milhdes de pessoas sdo portadoras de
epilepsia no mundo todo e 3 milhdes de pessoas no Brasil (LIGA BRASILEIRA DE
EPILEPSIA, 2021).

Além das consequéncias fisicas, o uso de drogas de abuso pode causar disturbios
psicolégicos e de comportamento como ansiedade e depressao, consideradas as doencas do
século, principalmente em periodos de abstinéncia, uma vez que o abuso dessas drogas e a
abstinéncia provocam desbalanco na liberacéo dos neurotransmissores, alteracdes morfoldgicas
e variagdes a niveis moleculares (MARQUES et al., 2006; GIARDIM et al., 2015).

No entanto, a literatura aponta que homens e mulheres respondem de forma diferente
ao comportamento do vicio (BECKER et al., 2017). As mulheres evoluem para a adiccdo de
maneira muito mais rapida quando comparada aos homens. Em estudos pré-clinicos, foi
constatado que ratas, fémeas, quando postas em uma camara de condicionamento operante
adquiriram a cocaina, por autoadministracdo, de forma mais rapida e mais frequente que os
machos. Este fato pode estd associado a variacdo dos hormonios ovarianos, a exemplo do
estradiol, que estd presente em maior quantidade nas mulheres (BECKER, 2016).

Ademais, as mulheres, também, sdo mais acometidas por alguns transtornos
psicolégicos, como depressdo e ansiedade, em relacdo aos homens (GOODWILL et al., 2019).
Por exemplo, a depressao e a ansiedade tem uma prevaléncia duas vezes maior em mulheres
(LABAKA et al., 2018; JALNAPURKAR et al., 2018).

Além disso, diversos estudos demonstraram que drogas psicoativas como alcool,
heroina, cocaina e crack atravessam a barreira placentaria e atingem o feto ocasionando
alteracdes morfologicas, fisioldgicas e de comportamento, tanto a curto quanto a longo prazo
(TETRO et al., 2018; HETEA et al., 2019; LI1U, 2019). Entretanto, estudos que avaliem essas
alteracdes e as consequéncias do uso de drogas ilicitas, como o crack, na prole de maes gravidas,
ainda sdo escassos.

Com todas as consequéncias fisicas, psicoldgicas e sociais negativas, principalmente
para o sexo feminino, o abuso de drogas psicoativas apresenta-se como um problema de saude
publica que se torna ainda mais grave quando ocorre 0 uso durante a gestacdo. Mas, ainda séo
necessarios estudos mais completos para avaliar os danos causados pelo uso de drogas durante

a gestacao, principalmente quanto ao uso de crack, analisando as complicagdes causadas na
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prole a curto e longo prazo e a possivel correlagdo entre o crack e a epilepsia, uma vez que a
droga pode atuar no aumento da predisposicao para crises convulsivas.

Desse modo, diante do que ja existe na literatura referente a outras drogas psicoativas,
se supOs que a exposicdo materna de ratas ao crack implicaria em alteracdes neurobiologicas
(e.g., comportamento do tipo ansioso e depressivo, déficits de memoéria e aumento na
suscetibilidade para status epilepticus) na prole, mencionada na literatura como “crack babies”.
E com isso, este estudo teve por objetivo avaliar os efeitos do crack nos comportamentos
relacionados a ansiedade, depressdao e memoria, assim como, na susceptibilidade as crises

epilépticas na prole de ratas gravidas expostas a pirdlise do crack no periodo gestacional.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as alteragdes cognitivas e comportamentais apresentadas pelas ratas, na fase
jovem, decorrentes da exposicdo materna ao crack, bem como avaliar a suscetibilidade para

o desenvolvimento de Status epilepticus (SE) nas fémeas (geracdo F1) durante a fase adulta.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a suscetibilidade para SE em ratas fémeas, adultas, (F1) expostas a pirélise do
crack durante o periodo gestacional;

e Averiguar a suscetibilidade e gravidade do SE em ratas fémeas, adultas, (F1) expostas
a pirdlise do crack durante o periodo gestacional;

e Investigar os comportamentos do tipo ansioso e depressivo em ratas fémeas, jovens,
(F1) expostas a pirolise do crack durante o periodo gestacional;

e Verificar a consolidacdo da memdria em ratas fémeas, jovens e adultas, expostas a

pirélise do crack durante o periodo gestacional (F1);
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3 METODOLOGIA

3.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos Wistar (30 fémeas e 15 machos), provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Alagoas (UFAL). Os animais foram acondicionados sob
temperatura controlada (22 + 24°C) e submetidos a um ciclo claro-escuro (de 12h-12h) no
biotério setorial do Laboratorio de Neurofarmacologia e Fisiologia Integrativa (LNFI) do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (ICBS). Os animais receberam agua e racdo ad
libitum. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFAL (n°
54/2017).

3.2 ACASALAMENTO

Foram utilizados ratos machos e fémeas com 60 dias de vida para o acasalamento. A
principio os machos foram dispostos individualmente nas caixas de acrilico por 24 horas. Ap6s
este periodo, os mesmos foram retirados e as fémeas foram inseridas na mesma caixa para entrar
em contato com os feroménios do macho (POILEY, 1960 — Fio cruz, 1994). Quatro dias apds
esse processo, 0s animais foram acasalados na proporc¢do 2 fémeas:1 macho. Para confirmar
que ocorreu o acasalamento, no dia posterior, as 07h:00min foi realizado uma lavagem no canal
vaginal das fémeas com 20 pL de solucdo de cloreto de sédio a 0,9%, utilizando uma pipeta. O
material colhido foi transferido para laminas de vidro e feito esfregaco para verificar em
microscopio Gtico a existéncia, ou ndo, de espermatozoides, quando positivo era considerado,

o dia 0 do periodo gestacional.

3.3 AQUISICAO DO CRACK

As amostras de crack foram previamente apreendidas pela delegacia de entorpecentes
da cidade de Maceié — Alagoas. Mediante a autorizacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e ordem judicial, a substancia foi entregue e armazenada no
LNFI/ICBS/UFAL. Toda a manipulacdo da substancia foi realizada com os devidos

equipamentos de prote¢do individual (EPI’s): vestimentas e respiradores apropriados.
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3.4 EXPOSICAO AO CRACK

As ratas gestantes foram divididas em dois grupos: 15 pertencentes ao grupo Controle
(CTRL) e 15 ao grupo Expostas ao crack (EXP). As ratas do grupo EXP foram expostas
individualmente a 200 mg de crack por dia, a partir do 5° dia de gestacdo até o 21°, totalizando
16 dias de exposicdo (PACHECO et al, 2021). Primeiramente, as ratas foram colocadas para
ambientacdo por um tempo de 5 minutos na caixa acrilica acoplada ao sistema desligado, logo
em seguida o sistema era ligado e dava-se inicio a exposi¢do. O crack era depositado no
cachimbo, onde foi realizada a queima e por meio do sistema, a fumaca gerada foi sugada e
levada até a caixa de acrilico acoplada, em que as ratas permaneciam por 10 minutos apés a
queima (FIGURA 1). No 21° dia ap6s o nascimento, as fémeas da prole foram desmamadas e
realocadas em gaiolas com no maximo 5 animais, divididos em grupos CTRL e EXP até
atingirem a puberdade (30 dias; ratas jovens) e a fase adulta (60 dias; ratas adultas) para serem

divididas e utilizadas nos respectivos protocolos experimentais.

Figura 1 — llustracdo do aparato para exposic¢ao das ratas prenhas a pirdélise do crack

Fonte: Autor, 2022.
(A) bomba geradora de fumagca. (B) caixa de acrilico onde os animais foram colocados

3.5 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.5.1 TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)

O LCE é um teste usado para avaliar comportamentos relacionados com a ansiedade

(ENNACEUR,2016). O aparato do teste utilizado consiste em um labirinto em formato de cruz
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com 40 centimetros de altura, sendo dois bragos abertos e dois bragos fechados em oposi¢éo
(FIGURA 2). Ap0s trinta dias do nascimento, as ratas jovens foram divididas em dois grupos,
CTRL (n=8) e EXP (n=10), e foram colocadas individualmente na parte central do labirinto
com a cabeca voltada para um dos bracos fechados. Cada animal permaneceu no labirinto por
5 minutos para avaliacdo dos seguintes parametros comportamentais: nimero de entradas nos

bracos abertos e fechados e o tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados.

Figura 2 — llustracdo do labirinto em cruz elevado utilizado no Laboratério de
Neurofarmacologia e Fisiologia Integrativa (LNFI) - UFAL

Fonte: puc-rio.br. 2021.

3.5.2 TESTE DO CAMPO ABERTO (CA)

O CA é um teste comportamental utilizado para avaliar o comportamento locomotor
do animal (SCHOLL et al., 2019). O aparato do teste consiste em uma arena circular dividida
em doze partes e delimitada por uma estrutura de acrilico (FIGURA 3). Logo em seguida do
LCE, os animais foram colocados individualmente no CA, durante cinco minutos e foram
filmados para anélise dos seguintes parametros comportamentais: nimero de cruzamentos

realizados durante esse tempo.
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Figura 3 — llustracdo da arena de campo aberto utilizado no Laboratério de Neurofarmacologia e
Fisiologia Integrativa (LNFI) - UFAL

Fonte: scienlabor.com.br. 2021.

3.5.3 TESTE DO NADO FORCADO (NF)

Esse teste € utilizado para avaliar comportamentos do tipo depressivo em roedores
(FERNANDES et al, 2012). Com n=8 para ambos 0s grupos, o teste foi dividido em dois
momentos, 0 primeiro consistiu no pré-teste, em que as ratas jovens foram colocadas para nadar
por 15 minutos em um tanque cilindrico (22x22x32cm) com temperatura de +/- 25°C. O
segundo momento ocorreu 24 horas apos o pré-teste, as ratas foram novamente inseridas no
tanque cilindrico para nadar e filmadas por cinco minutos. Foram analisados 0s seguintes
parametros comportamentais: tempo de imobilidade e laténcia para a imobilidade. Tanto no
pré-teste quanto no teste, ao retirar as ratas do tanque foram colocadas para secar em uma caixa

aquecida com o auxilio de uma lampada por +/- 1 hora.

3.5.4 TESTE DE ESQUIVA INIBITORIA (El)

Tambeém chamado de Step Dow Inhibitory, esse teste € usado para avaliar a capacidade
de reter as memorias recentes e as de longo prazo em ratos (RODRIGUES, 2021). O El, consiste
em um aparato composto por uma parte plana, onde o animal é inicialmente colocado, e outra
parte com barras paralelas de ago (FIGURA 4). O teste foi realizado em duas etapas: (i) o pré-
teste e (ii) teste. No pré-teste, o animal foi colocado sobre a parte plana e ao colocar as quatro

patas nas barras de aco recebe uma descarga elétrica de 0,2 mA por 3 segundos. No teste
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propriamente dito, que ocorreu 24 horas apos o pré-teste, o animal foi novamente colocado na
parte plana. No teste foi avaliado a laténcia da descida dos animais para as barras de ferro
durante 5 minutos, mas sem as descargas elétricas. Esse teste foi realizado em dois momentos,

nas ratas jovens (n = 10) e adultas (n = 10).

Figura 4 - Aparato de esquiva inibitoria utilizado no Laboratdrio de Neurofarmacologia e Fisiologia
Integrativa (LNFI) - UFAL

Fonte: Autor, 2022.

3.6 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

As ratas adultas do grupo CTRL (n = 8) e do grupo EXP (n = 8) foram submetidas a
cirurgia estereotaxica para implantacdo de uma canula no hipocampo esquerdo. Os animais
foram anestesiados com cloridrato de cetamina (80mg/kg) e cloridrato de xilazina (10mg/kg) e
receberam uma dose de 0,1ml/100g de pentabiotico subcutaneo, além de uma dose de 0,1mg/
kg de cloridrato de lidocaina, anestésico local, antes do inicio da cirurgia. Posteriormente foi
implantada uma cénula no hilus do giro dentado do hipocampo, seguindo coordenadas pré-
determinadas: -6,30 mm AP (em relacdo ao bregma); 4,50 mm LL (em relagéo ao seio sagital)
e -4,50 mm DV (em relagdo a dura-méter), (PAXINOS; WATSON, 2004).

3.7 MICROINJECAO
Uma semana apds a cirurgia estereotdxica, os animais foram submetidos a

microinjecdo de 1uL de salina a 0,9% ou 1uL de pilocarpina sub-convulsivante (0,6 mg/uL).
Logo apds a microinjecdo os animais foram colocados em gaiolas de acrilico e filmados
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durante90 minutos para constatar se 0s mesmos evoluiram para SE e caracterizar a gravidade
das crises de acordo com a Escala de RACINE (1972), representada por:

* 0 — Imobilidade;

* 1 —Automatismos faciais;

* 2 — Mioclonia de cabeca e pescoco;

* 3 — Clonia de patas anteriores;

* 4 — Clonia de patas posteriores;

* 5 — Elevacdo e queda;

* 6 — Vérias classes cinco.

Apos o periodo de observagdo do SE os animais receberam Diazepam em uma dose

de 5 mg/kg para abortar as crises epilépticas.

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Os testes estatisticos foram conduzidos utilizando o programa GraphPad Prism (verséo
8.0). Para a comparacdo os dados foram avaliados quanto a normalidade e variancias. Os testes
paramétricos e ndo paramétricos foram executados de acordo com o resultado do teste de
normalidade. Foram consideradas estatisticamente significativa qualquer diferenca com p <
0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 A exposicdo materna a pirolise do crack, durante o periodo gestacional, induz um
comportamento do tipo ansiogénico em ratas F1

Com relacdo ao LCE foi observado uma diminuicao significativa no nimero de entradas
e no tempo de permanéncia das ratas do grupo EXP nos bragos abertos em relacdo ao grupo
CTRL (P=10,0034 e P=0,0006, respectivamente (FIGURAS 5 e 6).

Figura 5 - NUmero de entradas nos bragos abertos no labirinto em cruz elevado da prole F1 oriunda de
ratas prenhas expostas ao crack
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Fonte: Autor.
O gréfico acima apresenta uma diminui¢do no ndmero de entradas nos bracos abertos das fémeas de geragéo F1
expostas (EXP) ao crack durante a gestacdo em relacdo as ratas do grupo controle (CTRL), indicando um
comportamento do tipo ansiogénico (P=0,0034). Valores expressos em erro padrdo da média. Teste
Nonparametrictest/Mann Whitney.

Figura 6 - Tempo de Permanéncia nos Bragos Abertos no labirinto em cruz elevado da prole F1 oriunda
de ratas prenhas expostas ao crack
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O gréafico acima apresenta uma diminuicdo na porcentagem do tempo de permanéncia nos bracos abertos do LCE
em relagdo ao grupo CTRL nas fémeas de geracdo F1 de ratas expostas ao crack, indicando comportamento do
tipo ansiogénico (P=0,0006). Valores expressos em erro padrdo da média. Teste Nonparametrictest/Mann
Whitney.

O LCE é um dos principais testes utilizados para identificar comportamentos do tipo
ansioso em ratos e camundongos (ENNACEUR,2016) e vem sendo amplamente usado em
experimentos com metanfetamina (MACUCHOVA et al., 2016; ETAEE et al., 2017), cocaina
(ALVES et al., 2014), nicotina (WANG et al., 2020) e demais substancias (GHOLAMI et al.,
2014; XIE et al., 2021).

No presente experimento o resultado obtido no teste do LCE mostrou-se
profundamente relevante, uma vez que as ratas provenientes de mées expostas ao crack durante
0 periodo gestacional apresentaram uma diminuicdo significativa no nimero de entradas e
tempo de permanéncia nos bragos abertos. A diminuigao significativa destes parametros indica
um comportamento do tipo ansioso (ENNACEUR,2016).

Como visto por BEHNKE et al. (2013), o uso de drogas psicoativas, como a cocaina,
tanto em modelos animais como em humanos, atravessam facilmente a barreira placentaria e a
barreira hematoencefélica, resultando em alteracbes no SNC. Essas alteracfes interferem
significativamente na liberag&o e inibigdo dos neurotransmissores na fase de desenvolvimento
estimulando estruturas cerebrais como o cortex pré-frontal (CPF), cortex cingulado anterior e a
amigdala, induzindo um aumento da atividade nessas areas. Essas regifes do cérebro que
sofrem alteracdes provenientes do uso da cocaina estdo estritamente ligadas ao processo de
expressdo das emocdes, como medo e ansiedade (CHURCH et al., 1998; ROSARIO et al.,
2019; LIU et al., 2020). Esses achados podem justificar o comportamento do tipo ansiogénico
de ratas F1, oriundas de ratas prenhas, expostas ao crack durante o periodo gestacional no nosso
estudo.

Ademais, estudos anteriores, em camundongos fémeas, também evidenciaram que a
exposicao a pasta base de cocaina induziu um comportamento do tipo ansioso e que essa
alteracdo comportamental permaneceu ap6s longos periodos de abstinéncia. O aumento do
comportamento do tipo ansiogénico foi acompanhado por alteragdes nas expressdes de genes
precoces imediatos, em regides como Nucleo Accubens e Cortex Pré-Frontal, que normalmente
sdo vistas em doencas que envolvem anedonia, uma vez que o nucleo accubens (NAc) e o CPF
medial estdo envolvidos nos mecanismos do sistema recompensa (MANNING et al., 2017;
BERARDINO et al., 2019).
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AlteracOes desse tipo também ocorrem, provavelmente com usuérios de crack, ja que
a substancia ativa do crack € a cocaina. No entanto, essas consequéncias podem ser ainda mais
danosas por conta das diferentes vias de administracdo e dos diversos materiais e substancias

que sao adicionados na preparagdo do crack.

4.2 A exposicdo materna a pirolise do crack, durante o periodo gestacional, ndo altera a
locomocéo das ratas F1

Quanto ao teste de CA, as ratas ndo apresentaram déficits na atividade locomotora (P>
0,05) (FIGURA 7), confirmando os achados de ansiedade e evidenciando uma maior
predisposicédo das ratas oriundas de mées expostas ao crack apresentarem comportamentos do

tipo ansioso.

Figura 7 - Teste de Campo Aberto para Avaliagdo da Atividade Locomotora da prole F1 oriunda de ratas
prenhas expostas ao crack
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Fonte: Autor
Né&o houve diferenga significativa na atividade locomotora entre as ratas do grupo controle e expostas ao crack
durante o periodo gestacional (P>0,05). Valores expressos em erro padrdo da média. Teste
Nonparametrictest/Mann Whitney.

O CA foi utilizado no presente estudo para excluir possiveis alteraces locomotoras
gue comprometessem os resultados encontrados nos demais testes comportamentais (SCHOLL
et al., 2019; LECORPS et al., 2016). Como ndo houve alteragcdes locomotoras entre 0s grupos
CRTL e EXP, pode-se inferir que a locomogdo ndo interferiu nos demais testes

comportamentais.



22

4.3 A exposicdo materna a pirolise do crack, durante o periodo gestacional, induz um

comportamento do tipo depressivo em ratas F1

O teste do NF mostrou que as fémeas F1 EXP, apresentaram um aumento da laténcia
para a imobilidade maior que as fémeas do grupo CTRL. No entanto, as fémeas EXP tiveram
um aumento significativo (P = 0,0002) no tempo de imobilidade do NF (FIGURA 8), indicando

0 comportamento do tipo depressivo.

Figura 8 — Teste do nado forgado para avaliacdo do Comportamento Depressivo da prole F1 oriunda de
ratas prenhas expostas ao crack
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Fonte: Autor
Os graficos acima apresentam um aumento expressivo, da laténcia para imobilidade e do tempo de imobilidade,
indicando comportamento do tipo depressivo, quando comparadas com as fémeas do grupo CTRL. P=0,0002.
Valores expressos em erro padrdo da média. Teste Nonparametrictest/Mann Whitney.

O uso do crack esta associado aos transtornos psicolégicos, como 0s comportamentos
do tipo depressivo e suicidas (ROGLIO et al., 2020), sendo a depressdo a comorbidade
comportamental mais comum encontrada em pacientes com vicio em opioides (WILD et al.,
2005). Estudos mostram que mesmo os homens ocupando 0 maior nimero de usuarios de crack,
sdo as usuarias do sexo feminino que estdo mais propensas a desenvolver complicacGes
relacionadas com o abuso das drogas, a exemplo da depressao, que gera um ciclo vicioso entre
0 uso da droga e seus sintomas (BERTONI et al., 2014).

Alguns estudos pre-clinicos evidenciam que os hormonios produzidos nas génadas

estéo estritamente ligados as diferengas sexuais presente em transtornos neurocomportamentais
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(MIR, 2022). Em camundongos foram testados os efeitos da testosterona, e ao injetar esse
hormdnio nas fémeas notou-se que as ratas que nao receberam testosterona apresentavam niveis
mais elevados de corticosterona quando comparadas as que receberam testosterona e 0sS
machos, ademais foi notado que a elevacdo dos niveis de testosterona nas fémeas, por fim,
reduzia a predisposi¢édo das fémeas para comportamento do tipo ansioso e depressivo, igualando
a propensdo dos machos em desenvolver comportamento do tipo ansiogénico e depressivo
(GOEL, 2008). Por outro lado, fémeas tratadas com estradiol aumentaram a predisposi¢éo para
comportamentos do tipo ansioso e depressivo (SEIFFE et al., 2021), confirmando a
interferéncia dos hormonios sexuais nos transtornos de comportamento.

A depresséo e o vicio em crack possuem algumas particularidades neurofisioldgicas
em comum: em ambos ocorre um aumento dos niveis do Hormonio Liberador de Corticotrofina
(CRH), do Horménio Adrenocorticotréfico ou Corticotrofina (ACTH) e do cortisol. Estes por
sua vez sdo importantes para a resposta adaptativa e comportamental durante picos de estresse,
tendo acdo direta na regulacéo do humor (CHANG et al., 2015).Essa hip6tese baseia-se na ideia
de que o uso do crack pode provocar alteracfes no eixo Hipotalamo-Hipdfise-Adrenal (HPA),
uma vez que o crack pode aumentar a liberacdo de CRH no hipotalamo, aumentando a producao
de ACTH e consequentemente aumentando a disponibilidade de cortisol, como também,
afetando o feedback negativo desses hormonios no eixo HPA (JURUENA et al., 2004,
ROVARIS et al., 2016).

Ademais, sabe-se que drogas como a cocaina e seus derivados, sdo capazes de
atravessar a barreira hematoencefalica atingindo estruturas do SNC causando neuroinflamacéo
em diversas regides, a exemplo do sistema limbico e hipocampo. Nestas estruturas cerebrais
podem gerar discrepancias nos niveis de neurotransmissores como serotonina e dopamina e
impactar no controle das emocdes (ZHU et al., 2018; PIMENTEL et al., 2020). Dessa forma,
mecanismos semelhantes podem ocorrer no SNC da prole exposta ao crack durante o periodo
gestacional, provocando com a diminuigdo dos neurotransmissores, a exemplo da serotonina, e

consequente inducdo do comportamento do tipo depressivo.

4.4 A exposicdo materna a pirolise do crack, durante o periodo gestacional, induz déficits
na memoria de ratas F1 adultas

Para avaliar a memoria na fase juvenil, os animais foram submetidos ao teste de EI 30

dias apds o nascimento. Os resultados ndo apresentaram diferenca significativa (P > 0,05) entre
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0s grupos EXP e CRTL na laténcia para a descida da plataforma do teste de EI, demonstrando

que o grupo EXP ndo apresentou deficit de memoria na fase juvenil (FIGURA 9).

Figura 9 - Teste de esquiva inibitoria para avaliagdo de memaria na fase juvenil
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Fonte: Autor
N&o houve diferenca entre os grupos CTRL e EXP ao crack. P>0,05. Valores expressos em erro padrdo da média.
Teste Nonparametrictest/Mann Whitney.

Para avaliar a memoria na fase adulta, os animais foram submetidos ao teste de El 60
dias apds o nascimento. Os resultados ndo apresentaram uma diminuicdo significativa na
laténcia para descida (P = 0,0286) do grupo EXP em relacdo ao CRTL na laténcia para a descida
da plataforma do teste de El, demonstrando que o grupo EXP apresentou deficit de memoria na
fase adulta (FIGURA 10).

Figura 10 - Teste de esquiva inibitdria para avaliagdo da memdria na fase adulta
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Fonte: Autor.
O teste para avaliacdo de memoria de longo prazo apresentou uma diminuicao significativa na laténcia para descida
no teste de EIl, P= 0,0286. Valores expressos em erro padrdo da média. Teste Nonparametrictest/Mann Whitney.
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Na literatura cientifica, j& esta bem elucidado que drogas estimulantes do SNC como
metanfetamina, cocaina e crack tém como consequéncias prejuizos na aprendizagem, atencdo
e consolidacdo da memoria. Isso € justificado pelo fato dessas substancias afetarem areas
responsaveis pelas fungdes cognitivas como CPF e o hipocampo. O abuso de cocaina acarreta
na reducdo da neuroplasticidade sinaptica no hipocampo dorsal, importante &rea para a
formagdo e manutencdo das memorias de longo prazo, além de esta intimamente ligada com
um desbalanco na liberagdo de alguns neurotransmissores como dopamina, assim como, nos
processos de neurodegeneracdo e neuroinflamacdo em areas especificas (VIOLA et al., 2015;
KUTLU, 2016; KIM et al., 2020).

A memoria na fase juvenil ndo foi comprometida em ratas F1 EXP. Estes dados
corroboram com outros estudos que também ndo identificaram diferenca significativa na
consolidacdo da memdria em experimentos com ratos e camundongos expostos a cocaina
(INMAN-WOOD et al., 2000; LU et al., 2012). Alguns desses estudos apontam que em
decorréncia de adaptacGes neuroplésticas as mudancas cognitivas, ap0s periodo significativo
de abstinéncia, acontece a reversdo parcial dos déficits na memoria ou até mesmo em
decorréncia do curto periodo entre o treino e o teste propriamente dito (ALMEIDA et al., 2017).

Por outro lado, quando o mesmo experimento foi repetido, nos mesmos animais que
foram testados em P30, na fase adulta, as ratas EXP mostraram  um  déficit significativo
na consolidacdo da memoria  Quanto aos déficits cognitivos na fase adulta, da prole EXP a
ao crack na fase gestacional, sdo escassos. Mas ha estudos pré-clinicos, realizados em
roedores, que indicam alteragdes cognitivas associadas ao abuso de cocaina por até trés meses
apos o inicio da abstinéncia (FRAZER et al., 2018). As pesquisas mostram que tanto a cocaina
guanto o crack desenvolvem e potencializam efeitos deletérios na memdria de longo prazo
(SANTOS et al., 2018). Inclusive, resultados em humanos, ja mostraram que o uso crénico da
cocaina promove alteragdes em estruturas como hipocampo e amigdala; areas estritamente
ligadas ao processo de consolidacdo de meméria (ROSARIO et al., 2020). Assim, o presente
estudo mostrou que a exposicdo ao crack aumenta a possibilidade de desenvolvimento de

déficits de memdria, principalmente na fase adulta, em ratas fémeas.

4.5 A exposicdo materna a pirdlise do crack, durante o periodo gestacional, aumentou a

susceptibilidade a crises epilépticas em ratas F1

Ap0s as fémeas terem sido tratadas com pilocarpina para inducgéo de status epilepticus

(CASTRO et al., 2011), em dose sub-convulsivante de 0,6 mg/ul, foram colocadas em gaiolas
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de acrilico e foram filmadas por 90 minutos para que fosse realizada a caracterizagdo das crises.
Os resultados obtidos mostraram que a exposi¢do ao crack resultou em uma diminuigdo do
limiar para status epilepticus quando comparado com as fémeas que foram apenas tratadas com
dose de pilocarpina, uma vez que as fémeas expostas ao crack durante o periodo gestacional
apresentaram uma reducgéo na laténcia para crises e um aumento na frequéncia e no tempo total
das crises (FIGURA 11), bem como um aumento na frequéncia e tempo de crise por classe,

resultando em crises mais severas no grupo exposto ao crack (FIGURA 12).

Figura 11 - Laténcia, Frequéncia e Tempo Total de Crises da prole F1 oriunda de ratas prenhas expostas
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Fonte: Autor
A tempo para inicio das crises, em que as fémeas apresentaram uma diminuicdo significativa desse tempo em
relacdo ao grupo controle com P= 0,0090. B aumento significativo na frequéncia das crises com P= 0,0254. C
aumento significativo no tempo total das crises com P= 0,0056. Valores expressos em erro padrdo da média. Teste
Nonparametrictest/Mann Whitney.

Além disso, estes animais apresentaram um aumento na frequéncia e tempo de crise por classe
de Racine, resultando em crises mais severas no grupo exposto ao crack, assim como, o tempo
total de crise de acordo com a classe (FIGURA 12). Com isso, Os resultados obtidos mostraram
que a exposicao ao crack resultou em uma diminuicdo do limiar para SE quando comparado

com as fémeas que foram apenas tratadas com dose de pilocarpina.
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Figura 12 - Frequéncia e Severidade das Crises por Classe da prole F1 oriunda de ratas prenhas expostas
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Fonte: Autor.
D frequéncia de crises das ratas por classe, com base na escala de Racine para identificar a severidade das crises.
E tempo que os animais permaneceram em cada classe durante as crises. Ambos os graficos demonstraram que as
ratas expostas ao crack durante o periodo gestacional apresentaram mais crises, por mais tempo e mais severas
quando comparadas ao grupo controle. P< 0,05. Valores expressos em erro padrdo da média. ANOVA two-way,

pos-teste Tukey.

Recentemente, alguns estudos foram realizados associando a epilepsia ao abuso de
drogas, principalmente cocaina e alcool. Um desses estudos evidencia uma relagcdo entre o
abuso de drogas durante a gestacdo e criangas que nascem com uma méa formagdo no SNC.
Com isso, hd uma interferéncia na migracdo dos neurdnios e a maioria das criancas que
apresentam essa condicdo neurolégica desfavoravel, apresentam também epilepsia que pode se
manifestar tanto na infancia quanto na fase adulta (KOPYTA et al., 2020).

Outro estudo relata um vinculo entre o abuso de drogas psicoestimulantes, como a
cocaina e as anfetaminas, e a epilepsia. Um nimero consideravel de pessoas que fazem uso de
cocaina apresentam SE (ZAGNONI, 2002). Os mecanismos ainda ndo sdo bem conhecidos,
mas sabe-se que o0 abuso da cocaina leva a um aumento das catecolaminas e consequentemente
ao bloqueio da recaptacdo de dopamina. Sendo assim, hd& um aumento da estimulagdo
dopaminérgica e excitacdo elétrica em certas areas especificas do cérebro incluindo os lobos
temporais, desencadeando a epilepsia do lobo temporal (ZAGNONI, 2002).

O crack, assim como outras drogas, atua no SNC e estudos mostram que a
administracdo de cocaina, por exemplo, em ratos provocou uma redugdo dos niveis de
glutationa, importante antioxidante, e da atividade da enzima catalase, responsavel pela
degradacéo do perdxido de hidrogénio, em diversas partes do cérebro como no corpo estriado

e no cortex frontal, causando um aumento do estresse oxidativo que resultou em morte celular
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neuronal e alteracdo nas funcdes neurais desencadeando crises convulsivas (RIEZZO et al.,
2012).

Ainda se sabe muito pouco sobre essa relacdo entre o uso de crack e a reducédo do
limiar para crises epilépticas, mas é certo que individuos que fazem uso de cocaina estdo mais
suscetiveis a apresentar convulsées. Principalmente quando o uso do crack é feito da forma
fumada, e sua biodisponibilidade maior, em individuos que j& apresentam historico de
convulsdes e epilepsia passam a exibir as crises de forma mais rapida e frequente ap6s o uso
dessas drogas (KOPPEL et al., 1996).

Assim, os dados do presente estudo corroboram com os estudos citados acima, visto
que as ratas expostas a pirolise do crack durante o periodo gestacional tornaram-se mais
suscetiveis ao SE Estas ratas apresentaram evolucdo para crises epilépticas de forma mais
rapida, com maior frequéncia, de forma mais severa e mais duradoura, indicando uma reducéo

do limiar para crises epilépticas.
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5 CONCLUSOES

A realizacdo do presente estudo é de suma importancia para a sociedade, uma vez que
trata de patologias atuais, extremamente relevantes e que sdo graves problemas de salde pablica
no Brasil. O estudo realgou a importancia de analisar de forma conjugada as interacfes entre as
doencas de ordem fisica e os transtornos psicologicos, bem como corroborou com a literatura
apresentando as consequéncias fisicas e psicologicas que acometem os filhos de mées que

fazem uso de crack durante a gestacao.
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ANEXOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACRO E Pesquisa \EUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que a proposts intitulada " Experiéncla maternal aos produtos da
pirdlise do crack: alteragdes gestacionais, susceptibilidade ¢ padrdo de crises epilipticas na
prole durante a fase adulta”, registrada com o m* 54/2017, sob a responsabilidade do
pesquisador Prof. Olagide Wagner de Castro, que envolve a utilizagio de animads
pertencentes a0 filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11,794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n* 6.899, de 15 de julho de 2009, ¢ com as normas editadss pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimenta;3o Animal (CONCEA), ¢ foi aprovada pela Comissfio
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Alagoas (CEUA/UFAL), em reunifio
de 28.07.2017.

Vigéncia da avtorizagdo 01.10.2017 a 01.10.2021
Espécic/linhagem/raga Rato heterogénico / Wistar
N® de animais 112
Pesaidade 150-300g / 60-90 dias
Sexo 56 machos ¢ 56 fémeas

Biotério Central da UFAL / Biotério Setorial do
Origem/Local de manutengiio LNFI - 1CBS - UFAL

Maceib, 28 de julho de 2017.
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