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RESUMO

O crack, cocaina em sua forma fumada, € um grave problema de salde publica,
uma vez que é uma droga de abuso que atua no Sistema Nervoso Central (SNC)
promovendo altera¢cbes comportamentais, de cognicdo, movimento e reprodutivas, além
de causar dependéncia. No Brasil o crescente uso de drogas psicoativas € um desafio,
devido as dificuldades de controle, falta de investimento e politicas sociaisdirecionadas
especialmente aos usuérios de crack. Oleos essenciais vem sendo utilizados como
terapia alternativa no tratamento de diversas doencas por apresentar beneficios
multifatoriais, como a¢des anti-inflamatoria, antioxidante, anticonvulsivante, ansiolitica,
antidepressiva, antinociceptiva, antimicrobiana e neuroprotetora. Uma espécie de 6leo
que vem sendo muito estudada é o Citrus limon (OECL).O ¢6leo de Citrus limon (L.)
vém sido amplamente estudada em diversas doencgas, por apresentar efeitos
multifatoriais.Apesar disso, estudos acerca do uso de OECL nos mecanismos
moleculares e comportamentais promovidos pelo crack sdo escassos. Drosophila
melanogaster esta entre 0s organismosmodelos para diversos estudos recentes na area
de mutagénese e da toxicologia, sendo considerada como substituto promissor para
animais mais complexos em testes laboratoriais devido as suas inUmeras vantagens de
manipulacdo, baixo custo, capacidade de gerar grandes populagdes, ciclo de vida curto,
estagios de desenvolvimento claramente distintos, sequéncia gendmica conhecida e
similaridade fisiolégica com o ser humano. Nessa perspectiva, 0 objetivo do presente
trabalho é investigar os possiveis efeitos da administracdo de OECL em Drosophila
melanogaster em diferentes estagios de desenvolvimento. Para essa finalidade, larvas de
Drosophila em estégio larvall foram expostas a meio padréo acrescido, ou ndo, de crack
e/ou OECL, sendo avaliado toxicidade pelo desenvolvimento larval, capacidade motora
e comportamento do tipo depressivo cognitiva pelos testes de rastejamento larval, arena
de campo aberto e nado forcado, respectivamente. Nossos resultados demonstraramque
0S grupos expostos ao crack tiveram um menor nimero de pupas e eclosdes quando
comparado aos grupos que foram expostos ao crack e tratados com o éleo essencial de
limon, também verificou-se um aumento na locomocao de ambos 0s grupos crack em
relacdo ao controle, adicionalmente nao foi observado comportamento do tipo depressivo
no teste do nado forgadoEstes fatores corroboram para que Drosophila seja um modelo
eficiente para testar toxicidade e elucidar mecanismos moleculares causados pela
exposicdo ao crack. Neste estudo os resultados reforcam a hipotese de sensibilizacéo
independente de altas doses psicoestimulantes, bem como demonstra existir um limiar de
concentragdo méaxima tolerada para o uso de oOleo essencial em torno de 0,2%. Os
resultados apresentaram de forma inédita na literatura, que OECL reduziu a atividade
locomotora, bem como realcaram a importancia da descoberta de novos tratamentos
alternativos para a dependéncia em crack. Além disso,evidenciaram os efeitos positivos
do OECL como promissor recurso terapéutico na qualidade de vida de usuariosde crack.

Palavras-chave: Drogas de abuso. Oleo essencial de limdo. Drosophilas.



ABSTRACT

Crack, cocaine in its smoked form, is a serious public health problem, since it is a drug
of abuse that acts on the Central Nervous System (CNS) promoting behavioral, cognition,
movement and reproductive changes, in addition to causing dependence. In Brazil, the
growing use of psychoactive drugs is a public health problem, due to difficulties in
control, lack of investment and social policies aimed especially at crack users. Thus,
alternative therapies have been widely developed by several researches. Essential oils
have been used as an alternative therapy in the treatment of various diseases due to their
multifactorial benefits, such as anti-inflammatory, antioxidant, anticonvulsant,
anxiolytic, antidepressant, antinociceptive, antimicrobial and neuroprotective actions. A
species of oil that has been extensively studied is Citrus limon (OECL). Despite these
data, studies on the use of OECL in the molecular and behavioral mechanisms promoted
by crack are largely scarce. Drosophila melanogaster is among the model organisms for
several recent studies in the field of mutagenesis and toxicology, being considered a
promising substitute for more complex animals in laboratory tests due to its numerous
advantages in handling, low cost, ability to generate large populations, cycle of short life
span, clearly distinct developmental stages, known genomic sequence, and physiological
similarity to humans. In this perspective, the objective of the present work is to investigate
the possible effects of OECL administration on toxicity, motor and cognitive capacity in
Drosophila melanogaster exposed to crack at different stages of development. In the
results, it was verified that the groups exposed to crack had a decrease in the number of
pupae and hatches when compared to the groups that were exposed to crack and treated
with Citrus limon essential oil, there was also an increase in locomotion of both groups
crack in relation to the control, additionally, no depressive-like behavior was observed
through the adopted methodology. These factors confirm that Drosophila is an efficient
model to test toxicity and elucidate molecular mechanisms caused by exposure to crack.
In this study, the results reinforce the hypothesis of independent sensitization of high
doses of psychostimulants, as well as demonstrating that there is a threshold of maximum
tolerated concentration for the use of essential oil around 0.2%. The results showed, in an
unprecedented way in the literature, that OECL reduced locomotor activity, as well as
highlighted the importance of discovering new alternative treatments for crack addiction
and highlighted the positive effects of OECL, which are promising therapeutic resources
to increase the quality of life of crack users.

Keyworks: Drug abuse, Essential oil of lemon, Drosophila
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1 INTRODUCAO

De acordo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS,2006), drogas de abuso sdo
substancias que atuam no Sistema Nervoso Central (SNC) promovendo alteragdes de
comportamento, humor, cognicéo, nos disturbios de movimento e reprodutivas, além de
causar dependéncia. O crescente uso de drogas psicoativas é problema de satde publica,
devido as dificuldades de controle, falta de investimento e politicas sociais direcionadas
(PRATA, E.M.M., 2009).

No mundo, cerca de 35 milhdes de individuos sofrem transtornos psicologicos,
comportamentais e outros em decorrénciado uso de drogas, apesar disso apenas uma a
cada sete pessoas recebe tratamento (United Nations Office on Drugs and Crime;2019).
Dentre as principais drogas de abuso, consideradas mais prejudiciais, com devastadores
efeitos para o organismo, estdo a cocaina e seu derivado, o crack. A cocaina é uma
substancia com alta capacidade de promoc¢do da dependéncia quimica e psiquica,
provocando alteracdo do humor, excitacdo, euforia e desinibicao, além disso, em doses

elevadas é pode provocar psicoses compulsivas (PHILIPSEN et al, 2020).

A cocaina, em geral,estar associada a um usorecreativo de classes sociais com alto
poder aquisitivo, enquanto o uso do crack se estendeem varias classes sociais (KESSLER
& PECHANSKY, 2008), porém tem seu maior nicho social de atuacdo nas classes
marginalizadas e negligenciadas (PUCHERIO et al, 2010). O crack é obtido por meio
do aquecimento da pasta base da cocaina, que ap6s o cozimento precipita em forma de
cristais, sendo administrada por meio da inalacdo de seus vapores produzidos apos a
queima (FISCHMAN, 1988). Devido a sua via de administracdo, o crack se torna uma
droga téo viciante quanto a cocaina. Enquanto essa Ultima é utilizada em forma de p6, o
crack é utilizado fumado e com isso, apresenta liberacdo mais rapidana corrente
sanguinea chegando com alta biodisponibilidade e rapido metabolismo. Com isso, esta
substancia apresenta um efeito curto e intenso o que acarreta ao usuario o desejo

intenso de uso de mais droga, conhecido como “fissura”.

Em decorréncia disso, o individuo passa a ter comportamentos violentos, além
de comportamento sexual promiscuo, em troca de mais substancia, o que possibilita
aumento do risco de contaminacdo por infecgbes sexualmente transmissiveis
(CASTRO-NETO et al, 2020). Adicionalmente, o crack provoca impactos negativos na
vida dos usuarios, os quais apresentam sintomas psiquiatricos, como ansiedade,

depressdo e nas relagdes
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interpessoais (PAIVA et al.,, 2017). Além das consequéncias cognitivas e afetivas,
também existem alteracBes pronunciadas no controle sensério-motor, as quais estdo
associadas a alteragdes funcionais nas redes neurais relacionadas ao movimento
(HANLON et al., 2010).

Em contrapartida, apesar de todos os efeitos elencados, atualmente ndo existe
tratamento efetivo para os sintomas relacionados aos efeitos do uso de crack e a
dependéncia associada (BUCHHOLZ; SAXON, 2019). Nesta perspectiva, ha urgente
necessidade de estudos focados em alternativas terapéuticas que gerem resposta
satisfatoria no paciente. Neste contexto, produtos naturais tém despertado grande
interesse no campo da terapia alternativa e da medicina complementar para tratamento de
transtornos de comportamento e diversas outras doengas que acometem 0 sistema
nervosocentral (SNC) (CASTRO et al, 2018).

Entre os produtos naturais estudados na literatura, os Oleos essenciais estdo
rapidamente ganhando popularidade, por meio da aromaterapia, pois podem ser usados
para aliviar os sentimentos negativos de abstinéncia de drogas ou alcool (KEUNG;
VALLEE, 1993; KULKARNI; NINAN, 1997; PENETAR et al., 2015).Ha registros de
efeitos multifatoriais e benéficos no uso de 6leos essenciais como o 6leo essencial de
Citrus limon (L.) (OECL) em mudltiplas doencas, tendo acdes anti-inflamatoria,
antioxidante, anticonvulsivante, ansiolitica, antidepressiva, antinociceptiva, analgésica,
antimicrobiana e neuroprotetora (JOHNSON, 2019; OBOH; OLASEHINDE;
ADEMOSUN, 2014; YAZGAN; OZOGUL; KULEY, 2019; ZHANG et al., 2018).

Apesar desses achados, permanecem amplamente desconhecidos os efeitos do
6leo essencial de C. limon (OECL) nos mecanismos moleculares e comportamentais
promovidos pelo crack. Assim, a literatura atualmente € carente de estudos que possam
relacionar os potenciais beneficios da substdncia para amenizar comportamentos
ocasionados pelo uso de drogas como o crack. Além disso, embora apresente amplos
beneficios, os 0leos essenciais também podem desenvolver atividade inseticida o que faz

necessario investigar os possiveis efeitos de sua administracao.

A familia Drosophilidae é composta por cerca de 4.200 espécies, distribuidas em
diversos géneros. A Drosophila é o género mais estudado, com 1.180 espécies ja
conhecidas, dentre as quais, a Drosophila melanogaster (conhecida popularmente como
moscada fruta) € a mais estudada pela ciéncia (De Ré, 2014; Debat et al., 2011). D.
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melanogaster estd entre os organismos modelos para diversos estudos recentes

relacionados a mutagénese e toxicologia.

Além disso, a espécie é considerada como substituto promissor para animais mais
complexos em testes laboratoriais devido as suas inumeras vantagens de manipulagéo,
baixo custo, capacidade de gerar grandes populaces e ciclo de vida curto (NOBREGA
& LYONS, 2017). Atualmente, estudos que investigam os efeitos fisiologicos de drogas
de abuso também vém sendo realizados por meio deste modelo experimental, a exemplo
de etanol (PETRUCCELI et al, 2020), nicotina (McDonald & HIGFILL, 2020),
maconha (GOMEZ et al, 2019) e cocaina (BAINTON, 2000).

Em estudos que avaliaram os efeitos da cocaina em D. melanogaster foi
observado que é possivel induzir respostas motoras (hiperlocomogdo) resultantes da
exposicdo a cocaina semelhantes aquelas apresentadas em roedores. O que sugere que 0S
mecanismosde resposta sdo conservados evolutivamente até animais vertebrados mais
complexos, como os mamiferos, apesar da notoria diferenca entre suas anatomias
(PUCHERIO et al,2010; De NOBREGA & LYONS, 2017).

Dessa forma, apesar dos avancgos no conhecimento sobre os efeitos do uso cocaina
no modelo de D. melanogaster pouco se sabe sobre esses efeitos ap6s administracdo de
crack. . Diante disso, acreditamos que a compreensdo destas alteracdes possibilitara
avanco cientifico significativo que permitirao desenvolvimento de novas estratégias para
0 monitoramento e tratamento os quais poderdo aumentar a sobrevivéncia e a qualidade

de vida de pacientes usuarios de crack.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar os possiveis efeitos toxicologicos causados pelo crack em D. melanogaster em
diferentes estagios de desenvolvimento, bem como o potencial do 6leoessencial de Citrus

limon (OECL) na reducdo da atividade toxicoldgica e psicoestimulante do crack.

2.2 Objetivos especificos

I. Identificar as alteragdes causadas pela ingestdo de crack na locomocéo de
D. melanogaster tratadas ou ndo com OECL;

ii. Avaliar a toxicodependéncia causada pela ingestdo de crack em D. melanogaster

tratadas ou ndo com OECL;

iii. Avaliar se a ingestdo de crack causa comportamento do tipo depressivo em D.

melanogaster tratadas ou ndo com OECL;

iii. Identificar alteracGes causadas pela ingestdo de crack no desenvolvimento normal de

D. melanogaster quando na fase adulta tratadas ou ndo com OECL.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material Biologico
Moscas adultas machos e fémeas da espécie D. melanogaster (linhagemCanton S), foram
mantidas em condic¢des controladas de temperatura (~25°c), luz em ciclo claro-escuro
12/12h e umidade, no biotério setorial do Laboratorio de Neurofarmacologia e Fisiologia
Integrativa (LNFI) em parceria com o Laboratdrio de Toxicologia in vivo. Ambos
laboratdrios fazem parte do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Salde, da Universidade
Federal de Alagoas — UFAL.

3.2 Substéncias testadas

Foi utilizado o OECL da industria FERQUIMICA na concentracdo de 0,2% por

via oral. O crack, foi obtido por intermédio da delegacia de entorpecentes da cidade de
Maceié - AL, precedida da devida autorizacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e ordem judicial determinando a entrega e armazenamento da
substancia no LNFI — UFAL, foi utilizado na contragdo de 0,75mg/ml e 1,5mg/ml por

vial oral.

3.3 Avaliacdo da dose-resposta do 6leo essencial de limdo (OECL)
As moscas foram expostas por via oral, por meio de mistura em meio padrao,

composto de fubd, fermento, agar e sacarose, contendo OECL na comida. A realizacdo
de estudo de dose foi necessaria para avaliar o potencial de toxicidade do OECL nas
moscas. Foram preparados vials contendo meio padrdo e o oléo nas seguintes
concentragdes: (i) CTRL; (if) TWEEN 80 0,2%; (iii) 0,06% OECL,; (iv) 0,2%; OECL (v)
0,5% OECL; (vi) 1% OECL. Foi realizado em quadruplicata para cada concentracao
contendo 30 larvas (L1) em cada vial e em seguida observado o nimero de pupas e 0
tempo em dias necessario até a pupacdo, para assim escolher a melhor dose para os

proximos passos do estudo.

3.4.1 Grupos experimentais
As moscas (fase larval e adulta) foram expostas por via oral, por meio de mistura

em meio padrdo de crack e/ou OECL na comida. As moscas foram divididas nos
seguintes grupos experimentais: (i) CTRL; (ii) CTRL + TWEEN 80; (iii) CRACK 0,75
mg/ml (iv); CRACK 1,5mg/ml (v); CRACK 0,75mg/ml + OECL 0,2% (vi) e CRACK
1,5mg/ml + OECL (vii).
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3.4.2 Teste de rastejamento larval
O teste de rastejamento, utilizado para identificar problemas na locomocao larval

(NICHOLS., 2012), foi realizado a partir de larvas mantidas em meio padrdo para D.
melanogaster (CTRL)ou meio padréo acrescido de diferentes concentracdes de crack
(expostas), tratadas com OECL ap06s 24 horas das larvas terem chegado ao estagio L3.
Para a execucdo do teste de rastejamento larval foram utilizadas 15 larvas de cada grupo
experimental, sendo colocadas em uma placa de 20 cm de didmetro coberta por agarose
simples corada com suco de uvaintegral sobreposta a uma folha de papel milimetrado.
Cada larvafoi colocada sobre o gel de agarose para ter o rastejamento filmado durante 1
minuto. Foiavaliado as distancias percorridas pelas larvas expostas ao crack com aquelas
percorridas pelo grupo de larvas mantidas em meio padrdo para D. melanogaster bem

como com o grupo tratado com OECL.

3.4.3 Arena de campo aberto
O teste arena de campo aberto é um teste eficiente para verificar o comportamento

motor e exploratorio do animal (HIRTH., 2010). Foi utilizado o protocolo modificado
de Necksmeyer e Matsuo (2008), que consistem em submeter o animal a caminhada por
um periodo de 1 minuto onde, a distancia percorrida pelo animal é contabilizada. Neste
ensaio foram utilizadas 15 moscas adultas machos por grupo experimental, com média
de 2 a 3 dias devida. Cada animal foi separado e anestesiado com CO2 e acondicionado
individualmenteem tubos do tipo Eppendorf com comida acrescida de crack, OECL ou
crack+OECL e/ou ndo. Foi utilizado uma placa de Petri de 60 mm com gel agarose,
colocada sobre um papel milimetrado com uma grade de 1 cm quadrados, com tampa
transparente sobre a placa; o que limitava o espaco de permanéncia do animal, ao
impedir o seu voo. foi avaliado pelo numero de cruzamentos percorridos o

comportamento exploratério através do espaco percorrido no periodo de 1 minuto.

3.4.4 Teste do nado forcado
O teste de nado forgado tem como finalidade avaliar o comportamento do tipo

depressivo no animal (PETIT-DEMOULIERE, et al., 2005). No ensaio foram utilizadas
um total de 10 moscas machos por grupo, cada animal foi anestesiado com CO2 e
acondicionado individualmente em tubos do tipo Eppendorf com comida acrescida de
crack, OECL oucrack+OECL. Individualmente as moscas foram colocadas em pogos de
4 ml contendo soro fisioldgico. As moscas foram submetidas ao nado por um periodo de
3 minutos, emque foram contabilizados os episddios de duracdo do nado e o tempo de
imobilidade durante todo o teste. Ao final de cada teste verificou-se o0

comprometimento motor de
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cada animal ao retirar do pogo e observar a sua capacidade de caminhar e posteriormente,
voar (HIRTH, 2010).

3.5 Anélise estatistica
As analises estatisticas do teste de rastejamento larval e desenvolvimento normal

foram realizadas usando o programa GraphPad Prism (version 6.0, GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, USA) analisados pelo (ANOVA) one-way, seguido pelo teste de
comparacdo Tukey; considerando significativo p<0,001comparado ao controle. Os
dados do ensaio de sobrevivéncia foram analisados utilizando o teste de log-rank,.sendo
considerado p<0,001 para valores significativos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacéo da dose-resposta do OECL em Drosophila melanogaster

Essa avaliacdo foi realizada por meio da andlise do periodo de pupagdo e
eclosdo em D. melanogaster expostas a diferentes concentracfes de OECL. O estudo de
dose se fez necessario, pois 0leos essenciais podem apresentar toxicidade em insetos e
moscas, 0 que compromete o desenvolvimento larval, atraso na fase de pupa e assim
todo o ciclo da espécie (MIHAJILOV-KRSTEV, et al.,, 2014). Em contrapartida,
apresenta diversas atividades biologicas importantes como antimicrobiana, antioxidante,
anti-inflamatoria, anticonvulsivante, ansiolitico, antidepressivo, antinociceptivo e

neuroprotetor o que reforca a escolha dessa substancia como possivel tratamento.

Devido a natureza de suas moléculas, 6leos essenciais ndo sdo diluidos em agua. Dessa
forma, para permitir uma incorporacdo do o6leo utilizado ao meio padrdo de D.
melanogaster, o0 mesmo foi emulsionado com TWEEN 80 a 0,2% como € descrito na
literatura (SILVA, B., 2020). Na analise do periodo de pupacdo foi avaliada a
porcentagem de larvas que atingiram a fase de pupa tendo recebido as seguintes doses de
OEC: 0,06%; 0,2%; 0,5% e 1% (Figura 1). Assim como também foi analisado a
quantidade de pupas que atingiram a fase adulta (Figura 2). Os grupos foram organizados
em quadruplicatas contendo 30 larvas em cada vial. Durante o estagio de pupa ocorre a
maior quantidade de mudancas na expressdo génica podendo desencadear alteracdes o
que ratifica a necessidade de observar como o OECL pode interferir no ciclo de vida de
D. melanogaster (FERNANDEZ-MORENO, 2007).

4.1.1 Desenvolvimento Larval
O estagio de pupa iniciou no 5° dia ap6s a coleta larval. As pupas foram mantidas

nos frascos a fim de avaliar a taxa de mortalidade nesse estagio de vida. Ao comparar
as diferentes concentracbes do OECL, observamos que os diferentes OECL a 0,5%
apresentou uma significativa diminuicdo nonamero de larvas que atingiram o estagio de
pupa, a0 mesmo tempo em que 0 grupo exposto a concentracdo de 1% ndo conseguiu
evoluir para fase de pupa. As demais concentracbes ndo apresentaram alteracbes no

desenvolvimento de larvas ou pupas.
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Figura 1. Porcentagem de pupacdo de Drosophila melanogaster exposta ao 6leo essencial de Citrus

limon (OECL) em diferentes concentracGes. Resultados expressos em + Erro Padrdo da Média (E.P.M).

One-way ANOVA seguida do post hoc de Tukey. *p<0.01 ou ****p<0.0001 em relacdo ao grupo

controle (CTRL), n=30 larvas.

Para avaliar a sobrevida de D. melanogasterfoi contabilizado o nimero de pupas
que eclodiram em moscas adultas com as eclosdes iniciadas 3 dias apds o inicio da fase
pupal, e seguida por mais7 dias. Conforme mencionado anteriormente, 0 grupo exposto
a concentracdo de 0,1% ndo obteve pupas 0 que comprometeu o desenvolvimento para
as seguintes formas de vida (Figura 2). Observa-se assim toxicidade induzida por altas

doses de OECL (0,5% e 1%), j& que essas provocaram uma menor sobrevivéncia na fase

de pupa e a ndo evolucéo para as demais fases de vida das moscas.

Em concordancia com outros estudos, doses de oléos essenciais superiores a

0,3% apresentaram maior toxicidade enquanto a concentracdo maxima tolerada foi em
torno de 0,2%(IDAOMAR et. al., 2002). Dessa forma, a concentracdo de OECL 0,2% foi

escolhida para

utilizada

nos

testes

posteriores.
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Figura 2. Porcentagem de eclosdo de Drosophila melanogaster exposta ao 6leo essencial de Citrus
limon (OECL) em diferentes concentragdes. Resultados expressos em + Erro Padrdo da Média (E.P.M).
One-way ANOVA seguida do post hoc de Tukey. ****p<0.0001 em rela¢éo ao grupo controle (CTRL),
n= 30 larvas.

4.2 Exposicao de Drosophila melanogaster ao crack e 6leo essencial de liméo
(OECL):Ensaio de desenvolvimento

O acompanhamento, observacdo edesenvolvimento de Drosophila melanogaster foi
observado por meio da contabilizacdo do nimero de pupas e eclosdes diarias. Os resultados
obtidos apresentaram diferenca significativa (*p<0,05)entre os grupos OECL 0,2% e Crack
1,5 mg/ml, quanto ao nimero de pupas e o tempo necessario para que 50% das larvas
pupassem (Figura 3).
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Figura 3. Pupagdo de Drosophila melanogaster ap6s exposi¢do ao crack e 6leo essencial de Citrus limon. (A)
NUmero de pupas e (B) tempo de pupagfo. Valores expressam a media +/- erro padréo da média das medidas
obtidas nas triplicatas. ANOVA one-way, pds-teste Tukey. **p<0,05 ; ***p<0,001 n=30 larvas. Fonte:
Autor

Em A houve uma Diminuicdo no numero de pupas nas concentracbes de 0,75
mg/ml e 1,5 mg/mlde crack em relacdo as concentracdes de 0,75mg/ml e 1,5 mg/ml de
crack + OECL 0,2% respectivamentee uma diminuicao significativa na contagem de pupas
1,5 mg/ml em relagdo ao grupo tratado, apenas, com OECL 0,2%. E em B foi observado
um aumento significativo no tempo de pupacdo de 50% das larvas emrelagcdo aos grupos
CTRL + TWEEN 80 e OECL 0,2%.

Apesar de ndo ser uma via comumente utilizada para exposicdo ao crack, na
literatura ha relatos da utilizacdo da cocaina por via oral em D. melanogaster. Esta
exposicdo tem sido descrita como capaz de produzir efeitos deletérios da exposi¢do de
cocaina neste modelo animal (WILLARD, 2006). Uma das consequéncias da ingestdo de
cocaina por D. melanogaster é a alteragd0o em neurotransmissores como a dopamina e
serotonina, essas interferéncias a niveis moleculares podem desenvolver degeneracdo
tecidual, modificacGes morfologicase dessa forma prejudicar maturagéo das larvas e etapas
posteriores em pupas e moscas adultas (LIMA, R.R., 2007). Era esperado que essas
alteracbes também ocorressemem D. melanogaster expostas ao crack visto que essa é

derivada da cocaina (Figura 4).
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Figura 4 . : Eclosdo de Drosophila melanogaster ap6s exposicao ao crack e 6leo essencial de C.limon. C
nimero de eclosdes. E em D tempo de eclosdo em dias..**p<0,05; ***p<0,001. Valores expressam a
média +/- erro padrdo da média das medidas obtidas nas triplicatas. ANOVA one-way, pés- teste Tukey.
Fonte: Autor

Em C houve uma diminui¢do no numero de eclosdes nas concentracdes de 0,75
mg/ml e 1,5 mg/ml de crack em relagdo as concentracfes de 0,75mg/ml e 1,5 mg/ml de
crack + OECL 0,2% respectivamente e uma diminuicdo significativa na contagem de
eclosbes do grupo 1,5 mg/ml em relacdo ao grupo tratado, apenas, com OECL 0,2%. E em
D foi observado um aumento significativo no tempo de eclosdo de 50% das larvas
expostas as concentracdes de 0,75mg/ml e 1,5mg/ml de crack. Os resultados se mostram
promissores, uma vez que Vvisto que as D. melanogaster expostas ao crack e tratadas com
OECL apresentaram um aumento quanto ao namero de pupas e eclosdes sugerindo um
efeito neuroprotetor mediado por OECL

Os dados coletados corroboram com estudos que ja& mostram a toxicidade da

cocaina no periodo de desenvolvimento e seus efeitos nas moscas, assim como em ratos,
camundongos, zebrafish e humanos, por meio de mecanismos neurais, mostrando a
sensibilidade das moscas frente a drogas psicoativas (HIGHFILL, 2019). Além disso, 0s
efeitos positivos do OECL, que assim como outros O6leos citricos em baixas
concentragdes ndo apresentam toxicidade para as Drosophila e ainda possuem

propriedades benéficas para o desenvolvimento cerebral (SILVA, 2020).
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4.3 Efeitos da exposicéo do crack e do OECL no rastejamento larval de Drosophila
melanogaster

No teste de rastejamento larval (Figura 5 e Figura 6)foi observado a
porcentagem de mobilidade realizada pela larva durante um periodo de 1 min. Nos
resultados demonstraram uma mobilidade aumentada nos grupos expostos ao crack, na

concentragdo de 0,75mg/ml, quando comparados ao grupo CTRL.

< 80+

S o = CTRL

- *

g 60 =3 CTRL + TWEEN
< =1 CRACK-0,75
|

i 40+ = CRACK - 0,75+ OEL
< = OEL

3 504

= 20

m

g o

Figura 5:Analise da distancia calculada usando o nimero de cruzamentos x 0,5cm. Resultados
expressostE.P.M. ANOVA one way, pos-teste Tukey. * Diferenga significativa em relagdo ao grupo
Controle; ****Diferenca significativa em relacdo aos demais grupos ( p < 0,0001).

Na literatura, estudos indicam que a excitacdo e a motilidade tendem a aumentar
em moscas adultas ao serem expostas a condi¢es experimentais na presenca de dopamina
ou de substancias que promovam 0 aumento da atividade desse neurotransmissor
(LEBESTKY et al., 2009). Isso se deve ao fato de que a dopamina, um neurotransmissor
da classe das monoaminas, apresenta a capacidade de modular varias redes neurais
diferentes e assim influenciar na regulacéo de diferentes classes como comportamento e
funcbes executivas (FERREIRA, K, et al., 2012). Caracteristicas como a quimioatracao
dependente de dopamina, e a capacidade de sensibilizacdo dessa espécie a cocaina
(substancia base para o crack), fazem da Drosophila um importante modelo alternativo
para o estudo do impacto neurofisioldégico dessa droga (ABOLAJI et al., 2013;
SHIBUYA et al., 2021). Sobre a sensibilizacdo a cocaina, esta diz respeito a capacidade
do animal apresentar resposta a estimulacdo causada pelo contato com a cocaina. A
cocaina age se ligando aos transportadores dopaminérgicos de membrana (DAT), e
blogqueando-os. Os DAT sdo responsaveis pela receptacdo da dopamina liberada na fenda
sinaptica; com seu bloqueio pela a cocaina, promove-se, Como consequéncia, 0 aumento
dos niveis de dopamina na fenda sinaptica, potencializando, assim, a acdo dessa
monoamina. Uma das principais consequéncias da a¢do da cocaina é o aumento dos niveis

locomotores do organismo, juntamente com a ocorréncia de comportamentos
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classificados como estereotipados (HEBERLEIN et al., 2009).

O resultado (figura 5) apresenta um padrdo de aumento na motilidade de larvas
expostas a concentracdo de 0,75 de crack, bem como uma diminui¢do no grupo exposto
a essa mesma concentracao de crack, porém acrescido de OECL, de modo que reforga os
achados na literatura.
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Figura 6: Analise do periodo de imobilidade calculada usando o nimero de cruzamentos x 0,5cm.
Resultados expressos +E.P.M. ANOVA one way, pds-teste Tukey. * Diferenca significativa em relagéo ao
grupo Controle.

Sabe-se também que as mudancas em comportamento apresentam a capacidade de
alterar de acordo com a quantidade de droga, podendo apresentar de alta motilidade a
acinesia (HEBERLEIN, et al., 2009). Dada essa importancia, pode-se observar uma
reducdo de motilidade nos grupos expostos a uma concentracdo de crack maior
(1,5mg/ml) quando comparada ao grupo exposto a concentracdo de 0,75mg/ml (Figura
6), o que reforca os achados. Além disso, larvas com meio acrescido de OECL néo
apresentaram diferenca significativa de motilidade ao serem comparadas com 0 grupo
controle, assim ressalta ndo haver interferéncia negativa no uso do 6leo na concentragédo

escolhida.

4.4 Efeitos da exposic¢éao do crack e do OECL na locomogéo de Drosophila
melanogaster

Na avaliagdo em campo aberto, os resultados exprimem que moscas adultas
expostas ao crack (1,5mg/ml) tiveram uma diminuicdo significativa em distancia
percorrida (Figura 7) quando comparadas ao grupo controle e que este efeito sofreu
modificacdo pelo tratamento concomitante com OECL. Nesse teste, ndo houve

diferenca significativa entre o grupo OECL em relacdo ao CTRL.
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Figura 7: Arenas em placa de petri. HA maior exploracdo pelos grupos controle e grupos expostos a
OECL. Diferencas significativas entre a porcentagem média de distancia percorrida no grupo crack
1,5mg/ml aosgrupos CTRL**** OECL 0,2% ***(p <0,0001). Para cada arena n = 15

Os experimentos da locomocéo foram realizados em virtude da premissa de que o
crack altera a atividade locomotorados animais pelo uso agudo ou crénico (HIRTH,
2010). A avaliacdo de comportamento permite observaruma sensibilizacdo das moscas
ao psicoestimulante, o que pode promover uma alteracdoparcial ou total na capacidade
de movimentacao de moscas (BAITON, R. et al., 2000).

Os achados na literatura que trazem a abordagem do efeito de crack na locomocgéao
de moscas ainda sdo em numeros bem reduzidos. No entanto, é possivel encontrar estudos
que utilizam cocaina associado ao risco de maior neurotoxicidade em moscas, 0 que
acarreta alteraces motoras e cognitivas capazes de serem detectadas em testes de
locomog&o como o teste de campo aberto (ROTHENFLUH, A., 2002; BAITON, R. etal.,
2000). A partir do avanco nesses estudos, novos questionamentos surgiram acerca da
influéncia de cocaina na locomoc¢do de moscas, mas dessa vez questionava-se a dose-
dependéncia. Observou-se que em baixas doses € possivel observar um aumento na
locomogdo ao passo que altas doses podem nédo levar a uma elevacdo de locomocéo,
como também, uma diminuicdo desse comportamento (FILOSEVIC; AL-SAMARAI;
WALDOWSKI, 2018). Essa observacdo revela que ha uma relagdo nédo linear entre
locomocéo e sensibilizacdo a cocaina.

Em consonédncia com os descritos, foi possivel observar uma diminuigdo na
locomocao de moscas do grupo crack 1,5mg/ml quando comparadas ao grupo 0,75mg/ml.
Outros estudos demonstraram que ap0s a primeira exposicdo a cocaina as moscas

apresentaram hiperatividade locomotora seguida de sedagdo, porém apds administracao
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de uma segunda dose o animal apresentava diminui¢do da resposta locomotora, sugerindo
o fenbmeno de tolerdncia, no qual o animal ndo mais responde aos estimulos,
necessitando de doses cada vez maiores para 0 mesmo efeito locomotor (ATKINSON,
2010).

Em modelo de D. melanogaster, a utilizacdo de OECL resultou na melhora
significativa do padrdo comportamental como também pardmetros bioquimicos
(OYELEYE, S, et al., 2021). Enquanto que em ratos o uso de compostos com maior
presenca de OECL foi capaz de reverter déficits de memoria pela reducdo de estresse
oxidativo associado a efeitos inibitorios da colinesterase (OYELEYE, S, et al., 2021). O
resultado desses achados em diferentes espécies sdo indicativos do potencial neuprotetor
a ser explorado de OECL. Conforme ja mencionado, o presente estudo tem um padrdo de
melhora no comportamento de ambos os grupos OECL+crack, na avaliacao de distancia
percorrida no teste arena de campo aberto é notdrio o aumento de atividade realizada
por estes grupos indicando assim uma capacidade de amenizar efeitos negativos

provocados pelo crack.

4.5 Efeitos da exposicéo do crack e do OECL no comportamento do tipo depressivo
de Drosophila melanogaster
N&o foram observadas alteracdes significativas na laténcia para imobilidade

(Figura 8A) e duracdo da imobilidade (Figura 8B) nos grupos expostos ao crack e/ou
OECL, em relacdo ao grupo CRTL.
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entre 0s grupos experimentais. A significancia foi determinada por por ANOVAs one-way seguido pelo
poés-teste de Tukey (Graphpad Prism). NS=sem relevancia estatistica. E em B Teste de imobilidade
ressaltando que ndo ha expressdo do comportamento tipo-depressivo entre os grupos analisados. A
significancia foi determinada por por ANOVAs one-way seguido pelo pos-teste de Tukey Graphpad

Prism). NS=sem relevanciaestatistica.

O TNF tem sido amplamente utilizado para estimar a eficacia de substancias
antidepressivas em roedores, porém recentemente foi adaptado para Drosophila. Essa
adaptacdo foi realizadavisto que essa espécie possui um sistema de neurotransmissores
semelhantes ao de mamiferos bem como muitas de suas estruturas cerebrais s&o
envolvidas emcomportamentos semelhantes (HIBICKE, M.,2022).

O TNF é ainda comumente utilizado para medir a capacidade de responder
adversidades inescapaveis, em que o comportamento passivo (imobilidade) é encarado
como um comportamento do tipo depressivo, enquanto a reducdo de imobilidade é
considerada um efeito antidepressivo (HAO C, et al., 2013). Embora os resultados néo
expressem estatisticas significativas na laténcia de imobilidade, é possivel notar uma
tendéncia de aumento do tempo de imobilidade para o grupo exposto a concentragao
mais alta de crack (1,5mg/ml), assim
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como também é possivel notar uma tendéncia para diminuicao de laténcia para o grupo
exposto a 0,75mg/ml de crack.

Hibicke M. (2022) relata que a resposta locomotora de Drosophila ao TNF
depende de variaveis como sexo, substancias administradas e quantidade de doses. Além
disso, essa metodologia adaptada ainda apresenta controvérsias no resultado de seus
comportamentos e neurocircuitos envolvidos (HIBICKE, M.,2022). No entanto, 0 TNF
em Drosophila tem como beneficio auxiliar na definicdo de quais sdo as modulagdes
genéticas comportamentais de relevancia, bem como elucidar mecanismos envolvidos nas
mudancas de comportamento especificas, isso se deve ao fato de que esse género permite
maiores modulacgdes genéticas com custos reduzidos (RASTI A. et al., 2021).
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5. CONCLUSAO

O estudo do impacto de drogas de abuso vem se expandindo e s 0 modelo animal
de Drosophila se destaca como um promissor para esse fim, dada a capacidade de
sensibilizagdo comportamental destes animais & cocaina. A demonstragdo de mudancgas
nos comportamentos (passiveis de quantificacdo da frequéncia, intensidade ou tipo de
movimento), os quais sdo induzidos por repetidas exposi¢fes a droga de abuso como o
crack podem mimetizar o que acontece com pacientes usuarios de tais substancias.
Dados da literatura relacionam também que doses de dleos essenciais tem potencial de
toxicidade para insetos como moscas. Nesse sentindo, nossos resultados demonstraram
a utilizacdo da dose de 0,2% do OECL como sendo ndo toxica em D. melanogaster e
passivel de utilizacdo em ensaios futuros neste modelo animal.

As alteracdes da locomocdo de D. melanogaster ap6s a exposi¢do ao crack
corroboram com a hipotese de sensibilizacdo ndo dependente de doses desta substancia
psicoestimulante, bem como o uso de OECL associado ao crack demonstram efeitos
promissores diante da capacidade de atenuar efeitos de hiperlocomocdo e mesmo
desenvolvimento, o que revela a importancia da investigacdo de substancias naturais na
atenuacédo dos efeitos adversos de drogas de abuso. Com isso, no futuro, a utilizagdo de
substancias naturais pode ser incluida no tratamento de pacientes usuarios de substancias

psicoestimulantes.
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