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RESUMO

A adicao ao crack tem se apresentado como um grave problema social e de saude
publica no mundo, principalmente em paises emergentes como o Brasil. Esta droga,
gue tem a cocaina como principio ativo, possui maior potencial de abuso em relacéo
as formas cheirada e inalada, além de estar relacionada a maiores indices de
violéncia e a um descontrole comportamental caracteristico. O presente estudo
objetivou verificar a ocorréncia de alteracbes comportamentais, bioquimicas e
moleculares em modelo animal de inalacdo crbnica de “crack”, focando nos sistemas
dopaminérgico e endocanabindide no cortex pré-frontal. Dados na literatura sugerem
um envolvimento desses sistemas nos mecanismos da adi¢cdo a cocaina, mas essa
relacdo no cortex pré-frontal, principal regido responsavel pelo controle
comportamental, ainda ndo estd bem elucidada. Camundongos C57BL/6 machos
foram divididos em um grupo controle e um grupo crack, sendo o ultimo submetido a
duas inala¢gbes diarias de crack, por um periodo de 11 dias. As concentragfes de
cocaina e seus metabolitos, com destaque a metilecgonidina (MEG), no sangue dos
animais, foram avaliadas por GC-MS. A concentracdo de MEG, um metabdlito
exclusivo do crack, com maior potencial neurotoxico do que a cocaina em si e
neurotoxicidade aditiva quando associado a ela, foi muito maior do que a da propria
cocaina e, também, maior do que ja descrito em outros trabalhos. Observou-se que
0S animais expostos ao crack apresentaram hiperlocomoc¢do durante todo o
experimento, mas ndo houve diferenca ao longo das sessfes de inalacdo. Além
disso, esses camundongos apresentaram um comportamento peculiar, caracterizado
por pulos repetitivos nos cantos da caixa durante teste no campo aberto,
aparentando uma tentativa de fuga, e a frequéncia desse comportamento aumentou
ao longo das inalagBes. Apds avaliagdo da expressdo génica no cortex pré-frontal
por qPCR, verificou-se que os niveis de mRNA de AFosB, um fator de transcricéo
importante no desenvolvimento da adicdo, estava aumentada nos animais
submetidos a inalacdo de crack. Os genes dos receptores dopaminérgicos DI1R,
D2R e D3R, além da enzima de sintese de dopamina tirosina hidroxilase,
apresentaram upregulation nos animais do grupo crack, enquanto que genes
relacionados ao sistema endocanabindide, como o receptor CB1 e as enzimas de
degradagcdo FAAH e MAGL, apresentaram downregulation. Essas alteracdes



também foram observadas na expressdo proteica. Além disso, por meio da
quantificacdo por HPLC, observou-se uma diminuicdo dos niveis de dopamina e
seus metabdlitos no cortex pré-frontal dos animais submetidos a inalacéo de crack.
Avaliando em conjunto os dados obtidos, o protocolo experimental e as informacdes
encontradas na literatura, podemos inferir que apos onze dias de inalacao de crack
0s camundongos se encontraram em um estagio de dessensitizacdo do sistema
mesocorticolimbico, e que os efeitos observados nos sistemas dopaminérgico e
endocanabindide no coértex pré-frontal podem ser os mediadores dessa
neuroadaptacdo. Considerando que a inalacdo cronica de crack promoveu
alteracdes ainda ndo descritas para modelos com cloridrato de cocaina, e que 0s
niveis de MEG encontrados no sangue dos animais submetidos a inalacéo foi muito
maior do que o0s da cocaina, surge a possibilidade dessas alteracbes serem

mediadas pelo MEG, e ndo apenas pela cocaina.

Palavras-chave: crack, coértex pré-frontal, sistema dopaminérgico, sistema

endocanabindide.



ABSTRACT

Crack cocaine addiction is a major social and health problem. This drug has higher
abuse potential compared to other forms of cocaine, and it's more related to
criminality and impaired control over behavior. This study aimed to evaluate
behavioral, biochemical and molecular changes in a chronic crack cocaine inhalation
model, focusing on dopaminergic and endocannabinoid systems in prefrontal cortex.
It has been suggested an involvement of these systems in cocaine addiction, but this
interaction in the prefrontal cortex, the main region involved in behavioral control,
remains unclear. Male C57 BL/6 mice were divided into control or crack cocaine
group. Mice from crack cocaine group were submitted to two inhalation sessions of
crack cocaine a day, for an eleven days period. Locomotor activity was assessed
after the exposure and mice from crack cocaine group exhibit hyperlocomotion in all
sessions, however, there was no difference over the inhalation days. Moreover,
these animals exhibit a particular behavior that was called “escape jumping”,
consisting in repetitive jumps in the corner of the open field, and the frequency of this
jumps increased statistically with a time effect. GC-MS of blood collected right after
the last inhalation session for quantification of cocaine and its metabolites, revealed
that methylecgonidine (MEG) concentration was much higher than cocaine itself in
mice exposed to crack cocaine. MEG is an exclusive crack cocaine metabolite and it
was shown that this metabolite had greater neurotoxic potential then cocaine itself,
and an additive neurotoxicity when associated to cocaine. Gene expression analyses
by real time PCR revealed that AFosB mRNA levels, a key molecule in the
establishment of addiction, were increased in the prefrontal cortex of mice submitted
to crack cocaine exposure. Concerning the genes from dopaminergic and
endocannabinoid systems, it was observed that chronic crack cocaine inhalation
promoted upregulation of dopamine receptors and tyrosine hydroxylase, while most
genes related to endocannabinoid system, CB1l receptor and cannabinoid
degradation enzymes, were downregulated. Also, dopamine and its metabolites,
dopac and hva levels assessed by HPLC were reduced in prefrontal cortex of mice
exposed to crack cocaine inhalation for eleven days. Taking together our data, the
regimen of drug exposure and data found in literature, it is possible to suggest that
after eleven days of crack cocaine exposure mice developed neuroadaptations in
order to reduce reinforcement mechanisms, and that dopaminergic and
endocannabinoid systems might be mediators of this process. Since our data shows
alterations produced by crack cocaine exposure that were never described previously
in cocaine hydrochloride models, and considering the much higher levels of MEG
than cocaine found, we could raise the possibility that those alterations might be
mediated by MEG and not only by cocaine.

Keywords: crack cocaine, prefrontal cortex, dopaminergic system, endocanabinoid
system.
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1 INTRODUCAO

1.1 A histéria do crack

A historia das civilizagbes apresenta indicios de que o ser humano sempre
procurou manipular o poder herbario em busca da alteracdo da consciéncia e do
estado emocional. Portanto, o uso de substancias psicoativas pode ser considerado
uma pratica milenar e universal (PACHECO, 2004). No entanto, hd muitos anos, o
abuso de drogas vem sendo tratado como um grave problema social e de saude
publica, devido as suas consequéncias devastadoras para a sociedade. De acordo
com o relatério anual mundial sobre o uso de drogas do UNODC (Escritério das
NacGes Unidas sobre Drogas e Crime-2010), bilhdes de ddlares s&o gastos
anualmente na prevencgéo e tratamento de usuarios de drogas em todo o mundo. A
droga ilicita mais utilizada mundialmente é a maconha, seguida de estimulantes
como anfetaminas, cocaina e crack, e drogas opiéides (UNODC, 2010). Enquanto o
uso de cocaina nos EUA, maior mercado do mundo, vem diminuindo nos ultimos
anos, aumentos significativos tém sido observados na Asia, Oceania, Caribe,
Ameérica Central e América do Sul (UNODC, 2013). O Brasil representa 20% do
consumo mundial de cocaina/crack e é considerado o maior mercado de crack do
mundo (LARANJEIRA et al., 2012).

A cocaina € um psicoestimulante que conquistou extrema popularidade
como droga recreativa ilicita entre os anos 70 a 90 (SIEGEL et al., 1982, MARANDA
et al., 2004, Goldstein e col.,, 2009). Contudo, € milenar 0 uso terapéutico da
cocaina. As folhas da planta Erythroxylum coca sempre foram utilizadas em chas ou
mesmo mastigadas por habitantes das regifes do Peru e Bolivia como alivio para
cansaco, fome e aumento da resisténcia ao frio (GOLDSTEIN et al., 2009). No inicio
do século XX, as propriedades da cocaina eram empregadas com as mais diversas
finalidades, como ténicos cerebrais, tratamento para dor de dente e anestésico local.
Entretanto, os efeitos colaterais relatados, tais como dependéncia, comportamento
psicotico e Obito levaram & proibicdo da cocaina e a restricdo ao acesso pela
populacao, tornando-a entdo uma droga de abuso ilicita (MARANDA et al., 2004,
GOLDSTEIN et al., 2009).
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Nos anos 70, o consumo generalizado da cocaina aumentou principalmente
como droga recreativa (MARANDA et al.,, 2004). Durante essa fase de grande
popularidade da cocaina a populacédo de classe média com escolaridade superior
foram os maiores consumidores, em decorréncia do alto custo do entorpecente
(HATSUKAMI et al., 1996). A cocaina é obtida a partir da maceragdo das folhas de
Erytroxylum coca com um solvente, como o éter, formando-se a pasta base de
cocaina, que, por sua vez, é tratada com acido cloridrico refinando-se o produto e
obtendo-se o cloridrato de cocaina. O cloridrato de cocaina € um p6 branco
facilmente solivel em agua e comumente administrado por via nasal ou intravenosa.
Devido ao seu alto ponto de fusdo (196°C, sofrendo decomposicdo a essa
temperatura) essa forma nao pode ser fumada (CHASIN et al., 2008).

A partir do inicio dos anos 90, a forma fumada da cocaina (crack) difundiu-se
mundialmente (TOENNES et al.,, 1999, MARANDA et al., 2004). Diversos fatores
contribuiram para o aumento no uso do crack nos ultimos anos, incluindo o baixo
custo de aquisicao quando comparado a cocaina em po, a intensidade e rapidez do
efeito produzido por essa droga, e o menor risco de transmisséo de HIV e hepatite C
uma vez que ndo ha o compartilhamento de agulhas (COSTA-LEITE; ANDRADE,
1999). A inalacédo do cloridrato de cocaina requer entre 3 a 5 minutos para o inicio
do efeito estimulante, enquanto que o efeito da cocaina fumada se inicia dentro de 5
a 8 segundos (HAIM et al., 1995). A rapidez e maior intensidade do efeito da
cocaina obtido com o uso do crack contribuem para um maior potencial de abuso da

droga, bem como maior propensdo a dependéncia quando comparado a outras vias

de administragao.

Figura 1. Amostra de pedra de crack apreendida pela Delegacia de Entorpecentes da Policia Civil do
Espirito Santo e utilizada nos experimentos.
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O crack pode ser obtido a partir do aguecimento de uma solu¢cdo aquosa de
cocaina, adicionada a uma substancia basica (frequentemente o bicarbonato de
soédio ou aménia). E formada uma fase oleosa que posteriormente é resfriada para
gue a base livre precipite obtendo-se cristais irregulares (Figura 1). Essas “pedras”
obtidas podem ser fumadas e durante a queima produzem um som caracteristico
gue Ihe conferiu 0 nome “crack” (GARCIA, 2009). Por conter frequentemente um teor
de cocaina menor do que a forma em po e sofrer grande adulteracdo, essa nova
forma de producdo permitiu o barateamento da droga, tornando-a mais acessivel
aos consumidores de menor renda, fator que contribuiu para sua rapida
disseminacdo (MARANDA et al., 2004). Essa nova forma de cocaina gerou uma
mudanca nos padrdes de consumo e no perfil dos usuarios.

Um estudo realizado pela Fundagdo Oswaldo Cruz em parceria com a
Secretaria Nacional de Politicas sobre Drogas (MS-Brasil) em 2013, revelou que
aproximadamente 370.000 pessoas fazem uso regular de crack e/ou similares nas
capitais no pais, o que corresponde a 35% dos consumidores de drogas ilicitas com
exce¢do da maconha. Além disso, estima-se que cerca de 40% dos usuarios se
encontram em situagdo de rua enquanto que aproximadamente 55% possuem
moradia propria ou alugada. Esses usuarios consomem em média 16 pedras de
crack por dia (BASTOS; BERTONI, 2013).

Além da intensa sensacao de prazer e euforia, 0 crack provoca no usuario um
estado de hiperatividade, insonia e perda do apetite, que leva a uma exacerbada
perda de peso caracteristica. O crack apresenta maior potencial de abuso em
comparacdo a cocaina em poO, bem como maior propensao a violéncia e atos
criminosos (SCHIFANO;CORKERY, 2008). Como os efeitos do crack sédo rapidos e
intensos, mas, de curta duracgdo, a “fissura” pelo crack € avassaladora, o que leva o
usuario a uma busca incontrolavel pela droga independente das possiveis

consequéncias.

Estudos revelam que o abuso de crack esta relacionado a déficits cognitivos,
resultando em baixo desempenho em testes de atencdo, memoéria verbal e visual,
capacidade de aprendizagem e danos em fungbes executivas, em processos de
controle e integracdo destinados a execucao de um comportamento (BOLLA, 1999;
CUNHA et al.,, 2004; MEYER et al., 2014). Esses déficits cognitivos podem estar
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relacionados a problemas em regides cerebrais frontais e temporais (CUNHA et al.,
2004). Alteracdes neuroquimicas no lobo frontal observadas em individuos com
historico de dependéncia ao crack se mostraram persistentes mesmo apods a

descontinuacdo do uso da droga por longo periodo (CHANG et al., 1999)

Durante o fumo do crack, o aguecimento da cocaina gera um produto
denominado metilecgonidina (MEG), também conhecido como anidroecgonina metil
éster (AEME) ou éster metil anidroecgonina (EMA) (figura 2). Esse composto &
gerado exclusivamente a partir da pirélise da cocaina, sendo, portanto, um marcador
analitico do uso do crack (WOOD et al., 1996; TOENNES et al., 1999). Um estudo
de viabilidade celular em cultura primaria de células hipocampais de ratos revelou
gue o MEG apresenta um potencial neurotdéxico maior do que a prépria cocaina, e
gue, quando associados, ocorre um efeito aditivo, sugerindo um maior risco de
neurotoxicidade com o uso do crack em comparacdo ao uso da cocaina em po
(GARCIA et al, 2012). Ao utilizar essa via de administracdo, tanto a cocaina quanto
MEG séo volatilizadas, inaladas e absorvidas através dos alvéolos pulmonares. Um
estudo realizado por Scheidweiler et al. (2003), em ovelhas, mostrou que ambas as
substancias apresentaram volume de distribuicdo aparente maior do que o volume
sanguineo das ovelhas, sugerindo que estas se distribuem para os demais tecidos.
Nesse mesmo estudo, uma dose de 4mg/kg de cocaina apresentou meia-vida de
10,6 minutos, enquanto que 3mg/kg de MEG apresentou meia-vida entre 16,3 e 17,8

minutos.

Uma vez absorvida, a cocaina atinge rapidamente o SNC e exerce seus
efeitos principalmente no sistema dopaminérgico, desencadeando uma

hiperestimulacdo desse sistema (RITZ et al., 1990).
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Figura 2. Produtos do metabolismo e pirélise da cocaina (CHASIN et al., 2008; GARCIA, 2009).

1.2 Cocaina e o sistema dopaminérgico

A maioria das drogas de abuso afeta, direta ou indiretamente, a
neurotransmissdo dopaminérgica. A cocaina inibe a recaptacdo de monoaminas,
principalmente da dopamina, no SNC (RITZ et al, 1990). O bloqueio do
transportador de dopamina (DAT) leva ao acumulo do neurotransmissor na fenda
sinaptica, com consequente hiperestimulagcdo dos neurbnios pos-sinapticos no
sistema mesolimbico, gerando os sintomas classicos de euforia e agitacdo (Figura
3).
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Figura 3. Efeito da cocaina na neurotranmissao dopaminérgica (SWIFT; LEWIS, 2013). A-
neurotransmissdo dopaminérgica normal; B- bloqueio da receptacdo de dopamina pela cocaina
promovendo acumulo do neurotransmissor na fenda sinaptica e subsequente aumento da sinalizagcéo
pos-sinaptica.

A sintese de dopamina ocorre nos terminais dos neurénios dopaminérgicos a
partir de seu precursor, 0 aminoacido tirosina, em um processo envolvendo dois
passos enzimaticos. Primeiramente, a tirosina sofre acdo da enzima tirosina
hidroxilase (TH) convertendo-se em dihidroxifenialanina (L-DOPA). Essa enzima
requer ferro e tetrahidrobioptertina como co-fator e sua acéo representa a etapa
limitante da sintese de dopamina. A L-DOPA recém-produzida € rapidamente

convertida em dopamina (DA) por acdo da enzima aminoacido aromatico
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descarboxilase, também conhecida como DOPA descarboxilase, que utiliza o fosfato
de piridoxal como co-fator (BRUNTON et al., 2012; STANDAERT;GALANTER, 2013)

Apds ser sintetizada, a dopamina € armazenada em vesiculas pelo
transportador vesicular de monoaminas (VMAT2) e, com a chegada do potencial de
acao, os canais de calcio voltagem-dependentes se abrem permitindo o influxo de
Ca®" , que promove a fusdo das vesiculas com a membrana pré-sinaptica liberando
a DA na fenda sinaptica (BRUNTON et al., 2012; STANDAERT;GALANTER, 2013)

O sinal produzido pela ativacdo dos receptores pds-sinapticos pela dopamina
pode ser interrompido de diferentes formas. Na membrana pré-sinaptica estao
localizados os transportadores de dopamina (DAT) que realizam a recaptacao de
aproximadamente 80% da DA liberada. (HALBACH; DERMIETZEL, 2006). Uma vez
recaptada pela célula pré-sinaptica, a DA pode ser reciclada em vesiculas para uso
subsequente na neurotransmissdo (pelo VMAT?2) ou pode ser degradada pela acéo
da enzima monoamina oxidase (MAO), especialmente pela isoforma B (MAO-B). A
acao da MAO, juntamente com a aldeido desidrogenase, produz como metabdlito o
acido dihidroxifenilacético (DOPAC). Parte da dopamina que nédo € recaptada pode
ser degradada pela acdo da catecol-O-metil transferase (COMT) produzindo &cido-
homovanilico (HVA), que também pode ser originado pelo metabolismo de DOPAC,
por essa mesma enzima. Em humanos, o HVA é o principal metabdlito da dopamina,
enquanto que em roedores o metabdlito principal € o DOPAC (COOPER, 1996;
STANDAERT;GALANTER, 2013)

Os receptores dopaminérgicos sao receptores acoplados a proteina G e se
dividem em 2 classes: receptores do tipo D1 (D1-like) e receptores do tipo D2 (D2-
like). A classe D1 contempla os subtipos D1 e D5, que sdo acoplados a proteina
Gs/olf, portanto aumentam a producao de AMPc por ativarem a enzima adenilato
ciclase, e sdo encontrados pdés-sinapticamente em neurénios dopamino-receptivos.
Ja a classe D2 contempla os subtipos D2, D3 e D4, ambos acoplados a proteina Gy,
diminuem a concentragcdo de AMPc ap0s ativacdo e estdo localizados tanto pos-
sinapticamente como pré-sinapticamente em neur6nios dopaminérgicos (RANKIN et
al., 2010; BEAULIEU;GAINETDINOV, 2011). Ao contrario da classe D1, que nédo
apresenta introns nas suas regides codificantes, os genes que codificam receptores
D2-like possuem Vvérios introns, permitindo a formacédo de variantes de splicing. As

mais importantes sdo as isoformas curta (D2S) e longa (D2L) dos receptores D2R,
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em que a isoforma longa possui adicionalmente 29 aminoacidos na terceira alca
intracelular. Enquanto D2L € mais expressa em neurfnios pos-sinapticos, D2S é
mais expressa pré-sinapticamente e atua principalmente como auto-receptor,
regulando a liberacéo de dopamina (DE MEI et al., 2009).

Estruturalmente, o0s receptores dopaminérgicos possuem sete dominios
transmembrana, trés algas extracelulares e trés algas intracelulares, sendo que a
familia de receptores D1 apresenta uma longa cauda C-terminal e uma alca
citoplasmatica curta entre as hélices transmembranares 5 e 6 , enquanto a familia de
receptores D2 apresenta uma cauda C-terminal curta e uma longa alca
citoplasmatica entre as hélices 5 e 6 (BEAULIEU;GAINETDINOV, 2011). Essas
diferentes proteinas receptoras estdo distribuidas de forma distintas pelo sistema
nervoso central (SNC). D1 e D2 s&o altamente expressos no corpo estriado, nucleo
accumbens (NAcbh), substancia negra, tubérculo olfatério e cortex pré-frontal.
Receptores D3 tem maior distribuicdo no NAcb, tubérculo olfatério e area tegmental
ventral, enquanto que D4 € mais encontrado no coértex pré-frontal, mesencéfalo e
amigdala. Ja os receptores D5 sdo expressos em baixos niveis e localizam-se
principalmente no hipocampo, hipotalamo e tubérculo olfatério. (KVERNMO et al,
2006; BRUNTON et al., 2012).

Dentre os variados receptores dopaminérgicos, 0s que tém se mostrado mais
relacionados a aspectos motivacionais, de reforco e recompensa, além de
aprendizagem e memoéria, sdo D1, D2 e D3. Isso se deve em grande parte a
distribuicdo desses receptores, visto que Sd80 muito expressos em regides que
participam do sistema mesocorticolimbico dopaminérgico. Alteragdes nesse sistema

sao as principais responsaveis pelos efeitos observados no abuso de drogas.

Apesar de apresentarem diferentes mecanismos de acao, as drogas de abuso
produzem alguns efeitos em comum no sistema nervoso central, destacando-se a
ativacdo do sistema mesolimbico dopaminérgico. Esse circuito esta envolvido na
modulacdo das respostas que envolvem uma recompensa, regulando as respostas a
reforcadores naturais envolvidos com a sobrevivéncia e reprodugcdo, como comida,
bebida, sexo e interacéo social e, ainda, qualquer estimulo que gere uma sensacao
de prazer (NESTLER, 2001).

O sistema de recompensa consiste principalmente de neurdnios

dopaminérgicos da area tegmental ventral (VTA) que projetam-se para as regides do



23

nacleo accumbens (NAcb), amigdala, hipocampo, além do cértex pré-frontal (CPF)
(NESTLER, 2005) (Figura 4).
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Figura 4. O circuito de recompensa. (RUSSO & NESTLER, 2013)

A estimulacdo dopaminérgica no NAcb é a principal responsavel pelas
respostas de prazer e satisfagdo. Centros de memdria como o hipocampo e a
amigdala fazem com que o individuo lembre-se da acdo realizada que levou a
sensacao de prazer. A regido do cortex pré-frontal € responsavel pelas avaliacbes e
decisbes tomadas pelo individuo perante uma determinada situacdo, por exemplo,
permitindo que um individuo desista de realizar uma ag¢do que envolva uma
recompensa frente as consequéncias negativas dessa acdo. (NESTLER 2005;
GOLDSTEIN E VOLKOW 2002).

As drogas de abuso, incluindo a cocaina, afetam essa via com uma forca e
persisténcia ndo observadas em reforcadores naturais, como agua e comida
(NESTLER, 2001). Dessa forma, a sensacao de prazer intensa gerada pelo uso da
droga, associada ao aprendizado associativo promovido pelos fatores ambientais
envolvidos (por exemplo, a parafernalia utilizada para fumar, o local e as pessoas
envolvidas) pode levar ao uso compulsivo da droga (ROBINSON;BERRIDGE, 2000;
KALIVAS;MCFARLAND, 2003). A procura continua do prazer gerado pelas drogas

de abuso envolve principalmente as regides mesencefélicas, mas o uso compulsivo
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da droga, assim como a perda do controle comportamental, se devem,
principalmente, a perda da funcdo do CPF (PARKS et al., 2010).

Com o uso frequente, neuroadaptacdes no circuito de recompensa induzidas
pelo uso da cocaina levam a transicdo do uso controlado dessa droga para o0 uso
compulsivo (HYMAN;MALENKA, 2001; NESTLER, 2005). As alteragfes que levam
ao desenvolvimento da adigdo sdo extremamente estaveis e duradouras, o que faz
com que o individuo sofra os sintomas da abstinéncia, bem como permaneca sob o
risco de recaidas, mesmo apds muitos anos sem o uso da droga. As alteracdes na
expressdo génica tem papel fundamental nas mudancas plasticas observadas.
Estudos envolvendo microarranjos de DNA e RNA-seq ja identificaram diversos
genes que tem sua expressdo alterada em determinadas regides cerebrais em
modelos de adicdo em roedores e primatas (MCCLUNG;NESTLER, 2003;
YUFEROQV et al., 2005). Ainda, vérios fatores de transcricdo vém sendo sugeridos
como mediadores dos efeitos a longo prazo na expressao génica mediados por
drogas de abuso, destacando-se CREB (proteina de ligacdo ao elemento de
resposta do cAMP/ cAMP response element binding protein ) e AFosB (NESTLER,
2013).

CREB é um fator de transcrigdo ubiquamente expresso envolvido em diversos
fendbmenos como proliferacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia e morte celular,
aprendizado e memoéria, depressdo e respostas a estimulos emocionais
(YIN;TULLY, 1996; DUMAN, 2002; BONNIE;GINTY, 2002). CREB regula a
transcricdo de genes que contém o sitio de ligacdo CRE, de sequéncia TGACGTCA,
em suas regides promotoras (DE CESARE;SASSONE-CORSI, 2000). Esse sitio ja
foi identificado em numerosos genes expressos no SNC incluindo genes que
codificam neuropeptidios, enzimas de sintese de neurotransmissores, proteinas de

sinalizacao e outros fatores de transcricdo (NESTLER, 2001)

A dopamina em excesso na fenda sinaptica em resposta a acdo da cocaina
se liga a receptores D1 ativando a enzima adenilato ciclase, que catalisa a
conversdo de ATP em AMPc, levando ao aumento desse mensageiro, 0 que ativa a
proteina quinase A dependente de AMPc (PKA). A ativacdo de PKA leva a
dissociacdo das subunidades regulatéria e catalitica, permitindo que a ultima migre
para o nucleo e fosforile CREB, que, uma vez fosforilado, pode se ligar ao sitio CRE
e regular a transcricao génica (RON;JURD, 2005). A upregulation de CREB no NAcb
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induzida por cocaina ou outras drogas de abuso ja demonstrou mediar a tolerancia
as propriedades de reforco, diminuindo seus efeitos recompensadores, bem como
um estado emocional negativo durante a abstinéncia (DINIERI et al., 2009;
NESTLER, 2013).

A exposicao aguda a cocaina induz a expressao dos fatores de transcricao da
familia FOS em varias regifes cerebrais, principalmente no NAcb. Essa inducéo,
apesar de rapida, é transitoria. Por apresentarem baixa estabilidade, os niveis das
proteinas Fos voltam ao normal entre 8-12horas apdés a exposicao
(MORGAN;CURRAN 1995). Uma excecdo é um produto truncado do gene FosB, o
fator de transcricdo AFosB. Esse produto apresenta altissima estabilidade, o que
permite que ele se acumule ao longo de exposi¢ces repetidas a droga e, ainda,
persista por varias semanas durante a abstinéncia (MORATALLA et al., 1996).

AFosB dimeriza-se com uma proteina membro da familia Jun formando o
complexo AP1 (proteina ativadora -1). Os complexos AP-1 podem entdo se ligar aos
sitios AP-1(de sequéncia TGAC/GTCA) presentes nas regides promotoras de varios
genes regulando a transcricdo (MORGAN;CURRAN 1995). Diversos genes alvos do
AFosB demonstraram mediar a habilidade de certas drogas, como a cocaina, de
induzir plasticidade sinaptica. ExposicOes repetidas a cocaina aumentam as
ramificacbes dendriticas e a densidade das espinhas nos neurdnios espinhosos
médios do NAcb e em neurdnios piramidais no coOrtex pré-frontal, células que
recebem projecdes dopaminérgicas (ROBINSON;KOLB, 1999; RUSSO et al., 2010).
E importante ressaltar que essas mudancas celulares sdo persistentes por longos
periodos ap0s a ultima exposicdo a droga e, com issO, sugere-se que sejam
responsaveis pela elevada e duradoura responsividade a droga, que pode levar a
recaidas. Essas alteracbes a nivel celular parecem mediar as respostas

comportamentais observadas em modelos de adi¢cao a cocaina.

Estudos mostram que a indugcdo de AFosB medeia respostas
comportamentais de sensitizacdo a cocaina, como o aumento da atividade
locomotora e de respostas de reforco, bem como um aumento das auto-
administracdes e da busca pela droga em modelos de recaida
(MCCLUNG;NESTLER, 2003; WHISTLER et al., 1999).
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McClung & Nestler (2003) avaliaram a regulacdo da expressao génica e dos
efeitos de recompensa da cocaina por CREB e AFosB e observaram que a
expressdo génica apOs um tratamento curto com cocaina se mostrou mais
dependente de CREB, enquanto que apdés um tratamento longo com cocaina a
expressao génica se torna crescentemente dependente de AFosB. Esse estudo
mostrou ainda que genes que apresentam regulacdo compartilhada entre AFosB
induzido a curto prazo e CREB estdo envolvidos principalmente na reducdo dos
efeitos recompensadores da cocaina, enquanto que os regulados por AFosB

induzido a longo prazo estdo envolvidos com o aumento desses efeitos.

Em conjunto, esses dados sugerem que AFosB é o principal responsavel pela
sensibilizacdo duradoura a cocaina, o que faz com este seja proposto como a
molécula chave na transicdo do uso recreacional para a adicdo (NESTLER et al,
2001b). Porém, outras moléculas tem participacdo importante nos mecanismos da

adicao.

O fator neurotrofico BDNF é conhecido por mediar alteracfes sinapticas
envolvidas com aprendizagem e memoria, e dessa forma, se relaciona com as
neuroadaptagbes envolvidas com a adicao a drogas (MCCARTHY et al., 2012). A
isoforma IV, em especial, ja demonstrou ter sua expressao induzida por drogas de
abuso em regides do circuito de recompensa e a literatura mostra que a regulacao
de BDNF difere dependendo da regido e do periodo de exposicdo a cocaina ou
abstinéncia (BOULLE et al.,, 2012; MCCARTHY et al., 2012; FUMAGALLI et al.,
2013). O aumento de BDNF ap0s exposicdo a cocaina pode levar a alteracdes
sinapticas que contribuem para aumentar a busca pela droga (MCCARTHY et al.,
2012). Além do BDNF, a expressdo de genes precoces de transcricdo imediata,
como o Zif268 (também conhecido como Egr-1), também é importante para a
plasticidade neuronal envolvida com o desenvolvimento da adicdo. Estudos
anteriores mostram uma associacao entre o restabelecimento da busca pela cocaina
em modelos de recaida e 0 aumento da expressao de Zif268 no CPF (VALJENT et
al., 2006; ZIOLKOWSKA et al., 2011). Zif268, que atua como um fator de
transcricdo, j& mostrou participar da formacdo de memorias de longo prazo,
incluindo os efeitos comportamentais duradouros em resposta a cocaina (JONES et
al., 2001; VALJENT et al., 2006).
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Recentemente, vem sendo investigada a participacdo de um novo sistema
neurotransmissor na neurobiologia da adi¢cdo: o sistema endocanabinodide. Esse
sistema tem demonstrado envolvimento na regulacdo de diversos processos
fisiolégicos, incluindo participacdo no circuito de recompensa e na modulacédo de
processos motivacionais (VLACHOU;PANAGIS, 2014).

1.3 O sistema endocanabindide na adicdo a cocaina

O sistema endocanabindide foi identificado no inicio dos anos 90 durante
investigacbes acerca do mecanismo de acdo do A%THC. Essa substancia, o
componente mais ativo da Cannabis sativa, tem seus efeitos mediados pelos
receptores canabindides CB1R (MATSUDA et al, 1990) e CB2R (MUNRO et
al.,1993). Os receptores do tipo CB1R estdo amplamente distribuidos no Sistema
Nervoso Central (SNC), enquanto os receptores do tipo CB2R se encontram
praticamente restritos as células do sistema imunolégico (MORERA-HERRERAS et
al., 2009). Apos a clonagem e caracterizacao desses receptores, especialmente do
receptor CBR1, surpreendentemente, foi descoberta a existéncia de alguns ligantes
enddgenos, atualmente denominados endocanabindides. (eCBs) (DEVANE et al.,
1992; STELLA et al., 1997). Ja foram identificadas cinco substancias endoégenas que
podem se ligar ao CB1R, porém as mais estudadas até o presente momento sao a
anandamida (AEA) e 2-aracdonil-glicerol (2-AG) (BISOGNO et al., 2005).

Diferente dos neurotransmissores classicos, os eCBs n&o sdo armazenados
em vesiculas e agem predominantemente por uma sinalizagdo retrégrada, na qual
os endocanabindides sdo liberados por neurbnios poés-sinapticos e agem em
receptores pré-sinapticos (WILSON; NICOLL, 2001). Por ndo serem armazenadas,
essas moléculas séo sintetizadas sob demanda a partir de precursores fosfolipidicos
de membrana. A sintese de AEA ocorre por meio das enzimas N-acetil trasferase
(NAT) e N-acilfosfatidiletanolamida especifica- fosfolipase D (NAPE-PLD), enquanto
que para a sintese de 2-AG é necessaria a acdo de uma fosfolipase C especifica
(PLC) seguida pela enzima diacilglicerol lipase (DAGL) (UEDA et al.,2011).

Por meio dessa sinalizagdo retrégrada, o sistema endocanabindide atua como

um importante modulador das fungdes fisiologicas cerebrais, principalmente inibindo
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a liberagcdo de neurotransmissores como acetilcolina (KATHMANN, 2001), GABA
(KATONA et al, 2006), glutamato (TAKAHASHI; CASTILLO, 2006) e dopamina
(SZABO, 1999, DE FONSECA et al., 2001) (Figura 5).
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Figura 5. Sinalizacao retrégrada do sistema endocanabinéide resultando na inibi¢céo da liberagéo de
neurotransmissores (GUZMAN, 2003).

A ativacdo dos receptores CB1 e CB2, com subsequente estimulacdo da
proteina Gi/o, promove inibicdo da adenilato ciclase, o que reduz a formacdo de
cAMP com consequente inativacdo da via de fosforilagdo da proteina cinase A
(PKA). A ligacdo de um agonista leva, ainda, a estimulacdo da proteina cinase
ativada por mitogeno (MAPK). Esses eventos intracelulares levam, dentre outros
efeitos, & regulacdo da expressdo génica (Figura 6). Além disso, a estimulacdo da
proteina Gi/o por ativacdo de CB1 esta diretamente acoplada a inibicdo de canais de
calcio voltagem-dependentes e a estimulacédo de canais de potassio, resultando na
diminuicdo da liberacdo de vesiculas contendo neurotransmissores (DI MARZO et
al., 2004; DI MARZO et al., 2009).
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Figura 6. A ativacdo de receptores canabindides induz alteracdes na regulacdo da expressao
génica (DI MARZO et al., 2009).

Os receptores CB1 sdo bastante expressos em regifes limbicas e corticais, 0
que torna o sistema endocanabindide um importante componente do circuito de
recompensa (VLACHOU;PANAGI, 2014). Em consequéncia disso, surgiram varios
estudos para investigar um possivel papel desse sistema na neurobiologia da
adicdo. Estudos recentes vém demonstrando o0 envolvimento do sistema
endocanabindide na adicdo a drogas estimulantes, inclusive a cocaina. Observou-se
que a delecdo genética de CB1R em camundongos, bem como o bloqueio
farmacoldgico desse receptor, diminuem as propriedades de reforco da cocaina
(SORIA et al, 2005). Ainda, verificou-se que os antagonistas de CB1R rimonabant e
AM251 atenuam o restabelecimento do comportamento de busca pela droga
induzido pelo ambiente ou pela cocaina (FILIP et al., 2006; XI et al., 2006).
Adicionalmente, diminuicdo na expressao proteica do receptor CBL1 ja foi observada
no coértex pré-frontal tanto de camundongos tratados com cocaina quanto de
humanos viciados (post-mortem), além de desregulacdo na via de sinalizacdo deste
receptor (ALVARO-BARTOLOME; GARCIA-SEVILLA, 2013). Essa diminui¢cdo na

expressao do receptor CB1 pode ser mediada pelo excesso de AEA, que tem sua
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liberacdo aumentada com o uso de cocaina via ativagdo dos receptores D2R.
(ALVARO-BARTOLOME;GARCIA-SEVILLA, 2013). Desta forma, percebe-se que
existe uma relacao entre o sistema endocanabindide e o sistema dopaminérgico nos

mecanismos da adi¢cdo a cocaina.

1.4 Envolvimento dos sistemas dopaminérgico e endoc anabindide na adicédo a
cocaina: enfoque no cortex pré-frontal

Receptores dopaminérgicos D1R e D2R, bem como receptores canabindides
CB1 sao bastante expressos no CPF. A presenca de receptores CB1 em células
dopaminérgicas permite uma modulacdo da atividade dopaminérgica pelo sistema
endocanabindide (DE FONSECA et al., 2011).

O cortex pré-frontal é a regido responsavel pelo julgamento, tomada de
decisdes avaliando-se riscos e beneficios, e controle das respostas emocionais
(GOLDSTEIN;VOLKOW 2002). Lesbes no CPF levam as pessoas a tomarem suas
decisGes baseadas no beneficio imediato dos seus atos sem preocupac¢do com as
consequéncias futuras (ENGLOT et al,.2010; GOLDSTEIN;VOLKOW 2002). As
drogas de abuso afetam essa regido, tornando o usuario incapaz de considerar as
consequéncias dos seus atos. Dessa forma, eles continuardo em busca da droga
desconsiderando os prejuizos a qualidade de vida, os efeitos sobre a familia, e até
mesmo as implicacdes legais. Deve-se ressaltar ainda que os usuarios de crack
apresentam um descontrole comportamental muito mais exacerbado do que se
observa com outras drogas de abuso, 0 que sugere que essa droga afete de forma
importante a regido do cortex pré-frontal (RIBEIRO et al., 2010; OLIVEIRA;NAPO,
2008)

Ainda sdo poucos o0s estudos que caracterizam a modulagéo
endocanabindide sobre o sistema dopaminérgico no CPF. No estriado, foi observado
um aumento nos niveis extracelulares de dopamina apos administracao sistémica de
agonistas canabinoides exdégenos (TANDA et al., 1997), administracdo de
anandamida sozinha ou associada a inibidores das enzimas de degradacéo de eCBs
(SOLINAS et al., 2006), e ainda em protocolos de auto-administracdo de

canabindides (FADDA et al., 2006). No entanto, experimentos in vitro demonstraram
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que a ativacdo de CB1R néo tem efeito direto no aumento da liberagcado de dopamina
(KOFALVI et al., 2005), o que sugere que a regulacdo dessa liberagcdo por CB1R
nao € mediada localmente, nos terminais sinapticos, e sim, envolve uma regulacao
do disparo dos neurdnios dopaminérgicos na VTA (EL KHOURY et al., 2012 ).
Inclusive, um aumento da atividade dos neurdnios dopaminérgicos da VTA apos
administracdo de canabindides exdgenos j& foi observado (FRENCH et al., 1997).
Sugere-se que 0s canabinoides regulam o disparo de neurdnios dopaminérgicos via
receptores CB1R presentes em terminais GABAérgicos, favorecendo uma

desinibicdo da atividade neuronal dopaminérgica (EL KHOURY et al., 2012).

No CPF também ja foi observado aumento nos niveis de DA apos
administracdo sistémica de antagonistas CB1 (TZAVARA et al, 2004). Em
condicdes fisiologicas, o0 sistema endocanabindide no coOrtex pré-frontal esta
envolvido no controle homeostéatico do balanco de dopamina cortical/subcortical,
participando de neuroadaptacGes apropriadas, bem como de comportamentos
objetivados. Interferéncias nesse balanco podem levar a déficits cognitivos e
comportamentais (EL KHOURY et al., 2012).

Dados na literatura sugerem que respostas neuroquimicas e comportamentais
a cocaina sdo mediadas pelo sistema endocanabindide, visto que muitas delas séo
revertidas com o uso de antagonistas de receptores CB1. Em estudos com cocaina,
ja foi observado que a utilizacdo de antagonistas de CB1R promovem o bloqueio dos
efeitos locomotores (MEREU et al., 2012), diminuigdo das propriedades de reforgo
em experimentos de auto-administracdo (SORIA et al., 2005), reducéo nos niveis de
dopamina no NAcb (CHEER, et al., 2007) e diminuicdo da busca pela droga em
modelos animais de recaida (XI et al., 2013)

Tendo em vista os dados encontrados na literatura, é possivel que as
alteracdes promovidas pelo crack na neurotransmissdo dopaminérgica possam ser
moduladas por altera¢cdes no sistema endocanabindide no coértex pré-frontal dos
usuarios. Ressalta-se a possibilidade dessas alteracfes serem diferentes ou de uma
maior magnitude quando a cocaina é fumada, com consequente producdo de MEG,
do que quando se faz uso do cloridrato de cocaina. No entanto, estudos especificos
para o abuso de crack ainda s&o escassos, o0 que motivou a utilizagcdo de um modelo

animal especifico para o abuso dessa droga para avaliacdo de alteracdes
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moleculares, bioquimicas e comportamentais em animais expostos ao crack,
focando nos sistemas dopaminérgico e endocanabindide. Dessa forma, espera-se
gue uma melhor compreensédo dos mecanismos neurobiolégicos do abuso do crack,
bem como das suas diferencas em relacdo ao cloridrato de cocaina, possam auxiliar
na busca por estratégias terapéuticas especificas e eficazes contra esse vicio

devastador.
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2 JUSTIFICATIVA

Desde o aparecimento do crack na década de 1990, houve uma intensa
disseminagéo do uso dessa droga principalmente pelo baixo custo de aquisi¢éo e
rapidez do efeito psicotrépico quando comparada ao uso da cocaina por via nasal
(cheirada) (RIBEIRO et al., 2010; NAPPO et al., 1996 e 2001; RIBEIRO et al., 2004
e 2006; GUINDALINI et al., 2006; OLIVEIRA;NAPPO., 2008a e 2008b; ZUBARAN et
al., 2010). Os dois levantamentos nacionais realizados pelo Centro Brasileiro de
Informacdes sobre Drogas Psicotropicas (CEBRID),em 2001 e em 2005,
demonstraram que o consumo de crack (“uso na vida”) dobrou nesse periodo nas
grandes cidades brasileiras.

A dependéncia ao crack atinge o individuo principalmente na fase produtiva
da vida, sendo que a maioria dos usuarios no Brasil sdo adultos jovens com idade
meédia de 30 anos. Um estudo realizado pelo Ministério da Saude em parceria com a
FIOCRUZ em 2013 revelou que o tempo médio de uso do crack e/ou similares nas
capitais € de aproximadamente 8 anos, contradizendo as noticias comumente
veiculadas de que os usuarios de crack/similares teriam sobrevida necessariamente
inferior a 3 anos de consumo. Apesar de ndo ter como causa a dependéncia em si,
estudos mostram um alto indice de mortalidade entre usuarios de crack, sendo a
grande maioria causada por HIV e homicidios (RIBEIRO et al., 2004; RIBEIRO et al.,
2006).

Adicionalmente aos altos indices de doencas sexualmente transmissiveis
atreladas ao uso do crack, observa-se um aumento da criminalidade, da violéncia
doméstica, prostituicdo, estupros e abandono dos filhos( RIBEIRO et al., 2004).
Além das questbes sociais, 0 abuso de crack leva a consequéncias fisicas e
psicolégicas para o usuario. Disturbios psiquiatricos, alucinacdes e paranoia
decorrentes do consumo dessa droga, além de diversos disturbios motores,
respiratorios e viscerais sao observados (OLIVEIRA;NAPPO, 2008b, HERCULIANE
et al., 2009). A necessidade compulsiva por fumar crack conduz a um completo
esgotamento fisico, jA que no periodo de uso, € comum que 0S usuarios nao se
alimentem, ndo durmam e muitas vezes ndo se higienizem (OLIVEIRA;NAPPO,
2008b). Desta forma, o consumo de crack tem se apresentado como um grave
problema social e de saude publica.
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A compreensao dos mecanismos moleculares responsaveis pela dependéncia
a essa droga € essencial na busca de estratégias terapéuticas eficazes. Entretanto,
O numero de estudos que visam elucidar os aspectos neuroquimicos e
neurofisiolégicos do abuso de crack € muito pequeno. Isso se deve ao fato de ser a
cocaina o principio ativo do crack e consequentemente, por muitas vezes, serem
tratadas como a mesma droga. (JENKS et al., 2002, HUESTIS et al., 2007). Sendo
assim, os modelos animais utilizados até hoje sdo pouco especificos para o crack e
nao permitem acessar as diferencas entre 0 abuso dessa droga e da cocaina
injetada ou cheirada, razéo pela qual o conhecimento acerca das bases moleculares
do abuso e dependéncia do crack sdo quase inexistentes. Um melhor entendimento
dos aspectos neurobiologicos que expliguem o desenvolvimento rapido da adicao
e/ou as alteracdes moleculares decorrentes do uso do crack sdo imprescindiveis na

busca de tratamentos especificos e efetivos para sua dependéncia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar a ocorréncia de alteracdes comportamentais, bioquimicas e moleculares em

modelo animal de inalac&o cronica de “crack”.

3.2 Objetivos especificos

Verificar a presenca de sensitizacdo ou tolerancia comportamental em animais
submetidos a inalacdo crénica de crack através da avaliacdo da atividade

locomotora em campo aberto;

Determinar as concentracdes de cocaina e seus metabdlitos no sangue dos animais

submetidos a inalacao de crack;

Avaliar se a inalagédo crbénica de crack altera a expressédo de genes relacionados a
adicdo, como AFosB, CREB, Zif268, BDNFIV, TrkB1 e TrkB2, no cértex pré-frontal;

Avaliar se a inalac&o cronica de crack altera a expressao génica de componentes do

sistema dopaminérgico no cortex pre-frontal, como D1R, D2R, D3R e TH;

Verificar se a inalacdo de crack por 11 dias altera os niveis de dopamina e de seus

metabalitos no cortex pré-frontal dos animais em estudo;

Avaliar se a inalac&o cronica de crack altera a expressao génica de componentes do
sistema endocanabindide no cortex pré-frontal, como CB1R, FAAH, MAGL, n-PLD e
DAGL;



36

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 25 camundongos machos da linhagem C57BL/6, com 60 dias
de idade provenientes de coldnia propria do Laboratério de Neurobiologia Molecular
e Comportamental. Os animais receberam agua e racéo ad libitum e foram mantidos
sob um ciclo claro-escuro de 12:12 horas. Os experimentos realizados foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal do Espirito Santo (CEUA/UFES) sob o numero 002/2011.

4.2 Droga e protocolo de inalacao

A droga utilizada foi concedida pela Policia Civil do Estado do Espirito Santo
através de convénio firmado entre esse 0rgao e a Universidade Federal do Espirito
Santo. As pedras de crack foram fornecidas pela Delegacia de Entorpecentes da
cidade de Vitéria, ES e trata-se de material de uso popular apreendido de fonte
Unica, compondo um unico lote que foi utilizado durante toda a execucdo desse

projeto.

A droga foi analisada pelo Departamento Médico Legal do Estado do Espirito
Santo (DML/ES) por meio de Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de
massa (GC-MS) (TOENNES et al., 1999) e a concentra¢do de cocaina presente na
amostra foi de 46%. Além disso, foram detectados tracos do adulterante fenacetina e
de cinamoilcocaina, um alcaloide proveniente das folhas de coca, muito encontrado

na pasta- base de cocaina.

A exposicao ao crack foi feita de acordo com método descrito por Herculiane et
al.,, 2009 com modificagcbes. Os animais dos grupos expostos ao crack foram
submetidos a cinco minutos de inalacdo da fumaca produzida pela queima de cinco
gramas da droga dentro de uma camara de inalagdo (descrita abaixo) mantida em
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uma cabine de seguranca biolégica tipo Bll. Os camundongos do grupo crack foram

submetidos a inalacdo de crack duas vezes por dia por um periodo de onze dias. Os

animais do grupo controle permaneceram em suas gaiolas durante esta etapa. O

sistema de inalag&o é constituido por trés partes (Figura 7):

()

(ii)

(iii)

Queima e producao da fumaca de crack: a droga é acondicionada em um
kitassato apoiado sobre uma chapa de aquecimento que promove a
gueima das pedras de crack. O uso da chapa em vez do fogo permite
manter a temperatura de queima constante durante todo o experimento. O
aguecimento foi mantido a 350°C em todas as secfes. Esta temperatura
permite a formacéo visivel de fumaca, € suficiente para a queima de 5
gramas da droga em 5 minutos, e garante a formacdo de quantidade
consideravel de MEG, visto que 50 a 80% da cocaina é convertida a MEG
em uma faixa entre 255-420°C (NAKAHARA;ISHIGAMI, 1991). Assim, a
fumaca produzida € entéo direcionada para a camara de inalacao;

Céamara de inalacdo: consiste em uma caixa de acrilico com dimensofes de
45x35x13,5 cm, com tampa, onde séo colocados 0s animais. O kitassato é
conectado através de uma mangueira diretamente a um orificio lateral na
camara de inalacdo. Na lateral oposta, outro orificio permite a saida da
fumaca;

Controle do fluxo da fumaca: esse controle é feito através da criacdo de
pressdo positiva de ar por meio de uma bomba de vacuo conectada ao
kitassato. Essa pressao promove o fluxo da fumaca para dentro da camara

de inalacdo e a mesma sai por um orificio no lado oposto da camara.

Figura 7. Aparato de inalag&o de crack utilizado no estudo. Modificado de Herculiane et al. (2009)
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4.3 Avaliagdo da concentracdo sanguinea de cocaina, metilecgonidina,
benzoilecgonidina e ecgonina metil éster

No 11° dia de exposicdo a droga, os camundongos foram sacrificados logo
apos a Ultima inalacdo e o sangue foi coletado. As concentracfes de cocaina,
metilecgonidina (MEG), benzoilecgonina (BEG) e ecgonina metil éster (EME) no
sangue dos animais foram determinadas por GC-MS no DML de Vitéria, ES. A MEG
é formada apenas quando a cocaina é fumada, uma vez que nao é produzida
metabolicamente e sim como resultado do aguecimento da cocaina, sendo, portanto,
sugerida como marcador analitico do uso do crack (WOOD et al., 1996; TOENNES
et al., 1999). A BEG e a EME s&o metabdlitos da cocaina no organismo, sendo a
BEG o principal. Desta forma, a deteccdo destes metabdlitos no sangue dos animais
permite a validacdo do modelo de inalacdo utilizado.

Logo apds a decaptacdo, o sangue foi coletado e foram obtidos, ao todo, 6
pools contendo sangue de 2 a 3 animais cada. As amostras coletadas foram
acondicionadas em tubos contendo fluoreto de sodio a 2% e armazenadas a -80°C
até o momento da analise. 1mL de sangue total foi homogeneizado com 6mL de
tampéao fosfato 0,1M em tubo para centrifuga com capacidade de 15mL. O padrao
interno foi adicionado para a obtencdo de uma concentracdo final de 100ng/mL. Os
tubos foram agitados em vortex por 10 segundos e sonicados por 15 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 1055xg por
15 minutos.

Os cartuchos de extracdo em fase soélida foram condicionados com 2 mL de
metanol seguido de 2 mL de tampao fosfato 0,1M evitando-se a secagem. As
amostras foram cuidadosamente aplicadas nos cartuchos que entdo foram lavados 1
mL de agua e 0,5mL de acido acético 0,01M. Aplicou-se vacuo maximo por 5
minutos. Em seguida, adicionou-se 50 mL de metanol e aplicou-se vacuo maximo
novamente por 1 minuto.

Os analitos foram eluidos no mesmo tubo utilizando 2 misturas de solventes
diferentes: analitos acidos e neutros foram eluidos com 4 mL (2x2mL) de acetona:
solucéo de cloroférmio (1:1, v/v); analitos basicos foram eluidos com uma solucdo de
acetato de etila: hidroxido de aménio (98:2, v/v).Os residuos foram evaporados até a
secagem a 40°C sob um fluxo suave de nitrogénio em um dry block. 50 mL de N-



39

methyl-N-(trimethylsilyDtrifluoroacetamide (MSTFA), foi adicionado a um vial de 2 mL
que foi vedado e derivatizado a 80°C por 30 minutos.

A analise das amostras foi realizada no cromatografo a gas Varian CP-3800
(Palo Alto, EUA) acoplado ao espectrometro de massa ion trap Varian Saturn 2200
(Palo Alto, EUA). As injecdes foram feitas com volume de 1 mL no modo splitless a
280°C. Foi aplicado pulso de pressédo de 25 psi por 1 minuto. As separacdes foram
realizadas em uma coluna capilar HP-5MS utilizando gas hélio como carreador em
um fluxo de 1.1 mL/min.

O programa de aquecimento da coluna foi o seguinte: a temperatura inicial de
90°C por 2 minutos foi aumentada até 220°C a 10°C/minuto, e em seguida
aumentada até a temperatura final de 290°C a 30°C/minuto e mantida por 6 minutos.
O tempo de corrida foi de 23.33 minutos.

O espectrdmetro de massa operou no modo de impacto de elétrons com uma
corrente de emissao de filamento de 15mA e um multiplicador offset de 200 V, no
modo de varredura (70-500 m/z) para a quantificacdo. As temperaturas da linha de
transferéncia, manifold e ion trap foram de 290, 120 e 240°C, respectivamente. Os
analitos foram identificados e quantificados utilizando o tempo de retencéo
(tolerancia de +2%) e o espectro de referéncia. O espectro de referéncia foi obtido
de amostras de sangue extraidas e adicionadas de todos os analitos.

4.4 Avaliacdo comportamental

Durante 10 dias, apds cada sessédo de inalagcdo, os animais foram transferidos
para caixas de 41x34x16cm para avaliacdo da atividade locomotora. No 11° dia de
inalacdo, a analise comportamental ndo foi realizada com o objetivo de sacrificar os
animais imediatamente apds a inalacdo para coleta de sangue e posterior dosagem
de cocaina e seus metabdlitos. A atividade locomotora foi avaliada durante 10
minutos, sendo estes, divididos em dois segmentos de tempo: 0 a 5 minutos apos a
exposicao e de 5 a 10 minutos apés a exposicao. O procedimento foi o mesmo para
animais do grupo crack e do grupo controle. Os testes foram gravados e a distancia
percorrida foi calculada com auxilio do software Anymaze®, com objetivo de verificar

o desenvolvimento de sensitizacdo comportamental, caracterizada por um aumento
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progressivo na atividade locomotora com administracdes repetidas da droga na
mesma dose (VEZINA, 2007). No decorrer do experimento observou-se um
comportamento peculiar nos animais expostos ao crack. Estes animais
apresentavam saltos nos cantos das caixas durante o teste no open-field. Devido a
possibilidade de se tratar de um comportamento estereotipado, estes saltos também
foram contabilizados.

4.5 Avaliacédo da expressao génica

4.5.1 Extracdo de RNA total

Os tecidos foram triturados em nitrogénio liquido e o RNA total extraido
utilizando TRI Reagent RNA Isolation Reagent (Sigma-aldrich, St. Louis, MO, USA)
de acordo com as instru¢des do fabricante. Em suma, os tecidos foram solubilizados
em trizol (ImL/100mg de tecido) com o uso de um homogeneizador elétrico por 30
segundos e o homogenato centrifugado a 12.000 xg por 15 minutos a 4°C. Ao
sobrenadante, foi adicionado cloroformio (200uL/100mg tecido), misturado por
inversao por 15 segundos e incubado a temperatura ambiente por 5 minutos. A
mistura foi entdo centrifugada a 12.000xg por 20 minutos a 4°C. Recuperou-se a
fase aquosa e a esta adicionou-se isopropanol (500uL/100mg tecido) para a
precipitacdo do RNA. Centrifugou-se a 12.000xg por 15 minutos e o precipitado foi
lavado com etanol 75% (1mL/100mg tecido) e centrifugado a 7500xg por 5 minutos.
O RNA foi ressuspendido em 40 yL de agua deionizada, previamente tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC).

A concentracdo e a qualidade do RNA extraido foram verificadas utilizando o
equipamento NanoDrop™ (ThermoScientific, Wilmington, USA) e por meio de

eletroforese em gel de agarose, respectivamente.

4.5.2 Eletrofose em gel de agarose desnaturante

Para verificar a qualidade do RNA extraido as amostras foram submetidas a

uma eletroforese em gel desnaturante de agarose (LEHRACH et al., 1977). O gel de
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agarose foi preparado a 1% em agua previamente tratada com DEPC e autoclavada,
adicionado de 9 mL de formaldeido e 5 mL de tampdo MOPS 10X (MOPS [3-(N-
morpholino)propanesulfonic acid] 0,2 M, acetato de sodio 0,05 M, EDTA 0,01 M; pH
5,5-7,0). As amostras foram homogeneizadas com 2 pL de MOPS 10X, 4 L de
formaldeido, 10 puL de formamida, 0,5 pL de brometo de etideo a 10%, aquecidas a
80°C por 10 minutos e resfriadas no gelo. As mesmas foram homogeneizadas com
tampéo de amostra contendo 0,25% azul de bromofenol, 0,25% de xileno cianol e
30% de glicerol em agua, e entdo aplicadas no gel. Para a corrida, 10X MOPS foi
diluido para 1X MOPS e utilizado como tamp&o de corrida. As amostras correram a
80V por aproximadamente 80 minutos e as bandas foram observadas em um

transiluminador UV.

4.5.3 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada com o kit iScript cDNA Synthesis Kit (Biorad,
CA, USA) usando o equipamento S1000 Thermal Cycler (Biorad, CA, USA). As
condi¢cbes da reacao foram as seguintes: 25°C por 5 min., 42°C por 30min., 85°C por

5 min.

4.5.4 Reacao de PCR em tempo real

As amostras de cDNA obtidas foram submetidas a reacdo de PCR em tempo
real utilizando o equipamento CFX96 Real Time PCR (Biorad, CA, USA) e o kit iQ
SYBR Green Supermix (Biorad, CA, USA). Em suma, as reacdes foram preparadas
em um volume total de 10uL contendo 5 pL de SYBR Green Supermix 2x, 3,5 uL de
agua purificada, 0,5uL de cada iniciador a 10uM e 0,5 pL de cDNA. Foram
realizados 45 ciclos ap0s a desnaturacao inicial (95°C, 2 minutos) de acordo com 0s
seguintes parametros: 95°C (desnaturagao) por 15s; 60°C (anelamento) por 30s e
72°C (amplificagéo) por 30s.

Para garantir a qualidade da reacdo, as amostras foram preparadas em triplicata e

para cada experimento incluiu-se uma reacdo sem molde como controle negativo.



42

Além disso, a auséncia de contaminantes de DNA foi avaliada utilizando-se
amostras RT-negativas e pela analise da curva de melting dos produtos
amplificados, que foi feita resfriando-se as amostras a 60°C e, em seguida,
aumentando-se a temperatura para 95°C a 0,1°C/s. A especificidade das reacfes de
PCR também pdde ser confirmada pela verificacdo dos amplicons em gel de
acrilamida, além da curva de melting. A quantificacéo relativa da expressao génica
foi feita pelo método 2-AACt utilizando o gene da B-actina para normalizacdo dos
dados. Os primers utilizados tiveram a eficiéncia de amplificacdo avaliada,

apresentaram desempenho satisfatorio, e estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1. Iniciadores utilizados na qPCR.

Gene Sequéncia (5’- 3)) Tamanho do ™ (°C)
fragmento (pb)
CREB F: GGA GCT TGT ACC ACC GGT AA 167 59
R: GAT GTT GCA TGA GCT GCT GG 59
AFosB F: TGC AGC TAA GTG CAG GAACCG T 224 64
R: GAG GAC TTG AAC TTC ACT CGG CCA 64
BDNF IV F: CAG AGC AGC TGC CTT GAT GTT 159 61
R: GCC TTG TCC GTG GAC GTT TA 60
TRKB2 F: TCA AGT TGG CGA GAC ATT CC 195 58
R: ACC AGA CAC CCT CAA ATA AGC 57
TRKB1 F: CGC TAG GAT TTG GTG TAC TGA G 173 58
R: TTG TAA GGT TTC TCA GCC CC 58
Zif 268 F: AAG GGA GAG GCA GGA AAG AC 156 59
R: GGC AGG GAT GGT AAG TGA AA 57
D1R F: CCA AGA ACG TGA GGG CTA AG 120 58
R: TGA GGA TGC GAA AGG AGA AG 57
D2R F: GAG CCA ACC TGA AGA CAC C 158 58
R: TGA CAG CAT CTC CAT TTC CAG 58

D3R F: GAACTC CTT AAG CCC CAC CAT 166 59



43

R: GAA GGC CCC GAG CAC AAT 60
CB1R F: ACC TAT ACC CAC ACC CCT AC 143 57
R: TCATTC CAA ACA GAG CCA GG 57
FAAH F:GTCTGG GCT CTG TAAGGT TTATC 145 58
R: GCA TAG AAG TAATCG GGA GG 55
MAGL F: ACC ATC TCA ACC ACT AAG CCC 124 59
R: GAG AAA GGG AAG TGT GAG GTG 58
n-PLD F:TTGGTTTGC TCCTTAGTC TCG 173 58
R:CGCTTT CTCCGT GTTTCT TTT GG 61
DAGL F: CGT AGC TGT GGA CCATGACA 157 59
R: TGA GAG TAC CAT GCC CTT GTG 59
TH F: AAG ATC AAA CCT ACC AGC CG 118 57
R: TAC GGG TCA AAC TTC ACA GAG 57
Actina F: TGG AAT CCT GTG GCATCC ATG A 122 61
R: AAT GCC TGG GTA CAT GGT GGT A 61

4.5.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para confirmar a amplificacdo de produto Unico, de tamanho esperado, os
produtos da reacdo de PCR em tempo real foram submetidos a eletroforese em gel
de poliacrilamida, posteriormente corado com nitrato de prata
(CHRAMBACH;RODBARD, 1971)

O gel foi preparado com 6% acrilamida/bisacrliamida 29:1 em tampao Tris-
Borato-EDTA (TBE) 5X, 120 uL de persulfato de aménio e 12 uL de TEMED. As
amostras foram homogeneizadas com tampao de amostra contendo 0,25% azul de
bromofenol, 0,25% de xileno cianol, 30% de glicerol em agua, e aplicadas no gel
apos a polimerizacdo. Para a corrida, utilizou-se tampao Tris-TBE 1X e as amostras
correram a 80V por aproximadamente 1:30h. A visualizacdo das bandas se deu por

coloracdo com nitrato de prata.
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4.6 Imunoblot

Tendo em vista que a analise da expressao génica de DAT nao foi possivel, ja
que os primers desenhados para este gene nao obtiveram uma boa eficiéncia de
amplificacdo para a regido em estudo, foi realizado o imunoblot para analise da

expressao proteica de DAT.

Para a preparacdo do extrato protéico, os tecidos foram homogenados em um
tampao de lise (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% triton x-100
e coquetel de inibidores de protease (Sigma-aldrich). Os tecidos foram ent&o
mantidos no gelo por 30 minutos, centrifugados a 10.000xg por 20 minutos a 4 °C, e
o sobrenadante foi recolhido. O conteudo protéico foi dosado pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976) e utilizou-se uma curva padréo de calibragdo com BSA
(1 a 30uQ).

Do extrato proteico obtido, 100ug de cada amostra foram resolvidos em gel de
SDS-PAGE (LAEMMLI et al.,, 1970). As amostras foram homogeneizadas com
tampao de amostra (SDS 0,2% (p/v), glicerol 0,2% (v/v), 2-mercaptoetanol 0,32%
(v/v), azul de bromofenol 0,001% (p/v) e Tris-HCI 12,5 mM pH 6,8), aquecidas a
37°C por 15 minutos e aplicadas no gel. O gel de separacéo constitui-se de 15%
(v/v) de acrilamida/bisacrliamida 29:1 (p/p); Tris-HCI 0,4 M pH 8,8; SDS 0,1% (p/v);
Persulfato de aménio 50 mM e 0,05% (v/v) de TEMED. O gel de concentracéo
constituiu-se de 4% (v/v) de acrilamida/bisacrliamida 29:1 (p/p); Tris-HCI 0,125 M pH
8,8; SDS 0,1% (p/v); Persulfato de aménio 4 mM e 0,025% (v/v) de TEMED. Para a
corrida, foi utilizado tampao contendo Tris-HCI 0,0025 M pH 8,3; glicina 0,192 M e
SDS 0,1% (p/v).

Para o western blotting, utilizou-se o método descrito por Towbin et al. (1979).
Ao término da eletroforese, o gel foi lavado em tampéo de transferéncia (48 mM Tris;
39 mM glicina; 20% metanol (v/v); 0,13 mM SDS) e foi montado um sanduiche com
papéis Watmamm 1 e membrana de PVDF, previamente umedecida em metanol. A
transferéncia foi realizada a 10V, 200mA por 12 horas. Ao fim da transferéncia, a
membrana foi corada com solucdo de 1% de Ponceau em acido acético 10% (v/v)

por 3 minutos e em seguida descorada com 4gua. A membrana foi entdo incubada
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por 1 hora em tampéo de bloqueio contendo TBS (137mM NaCl; 20mM Tris.HCI; pH
7,6); Tween 0,1% (v/v) e 5% de leite desnatado (Molico). Adicionou-se o0 anticorpo
primario, incubou-se por 12 horas sob refrigeracdo. Em seguida, a membrana foi
lavada 3 vezes, por 10 minutos cada lavagem, com TBS/Tween entdo incubada
com o0 anticorpo secundario conjugado com peroxidase por 1 hora. Ao término da
incubacédo, o processo de lavagem foi repetido. Os anticorpos utilizados foram anti-
DAT (1:1000, Alomone Labs) e anti-actina (1:2500, Sigma-aldrich). A deteccéo foi
realizada por quimioluminescéncia com o kit ECL™ (Amersham) utilizando o
equipamento ChemiDoc (Bio-rad), e as imagens foram analisadas por meio do
software ImageLab (Bio-rad).

4.7 Dosagem de dopamina, DOPAC e HVA

Apés dissecacao, o cortex pré-frontal foi pesado e armazenado a -80°C até o
seu processamento. Os tecidos foram homogeneizados em solucéo gelada de acido
perclérico 0,1 M; EDTA 0,1 mM e centrifugados a 10.000xg por 10 minutos a 4°C.
Os sobrenadantes foram filtrados com um filtro de poro 0,22pum. 20 microlitros foram
injetados em HPLC equipado com uma coluna de fase reversa (Eclipse XDB — C18
Agilent, 4,6 x 250 mm, 5 um) e detector eletroquimico (VT-03, Decode Il Antec®)
para quantificar os niveis de dopamina, acido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC) e
acido homovanilico (HVA).

Para quantificacdo da dopamina, utilizou-se uma fase mével contendo 0,15 M
de NaH,PO,, 1 mM de EDTA dissodico diidratado, 2,28 mM de &cido
octanossulfénico de sodio e 13% (v/v) de metanol em agua grau HPLC, com pH
5,25, sob um fluxo de 0,7 mL/min (ZAPATA et al., 2009). Para quantificacdo de
DOPAC e HVA, a fase movel consistiu de 0,02 M de acetato de sédio, 0,0125 M
acido citrico, 16% v/v de metanol, 0,033% p/v de acido octanossulfonico e 0,1mM
EDTA, com pH 3,92. Todas as solucdes utilizadas no HPLC foram filtradas com
membrana de 0,22 um de porosidade e as inje¢cOes das amostras foram feitas em
triplicata. Os resultados foram normalizados pela concentracdo de proteina e os

niveis do neurotransmissor e seus metabdlitos foram expressos em % do controle.
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4.8 Anélise estatistica

Os dados comportamentais foram analisados por ANOVA de duas vias com
medidas repetidas, seguido de post-hoc de Bonferroni. Para os dados moleculares e
bioguimicos, utilizou-se o teste t de Student. Os dados foram representados como
média + erro padréo, e o nivel de significAncia considerado foi de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Modelo animal de inalacao de crack

Imediatamente apos a Ultima sesséo de inalagcdo, os animais do grupo crack
foram sacrificados e amostras de sangue foram coletadas com o objetivo de avaliar
as concentracdes de cocaina, BE, EME e MEG. Foram analisados 6 pools obtidos a
partir de 2-3 animais cada. A quantificacéo realizada por GC-MS mostrou 46,16+10
ng/mL de cocaina, 247,05+40,32 ng/mL de MEG, 64,61+9,80 ng/mL de BEG e
137,145,38 ng/mL de EME no sangue dos animais expostos aos crack (médiazx erro

padrao).
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Figura 8. Cromatograma de deteccdo de cocaina e metabdlitos por GC-MS (EMA=MEG= éster metil

anidroecgonina, BEG= benzoilecgonina).

5.2 Avaliacdo comportamental

Observou-se que os animais do grupo crack apresentaram hiperlocomocao
apos as sessodes de inalacdo (Figuras 8A e 8B). Apesar de nao ser verificado o
aumento progressivo na atividade locomotora, caracteristico do desenvolvimento de

sensitizacdo comportamental, os animais tratados apresentaram hiperlocomogéo
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desde a primeira sessdo e esse comportamento se manteve durante todo o
experimento [F(1,207)=48,85; p<0,0001 no segmento 0-5 min e F(1,207)=20,39;
p=0,0002 no segmento 5-10 min] ndo apresentando diferenca estatistica no fator
tempo [F(9,207)=1,88; p=0,0571] no segmento 0-5 min e F(9,207)=1,19; p=0,3050
no segmento 5-10 min].

Além da hiperlocomocéo, foi observado um comportamento caracteristico nos
camundongos submetidos a inalacdo. Esses animais apresentaram pulos repetitivos
nos cantos da caixa durante o teste no campo aberto, que aparentam uma tentativa
de fuga, e houve um aumento significativo desses pulos nos dois segmentos de
tempo no grupo crack [F(1,207)=11,31; p=0,0027 no segmento 0-5 min e
F(1,153)=9,81; p=0,0061 no segmento 5-10 min] (Figuras 8C e 8D). Além disso,
através da analise estatistica por ANOVA de duas vias com medidas repetidas,
verificou-se que a frequéncia desse comportamento aumentou ao longo das sessoes
de inalacdo, apresentando um aumento significativo no fator tempo nos dois
segmentos [F(9,207)=3,97; p=0,0001 no segmento 0-5 min e F(1,153)=2,78
p=0,0048 no segmento 5-10 min].

A 0-5 minutos B 5-10 minutos

— 25' Fokok K,k gekk b Kook — 25+

S * R {_ - S

~ PO *% ~

g 20- !--i i i i i i.-! g 20- i. i

5 154 5 154 i"I' i E ¥ E"

o o

8 10 Yi ¥ g 101 !\E/i iy i

.© ®©

S 5 e s

«S <Q

ko i

D C L] L] L] L] L] L] L] L] L] L) D C L] L] L] L] L] L] L] L] L] L]
N Y e X b 6 A 9O S T R T SR

Dias de inalacdo de crack Dias de inalagéo de crack
-e- Controle (n=12) -e- Controle (n=12)

-m- Crack (n=13) -m- Crack (n=13)



49

C 0-5 minutos D 5-10 minutos
25+ 25+
* *
20+ 204 . o
15
é *% g 15+ I/ \\ //1*\
A 104 T /
} I Q. 104 AN J
: ' A
O ¥
Lo+ o-—hr—'—94=1#=1—+4
N Y X o o AR 9O YN U2 X b 6 AR 9O
Dias de inalagao de crack Dias de inalacéo de crack
-o- Controle (n=12) -o- Controle (n=12)
-m- Crack (n=13) -m- Crack (n=13)

Figura 9. Avaliagdo comportamental. A e B: Média * erro padrédo da atividade locomotora. C e D:
Media * erro padrédo da frequéncia de pulos. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,0001 ANOVA de duas vias e

post-hoc de Bonferroni.

5.3 Avaliacdo da expressao génica no cortex pré-fro  ntal

Com o objetivo de avaliar possiveis altera¢Bes transcricionais no cortex pré-
frontal de animais expostos ao crack, a expressao génica relativa foi avaliada por
PCR quantitativa em tempo real (QPCR) para genes relacionados a adicdo e

componentes dos sistemas dopaminérgico e endocanabindide.

Com relacdo a expressdo de genes relacionados a adi¢cdo, observou-se um
aumento significativo na expressao de AFosB (p=0,0220) e diminuicdo na expressao
de CREB (p=0,0369) nos animais do grupo crack em relagédo ao grupo controle. N&o
houve alteracédo na expressao génica de BDNF IV e seus receptores, TrkB1l e TrkB2,
assim como para Zif268 nos animais tratados com o crack quando comparados ao

grupo controle (p>0,05) (Figura 10).
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Figura 10. Expresséo relativa de mRNA de genes relacionados a adicdo, normalizada com o gene da

B-actina. Dados expressos como Média + erro padrdo de 7-8 animais por grupo. *p<0,05 em relacao

ao grupo controle, teste T ndo pareado.
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Relativo ao sistema dopaminérgico foi possivel observar um aumento
expressivo de todos os genes analisados (D1R p=0,0178; D3R p=0,0347; TH
p=0,0076), especialmente nos niveis de mMRNA do receptor D2R, que apresentou um

aumento de cerca de 10 vezes em relacdo ao grupo controle (p=0,0050) (Figura 10).
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Figura 11. Expresséao relativa de mRNA de genes do sistema dopaminérgico, normalizada com o
gene da B-actina. Dados expressos como Média + erro padrao de 5-7 animais por grupo. *p<0,05 e

**p<0,001, em relacdo ao grupo controle, teste T ndo pareado.

Um perfil de expressdao génica oposto ao observado para o sistema
dopaminérgico foi verificado para o0s genes relacionados ao sistema

endocanabindide. Os niveis de mRNA das enzimas de degradacdo FAAH e MAGL
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encontraram-se diminuidos nos animais do grupo crack em relacdo aos do grupo
controle (p<0,0001 e p=0,0119, respectivamente). A expressao génica do receptor
CB1 também se apresentou diminuida nos animais submetidos a inalacédo de crack
(p=0,0138). Ja para as enzimas de sintese, n-PLD e DAGL, a analise da expressao

génica ndo demonstrou nenhuma alteracéo entre os grupos (p>0,05) (figura 11).
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Figura 12. Expresséao relativa de mRNA de genes do sistema dopaminérgico, normalizada com o
gene da B-actina. Dados expressos como Média + erro padrdo de 5 animais por grupo. *p<0,05 e

**p<0,001 em relacdo ao grupo controle, teste T ndo pareado.

5.4 Expressao proteica

Por meio da técnica de imunoblot, a expressdo proteica do DAT revelou-se
aumentada no cortex pré-frontal dos animais submetidos a inalacdo de crack em

relacdo ao grupo controle (p=0,0136).
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Figura 13. Andlise da expressao proteica do DAT por imunoblot (1-3= grupo crack, 4-6=grupo
controle). Valores expressos em unidade arbitraria normalizada com actina. UA= unidade arbitraria.

*p<0,05 em relacdo ao grupo controle, teste T ndo pareado.
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5.5 Quantificagdo de dopamina, DOPAC e HVA no cérte  x pré-frontal

A quantificacdo de dopamina e seus metabdlitos por HPLC revelou diminui¢do
nos niveis do neurotransmissor [F(3,5)=2,262; p=0,0377], bem como de seus
metabolitos DOPAC [F(5,3)=1,429; p=0,0009] e HVA [F(3,5)=14,72; p=0,0021], de

aproximadamente 60% nos animais expostos ao crack (Figura 14).
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Figura 14. Efeitos do crack nos niveis de dopamina no cértex pré-frontal. Dados expressos como
Média * erro padrdao de 4 animais por grupo. *p<0,05 , **p<0,001 e p<0,0001 em relacdo ao grupo

controle, teste T ndo pareado.
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6 DISCUSSAO

Para auxiliar na validagdo do modelo animal de inalag&o de crack utilizado, foi
realizada a quantificacdo de cocaina e seus metabolitos BEG, EME, e MEG no
sangue coletado dos animais logo ap0s a exposi¢cdo. Até onde sabemos, esse foi 0
primeiro estudo a realizar essa quantificacdo logo apds a inalacdo crénica de crack
em roedores. Um resultado interessante obtido a partir da analise pelo GC-MS foi
qgue a concentracdo de MEG se apresentou bem mais elevada do que a da propria
cocaina. Além disso, a concentracdo sanguinea de cocaina foi menor, enquanto
que a concentracdo de MEG foi bem maior do que o encontrado por Han et al.
(2006). No trabalho citado, a amostra de sangue coletada 30 minutos apdés uma
Gnica administracado apresentou niveis de MEG abaixo do limite de deteccédo, e ao
final de uma Unica sessdo de auto-administracdo com duracdo de 120 minutos os
niveis de MEG se apresentaram entre 10-15 ng/mL. Uma importante diferenca entre
os dados encontrados nos dois estudos se relaciona com a origem da droga.
Enquanto a droga utilizada por Han et al. (2006) foi produzida no laboratério pelos
proprios autores, a droga utilizada no presente estudo foi apreendida do trafico de

drogas pela policia civil.

O MEG é um metabdlito exclusivo do crack, produzido apenas pela pirélise da
cocaina (WOOD et al, 1996). Um estudo realizado em ovelhas por Scheidweiler et
al. (2003) revelou que tanto o volume de distribuicdo quanto o tempo de meia vida
do MEG sédo maiores do que os da cocaina. Mais do que um simples marcador
analitico do crack, esse metabdlito chama atencdo devido a sua neurotoxicidade.
Por meio de ensaios de viabilidade celular utilizando cultura de células hipocampais
de ratos, Garcia et al. (2012) demonstrou que o MEG apresenta maior potencial
neurotoxico do que a propria cocaina, e, ainda, que a combinacdo desses dois
compostos gera um efeito neurotoxico aditivo. Os autores sugerem que a inducao da
morte celular por MEG envolve apoptose, desencadeada por ativacado da caspase-3,
enquanto a toxicidade induzida pela cocaina envolve dano a membrana, como
sugerido pela liberacdo de lactato desidrogenase intracelular. Em conjunto, esses
mecanismos levariam ao efeito neurotdxico aditivo da combinacdo das duas
substancias. Dessa forma, acreditamos que os efeitos observados nos parametros

avaliados possam ter contribuicdo desses dois compostos.
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No aspecto comportamental, os animais do grupo crack apresentaram
hiperlocomocéo apés as sessdes de inalacdo. Apesar de ndo ter sido observado um
aumento progressivo na atividade locomotora, caracteristico de sensitizacao
comportamental, os animais apresentaram um aumento na distancia percorrida
quando comparados ao grupo controle desde a primeira sessdo de inalacao e
durante todo o experimento, sugerindo o desenvolvimento de um comportamento
estereotipado induzido pela droga. Dados na literatura demonstram claramente que
os efeitos locomotores promovidos pela cocaina variam de acordo com a dose e 0
padrdao de administragbes da droga (CALIPARI et al., 2013; SCHLUSSMAN et al.,
2003; ZHANG et al., 2013; JAYARAM;STEKETEE, 2005; GRIGNASCHI et al., 2004;
LI et al.,, 2004). Diversos estudos demonstram que protocolos com tratamento
cronico do tipo binge (altas doses) ndo produzem sensitizagéao, e, em alguns casos,
promovem tolerancia comportamental (SCHLUSSMAN et al., 2003; BEN-SHAHAR et
al, 2004; ZHANG et al., 2013). Por outro lado, a sensitizagdo comportamental pode
ser observada em estudos com padrao de administracédo intermitente (CALIPARI et
al.,, 2013) e em exposicdo aguda ou a curto-prazo (Solinas et al., 2008;
GRIGNASCHI et al., 2004; LI et al., 2004 ). Além disso, ja foi demonstrado que o
acesso estendido e em altas doses da droga falha em desenvolver sensitizacao
comportamental, mas promove aumento escalonado no consumo em experimentos
de auto-administracdo, demonstrando que a sensitizacdo e 0 uso compulsivo estéo
dissociados (BEN-SHAHAR et al., 2004).

Ainda no plano comportamental, foi observado um comportamento
caracteristico nos camundongos submetidos a inalagcdo durante avaliagdo no campo
aberto. Esses animais apresentaram pulos repetitivos nos cantos da caixa,
inicialmente levantando a hipétese de ser um “efeito popcorn”. No entanto, o “efeito
popcorn”, observado em intoxicagdo aguda por cocaina ou canabindides, € um
comportamento de hiper-reflexia no qual os animais se encontram em um estado de
sedacdo, apresentando quase nenhum movimento, até que um estimulo os faca
saltar (DEWEY, 1989). Como os camundongos do grupo crack ndo se encontravam
em sedacdo, e sim com hiperlocomocao, e 0s saltos ocorriam sempre nos cantos
das caixas aparentando uma tentativa de fuga, observou-se que esse
comportamento, caracteristico dos animais do grupo crack, ndo se tratava do “efeito

popcorn”. Inicialmente, a avaliagdo dos animais no campo aberto foi divida em dois
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segmentos de 5 minutos cada considerando a curta duragao dos efeitos do crack.
De forma interessante, pdde-se observar que a frequéncia dos pulos aumenta no
segmento de 5-10 min. apos a inalagcdo em comparacdo com o segmento de 0-5
min, enquanto que a atividade locomotora propriamente dita (avaliada pela distancia
percorrida) € maior no primeiro segmento de tempo. Desta forma, podemos inferir
gue no segundo segmento de tempo no teste do campo aberto a atividade
locomotora passa a ser substituida pelo comportamento dos saltos. Além disso, foi
observado que o fator tempo foi significativo na diferenca observada entre os grupos
em relacdo aos saltos, mostrando que esta frequéncia aumenta ao longo dos dias de
inalacdo. Com isso, podemos inferir que houve sensitizacdo para este tipo de
comportamento. Tendo em vista que esse comportamento ainda ndo havia sido
relatado em modelos animais de adicdo a cocaina, sugere-se que esse seja um
comportamento induzido exclusivamente pelo uso do crack e poderia ser um sinal de
“craving”, ja que a frequéncia aumenta no segundo segmento de tempo, no qual o
efeito da droga ja esta se dissipando, ou ainda, uma manifestacdo de paranoia, um
distarbio psiquiatrico muito observado em usuarios de crack (NAPPO et al., 2007;
OLIVEIRA;NAPPO, 2008; RIBEIRO et al., 2010).

No intuito de compreender melhor os mecanismos moleculares da acao do
crack no SNC, avaliou-se a expressao génica relativa de alguns genes de interesse,
a maior parte deles previamente relatados como alterados pela exposi¢cado a cocaina
em diferentes regides cerebrais (BOULLE et al, 2012; MCCARTHY et al, 2012;
NESTLER, 2005; BESSON et al., 2013; HOLLIS et al, 2012; YUFEROQOV, et al, 2003).

AFosB é um produto de splicing do gene fosB que se acumula, principalmente
no NAc, em resposta a exposicdo repetida a drogas de abuso
(MCCLUNG;NESTLER, 2003;. RENTHAL et al, 2009). Esse fator de transcricdo tem
sido proposto como uma molécula chave na transicdo do uso recreativo de drogas
para o estabelecimento da adi¢édo, tendo em vista que a elevacdo nos seus niveis
leva a um aumento das propriedades recompensadoras das drogas (NESTLER,
2008). Em nosso estudo, a exposi¢cdo ao crack promoveu um aumento na expressao
de AFosB e uma diminuicdo na expressdo de CREB, que também é um fator de
transcricao envolvido no desenvolvimento da adi¢do. Drogas estimulantes ativam o
CREB em varias regides cerebrais importantes para a adicdo e esta ativacdo, em
geral, reduz a sensibilidade aos efeitos recompensadores das drogas e medeia 0

estado emocional negativo observado durante a abstinéncia. (NESTLER, 2003).



58

Alteracdes na expressao génica induzidas pela exposi¢cdo a cocaina a curto prazo
sdo mais dependentes do CREB, enquanto que o acumulo de AFosB, a longo prazo,
leva este fator a ser o principal regulador da expressdao génica
(MCCLUNG;NESTLER, 2003).

Outro alvo molecular envolvido com a adicdo a cocaina € o BDNF,
principalmente a isoforma IV. Ja foi reportada uma regulacdo positiva (upregulation)
de BDNF na regido da VTA promovida por exposicdo aguda e, também, apos
abstinéncia prolongada, enquanto que no CPF foi observada upregulation apos
administracdo aguda e regulacdo negativa (downregulation) apds abstinéncia
prolongada (MCGUINTY et al, 2010). Com o protocolo utilizado no presente estudo,
a inalacdo de crack ndo alterou a expressdo génica de BDNFIV, nem de seus
receptores, TrkB1 e TrkB2, como esperado.

Como a cocaina altera a neurotransmissao dopaminérgica, decidiu-se avaliar
a expressao génica relativa dos receptores D1R, D2R e D3R, além da enzima de
sintese tirosina hidroxilase. Observou-se um aumento acentuado na expresséo
desses genes, especialmente do receptor D2R, sugerindo, incialmente, uma
hiperativagdo do sistema dopaminérgico. Os receptores D1R estdo diretamente
envolvidos nos efeitos de reforco da cocaina. Conforme demonstrado em estudos
utilizando camundongos D1R-KO (knockout), a ativacdo de receptores D1R é
necessaria para a inducdo das respostas celulares e comportamentais tipicas a
administracdo da cocaina (XU et al, 1994; CAINE, et al., 2007). Ja foi relatado que a
administracdo de antagonistas D1R na regido da amigdala basolateral em modelo
de auto-administracdo de cocaina bloqueia o comportamento de busca pela droga.
Além disso, a microinjecdo de antagonistas D1R no CPF se mostrou capaz de
bloquear o restabelecimento da preferéncia condicionada por lugar (CPP) a cocaina
induzida por estresse ou pela droga (SANCHEZ et al.,, 2003; BERGLIND et al.,
2006). A superexpressdao de DI1R induzida por exposicdo a cocaina ja foi
observada anteriormente no corpo estriado (YUFEROV, et al, 2003).

Em relacdo aos receptores D3R, estudos em humanos (post-mortem)
reportaram um aumento da expressdo de D3R no estriado de usuarios mortos por
overdose de cocaina (SEGAL et al, 1997; STALEY;MASH, 1996), além de um
aumento nos niveis de MRNA de D3R no NAcb de camundongos apds exposicéo
cronica a cocaina (LE FOLL et al., 2002). Estudos utilizando antagonistas para D3R

bem como camundongos D3R-KO revelam que este receptor ndo esta diretamente
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envolvido nos efeitos de reforgo da cocaina em modelos de auto administracdo com
esquema de razéo fixa 1 e 2 (FR1 e FR2), onde sdo necessarias uma ou duas
respostas para a obtencdo de cocaina (CAINE et al., 2004; LE FOLL et al., 2005).
No entanto, observou-se que a ativacao desse receptor controla a motivacao de auto
administrar a cocaina em esquemas de razao progressiva (PR), em que a propor¢ao
de respostas exigidas aumenta gradualmente, ou ainda, em razao fixa 10, onde dez
respostas sdo necessarias para a obtencéo da droga (GILBERT et al., 2003). Dessa
forma, observa-se que a habilidade de antagonistas D3R em reduzir a motivacdo a
administracdo da droga depende do “preco”, ou seja, da dificuldade em consegui-la
(LE FOLL et al., 2005). Além disso, ja foi demonstrado que um antagonista seletivo
de D3R reduz a preferéncia condicionada por lugar a cocaina (HACHIMINE, et al.,
2014). Esse receptor, claramente envolvido nos mecanismos de adicdo a cocaina,
apresentou upregulation na regido do cortex pré-frontal nos animais submetidos a
inalagao de crack por 11 dias.

O DAT é o principal sitio de acdo da cocaina, e 0 uso cronico da droga pode
levar a alteracBes moleculares e bioquimicas nesse transportador. No presente
trabalho, foi verificado que os niveis da proteina DAT se encontraram aumentados
no CPF dos animais submetidos a inalacdo cronica de crack. Estudos anteriores
demonstraram niveis proteicos elevados no CPF apds experimentos de auto-
administracdo cronica de cocaina, inclusive da forma glicosilada, que é a mais
abundante e mais eficiente no transporte de dopamina (GRIMM et al., 2002;
MCINTOSH, et al., 2013). Por outro lado, em um estudo avaliando os niveis de
MRNA do DAT no caudado-putdmen ndo foi verificado diferenca em animais
submetidos a tratamento crénico ou agudo com cocaina em relacdo ao grupo
controle (ZHANG, et al., 2013). A avaliacdo da expressao génica por PCR em tempo
real no presente estudo nado foi possivel visto que a eficiéncia de amplificacdo dos
primers desenhados na regido estudada ndo foi satisfatéria. Dessa forma, foi
avaliada apenas a expressao da proteina, que se apresentou aumentada no CPF
dos animais do grupo crack.

Apesar de alguns autores apontarem a ativacdo de D1R como o principal
responsavel pelos efeitos provocados pelo uso da cocaina, estudos recentes
revelam o envolvimento de D2R tanto nas propriedades de reforco quanto na
resposta motora a essa droga (WELTER, et. al., 2007; DE MEI et al., 2009). Embora

alguns estudos tenham mostrado uma diminuicdo da expressdo de receptores D2R
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(NADER et al., 2006) bem como inibicdo de sua sinalizacao no estriado (NAVARRO
et al., 2013), promovidas pela cocaina, os resultados aqui encontrados revelaram
um aumento na expressdo génica de D2R no cortex pré-frontal dos animais do
grupo crack.

Uma condicdo sabidamente relacionada a hiperativacdo dopaminérgica,
especialmente dos receptores D2R, € a esquizofrenia. Essa caracteristica chama a
atencao devido aos relatos de alucinacdes e paranoia observados entre 0os usuarios
de crack (NAPPO et al.,, 2007; OLIVEIRA & NAPPO, 2008), o que sugere a
possibilidade desses sintomas serem mediados pelos receptores D2R. Ainda com
relacdo a esse aumento na expressdo de D2R, surge a possibilidade de que o
comportamento repetitivo dos saltos, observado nos animais do grupo crack, possa
ser uma expressao de paranoia, mediada por uma superexpressdo desses
receptores.

Apesar de ainda néo ter sido relatado no cértex pré-frontal, ja foi demonstrado
que a cocaina é capaz de aumentar os niveis de anandamida no estriado via
ativacdo de receptores D2R, que leva a inibicdo da FAAH e a estimulacdo da N-PLD
(CENTONZE, 2004). No presente estudo, observou-se diminuicdo na expressao
génica de CB1R, FAAH e MAGL no cortex pré-frontal de animais expostos a
inalacdo de crack. Ja foi observada previamente uma diminuicdo na expressao
proteica do receptor CB1 no cortex pré-frontal tanto de camundongos e ratos
tratados com cocaina quanto de humanos viciados (analises post-mortem), além de
desregulacéo na via de sinalizacdo  deste receptor  (ALVARO-
BARTOLOME;GARCIA-SEVILLA, 2013). Essa diminuicido na expressdo do receptor
CB1 pode ser mediada pelo excesso de AEA, que tem sua liberacdo aumentada
com o uso de cocaina via ativacdo dos receptores D2R (ALVARO-
BARTOLOME;GARCIA-SEVILLA, 2013).

A delecdo genética de CB1 bem como seu bloqueio farmacoldgico ja
demonstrou diminuir os efeitos reforcadores e comportamentais da cocaina, além de
reduzir tanto a concentracdo basal extracelular de dopamina quanto o aumento
dessa concentragdo induzida pela cocaina no NAcb (SORIA et al., 2005; LI et al.,
2009). A concentracdo de dopamina, DOPAC e HVA, determinada por HPLC,
revelou uma diminuicdo desse neurotransmissor, bem como de seus metabdlitos, na

regido do cortex pré-frontal nos animais submetidos a inalacéo crénica de crack.



61

Alguns autores sugerem que a atividade neuronal no circuito de recompensa
sofre dessensitizacdo como resultado do uso cronico de cocaina, e que esse
processo facilita a transicdo do uso controlado para o uso compulsivo por favorecer
o aumento do consumo (KOOB;LE MOAL, 2001; BEN-SHARAR et al., 2004). A
sensitizacgéo inicial aos efeitos da cocaina pode aumentar os efeitos refor¢cadores da
droga e levar ao desejo de consumir a droga novamente. No entanto, com o
aumento na frequéncia das administracoes, inicia-se um estagio de intoxicacdo que
resulta na ativacdo de processos contrarios a sensitizacdo como um mecanismo de
adaptacao, que atua no sentido de diminuir os mecanismos de reforco (KOOB;LE
MOAL, 1997; KOOB;LE MOAL, 2001).

Ben-Sharar (2004) demonstrou diferencas celulares e comportamentais
importantes em grupos de animais que foram submetidos a experimentos de auto-
administracdo de cocaina com acesso curto ou acesso prolongado a droga. Animais
com acesso diario de 1h a cocaina mantiveram niveis estaveis de auto-
administracdo durante os 8 dias de protocolo, enquanto 0s animais com acesso
diario de 6h apresentaram um aumento escalonado (uso compulsivo) nas
administracdes. Além disso, apdés um periodo de abstinéncia e um subsequente
desafio, os animais que tiveram previamente um acesso curto a droga apresentaram
aumento na expressédo de c-Fos em regides como NAcb e CPF, bem como um
aumento na atividade locomotora (sensitiza¢ao). Ja no grupo de animais submetidos
a acesso longo a cocaina esses efeitos celulares e comportamentais estavam
diminuidos. Esses dados contribuem com a hipotese previamente levantada de que
0 uso compulsivo e em altas doses ativa processos contrarios a sensitizagao inicial,

que resultam na diminuicdo dos mecanismos de reforgo.

Avaliando em conjunto os dados obtidos, o protocolo experimental e as
informacgdes encontradas na literatura, podemos inferir que apés 11 dias de inalacao
diaria de crack os camundongos se encontraram nesse estagio de recalibracdo do
sistema mesocorticolimbico, desenvolvendo uma dessensitizagdo desse sistema. Os
efeitos observados nos sistemas dopaminérgico e endocanabindide pela exposicao
ao crack podem ser os mediadores desse processo.

Sabe-se que a exposicdo inicial ao crack leva a uma hiperestimulacao

dopaminérgica devido ao acumulo de dopamina na fenda sinaptica. A ativacédo de
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receptores D2R causa inibicdo da FAAH e estimulagdo da MAGL, resultando no
aumento da concentracdo de AEA (CENTONZE, 2004). Os niveis elevados de AEA
podem estar induzindo a dessensibilizacdo do receptor CB1R como um mecanismo
compensatorio (ALVARO-BARTOLOME;GARCIA-SEVILLA, 2013). Como a ativagéo
de CB1R esta envolvida em alteracbes de plasticidade nos neurbnios
dopaminérgicos influenciando nos efeitos celulares e comportamentais da cocaina
(VLACHOU & PANAGIS, 2014), inclusive na liberacdo de dopamina, € possivel que
a diminuicdo na expressdo génica observada para esse receptor possa estar
envolvida com uma diminuicdo nos mecanismos de recompensa, que, por sua vez,
pode estar relacionada com a diminuicdo dos niveis de dopamina encontrada. Em
resposta aos baixos niveis de dopamina existentes, a regulacédo génica poderia agir
de forma compensatéria levando ao aumento observado na expressdo dos
receptores dopaminérgicos avaliados, bem como da enzima de sintese de

dopamina, tirosina hidroxilase.

Outro fator que ndo pode ser desconsiderado € a neurodegeneracdo
promovida pelo uso do crack. Resultados preliminares de um ensaio com o Fluoro-
Jade B®, um marcador especifico de neurdnios mortos, demonstraram uma intensa
morte neuronal na regido do cortex pré-frontal de um animal submetido a inalacao
de crack. No entanto, ainda néo foi possivel realizar a quantificacdo dos neurénios
marcados e 0 numero de animais avaliado até o momento foi de apenas 1 animal
por grupo, requerendo novas analises para a confirmacédo desses dados. Ainda
assim, dados na literatura demonstrando a neurotoxicidade causada pela cocaina e
pelo MEG (GARCIA et al., 2012) associados a esse resultado prévio sugerem que a
inalacdo de crack por 11 dias promove morte neuronal no cortex pré-frontal.
Mecanismos compensatorios frente a essa neurodegeneracdo, induzida pela
associacdo de MEG e crack, também podem contribuir para o aumento da
expressdo génica de componentes dopaminérgicos, essenciais para o0

funcionamento normal do sistema.

Frente aos resultados observados, incluindo alteracdes ainda néo descritas
para modelos de adicao utilizando cocaina por via intravenosa ou intraperitoneal, e
considerando que a concentracdo de MEG encontrada no sangue dos animais
expostos ao crack se mostrou muito mais elevada do que a da cocaina em si, surge

a possibilidade de que os efeitos observados no cértex pré-frontal bem como os
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efeitos comportamentais possam ser mediados pelo MEG e ndo somente pela
cocaina. As alteracBes promovidas pelo crack no cortex pré-frontal podem ser as
principais responsaveis pelo descontrole comportamental caracteristico dos usuarios
de crack, que os levam a quadros ndo observados em usuarios de cocaina por via
nasal. Dessa forma, ressalta-se a importancia de estudos especificos para o abuso
de crack, para uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na adi¢éo a
essa droga. Os resultados aqui encontrados reforcam que a adicdo ao crack ndo
pode ser tratada como a adicdo a cocaina em pé. O presente trabalho propés um
modelo animal especifico para o abuso de crack, com o objetivo de verificar as
alteracdes moleculares, bioquimicas e comportamentais promovidas pela inalagédo
cronica dessa droga. No entanto, ainda sdo escassas as pesquisas que visam
elucidar os aspectos neurobioldgicos da adicdo ao crack. Estudos comparativos
com a cocaina e até mesmo com o MEG também contribuiriam com a identificacdo
das principais diferengas entre os processos neurobiologicos associados ao uso do
crack e da cocaina. A compreensdo dos mecanismos bioquimicos e moleculares
responsaveis pela dependéncia ao crack é essencial na busca de estratégias

terapéuticas especificas e eficazes para o abuso dessa droga.
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7 CONCLUSAO

A exposicdo ao crack no modelo utilizado promoveu uma concentracdo maior
de MEG em relacdo a cocaina no sangue dos animais submetidos a inalacéao

da droga.

A exposicdo de camundongos a inalacdo de crack por 11 dias promoveu
hiperlocomocdo em todas as sessfes, contudo, essa caracteristica néo
apresentou aumento dependente de tempo. Portanto, os animais nao

apresentaram sensitizacdo comportamental no modelo utilizado;

Os camundongos expostos a inalacdo cronica de crack apresentaram saltos
repetitivos durante o teste do campo aberto, com aumento da frequéncia ao
longo das sessbes, demonstrando o desenvolvimento de sensitizacdo para

este comportamento;

O aumento na expressao génica de AFosB nos animais submetidos a 11 dias
de inalagdo de crack confirma que estes animais desenvolveram adi¢éo a

droga;

A inalacéo crbnica de crack aumenta a expressao génica de componentes do
sistema dopaminérgico, diminui os niveis de dopamina e seus metabdlitos, e
reduz a expressao génica de componentes do sistema endocanabindide no
CPF de camundongos, sugerindo que esses sistemas estdo envolvidos nos

mecanismos de adicdo ao crack;

A inalacdo de crack, via D2R, diminui a expressdao de componentes do
sistema endocanabindide levando a uma diminuicdo nos niveis de dopamina,
0 que resulta no aumento da expressdao de componentes do sistema

dopaminérgico por mecanismo compensatorio;

O aumento da expressao do sistema dopaminérgico no CPF promovido pela
exposicdo ao crack pode ser responsavel pelo comportamento tipo psicotico

observado nos usuarios do crack.
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