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RESUMO

A presente dissertacdo abordou o nivel sérico da Cocaine and Amphetamine
Regulated Transcript (CART) em uma populacdo altamente vulnerdvel — diades
maes/bebés com historia de exposi¢do ao crack na gestagdo. A CART é um antioxidante
endogeno presente desde o periodo embrionério e ativado por maiores niveis de
dopamina. Foram avaliados 57 recém-nascidos expostos (RNE) e 99 ndo expostos
(RNNE), e as suas mdes. Utizou-se uma amostragem consecutiva, em um delineamento
transversal. Foram considerados potenciais confundidores: dados maternos, como
psicopatologia, QI, intensidade do uso de outras substancias além de crack nos altimos
trés meses, doencgas infecto-contagiosas e outros. Também foram considerados dados
dos recém-nascidos (RNSs), como apgar, peso e género, entre outros. No primeiro
artigo, foram comparados os niveis de CART entre RNs com exposi¢do intrauterina
(EIU) ao crack vs RNs controles. Além disso, comparamos 0s niveis séricos de CART
entre as mdes desses RNs, no periodo pds-parto imediato. A analise estatistica foi
através de General Linear Model. A media ajustada da CART foi significativamente
maior em RN expostos em comparacdo aos nao expostos (0,18, 1Cgs% 0,09 - 0,27 vs
0,05, 1Cgs% 0,02 - 0,07; p = 0,002, d = 0,68), mesmo considerando-se o efeito da
intensidade do uso de alcool nos Gltimos trés meses. J& nas maes, ndo houve diferenca
nos niveis da CART entre expostas (mediana = 0,024, amplitude interquartil 1,123,
amplitude 0,006222 — 1,126010, n = 44) e ndo expostas (mediana = 0,031, amplitude
interquartil 3,439, amplitude 0,003739 — 3,442805, n= 90, p = 0,08, Mann-Whitney U
Test). No segundo artigo, foi analisada a correlagcdo (Spearman correlation test) entre
CART no SCU e no sangue periférico materno das usuarias de crack desta mesma
amostra. Encontramos correlacdo direta e moderada (rs= 0,350, p = 0,043). Através dos
resultados do primeiro estudo, confirmamos alteracBes no sistema REDOX destas
diades, sendo a CART mais mobilizada na dupla com exposicdo. A falta de diferenca
entre as puérperas sugere que a resposta antioxidante endégena possa variar de acordo
com a etapa do ciclo vital e, talvez, a cronicidade do estressor — no caso, tempo de uso
de crack. Através dos resultados do segundo artigo, concluimos que ha um sistema
antioxidante enddgeno atuando desde cedo no feto em desenvolvimento. Em conjunto,
trata-se de dados inovadores, com caracteristicas de neuroprotecdo em RNSs. Estes
achados podem ajudar a elucidar os caminhos neurobioldgicos responsaveis pelas
alteracdes de neurodesenvolvimento, contribuindo para a ampliacdo das possibilidades
de intervencGes precoces.



ABSTRACT

The present master’s dissertation addressed the serum level of Cocaine and
Amphetamine Regulated Transcript (CART) in a highly vulnerable population -
mother/newborn dyads with a history of exposure to crack/cocaine during pregnancy.
CART is an endogenous antioxidant present since the embryonic period and activated
by higher levels of dopamine. We evaluated 57 exposed and 99 unexposed infants, and
their mothers. A consecutive sampling was used in a cross-sectional design. Potential
confounders were considered: maternal data, such as psychopathology, 1Q, intensity of
use of other substances besides crack/cocaine in the last three months, infectious
diseases and others. Data on newborns, such as apgar, weight and gender, among others,
were also considered. In the first article, we compared the levels of CART among
newborns with intrauterine exposure to crack/cocaine vs newborns controls. In addition,
we compared the serum levels of CART among the mothers of these newborns in the
immediate postpartum period. The statistical analysis was through General Linear
Model. The CART adjusted mean was significantly higher in exposed infants compared
to non-exposed infants (0.18, 95% CI 0.09 - 0.27 vs 0.05, 95% CI1 0.02-0.07, p = 0.002,
D = 0.68), even considering the effect of the intensity of alcohol use in the last three
months. In the mothers, there was no difference in the CART levels between exposed
(median = 0.024, interquartile range 1,123, range 0.006222 - 1.126010, n = 44) and not
exposed (median = 0.031, interquartile range 3,439, range 0.003739 - 3,442,805, n = 90,
p = 0.08, Mann-Whitney U Test). In the second article, the correlation (Spearman
correlation test) between CART in the umbilical cord blood (UCB) and the maternal
peripheral blood of the crack/cocaine users of this same sample was analyzed. We found
direct and moderate correlation (rs = 0.350, p = 0.043). Through the results of the first
study, we confirmed changes in the REDOX system of these dyads, with CART being
more mobilized in the pair with exposure. The lack of difference between postpartum
women suggests that the endogenous antioxidant response may vary according to the
stage of the life cycle and perhaps the chronicity of the stressor - in this case,
crack/cocaine use duration. Through the results of the second article, we conclude that
there is an endogenous antioxidant system acting at an early stage in the developing
fetus. Together, these are innovative data, with characteristics of neuroprotection in
newborns. These findings may help elucidate the neurobiological pathways responsible
for neurodevelopmental changes, contributing to the expansion of the possibilities of
early intervention.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Consumo de cocaina, crack e oxi no Brasil entre adolescentes e adultos

durante a vida € N0 UITIMO @NO0 .....eevviiiiiiec s 16
Quadro 1 - Critérios da CID-10 para dependéncia de SUDStANCIas ............ccccvervvevernnene. 18
Quadro 2 - Critérios do DSM-5 para transtorno por uso de estimulantes ...................... 18



ABR
ATP
AVC
CAPES
CART

DAT
DQ
DSM
EO
EIU
ERO
FIPE
H20:
HCPA
HIV
HNPC
IL-6
IL-10
LENAD
MDA
MIN

NA
NSDUH
02"
OMS
PNPD
Ql

RNs
RNE
RNNE
SCU
SNC
SOD
SPAs
SPECT
TBARS

TCLE
TRAP
ucCB
UFRGS
VS

VTA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Auditory Brainstem Response

Trifosfato de Adenosina

Acidente Vascular Cerebral

Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
Cocaine and Amphetamine Regulated Transcriptor / Transcritor
Regulador da Cocaina e da Anfetamina
Transportador de Dopamina

Dependéncia Quimica

Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais
Estresse Oxidativo

Exposicdo Intrauterina

Espécies Reativas de Oxigénio

Fundo de Investimento a Pesquisa

Perdxido de Hidrogénio

Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Virus da Imunodeficiéncia Humana

Human Neural Progenitor Cells

Interleucina 6

Interleucina 10

Levantamento Nacional de Alcool e Drogas
Malondialdeido

Mini International Neuropsychiatric Interview
Numero de Sujeitos / Sample Size

Nucleous Acumbens

National Survey on Drug Use and Health
Superéxido

Organizacdo Mundial da Saude

Programa Nacional de P6s-Doutorado
Quociente de Inteligéncia

Recém-Nascidos

Recém-Nascidos Expostos

Recém-Nascidos Nao Expostos

Sangue do Corddo Umbilical

Sistema Nervoso Central

Superoxido Desmutase

Substéncias Psicoativas

Single Photon Emission Computed Tomography
Thiobarbituric Acid Reactive Substances / Substancia Reativa ao Acido
Tiobarbitdrico

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Potencial Reativo Antioxidante Total

Umbilical Cord Blood

Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Versus

Area Tegumentar Ventral

10



SUMARIO

L INTRODUGAOD ..ottt sttt ettt 12
2 REVISAO DA LITERATURA ..ottt enes s s s 14
2.1 Consideragdes SODIe 0 CraCk .........cocoviriiiiieieiesce e 14
2.2 EStresse oXidativVo @ COCAINA .......ccvvieieierieiie s 27
2.3 CART € COCAIMNA ..c.vtvieiieieie ittt sttt sttt sttt sre b ene s 33
SIUSTIFICATIVA ettt bbbttt sttt nneas 36
4 OBUIETIVOS ...ttt bbbttt sb bbb ne et nes 37
4.1 ODJELIVO GEIAL ..o 37
4.2 Objetivos ESPECITICOS ......iiiiiieeiecie st 37
5 CONSIDERAGOES ETICAS ...t sssssssssssessssssssssssessessssssssons 38
B RESULTADOS ..ottt st bbb e s 39
B.L ATTIZO 1 ..o 39
B.2 ATTIZO 2 .ottt 63
7. CONCLUSOES E CONSIDERAGCOES FINAIS .......oorieeeeeeeeeeeeeeeereeesieneeeeeenenes 84
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cccooviiiiiieieieeese e 88
ANEXOS ..ottt a e re e e es 99
Anexo 1 Carta de aprovagdo do Projeto .......cccceeeeeieieerieiiesee e 99
Anexo 2 Termo de consentimento livre e esclarecido — €asos ...........c.cceevene.. 101
Anexo 3 Termo de consentimento livre e esclarecido — controles ................... 103
Anexo 4 Certificado prémio de melhor trabalho psiquiatria clinica ................. 106
Anexo 5 Certificado apresentagdo oral ..........ccccoeeeiiiiiiiieniniene e 106
Anexo 6 Carta de submiss@o do artigo 1 .......cccccveiiieiiiiciie e 107
Anexo 7 Carta de aCeite artigo 2 ........ccoveeereierienieeeeereee e 108

11



1 INTRODUCAO

Este trabalho faz parte de uma linha de pesquisa maior, financiada pelo Fundo
de Investimento a Pesquisa (FIPE) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e o
Programa Nacional de P6ds-Doutorado (PNPD) da Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES), que visa a estudar o uso do crack nas diferentes
etapas do ciclo vital.

A presente dissertacdo aborda o tema de gestantes usuérias de crack e seus
bebés. O uso de crack por gestantes é um grave problema de salde publica. Entre os
usuarios de crack, as gestantes sdo uma populacdo que merece maior atengdo. Em 2012
e 2013, nos Estados Unidos, 5,4% das gestantes entre 15-44 anos de idade eram
usuarias de drogas ilicitas (NSDUH, 2014)

Devido ao seu baixo peso molecular, a cocaina e seus metabolitos rapidamente
atravessam a placenta e atingem os tecidos fetais em altas concentra¢bes (RIEZZO et
al., 2012), com tréagicos efeitos ao desenvolvimento infantil (CAMBELL, 2003). A
cocaina é altamente toxica, agindo de forma dindmica e complexa. Interfere em diversos
mecanismos intracelulares, entre eles a geracdo de radicais livres e a rota antioxidante.
Acredita-se que a cocaina possa aumentar o estresse oxidativo (EO) pela contracdo dos
vasos uterinos e placentarios (DOLKART et al., 1990; WOODS 1992; PATEL et.al.
1999; LIPTON et al., 2002) com consequente hipoxia ao feto (HARGRAVE e
CASTLE, 1995). Outra forma da cocaina levar a inducéo do EO ¢é através da toxicidade
de seus metabolitos, como a norcocaina, o nitroxido norcocaina, a N-hidroxinorcocaina
e a norcocaina nitrosonium (KOVACIC e COOKSY, 2005).

Recentemente, 0 nosso grupo comparou EO, através dos niveis de

Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS) no sangue do corddo umbilical
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(SCU) entre os recém-nascidos expostos ao crack intraltero e os recém-nascidos ndo
expostos. O niveis de TBARS no SCU foram significativamente menor no grupo de
expostos em comparacao aos ndo expostos. Ao analisarmos as suas méaes, no puerpério
imediato, ndo houve diferenca signifactiva entre usuarias e ndo usudrias. Assim, as
mudancas nos niveis de TBARS em bebés expostos sugerem que o feto, mediante
exposicdo a cocaina, mobiliza rotas antioxidantes enddgenas desde muito cedo no
desenvolvimento. O mesmo ndo ocorreu em suas maes, por diversas possibilidades,
como a cocaina ser um estressor crénica para as mesmas, ou diferencas de ativacdo
cerebral de acordo com o momento do ciclo vital. Neste sentido, achamos que o feto
conta com um sistema antioxidante enddgeno, estimulado pela presenca de cocaina, a
Cocaine and Amphetamine Regulated Transcript (CART) (MARDINI et al., 2017).

Todavia, existe na literatura uma caréncia de estudos em humanos, a despeito
das inimeras pesquisas em modelo animal, 0 que incentivou a presente dissertacdo, de
comparar 0s niveis séricos de CART entre bebés expostos ao crack durante a gestacdo e
bebés ndo expostos no SCU e as suas maes.

Inicialmente, faz-se uma breve revisao sobre o crack. Discorre-se depois a cerca
de biomarcadores, apresentando-se uma revisdo da literatura a respeito do EO, da

CART e crack e/ou cocaina, com énfase em bebés e gestantes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Consideracdes sobre o crack

Crack, farmacocinética e farmacodinamica

Crack, também chamado de pedraourocha, € um termo inglés derivado do
estalo que ocorre na queima da pedra. Esse composto é um dos varios derivados da
cocaina. A cocaina é um dos preparados a partir da folha de coca, cuja arvore se chama
“Erytroxylon coca”. As misturas utilizadas antes da queima sdo variadas, o que
dificulta identificar exatamente a composicdo do crack. Os principais passos da
produgdo do crack sdo os seguintes: “as folhas sdo maceradas em alcool, junto com
querosene ou gasolina” (von DIEMEN 2013, p.20). A esse preparado, ¢ adicionado
acido sulftrico, cal e amoniaco. “Da filtracdo dessa solucdo ¢ formada a pasta de
cocaina” (von DIEMEN 2013, p.20). A pasta de cocaina tem uma concentragdo de
cocaina que varia de 40% a 90% (INCIARDI, 1991). Esta pasta de cocaina, a qual
podem ser adicionados novos ingredientes, passa por nova filtracdo, formando a pasta
base. A partir da pasta base, podem derivar a merla e o cloridrato de cocaina. O
cloridrato de cocaina da origem a base livre e ao crack. O crack pode ser obtido através
do aquecimento de cloridrato de cocaina com a adicdo de bicarbonato de sédio, aménia
e agua a 95°C, até o ponto de precipitacdo dos cristais. Os cristais de cocaina vdo se
solidificando, a medida que a agua se evapora. O precipitado remanescente é resfriado,
finalizando o processo de obtencédo do crack.

A farmacocinética da cocaina depende da via pela qual é absorvida. O usuério de
crack precisa fumar com muito maior frequéncia e com intervalos cada vez menores,

gerando o comportamento de uso compulsivo (WEISS e IANNUCCI, 2009). O pico
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plasmaético é rdpido, oscilando entre oito e dez segundos para o inicio de sua acao, e a
duracdo de efeito é de cinco a dez minutos (ROMANO et al., 2002).

A cocaina é metabolizada por duas vias principais. A maior transformacao
consiste na hidrolise em seus grupos ésteres, 0s quais aparentemente ndo tém
importancia nas suas manifestacdes toxicas. A menor rota é a oxidativa, que tem atraido
maior atencdo devido a sua toxicidade. Essa rota gera os seguintes metabolitos
considerados toxicos: norcocaina, nitroxido norcocaina, N-hidroxinorcocaina e
norcocaina nitrosonium (KOVACIC, 2005). A vida média, em adultos, de tais
metabdlitos é de 50 a 90 minutos. No figado, na presenca do alcool, a cocaina é
convertida em etilcocaina ou cocaetileno. O cocaetileno produz um efeito
farmacoldgico “cocalike”, que tem uma vida média maior e pode ser mais toxico do que
a prépria cocaina (WEISS e IANNUCCI, 2009, p.1322). Somente 1 a 5% da cocaina é
excretada intacta, os demais 95% sdo excretados como metabodlitos. O metabdlito
benzoylecgonina ¢ detectado na urina, de dois a trés dias depois do “binge”. Nos
usuarios pesados, esse metabolito pode ser detectavel mesmo apds 10 a 14 dias do uso
(WEISS e IANNUCCI, 2009).

Em relacdo a farmacodinadmica, o principal mecanismo de a¢do da cocaina é o
blogueio reversivel do transportador de dopamina (DAT), responsavel pela recaptacao
da dopamina da fenda para o neurbnio pré-sinaptico, com resultante acimulo de
dopamina (HEAL et al., 2014). A cocaina atua principalmente em &reas com maior
densidade de DAT, como o putamen, caudato e a area tegumentar ventral (VTA).
(WEISS e IANNUCCI, 2009; DESAI, et al., 2014; DEHENES, et al., 2014). O
mecanismo de acao da cocaina em nivel intracelular é complexo e dependente de muitas
variaveis, entre elas, a etapa do desenvolvimento no qual incide (KUROKAWA et al.,

2014).
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O acumulo de dopamina promovido pela cocaina (BANNON et al., 2014) ativa a
acdo da CART, um peptideo encontrado em regides do cérebro mediadoras do sistema
de recompensa das drogas. Acredita-se que a CART funcione como um
neurotransmissor, embora receptores especificos para esse peptideo sejam de dificil
caracterizagdo (UPADHYA et al., 2015). A CART estd contida em neurdnios do
Nucleous Acumbens (NA) que se projetam para a VTA. A injecdo de CART no NA
diminui as respostas locomotoras nos ratos tratados com cocaina, demonstrando que
possivelmente tenha um efeito neuroprotetor (JOB, 2016). Um estudo com dez humanos
expostos a cocaina, e dez ndo expostos, encontrou um aumento na expressao do gene da
CART nos usuérios, mais especificamente no NA (ALBERTOSON et al., 2004). Em
suma, observa-se uma base tedrica para mensuracdo da CART em usuarios de cocaina,
como seré apresentada nesta dissertacdo (ALBERTSON, et al., 2004; ANDERSON e

PIERCE, 2005; BANNON et al., 2005).

Uso de crack e outras substancias psicoativas

O abuso de SPAs é um dos problemas mais importantes em satde publica da
atualidade. Dados referentes aos anos 2012 e 2013 apontam que 24,6 milhdes de norte-
americanos (9,4% da populacdo) com idade acima de 12 anos eram usudarios de drogas
ilicitas no altimo més (NSDUH, 2014). A idade média do primeiro consumo entre 0s
iniciados em cocaina, na faixa etaria entre 12 a 49, foi de 20,4 anos. (NSDUH, 2014).

Atualmente, o Brasil apresenta alta prevaléncia de usuarios de SPAs ilicitas. Em
publicacdo recente da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), foi apontado como uma
das nacGes emergentes onde o consumo de estimulantes como a cocaina — seja na forma
intranasal (“p6”) ou fumada (crack, merla ou oxi) — esta aumentando enquanto na

maioria dos paises o consumo esta diminuindo. Conforme o Il Levantamento Nacional
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de Alcool e Drogas (LENAD) quase 6 milhdes de brasileiros (4% da populacio adulta)
ja experimentaram alguma apresentacao de cocaina na vida. Este indice foi de 3% entre
adolescentes, representando 442 mil jovens. No Gltimo ano, a prevaléncia de uso dessa
droga atingiu 2,6 milhdes de adultos (2%) e 244 mil adolescentes (2%), conforme a

Figura 1 (INPAD, 2015).

Consumo de Cocaina/Crack/Oxi no Brasil

¥ Uso na vida

3 Usou no udltimo ano
4 S
3
X
2 4
1
0 g

Adolescentes Adultos

FIGURA 1 - Consumo de cocaina, crack e oxi no Brasil entre adolescentes e adultos
durante a vida e no ultimo ano
Fonte: INPAD (2015).

A cocaina utilizada sob a forma de crack e acessivel a baixo custo e seu uso esta
associado a diversas situacdes de risco como infecgdes, ma nutricdo, distdrbios
familiares e violéncia (PECHANSKY et al., 2004; GALDUROZ et al., 2005; EIDEN et
al al., 2006; MITSUHIRO et al. al., 2006). Também esta associado a mais
comportamento sexual de risco (TURNER at al., 2016), problemas odontoldgicos como

dentes cariados e perda de dentes (CURY et al., 2017). Também o uso de crack esta

17



associado com maior risco de desenvolver transtornos psiquiatricos (esquizofrenia,
Dependéncia Quimica (DQ), transtornos do humor, transtornos de personalidade, entre
outros, conforme dados recentes de um estudo realizado na cidade de Recife (CASTRO
etal., 2016).

O consumo de crack frequentemente implica padrdes mais graves de
dependéncia (HATSUKAM e FISCHMAN, 1996; GUINDALINI et al., 2006). Deste
modo o diagndstico clinico do consumo de crack pode e deve ser feito por todo e
qualquer profissional capacitado e responsavel pela deteccdo, pelo encaminhamento ou
pelo tratamento dos problemas relacionados ao consumo de SPAs. Os critérios
diagnosticos dessa sindrome serviram de base para a elaboracdo dos dois principais
coédigos psiquiatricos da atualidade: a Classificacdo Internacional de Doencas e
Problemas Relacionados a Saude (CID-10) (OMS, 1993), e o Manual Diagnostico e
Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5) (APA, 2014) (Quadros 1 e 2), apesar de
nesta dissertacdo termos trabalhado com os critérios da DSM-1V, que ainda
classificavam a DQ em abuso ou dependéncia. Esta transicdo de critérios diagndésticos,
ocorrida durante a coleta de dados da dissertacdo, é abordada na literatura (HASIN et
al., 2013).

Salienta-se que ndo ha uma quantidade ou frequéncia de uso de Substancias
Psicoativas (SPAs), ilicitas ou ndo, consideradas seguras na gestacdo (NATIONAL
HEALTH AND MEDICAL RESEARCH COUNCIL, 2009), em gestantes, ndo ha

quantidade de exposi¢cdo a SPAs considerada aceitavel.
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QUADRO 1

CRITERIOS DA CID-10 PARA DEPENDENCIA DE SUBSTANCIAS

Um diagnostico definitivo de dependéncia deve, normalmente, ser constatado somente
se trés ou mais dos seguintes requisitos tenham sido experimentados ou exibidos em
algum momento do ano anterior:

(@) Um forte desejo ou senso de compulsdo para consumir a substancia;

(b) Dificuldade em controlar o comportamento de consumir a substancia em termos
de inicio, término e inicio de consumo;

(c) Um estado de abstinéncia fisiol6gica quando o uso da substancia cessou ou foi
reduzido, como evidenciado por: sindrome de abstinéncia para a substancia ou o
uso da mesma substéncia (ou uma intimamente relacionada) com a intenséo de
aliviar ou evitar sintomas de abstinéncia;

(d) Evidéncia de tolerancia, de tal forma que doses crescentes da substancia
psicoativa sdo requeridas para alcancar efeitos originalmente produzidos por
doses mais baixas;

(e) Abandono progressivo de prazeres e interesses alternativos em favor ao uso da
substancia psicoativa, aumento da quantidade de tempo necessario para se
recuperar de seus efeitos;

(f) Persisténcia no uso da substancia, a despeito de evidéncia clara de
consequéncias manifestamente nocivas (deve-se fazer esforcos claros para
determinar se 0 usuério estava realmente consciente da natureza e extensdo do
dano.

Fonte: Organizagdo Mundial da Saude, 1993.

QUADRO 2

CRITERIOS DO DSM-5 PARA TRANSTORNO POR USO DE ESTIMULANTES

“A.Um padrdo de uso de substancia tipo anfetamina, cocaina ou outro estimulante
levando a comprometimento ou sofrimento clinicamente significativo, manifestado por
pelo menos dois dos seguintes critérios, ocorrendo durante um periodo de 12 meses:

1.

2.

o

O estimulante € frequentemente consumido em maiores quantidades ou por
um periodo mais longo do que o pretendido.

Existe um desejo persistente ou esfor¢cos malsucedidos no sentido de reduzir
ou controlar o uso de estimulantes.

Muito tempo é gasto em atividades necessarias para a obtencdo do
estimulante, em utilizacdo, ou na recuperacéo de seus efeitos.

Fissura ou um forte desejo ou necessidade de usar o estimulante.

Uso recorrente de estimulantes resultando em fracasso em cumprir
obrigacGes importantes no trabalho, na escola ou em casa.

Uso continuado de estimulantes apesar de problemas sociais ou interpessoais
persistentes ou recorrentes causados ou exacerbados pelos efeitos do
estimulante.

Importantes  atividades sociais, profissionais ou recreacionais sdo
abandonadas ou reduzidas em virtude do uso de estimulantes.

Uso recorrente de estimulantes em situagcdes nas quais isso representa perigo
para a integridade fisica.
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9. O uso de estimulantes ¢ mantido apesar da consciéncia de ter um problema
fisico ou psicologico persistente ou recorrente que tende a ser causado ou
exacerbado pelo estimulante.

10. Tolerancia, definida por qualquer um dos seguintes aspectos: a. Necessidade

de quantidades progressivamente maiores do estimulante para atingir a
intoxicacdo ou o efeito desejado. b. Efeito acentuadamente menor com o0 uso
continuado da mesma quantidade do estimulante.
Nota: Este critério ndao € considerado em individuos cujo uso de
medicamentos estimulantes se da unicamente sob supervisdo médica
adequada, como no caso de medicacdo para transtorno de déficit de
atencdo/hiperatividade ou narcolepsia.

11. Abstinéncia, manifestada por qualquer dos seguintes aspectos: a. Sindrome
de abstinéncia caracteristica para o estimulante (consultar os Critérios A e B
do conjunto de critérios para abstinéncia de estimulantes, p. 569). b. O
estimulante (ou uma substancia estreitamente relacionada) é consumido para
aliviar ou evitar os sintomas de abstinéncia.

Nota: Este critério é desconsiderado em individuos cujo uso de
medicamentos estimulantes se da unicamente sob supervisdo médica
adequada, como no caso de medicacdo para transtorno de déficit de
atencao/hiperatividade ou narcolepsia.

Fonte: American Psychiatric Association, 2013.

Sabe-se que a DQ € um transtorno de natureza multifatorial que vai além dos
fendmenos causados ou desencadeados pela droga, abrangendo, também, a
suscetibilidade individual e o contexto social em que o individuo encontra a substancia.
Desse modo, cada individuo pode sentir os efeitos das substancias de forma diferente,
algo que ja vem sendo demonstrado entre os adolescentes que experimentam os efeitos
decorrentes do consumo de drogas de modo mais intenso do que os adultos (SILVA e
MATQOS, 2004).

Ha diversos modelos neurobioldgicos que fundamentam a existéncia de uma
base organica para a DQ (WEST, 2006). Todas as SPAs que causam dependéncia atuam
sobre o sistema mesolimbico-mesocortical, também de denominado sistema de
recompensa (CAMI e FARRE, 2003; ESCH e STEFANO, 2004; WHO, 2004; NIDA,
2011). Tal sistema abriu caminho para o entendimento das bases neurobioldgicas e dos

mecanismos do uso de SPAs (OLDS e MILNER, 1954). Mais tarde, outros estudos
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mostraram atividade cerebral intensa nessa regido na presenca de alimentos ou parceiros
sexuais. A funcdo adaptadora desse sistema pode facilmente ser entendida como
importante na preservacdo do individuo e da espécie (SULLIVAN e HAGEN, 2002,
LENDE e SMITH, 2002). Deste modo o sistema de recompensa pode ser ativado tanto
por reforcos naturais quanto pelas SPAs, sendo as Ultimas capazes de perverter o
sistema biologico adaptativo original, imitando estimulos naturais e vitais (BOENING,
2001; TOMASI et al., 2015).

Além disso, as técnicas de neuroimagem tém contribuido de forma importante
para a compreensdo das alteracGes neuroquimicas e funcionais nos cérebros de usuarios
de SPAs. E um estudo realizado por Volkow e colaboradores (VOLKOW et al., 2000),
foi verificada a influéncia da via de administracdo da cocaina sobre seus efeitos
reforcadores no Sistema Nervoso Central (SNC). Em um estudo de PET com o
radiofarmaco [*'C]-cocaina (radioligante para o DAT), 32 usuarios de cocaina foram
avaliados quanto a eficacia do bloqueio de Dopamina (DA) e ao efeito de diferentes
doses da substancia e nas diferentes vias de administracdo, além do auto-correlato de
sentir o efeito intenso da droga (high). Os autores observaram que: 1) o bloqueio e a
eficacia do bloqueio do DAT ocorrem em todas as vias de administragdo de igual forma
e independe da dose; 2) os usuarios de crack apresentam semelhante percepcdo do
efeito intenso da droga, independentemente da dose utilizada; 3) os usuérios de crack
foram os primeiros a relatar o efeito intenso da droga para 0s mesmos niveis
plasméticos de cocaina e de bloqueio de DAT das outras vias de administracdo. Os
autores concluiram que as diferencas nos efeitos reforcadores da cocaina estdo
relacionadas a via de administracdo e sua velocidade em chegar ao SNC, e ndo a

eficacia da droga em bloquear o DAT (VOLKOW et al, 2000).
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H& também um esforco da genética e da epigenética na busca de compreender a
neurobiologia da adicdo a SPAs. Por exemplo, na transmissdo das dependéncias
quimicas entre geracdes existe um componente genético ja descrito. (KENDLER et al.,
2000). A herdabilidade da dependéncia de cocaina considerada alta, com estimativas de
até 70%, maior que varias doencas comuns, como a hipertensdo ou a asma
(AGRAWAL e LYNSKEY, 2008). Um aspecto primordial na genética de doencas do
comportamento é a concep¢do de que a vulnerabilidade para a DQ resultada da
interacdo de multiplos genes de pequeno efeito, e o fen6tipo dependerd na interacao
entre vulnerabilidade bioldgica e ambiente (KOOB e LE MOAL, 2006). Um estudo
com adultos usudrios de crack no nosso meio demonstrou uma associacdo entre uso de
crack e polimorfismo do gene DAT1 (STOLF et al., 2014).

Sabe-se que 0 risco para o0 primeiro episédio de consumo de cocaina ocorre em
geral entre 18 e 22 anos. Entre os iniciantes, cerca de 5% desenvolvem dependéncia
ap6s um ano de uso, independente do género. O risco, entdo, desacelera a partir desse
periodo, sendo maior entre as mulheres (WAGNER e ANTHONY, 2007). Normalmente
0 usuério de crack inicia o uso consumo de SPAs pelas drogas licitas — como o tabaco e
0 alcool — sendo a maconha a droga mais comum da segunda fase da experimentacéao
(VAN DER MEER SANCHEZ e NAPPO, 2007). Quando mais precoce e mais pesado
0 consumo de uma droga, maiores as chances de progressdo (VAN DER MEER
SANCHEZ e NAPPO, 2007) e alcance de padrdes mais graves de dependéncia (HSER
et al., 2008). Em geral, a primeira experiéncia com a cocaina acontece pela via
intranasal, progredindo posteriormente para o crack (GUINDALINI et al., 2006). O
usuario de crack, independentemente do ambiente estudado, comunidade, em
tratamento, prisdes -, consome mais cocaina e com maior regularidade do que o usuario

de cocaina inalada (HATSUKAMI e FISCHMAN, 1996). A progressédo da cocaina
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inalada para o crack pode ser explicada pela disponibilidade, pela tolerancia, pela
procura do usudrio por efeitos mais intensos e pelo custo (SHAW et al., 1999; DA
CUNHA et al., 2015).

Atualmente varias abordagens de tratamento para dependéncia de cocaina e
crack no Brasil vém sendo discutidas, porém existem muitas controvérsias sobre qual
abordagem demonstra maior efetividade na literatura cientifica. Ha um consenso de que
a dependéncia de crack exige um tratamento complexo, pois € uma doenca crénica e
grave que devera ser acompanhada por longo tempo (FISCHER et al., 2015). Sabe-se
que estes pacientes normalmente apresentam comorbidades psiquiatricas, havendo
necessidade de uma equipe multidisciplinar (PIANCA et al., 2016). Mediante essa
dificuldade, sabe-se que o tratamento da DQ pode modificar a estrutura cerebral e os
efeitos da exposi¢cdo as SPAs sdo amenizados se 0 uso é diminuido ou interrompido
(DRAGANSKI et al,, 2004). Da mesma forma, a abordagem e a intervengdo nas
doencas e fatores de risco associados ao abuso de substancias sdo fundamentais para o

tratamento.

Crack, mulheres, gestantes e seus bebés

Segundo dados da National Survey on Drug Use and Health (NSDUH), as
mulheres representam aproximadamente 30% da populacdo de usuérios de cocaina
(NSDUH, 2014). Em 2012 e 2013, nos Estados Unidos, 5,4% das gestantes entre 15-44
anos de idade eram usuarias de drogas ilicitas (NSDUH, 2014). Dados do Centers for
Disease Control and Prevention (CDC), avaliando a presenca de sindrome de
abstinéncia neonatal em trés hospitais da Florida entre 2010 e 2011 evidenciaram que,

dos recém-nascidos com a sindrome confirmada, 14,1% foram expostos a cocaina
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durante a gestagdo (LIND et al., 2015). No Brasil, um estudo de prevaléncia na cidade
de S&o Paulo mostrou que o numero de mulheres hospitalizadas por uso de &lcool e
crack vem aumentando (MOREIRA et al., 2014).

Uma forma de avaliar o uso é aferir a prevaléncia da exposi¢do intrauterina a
partir de andlises por ocasido do parto ou ao longo da gestacdo, seja na mée (cabelo,
urina e relato maternos; meconio, urina e cabelo de RNs). De Moraes Barros, et al.
(2006), analisaram amostras de cabelo materno e de mecoOnio, encontrando,
respectivamente, 4,6% e 1,8% de uso de maconha e de cocaina, durante a gestacdo em
adolescentes. J& em um estudo transversal com 1.000 adolescentes gravidas em um
centro obstétrico da cidade de Sdo Paulo, com idade média de 16,9 anos, + 1,51, 0 uso
de substancias de abuso foi avaliado a partir da urina e do cabelo no terceiro trimestre
gestacional. Foi uma amostragem de conveniéncia, com as pacientes ja internadas. Os
autores encontraram a prevaléncia de 6% de uso de drogas, sendo 4% maconha, 1,7%
cocaina e 0,3% ambas as substancias (MITSUHIRO, et al., 2006). Neste trabalho, o uso
de drogas no primeiro e segundo trimestres ndo foi investigado, ou seja, a prevaléncia
geral de exposicao pré-natal a drogas pode estar subestimada. Wong (2000) registrou,
em coletas realizadas em urina, no mecénio e no cabelo dos RNs, prevaléncia de 20,5%
de Exposicéo Intrauterina (EIU) em uma amostra de 44 RNs de baixo peso ao nascer em
Sdo Paulo. No mesmo estado, Martins-Celini (2001) observou a prevaléncia do uso de
cocaina na gestacao da ordem de 6%, mediante entrevista materna e triagem toxicoldgica
em 479 puérperas. Um estudo transversal, realizado no HCPA, demonstrou através de
entrevistas e exame meconial, que 4,6% dos RNs daquele hospital foram expostos a
cocaina (CUNHA, 2007). As consequéncias da exposicdo pre-natal a SPAs podem ser
tragicas no desenvolvimento das criangas e esta problematica é descrita na maioria dos

paises. Na gestante, 0 uso de cocaina foi associado a desnutri¢do, hipertensao, doencas
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sexualmente transmissiveis, distarbios psiquiatricos, acidentes vasculares e infarto
agudo do miocérdio (CAIN et al., 2013). Sabe-se que se trata de uma populagdo mais
vulneravel, com menor sistema de apoio que se reflete, por exemplo, em menos
consultas de pré-natal e mais doengas sexualmente transmissiveis. (LESTER, et al.,
1998; CUNHA, 2000; LESTER e TRONICK, 2004; EIDEN, et al., 2006; INCIARDI et
al., 2006; EDWARDS et al, 2006; KESSLER et al., 2008; NAPPO et al,, 2011).

A cocaina e alguns dos seus metabolitos sdo armazenados tanto no miométrio
como na membrana placentaria e sdo constantemente liberados no liquido amniético,
colocando o feto em uma exposicdo continua a cocaina e seus metabolitos. (DE
GIOVANN e MARCHETTI, 2012). Em relacdo ao feto e ao RN, é frequente o
abortamento e morte fetal (LUTIGER, et al., 1991; PICHINI, et al., 2005); descolamento
prematuro de placenta (SHIONO, et al., 1995; BAUER, et al., 2002); liquido amnidtico
meconial (CHASNOFF, et al., 1987; MASTROGIANNIS, et al., 1990); sindrome de
aspiracdo de meconio, contratilidade uterina anormal, ruptura uterina, prematuridade
(CHASNOFF, et al., 1987; BADA, et al., 2002; BAUER, et al., 2005); placenta prévia,
rompimento prematuro de membranas, crescimento intrauterino retardado, diminui¢éo do
peso, do comprimento e do perimetro cefalico médio dos RNs (COHEN, et al., 1991;
LESTER, et al., 1991; SOTO e BAHADO-SINGH, 2013; JANISSE, et al., 2014), e
asfixia perinatal (RYAN, et al., 1987).

Em relacdo ao bebé e seu desenvolvimento, existem varios estudos a respeito da
exposicao a drogas na gestacdo, com a ressalva de ser dificil isolar o que seria efeito da
cocaina no neurodesenvolvimento ou efeito de outras adversidades que acompanham a
mée e o ambiente familiar com DQ (NAUD, et al., 1993; ZUCKERMAN, 1996;
SISON, et al., 1997; LESTER, et al., 2002; MAYES, 2002; EIDEN, et al., 2006;

LESTER, et al., 2009).
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Vérias revisdes e meta-analises tém estudado a EIU através da infancia precoce.
Muitas vezes, 0 crescimento pré-natal é restrito no Utero, levando ao encurtamento do
tempo gestacional e de um peso de nascimento inferior. (GOUIN, 2011;
NORDATROM-KLEE et al, 2002). Assim como malformagdes congénitas
geniturinarias (LUTIGER, et al., 1991; SOTO e BAHADO-SINGH, 2013), visuais
(TSAY, et al., 1996), auditivas (LESTER, et al., 2003), cardiovasculares (MEHTA, et
al., 2001; 2002; REGALADO, et al., 2001), esqueléticas e gastrointestinais também
foram associadas a EIU.

O retardo na transmissdo neuronal, ocasionado por atrasos na mielinizagéo, foi
documentado por vérios autores que avaliaram RNs expostos a cocaina através de
auditory brainstem response (ABR). (SHIH et al., 1988; SALAMY, et al., 1990;
POTTER, et al., 2000; LESTER, et al., 2003; TAN-LAXA, et al., 2004). O estudo do
choro dos RNs expostos demonstrou dois padrdes distintos: aumento da excitabilidade
associado ao efeito direto da cocaina e padrdo menos reativo, que decorre do efeito da
cocaina sobre a nutricdo fetal e que esta associado a reducdo do peso dos RNs
(LESTER, et al., 1991). Outros autores descreveram uma relagdo entre a quantidade de
uso e os efeitos no choro do RNs (CORWIN, et al., 1992).

Ha sugestbes na literatura de que alguns efeitos da EIU continuariam ao longo
da infancia, qui¢a da adolescéncia. Uma revisdo com adolescentes de 13 anos de idade
encontrou associagdes entre EIU e problemas de comportamento, atengdo, linguagem,
cognicgdo. (LESTER et al., 2009). Nesse sentido, Singer, et al. (2015), a partir do estudo
da coorte de Cleveland, com uma amostra de 218 RNs expostos a cocaina e a outras
drogas e 197 ndo expostos acompanhados desde o nascimento até a adolescéncia,
revelaram que a exposicdo pré-natal a cocaina se associou a efeitos significativos no

crescimento fetal, na atencdo, na linguagem, na organizacdo perceptual visomotora,
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fungdo executiva, problemas comportamentais externalizantes e risco de abuso de
substancia. Outros estudos tém verificado uma associacdo entre EIU e desinibigcdo
comportamental (FISHER et al., 2011), uso de substancias (LESTER et al., 2012) e
maior comportamento sexual (DE GENNA et al., 2014; LAMBERT et al., 2013).
Minnes, et al. (2014), avaliando 358 adolescentes (183 com EIU e 175 ndo expostos a
cocaina no pré-natal), também verificaram que os adolescentes com EIU usavam duas
vezes mais tabaco, 2,2 vezes mais alcool e 1,8 vezes mais maconha do que adolescentes
ndo expostos a cocaina no pré-natal.

Em suma, observa-se que as criangas com EIU apresentam alteracGes desde o
pos-parto imediato, que podem permanecer a0 menos até a adolescéncia. Tais alteracdes
incluem, por exemplo, a desregulacdo autondmica, dificuldades no aprendizado e
linguagem, problemas externalizantes e alteragcbes na morfologia e circuitos cerebrais.
Desconhecem-se, todavia, possiveis mecanismos neurobiolégicos subjacentes, o que

seria de grande valia, tendo em vista a alta prevaléncia do problema.

2.2 Estresse oxidativo e cocaina

A producdo de radicais livres € um processo natural da fisiologia celular
(IKONOMIDOU e KAINDL, 2011). Os radicais livres existem em diversos 6rgdos do
corpo, desempenhando fungbes no sistema imune, por exemplo, como importantes
agentes antimicrobianos dentro das células fagociticas (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007a). Desempenham, também, importante papel como sinalizadores
intracelulares. Durante os processos metabdlicos, esses radicais atuam como mediadores
para a transferéncia de elétrons nas varias reagdes bioquimicas (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2007a). Sua producdo, em propor¢des adequadas, possibilita a geracao

de Trifosfato de Adenosina (ATP) (energia), por meio da cadeia transportadora de
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elétrons. Porém, a producdo excessiva pode conduzir a danos oxidativos. A produgédo
continua de radicais livres durante o0s processos metabdlicos culminou no
desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante. Esses tém o objetivo de limitar
0s niveis intracelulares de tais espécies reativas e controlar a ocorréncia de danos
decorrentes (HALLIWELL e POUSEN, 2006). A producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) pela mitocondria é usualmente considerada a principal causa de EO
(KRAUSE e AGING, 2007). A instalacdo do processo de EO decorre de um
desequilibrio entre a producdo de compostos oxidantes (espécies reativas de oxigénio) e
a capacidade do sistema antioxidante de neutralizd-los (SIES, 1997). Tal processo
conduz a oxidacgdo de biomoléculas com consequente perda de suas funcgdes bioldgicas
e/ou desequilibrio homeostatico cuja manifestacdo é o dano oxidativo potencial contra
celulas e tecidos (HALLIWELL et al., 2007b).

Embora exista um consideravel corpo de conhecimento a respeito da geragdo de
radicais livres em consequéncia da exposicdo a cocaina, o possivel papel dos radicais
livres ainda esta longe de ser elucidado (ALVARO-BARTOLOME, et al., 2011;
POMIERNY-CHAMIOLDO, et al., 2013;).

Acredita-se que a cocaina possa aumentar o0 EO pela contracdo dos vasos
uterinos e placentarios (DOLKART et al., 1990; WOODS, 1992; PATEL, et al., 1999;
LIPTON, et al., 2002) com consequente hipoxia ao feto (HARGRAVE e CASTLE,
1995). Outra forma de a cocaina levar a indugdo do EO é por meio da toxicidade de seus
metabdlitos, como a norcocaina, nitréxido norcocaina, N-hidroxinorcocaina e
norcocaina nitrosonium, entre outros (KOVACIC e COOKSY, 2005). Tais metabolitos
geram ERO como o superdxido, e uma das consequéncias pode ser a peroxidacéo
lipidica, a qual pode ser mensurada laboratorialmente pelo TBARS. Dietrich et al.

(2005), demonstraram que a administracdo de cocaina, aguda ou crbnica, aumentou a
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producdo de hidroperdxido e perdxido lipidico no cortex frontal e estriado, duas
estruturas cerebrais que contém numerosos terminais nervosos dopaminérgicos. E
sabido que a cascata respiratoria mitocondrial produz ERO como um dos seus
subprodutos, por meio da respiracdo normal (BOVERIS, et al., 1972). A formacéo do
radical superoxido (O'2) ocorre da transferéncia de elétrons livres a locais especificos
do oxigénio molecular na cascata de transporte dos elétrons, situada na membrana
interna da mitocondria.

Dados da literatura confirmam uma associacdo entre exposicdo a cocaina e
alteracbes no sistema REDOX. Lipton, et al. (2003), demonstraram que, apds uma
injecdo de cocaina em ratas gravidas, seus fetos apresentavam uma reducdo de 16,38%
no nivel de glutationa cerebral, significando maior recrutamento do sistema
antioxidante. Nesse estudo, a hipdtese para o achado foi de que a vasoconstri¢do
causada pela cocaina resultou em hipdxia no feto, aumentando o EO, com consumo de
antioxidantes como a glutationa. Em outro estudo em modelo animal, os autores
injetaram cocaina em ratas gravidas, medindo o 6xido nitrico e 0 TBARS pos-natal.
Também testaram a capacidade de aprendizado dos filhotes expostos a cocaina.
Inicialmente, viram que os filhotes nasceram com maiores niveis de TBARS e 6xido
nitrico em comparacdo aos controles, no hipocampo. Apds 25 dias, foram realizados
testes de comportamento em parte da amostra desses animais (aquela que ndo foi
sacrificada para medidas de hipocampo post mortem), vendo-se que 0 grupo que
recebeu cocaina intraitero teve menor desempenho (BASHKATOVA, et al., 2006).

Pomierny-Chamiolo, et al. (2013), estudaram o efeito da cocaina por meio da
atividade da Superdxido Desmutase (SOD), a qual faz parte do sistema antioxidante
enzimatico, em ratos, demonstrando aumento dessa enzima no hipocampo (+ 18% + 8),

cortex frontal (+ 41% =+ 14,5; p<0,05) e estriato dorsal (+ 88% = 9; p< 0,001), apos a
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autoadministracdo de cocaina em comparagdo a autoadministracdo de solugéo salina. Os
mesmos autores avaliaram os niveis de malondialdeido (MDA), produto do EO, em
ambos 0s grupos e encontraram uma diminui¢do do MDA no hipocampo (-12% dos
controles) e no cortex frontal (-14% dos controles, p<0,05) no grupo de
autoadministracdo de cocaina. No estriato dorsal, ocorreram reducdes de MDA em
ambos, tanto na administracdo ativa (-16% + 7; p<0,05) quanto na administracéo
passiva (-11% * 0,5; p<0,01). Os achados indicam que existe uma associacdo entre
biomarcadores de EO nos processos motivacionais relacionados ao uso voluntario de
cocaina em ratos. Indicam, ainda, que a cocaina autoadministrada leva a um dano
oxidativo mais potente do que a administracdo passiva. O EO influencia a memdria e o
aprendizado. Danos nessas funcdes podem estar envolvidos em mecanismos de
toxicidade e adi¢do a drogas. Macédo, et al. (2010), ap6s administrarem doses elevadas
de cocaina a ratos, observaram que aqueles pré-tratados com vitamina E (tocoferol)
obtiveram menores indices de convulsdo (60% x 100%) e maiores indices de
sobrevivéncia (40% x 87,5%) do que os ndo tratados, indicando a possibilidade de
efeito antioxidante da vitamina E.

Estudos em humanos sobre os niveis de TBARS periférico tém mostrado
resultados conflitantes. O estudo de Narvaez, et al. (2013), ndo mostrou alteracdes entre
pacientes dependentes de cocaina em tratamento ambulatorial e controles usuarios de
outras substancias, enquanto outro estudo do mesmo grupo (SORDI, et al., 2014),
apesar de ndo mostrar diferenca entre pacientes e controles numa comparagéo direta,
mostrou uma significativa elevagdo dos niveis de TBARS de pacientes mais gravemente
dependentes apds periodo de abstinéncia em internacdo, quando comparados aqueles

com dependéncia menos grave.
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Em estudo de cultura com células progenitoras neuronais humanas (Human
Neural Progenitor Cells - HNPC) com cocaina, foram dosados diferentes marcadores
de EO. Os autores encontraram um aumento do EO, medido pelo carbonil ap6s 48h da
exposicao aguda a cocaina, que seguiu aumentando até 96h, em comparagdo as células
que ndo receberam cocaina, nas quais ndo houve aumento de carbonil em momento
algum. Um curso similar foi observado com a peroxidacdo lipidica e a glutationa, que
passou a diminuir ap6s 48h. A morte celular, medida pelo citocromo C, ocorreu ap6s
72-96h, ndo sendo observada no grupo de células controle (POON, et al., 2007).
Alvaro-Bartolomé, et al. (2011), demonstraram, em necropsia de cérebros humanos de
usuarios de cocaina, uma degradacdo aumentada da PARP 1(Poli[ADP-ribose]
polimerasel), um marcador de apoptose, indicando a possibilidade de morte celular
aberrante.

Observa-se que a maioria dos estudos advém de modelo animal. Ha poucos
estudos especificamente em humanos, havendo distintas formas na avaliagdo do EO.
Zaparte, et al. (2015), pesquisaram 0s niveis séricos de proteina carbonil, contetdo
proteico de tidis, SOD, glutationa peroxidase (GPx), glutationa reduzida (GSH) e
potencial reativo antioxidante total (TRAP) em 30 pacientes femininas internadas por
dependéncia ao crack (ndo gestantes). Encontraram niveis elevados de proteina carbonil
e conteldo total de tiGis nas pacientes apds quatro dias de abstinéncia, e niveis
significativamente mais baixos de SOD, GPx, GSH e TRAP, quando comparadas a
controles. Apos 18 dias de abstinéncia, elevaram-se os niveis de SOD, GPx, GSH e
TRAP nas pacientes, enquanto os niveis de proteina carbonil e conteddo proteico de
tiois haviam diminuido. Em conjunto, esses dados sugerem que mulheres dependentes
de crack apresentam, ao internar, aumento do EO e que o tratamento, incluindo a

abstinéncia do crack, conseguiu reduzir o EO nas pacientes, diminuindo os niveis dos
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marcadores associados com a oxidacdo e aumentando 0s niveis das enzimas
antioxidativas.

Apesar do beneficio de se poder isolar o que € especificamente efeito da cocaina
em animais, hd uma série de limitacbes nos modelos animais, como dose, via de
administracdo, auséncia de exposicdo a eventos ambientais adversos usualmente vistos
em dependentes quimicos. Ao buscar estudos sobre EO e cocaina em humanos, a
literatura € bem mais incipiente. Em gestantes usuarias de crack ou cocaina e/ou bebés
com exposic¢ao intradtero a estas substancias, ndo foram encontrados estudos. Tal lacuna
na literatura motivou a avaliagdo de CART como um possivel biomarcador, que atue
como neuroprotetor.

Recentemente, 0 nosso grupo comparou niveis de TBARS (um marcador de
estresse oxidativo), entre outros biomarcadores, no sangue do corddo umbilical (SCU)
entre 0s RNs com EIU ao crack (N =57) e os RNs ndo expostos (N = 99), assim como
no sangue periférico materno, no momento do parto. A média ajustada de TBARS no
SCU foi significativamente menor no grupo de RN expostos (63,97, ICgse 39,43-88,50)
em comparacdo com RN ndo expostos (177,04, 1Cgse 140,93-213,14, p <0,001; Cohen
EF = 0,84, p <0,001), mesmo apds ajuste adequado para os seguintes confundidores:
psicopatologia materna, QI estimado, intensidade do uso de &lcool, nicotina e maconha
nos Ultimos 3 meses, doenca infecto-contagiosa na mée (sifilis, hepatite C ou HIV),
acompanhamento pré-natal e presenca de companheiro. J& a média ajustada de TBARS
ndo diferiu no grupo das puérperas (p = 0,86). Assim, as mudancas nos niveis de
TBARS em EN sugerem que o feto exposto a cocaina mobiliza rotas antioxidantes
endogenas, desde muito cedo no desenvolvimento. Neste sentido, acredita-se que o feto

conta com um sistema antioxidante endogeno, estimulado pela presenca de cocaina, a
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Cocaine and Amphetamine Regulated Transcript (CART) (ROGGE et al.,, 2008; MAO

etal., 2011).

2.3 CART e cocaina

Em 1981, um fragmento peptidico de funcdo desconhecida foi isolado por Spiess
et al. do hipotdlamo de ovinos (SPIESS et al., 1981). Posteriormente, utilizando uma
técnica de difusdo diferencial de reacdo em cadeia da polimerase, Douglass et al (1995)
descobriram que um RNAm especifico do estriado de ratos era intensamente estimulado
apos a administracdo de cocaina e anfetamina (ROGGE et al., 2008). Interessantemente,
o terminal C do peptideo codificado por este RNAm continha a sequéncia identificada
anteriormente por Spiess et al. (SPIESS et al., 1981). Desde entdo o RNAm foi
nomeado Cocaina and Amphetamine Regulated Transcript ou também conhecido como
CART e seus subprodutos denominados CART peptideos. A partir deste momento, o
RNAm CART foi identificado em muitas espécies de mamiferos, incluindo roedores,
primatas, bovinos e suinos, bem como em alguns anfibios e peixes. (ROGGE et al.,
2008; STACHOVIACK et al., 2009).

Além disso, foi demonstrado que os peptideos CART estdo implicados em
numerosos processos fisiologicos, tais como neuroprotecdo, compulsdo alimentar,
sistema de recompensa e reforco (ROGGE et al., 2008). Embora pouco se saiba sobre o
processamento pos-translacional de precursores de CART, processar tanto a forma
longa (102 aminoacidos) ou curta (89 aminoacidos) do pro-CART resulta em pelo
menos dois peptideos CART biologicamente ativos (STEIN et al., 2006). No entanto,
apenas as formas mais curtas sdo expressas nos seres humanos (DOMINGUEZ, 2006).

Ainda, o peptideo CART pode proporcionar protecdo, regulando o sistema imunitario
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periférico (BIK et al., 2008; CHANG et al., 2011), facilitando a secrecdo de outros
fatores neurotroficos e induzindo a diferenciagdo neural de células-tronco (LIU et al.,
2011; ZHANG et al., 2012).

Em humanos, a CART é encontrada em muitas &reas, entre elas a VTA no
cérebro, sendo secretada no hipotalamo, pituitéaria, glandulas supra-renais e pancreas. A
CART também pode ser encontrada no sistema circulatorio (ROGGE et al., 2008).
Estudos em ratos mostram que a CART atravessa rapidamente a barreira
hematoencefélica (MAO, 2011) e provavelmente regula a atividade de neurbnios nesta
area (COUCEYRO et al., 2005).

Sabe-se que a CART desempenha um papel de regulagdo na homeostase em
regides cerebrais estimuladas por substancias como a cocaina. A cocaina, entre outras
acoes, se liga ao DAT, bloqueando-o. Com isso, hd um aumento subito e significativo
nos niveis de dopamina na fenda sinaptica (HEAL et al, 2014). Em estudos com
neuroimagem, usando a tomografia computadorizada por emissdo de féton Unico
(Single Photon Emission Computed Tomography, SPECT) com marcador %MTc-
TRODAT-1, também se vé& menor ligagdo do TRODAT com o DAT no estriado de
humanos usuarios de cocaina, demostrando a maior ocupacdo do DAT pela cocaina;
com isto, fica menos receptor disponivel para 0 TRODAT, pois compete com a
cocSPECTaina (SILVA et al., 2014).

A hipétese de que a CART € um regulador homeostatico vem sendo cada vez
mais evidenciada. O potencial neuroprotetor da CART foi explorado em experimentos
com cultura celular. Por exemplo, apos injecdo de CART, em células expostas a
isquemia/reperfusdo e também privadas de glicose (simulagdo de acidente vascular
cerebral), a CART foi efetiva em reduzir a apoptose neuronal (QIU et al., 2013). Em

outro estudo também com cultura celular, a CART mostrou ter um efeito protetor nas
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células beta, contra a glucotoxicidade, promovendo proliferacdo celular
(SATHANOORI et al., 2013)

Sabe-se que a CART produz uma regulacao positiva pela proteina de ligacdo ao
elemento de resposta de AMPc, mais conhecida como cAMP response element-binding
protein (CREB) (ROGGE et al, 2009), uma proteina possivelmente ligada ao
desenvolvimento de adi¢do a drogas (FAGERGREN e HURD, 2007; VICENTIC e
JONES, 2007; ROGGE et al., 2008). Desta forma, a CART pode ser um potencial alvo
terapéutico na adicdo a SPAs. A CART exerce acao antioxidante, diminuindo os niveis
de peroxido de hidrogénio (H20>), devido as interacBes envolvendo a glutationa. Além
disto, ela estd envolvida no processamento de ERO em excesso (MAO, 2011), o que
pode ter contribuido para menores niveis de TBARS no SCU dos bebés expostos ao
crack em nosso estudo anterior. No entanto, ndo encontramos estudos descrevendo
como a CART se distribui no sangue periférico de gestantes, ou se ela circula para o

SCU, tampouco como se correlaciona nestes dois sistemas.
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3. JUSTIFICATIVA

Estudar os mecanismos que alteram o estresse oxidativo nos RNSs, através da
utilizacdo da CART, pode contribuir para a compreensdo dos mecanismos
neurobioldgicos envolvidos nas alteragBes neurocomportamentais descritas nesta
populacdo. A analise dos niveis da CART pode confirmar ou ndo se este antioxidante
enddgeno vem sendo recrutado nos bebés avaliados nesta linha de pesquisa e se seria
uma das justificativas para 0 menor estresse oxidativo encontrado em nosso estudo
anterior. Ndo temos informacfes até 0 momento na literatura especializada a respeito do
comportamento deste antioxidante enddégeno em bebés expostos ao crack intrautero. Da
mesma forma, é relevante saber se as puérperas contam com este sistema. Ainda, até o
momento, h& pouca descri¢do da correlacdo entre niveis de CART no SCU e no sangue
periférico materno, e, dentro da escassez de dados, amostras compostas por usuarias de

SPAs néo estdo contempladas.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
O presente estudo tem como objetivo geral comparar os niveis da CART em
diades de puérperas-RNs com e sem EIU ao crack, e, assim como comparar os niveis de

CART nas respectivas maes, no puerpério imediato.

4.2 Obijetivos especificos

a) Comparar os niveis de CART entre RNs com e sem EIU ao crack no SCU.

b) Avaliar se os niveis de CART no SCU associam-se a variaveis perinatais,
além da exposicdo ao crack.

c) Comparar os niveis de CART entre puérperas com e sem EIU ao crack no
sangue periférico.

d) Awvaliar se o nivel de CART no SCU e no sangue periférico das maes no
puerpério imediato associam-se ao consumo de outras substancias pela mée
durante a gestacdo, além do crack.

e) Avaliar se o nivel de CART no SCU e no sangue periférico das maes no
puerpério imediato associam-se a psicopatologia materna, além da exposi¢édo
ao crack.

f) Awvaliar se o nivel de CART no SCU e no sangue periférico das mées no
puerpério imediato associam-se a doencas infecto-contagiosas na méae, além
da exposigéo ao crack.

g) Avaliar a correlagdo entre CART no SCU e CART no sangue periférico
materno.

Por questdes didaticas, os objetivos especificos a-d estdo contemplados no

Estudol. O objetivo especifico “g” esta contemplado no Estudo 2.
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5. CONSIDERACOES ETICAS

Neste estudo, o processo de consentimento informado consistiu de um dialogo
com as potenciais participantes sobre os objetivos, riscos e beneficios do estudo, além
de explicacdo sobre a participagdo das mesmas no projeto. Foi fornecido um material
impresso com os dados do estudo e foram solicitadas, apds aceite para participacdo no
estudo, a leitura e a assinatura do TCLE diferenciado para casos e controles, conforme
anexos.

Este estudo esta de acordo com a regulamentagcdo 196/96, que regulamenta a
pesquisa em seres humanos no Brasil. De acordo com as normas de pesquisa em saude
do Conselho Nacional de Saude, o exame de fluidos corporais ndao € invasivo, a
entrevista e o exame fisico sdo considerados de risco minimo para o paciente.

O nivel de desconforto previsto para a intervencao é aceitavel, e os beneficios
potenciais sobretudo ajudam esse nivel de desconforto. Este projeto foi submetido ao

Comité de Etica e Pesquisa do HCPA (projeto nimero 11-0095).
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6. RESULTADOS

6.1 Artigo 1

Increased Cocaine and Amphetamine Regulated Transcript cord blood levels in

the newborns exposed to crack cocaine in utero

Status: submetido ao periddico Translational Research (CAPES Al, Fl= 4,557) em 27

de janeiro de 2017.

Em ANEXO 6 o comprovante de submisséo.
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CART levels and intrauterine crack/cocaine exposure

Abbreviations: CART = Cocaine and Amphetamine Regulated Transcript, IUE =
Intrauterine Exposure, OS = Oxidative Stress, N = newborns, UCB = Umbilical Cord
Blood, GLM = Generalized Linear Models, NSDUH = National Surveyor Drug Use and
Health, SOD = Superoxide Dismutase, GPx =Glutathione Peroxidase, GSH = Reduced
Glutathione, TRAP = Total Reactive Antioxidant Potential, d =Cohen Effect Size, EN =
Exposed Newborns, NEN = Non-Exposed Newborns, VTA = Ventral Tegmental Area,
CREB = cAMP Response Element-Binding Protein, H2O. = Hydrogen Peroxide, ORS =
Oxygen-Reactive Species, HCPA = Hospital de Clinicas de Porto Alegre, HMIPV =
Hospital Materno Infantil Presidente Vargas, GA = Gestational Age, vs = Versus,
BSCUP = Banco de Sangue de Corddo Umbilical e Placentario, FACT = Foundation for
the Accreditation of Cellular Therapy, 1Q = Intelligence Quotient, WAIS = Wechsler
Adult Intelligence Scale, MINI = Mini International Neuropsychiatric Interview,
ASSIST = Alcohol, Smoking and Substances Involvement Screening Test, ELISA =

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, DAT = Dopamine Transporter.
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Abstract

Background: Cocaine and Amphetamine Regulated Transcript (CART) is an
endogenous antioxidant present since the embryonic period. CART is activated by high
levels of dopamine and might be of interested in understanding the changes in the
REDOX system associated with crack/cocaine intake. The goal of this study was to
determine whether exposure to crack in utero is associated with increased CART levels.
Methods: In this cross-sectional study with consecutive sampling, we compared the
umbilical cord blood (UCB) CART levels (ug/mL) of newborns exposed to
crack/cocaine in utero (EN, n=57) to levels in non-exposed newborns (NEN, n=99). In
addition, we compared serum CART levels between EN and NEN mothers, in the
immediate postpartum period. Potential confounders, such as perinatal data (e.g. weight,
Apgar, etc.), psychopathology (DSM-1V) and use of drugs other than crack (ASSIST)
were assessed. Results: According to General Linear Model analysis, the adjusted mean
CART was significantly higher in EN (0.180, ¢5%C1 0.088 — 0.272) than in NEN (0.048,
959%Cl 0.020 -0.076; p <0.002; d= 0.68). The difference in CART levels between EN
and NEN mothers was not significant (p>0.05). Conclusion: The increase in CART
levels in EN UBC suggests a response to crack/cocaine induced oxidative stress during
embryonic period, as a potential attempt of neuroprotection. In adult women in
puerperium, however, this endogenous antioxidant recruitment does not seem to
operate.

Keywords: CART, crack cocaine, pregnancy, umbilical cord blood, newborn, oxidative

stress
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1. Introduction

Maternal cocaine abuse is a global public health problem. Data from the US,
Spain and Brazil suggest that a sizeable proportion of all women of childbearing age are
abusing cocaine. For example, in the United States, 5.4% of women of childbearing age
(15-44 years old) were drug users in 2012 and 2013.! In Spain, the prevalence of
cocaine use in the last pregnancy trimester, based on hair analysis, was 6.4%?2 and in
Brazil, the prevalence of cocaine use during pregnancy based on meconium analyses

and self-report was 4.6%.2

In most studies, prenatal crack/cocaine exposure is associated with
neurobehavioral deficits during childhood and adolescence.*® While majority of studies
support this hypothesis, clinical research is inconclusive about the nature and severity of
the deficits.’ Given the high prevalence of cocaine abuse among women of child-
bearing age in the US and other countries, it is critical to identify the mechanisms of
cocaine effects on the newborn and identify early biomarkers of cocaine-related injury.

Cocaine affects the regulation of REDOX system.”® Studies in mice, for
example, showed that daily administration of crack/cocaine reduces glutathione levels
in hippocampus.® Crack/cocaine also induces oxidative stress (OS) through its
metabolites, such as norcocaine, nitroxide, N-hydroxy norcocaine and norcocaine
nitrosonium.'® Zaparte et al. (2015) ! investigated the serum levels of carbonyl protein,
superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx), reduced glutathione (GSH),
total reactive antioxidant potential (TRAP) in 30 non pregnant female patients
hospitalized for crack/cocaine dependence. They found higher levels of protein carbonyl
and total content of thiols in the patients after four days of abstinence and significantly

lower levels of SOD, GPx, GSH and TRAP when compared to controls.
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The OS has been studied in crack/cocaine exposure during pregnancy.
Crack/cocaine causes vasoconstriction of the uterine and placental vessels,2131415
leading to hypoxia and increase in oxidative stress (OS) to the fetus.'® Lipton et al.
(2003)'" demonstrated that, after cocaine injection in pregnant rats, their fetuses had a
16.38% reduction in brain glutathione levels, suggesting a greater recruitment of the
antioxidant system. Data for pregnant women and their babies are scarce, despite the
available studies on OS and crack/cocaine in humans. 819

Recently, we compared TBARS levels and other biomarkers in umbilical cord
blood (UCB) between newborns exposed to intrauterine crack/cocaine (EN, N = 57) and
non-exposed newborns (NEN, N = 99). In addition to this, we also compared the same
variables in the newborn’s mothers (peripheral blood, at immediate post-partum).
Surprisingly, the adjusted mean TBARS in the UCB was significantly lower in EN
group (63.97, 95% CI 39.43 - 88.50) compared to NEN (177.04, 95% CI 140.93 -
213.14, p <0.001; d = 0.84, p <0.001), even considering the following confounders:
maternal psychopathology, estimated 1Q, intensity of alcohol use, nicotine and
marijuana use in the last three months, infectious disease in mother (syphilis, hepatitis C
or HIV), prenatal care and marital status. There was no difference for TBARS between
the mother’s groups (p = 0.86). Thus, these changes in EN TBARS related to
intrauterine crack/cocaine exposure suggest that endogenous antioxidants defenses
might be put in action very early in the development. Cocaine and Amphetamine
Regulated Transcript (CART) could have a participation in this fetus response, since it
is activate by high levels of dopamine, as promoted by cocaine intake. 18

CART is found in many brain areas, including the ventral tegmental area (VTA).
It is released by hypothalamus, pituitary, adrenal glands and pancreas. CART can also

be found in the circulatory system. Studies in rats show that CART readily crosses the
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blood-brain barrier'® and presumably regulates the activity of neurons in this area.?’
CART has an antioxidant action, decreasing the hydrogen peroxide levels (H20-), and it
also removes the reactive oxygen species (ROS) excess.?* Therefore, CART might have
contributed to the lower TBARS levels in UCB of crack/cocaine exposed newborns in
our previous study. The objective of this study is to deepen our previous TBARS
findings, by comparing CART levels in the same sample (57 dyads of newborn/mother
at immediate post-partum with crack/cocaine exposure and 99 control dyads). The
hypothesis was that CART levels would be increased in newborns with history of
intrauterine crack/cocaine exposure in comparison to non-exposed newborns.
2. Materials and methods

Data were collected at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) and
Hospital Materno Infantil Presidente Vargas (HMIPV), in the city of Porto Alegre,
Brazil, from January 2012 to September 2013. Both are university hospitals and
reference institutions for high-risk pregnancy. All mothers provided written informed
consent in postpartum period and the Ethics Committee in Research of the participating
institutions approved the protocol.
2.1 Study design and sample

This was a cross-sectional study. History of crack/cocaine exposure was the
independent variable and the outcome measure was serum levels of CART in UCB. As
a secondary outcome, CART level was evaluated in the newborns’ mothers’ serum in
the immediate postpartum period.

Mother/newborn dyads with a history of crack/cocaine exposure underwent
consecutive sampling at the maternity hospital (HMIPV). During the study period,
2,228 births occurred in HMIPV. All admitted women were screened for substance

abuse upon admission using self-report. By delivery time, we were able to recruit 62
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participants —those who admitted crack use during prenatal care, or opened the
information for the doctors at labor time. However, the total number of women with
crack use during pregnancy was 105 (prevalence of 4.7%). We recruited just 62 (59%)
mostly because many of them denied any gestational drug use at delivery time (maybe,
fearing legal consequences, such as custody); also, in Brazil, drug use is not usually
screened during pregnancy. After the labor, the information was revealed by family
members, or even by the women, but than it was too late to include in our study. From
these 62 mothers we were able to identify in time, 5 refused to participate. Thus our
case sample was comprised by 57 newborns and their mothers. To determine the profile
of the pregnant crack/cocaine users who were not identified in time (41%), we used
medical records to compare maternal age, education level, ethnicity, marital status,
prenatal care, the mode of delivery and the presence of infectious diseases (hepatitis C,
syphilis and / or HIV) between participants and non-participants. We also compared
Apgar scores at 1 and 5 minutes, newborn weight and gestational age (GA) in the
neonatal examination. Newborn weight was significantly lower in mothers who did not
participate in the study (2,653.46 g vs 2,878.09 g, p = 0.02), as was the GA (37.30 [SD
2:50] vs 38.64 [SD 2.4] weeks, p = 0.02) and absence of prenatal care (p = 0.02), with
no other significant inter-group differences (data available upon request).

The control sample of newborns and mothers without a history of crack/cocaine
exposure was obtained from a group of pregnant women in the HCPA umbilical cord
and placental blood bank project (Banco de Sangue de Corddao Umbilical e Placentério,
BSCUP). During the study period, 6,312 births occur at HCPA. Of this total, 1,050
pregnant women (16.6%) were selected for inclusion using a systematic approach. Out
of the seven hundred and seventy, 770 (73.3%) were eligible to collect BSCUP data,

according to the Foundation for the Accreditation of Cellular Therapy (FACT) criteria.?
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Among the 770 eligible women, the umbilical cords of 112 (14.5%) were discarded by
BSCUP due to low cellularity and/or low blood volume, and invited for the control
group. Of these 112 potential participants, 99 (88.3%) entered in the study. Losses
(11.7%) were due to refusal, or because the mother and the newborn had been
discharged from the hospital before the research team could invite them to participate.

To check the representativeness of the mothers included in the control group, we
randomly selected 68 (10.3%) pregnant women whose UCB were collected during the
study period and kept in BSCUP and we reviewed their medical records. We compared
the age, ethnicity, prenatal care and mode of delivery of these women with the mothers
included in the control group. We also compared newborn gender, need for
hospitalization, Apgar scores at 1 and 5 minutes, birth weight, GA in neonatal
examination and classification of size for GA. There were significant differences in the
newborn weight (3,144.79 [SD 438.39] g in controls study vs. 3,357.35 [SD 418.87] g
other donors; p = 0.002) and GA in neonatal examination (38.86 [SD = 1.24] weeks of
newborns study against 39.26 [SD = 1.15] weeks among newborns not included; p =
0.04). No other significant differences were found (data available upon request).

Inclusion criteria for the case group were history of maternal crack/cocaine use
and age between 18-45 years. Exclusion criteria were inability to understand and
complete the neuropsychiatric questionnaires in the immediate postpartum period. The
inclusion and exclusion criteria for controls were based on the FACT criteria. 22 All
mothers included in the control group were confirmed as non-drug users by self-report
and urinary tests (Bioeasy®cocaine test, Alegre ™, Brazil).
2.2 Instruments and variables

The study factor was a history of crack/cocaine use during pregnancy and the

outcome measure was serum CART levels (at UCB and mothers™ peripheral blood;
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serum for both of them). Potential confounders were: maternal intelligence quotient
(1Q), maternal psychopathology, use of other psychoactive substances in the last 3
months and demographic and perinatal data. The maternal 1Q was estimated using the
subtests cub and vocabulary of the Wechsler Adult Intelligence Scale, 3" edition
(WAIS-I11).2%%*  Maternal psychopathology was assessed using the Mini International
Neuropsychiatric Interview (MINI), Brazilian version 5.0.0 / DSM-IV / Current. %
History of psychoactive drug use in the last 3 months was based on Alcohol, Smoking
and Substances Involvement Screening (ASSIST). 2 Socioeconomic status was based
on the criteria set forth by Associacdo Brasileira de Anunciantes (ABA) and Associagéo
Brasileira de Institutos de Pesquisa de Mercado (ABIPEME), which provides 5 levels,
from A (highest) to E (lower). We further dichotomized the 5 levels into high
socioeconomic status (classes A and B) or low socioeconomic status (C, D and E).?’
Age, self-reported ethnicity, marital status, and other socio-demographic variables were
systematically collected through a standard form. Ethnicity was dichotomized as non-
white or white. The following neonatal variables were obtained by review of medical
records: weight, 1 and 5 minutes Apgar scores, GA at neonatal examination, sex, need
for hospitalization and rating for GA. Data on mothers’ clinical status (syphilis, HIV
and/or hepatitis C), mode of delivery and prenatal care were also collected from medical
records. The outcome measures -level of CART in UCB and maternal blood- were
collected and assayed as described below.
2.3 Blood collection and processing

Total blood (10 mL) samples were collected by venipuncture into an
anticoagulant-free vacuum tube. Immediately after collection, blood samples were

centrifuged at 4000 rpm/min for 10 min and serum (from patients and controls) or
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plasma (from newborns) was aliquoted, labeled, and stored at -80 °C until the time of
testing.
2.4 CART measurement

The CART levels were measured by ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay). The ELISA assays were performed using commercial kits (Intra-Assay: CV
<10%; Inter-Assay: CV <15%) developed by RayBiotech (USA) according to the
protocol provided by the manufacturer. Due to the high CART concentration in the
samples, they were all diluted 200 times because exceeded the detection limit of the
spectrophotometer. The dilution factor was included in the analysis software. The
results were expressed in ug/mL. This kit sensibility allows detection of CART levels
from 13,5 X 10 pg/mL.
2.5 Statistical analysis

Values were reported as mean and standard deviation (normal distribution) or
median and interquartile range (asymmetric distribution). Categorical variables were
described as absolute and relative frequency. Qualitative and quantitative variables were
analyzed respectively by chi-square test or Fisher and Student t test for independent
samples, when normal distribution; in case of asymmetrical distribution, the Mann-
Whitney test was used. The main outcome measure was assessed using the generalized
linear model (GLM) analysis (gamma distribution) and confounding factors were
determined based on statistical criteria (association with either study factor and the
outcome with a p significance level < 0.2). The significance level was p < 0.05. The
analysis of effect size (Cohen d) was used to evaluate the magnitude of the difference
derived from GLM. The data were processed and analyzed in SPSS Statistics 18.0.

3. Results
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The sample was comprised from 57 newborns exposed to crack/cocaine in utero
and 99 non-exposed newborns. Selected characteristics of the newborns and their
mothers are shown in Table 1. There was no report of use of intravenous drugs, club
drugs, or hallucinogens. There was no difference between groups for gestational age (p
= 0.37) and newborn gender (p = 0.72).

PLEASE INSERT TABLE 1 ABOUT HERE

Main outcome variable: CART level in UCB

In the univariate model, there was a significant difference between the levels of
CART between cases (median 0.036, range 1.0967; 0.000268 - 1.097002; n = 42) and
controls (median 0.01929, range 0.91; 0.005168 — 0.912520; n = 26; p=0.008, Mann-
Whitney U Test). In the GLM analyses, results were adjusted for intensity of alcohol
use in the last 3 months (no other variable reached statistic criteria for entering GLM).
Adjusted mean CART was significantly higher in newborns exposed to crack/cocaine in
utero (0.180, 95%CI 0.088 — 0.272) than in non-exposed newborns (0.048, 95%C10.020
-0.076; p <0.002; Wald = 9.44; d= 0.68). Alcohol use in the last 3 months had no
contribution to this model (p = 0.589).

PLEASE INSERT FIGURE 1 ABOUT HERE

Secondary outcome variable: CART level at mothers™ peripheral blood in
the immediate postpartum

There was no significant difference between crack/cocaine exposed (median =
0.024, range 1.123; 0.006222 — 1.126010; n = 44) and non-exposed mothers (0.031,
range 3.439; 0.003739 — 3.442805; n= 90; p = 0.08, Mann-Whitney U Test). Since
there was no statistical difference at univariate analysis between groups, we did not

perform GLM for this part of the sample.
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4. Discussion

This study analyzed CART levels in dyads of mother/newborn with a history of
crack/cocaine exposure, compared to dyads unexposed to crack/cocaine. Adjusted mean
CART was significantly higher in the exposed newborns. Measuring CART at birth
allowed us to avoid the confounding effects of later environmental stress factors, which
a common limitation in studies evaluating developmental effects of crack/cocaine
effects in humans. Since there was no difference in the postpartum CART levels
between the exposed and non-exposed mothers, our findings are consistent with our
previous study, where the TBARS levels were decreased in the exposed newborn group,
suggesting the involvement of the endogenous antioxidant system.

It is known that CART plays a regulatory role in homeostasis in the brain
regions stimulated by substances such as cocaine. One of the key molecular actions of
cocaine is binding and blocking the dopamine reuptake transporter (DAT) leading to an
acute increase in the dopamine levels in the synaptic cleft. 2 Neuroimaging studies
using single-photon emission computed tomography (Single Photon Emission
Computed Tomography, SPECT) with 99mTc-TRODAT-1 marker also show lower
DAT binding in the striatum of human cocaine users, implicating in more dopamine in
the synaptic cleft. 2° In our sample, the higher CART levels in the crack/cocaine
exposed newborns may be due to a reaction to the dopamine increase provided by
cocaine, which might activate the CART. Since the control group had no dopamine
increase, there was no CART activation.

Evidence supporting CART as a homeostatic regulator has increased in the
literature. Hubert et al. %° suggested that CART can perform a homeostatic function in
the nucleus accumbens as opposed to large increases in dopamine signaling due to

psychostimulants substances, such as cocaine. In other words, with the increase of
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dopamine in the nucleus accumbens, CART is released and tends to oppose the
dopaminergic action.

It is difficult to compare our findings to similar studies, since they are scarce or
nonexistent. CART levels were compared in mother-newborn dyads with and without
gestational diabetes mellitus (GDM) (n = 10 per group). In this study, the authors did
not find difference in CART neither in UCB levels, nor in pregnant women. 3! This
study is agreement with our finding of no difference in CART levels in the mothers,
although our results are based in a bigger sample size. However, results in UCB were
different from ours. This disagreement could be explained by several reasons, such
sample size and, mostly, difference in the moment and type of fetus stress. In our study,
fetuses were under cocaine exposure since early gestational stages, even conception,
and GDM usually appears between 24 and 28 weeks of gestation. CART
neuroprotective potential has been explored in experiments with cell culture. For
instance, CART was injected in cells exposed to ischemia/reperfusion, and also with
glucose deprivation and this peptide was effective in reducing neuronal apoptosis. 32
There is also evidence that CART has a protective effect against glucotoxicity on beta
cells, promoting cell proliferation. %3

The present results must be interpreted with limitations. The sample included
polysubstance abusers. However, in order to try to reduce the influence of confounders,
the data were adjusted for the use of substances other than cocaine through multivariate
analyzes. There was a loss in the screening positive cases (identified as crack user too
late to be included in the study).To identify potential sampling bias, we made a careful
chart review to analyze the loss profile, concluding that, in case group, the losses
probably included the most severe conditions, as described in Methods section. Thus,

any assessment bias would be in the direction of underestimation of crack/cocaine
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exposure effects. Since we found significant differences in CART levels at UCB, either
this bias did not have any influence, or the difference could be even more robust if the
lost cases were included. With regard to control mothers, the chart review did not reveal
differences. Nevertheless, this study also presents some strengths. We analyzed a
difficult to reach population, poorly represented in the literature despite its relevance in
public health. The fact of including polydrug women enhances external validation of
our data, since that’s the reality of most crack/cocaine women. %* Although children
with history of cocaine IU exposure might have developmental changes, and the
influence of other environmental stressful events is usually mentioned as a confounder
or moderator factor.*° In our study, CART was measured in UCB. Thus, we present a
possible contribution for understanding how fetus brain react to crack/cocaine in the
absence of other environmental situations that take place after delivery, such as parental
skills. 34

Our study provides novel preliminary findings that extend prior research and
suggest that CART has neuroprotective activity in the newborns with a history of in
utero crack/cocaine exposure.®>3 These novel findings may help elucidate the
neurobiological pathways responsible for neurodevelopmental changes, and contribute
to improvement in the early interventions in mother-infant dyads affected by

crack/cocaine.
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Table 1. Sociodemographic and clinical characteristic of pregnant crack/cocaine
users and their newborns in comparison to a control group

Infant variables EN (N=57) NEN (N=99) p
Mean (SD) Mean (SD)
Weight, G 2,882.15 (473.32) 3,144.80 (439.39) 0.001
Apgar, 1-minute 7.8 (2.12) 8.41 (1.31) 0.032
Apgar, 5-minute 8.94 (1.24) 9.38 (0.74) 0.007
Maternal variables Cases (N=57) Controls (N=99) p
Mean (SD) Mean (SD)
Ethnicity, N (%)
White 17 (32.1) 74 (76.3) <0.001
Non-white 36 (67.9) 23 (23.7)
IQ 77.39 (8.75) 84.17 (9.59) <0.001
Educational attainment, n (%)
Some primary, completed primary, or some 39 (81.3) 51 (53.1)
secondary
Completed secondary, some higher, or completed 9 (18.8) 45 (53.1) 0.002
higher
Prenatal care, N (%)* 36 (73.5) 99 (100) <0.001
Presence of infectious diseases, N (%)* (syphilis, 26 (46.4) 0 <0.001
HIV, and/or hepatites C)
Marital status (married/cohabiting), N (%)* 29 (50.9) 94 (94.9) <0.001
Socioeconomic status N(%)
High (class A or B) 6 (11.8) 18 (18.8) 0.019
Low (class C, D or E) 45 (88.2) 78 (81.3)
Drug use by mothers during pregnancy - ASSIST
total score**
Cases Controls
Total score for nicotine*** 17.50 (0-31) 0.00 (0-39) <0.001
Total score alcohol*** 6.00 (0-33) 0.00 (0-11) <0.001
Total score for cannabis*** 0.00 (0-25) - -
Presence of current psychopathology in mothers
Cases Cases
MINI positive for any diagnosis, N (%) 25 (61.0) 32 (33.3) 0.005

*Fisher’s exact test; **Based on ASSIST; ***Mann-Whitney U test; median and range; EN = newborns
exposed to crack/cocaine in utero; NEN = non-exposed newborns; UBC = umbilical blood cord;
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FIGURE 1: Mean CART levels (ng/mL) at UBC adjusted for intensity of alcohol in

the last 3 months

d = Cohen effect size. EN= newborns with crack/cocaine intrauterine exposure; NEN=

newborns with no crack/cocaine intrauterine exposure; UCB = umbilical cord blood;

CART: Cocaine and Amphetamine Regulated Transcript
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6.2 Artigo 2

Comparagéo dos niveis séricos da Cocaine and Amphetamine Regulated

Transcript (CART) entre sangue de corddo umbilical e sangue periférico em

gestantes usuarias de crack

Comparison between serum levels of Cocaine and Amphetamine Regulated Transcript

(CART) from umbilical cord blood and peripheral blood of pregnant crack

users

Status: aceito no perioddico Revista Brasileira de Psicoterapia (RBP) em 31 de janeiro de

2017.

Em ANEXO 7 o comprovante de aceite.
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RESUMO

Introducdo: No Brasil, 0 uso de crack permanece um desafio a saude publica devido a
facilidade de aquisicdo da droga e sua elevada capacidade de induzir dependéncia. A
exposicdo intrauterina  (EIU) a cocaina esta associada a  alteracOes
neurocomportamentais durante a infancia e adolescéncia. Em estudo prévio do nosso
grupo, achou-se menor nivel de estresse oxidativo (EO) em recém-nascidos (RN) com
EIU. Uma possivel explicacdo pode ser a Cocaine and Amphetamine Regulated
Transcript (CART), um antioxidante enddgeno presente desde o periodo embrionario e
ativado por maiores niveis de dopamina. Objetivo: Verificar a correlacdo entre os
niveis de CART no sangue de corddo umbilical (SCU) e sangue periférico de 57

gestantes com exposicdo ao crack. Métodos: Trata-se de um estudo transversal, com

amostragem consecutiva, em que o desfecho primaério foi a correlacéo entre os niveis de
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CART no SCU e sangue periférico materno no pds-parto imediato. Dados gestacionais e
perinatais foram sistematicamente coletados. Resultados: Houve correlagdo
significativa entre os niveis de CART no sangue de corddo umbilical e sangue periférico
materno (rs= 0,350 e p<0,05). Conclusdes: Estes achados demonstram que tanto os
niveis de CART no sangue materno e no SCU se correlacionam. Todavia, ndo se pode
afirmar de quem € a producéo, ou se é produzida por ambos. O presente trabalho pode
ajudar a elucidar os caminhos neurobiol6gicos responsaveis pelas alteracdes de
neurodesenvolvimento, contribuindo para a ampliacdo das possibilidades de
intervencdes precoces.

Palavras-chave: CART, crack, gestacdo, sangue de corddao umbilical, bebé, estresse

oxidativo.

SUMMARY

Introduction: In Brazil, the use of crack cocaine remains a public health challenge, due
to easy drug acquisition and its high ability to induce dependence. Intrauterine exposure
(IUE) to crack cocaine is associated with neurobehavioral changes during childhood and
adolescence. In a previous study of our group, lower levels of oxidative stress (OS)
were found in newborns with IUE. One possible explanation may be the Cocaine and
Amphetamine Regulator Transcript (CART), an endogenous antioxidant present since
the embryonic period activated by higher levels of dopamine. Objective: The aim of
this study is to investigate the correlation of CART levels between umbilical cord blood
(UCB) and peripheral blood samples of 57 pregnant women exposed to
crack. Methods: This is a cross-sectional study with a consecutive sampling, in which
the primary outcome was the correlation between CART levels at UCB and peripheral

blood of their mothers in immediate postpartum. Gestational and perinatal data were
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systematically collected. Spearman correlation test was performed after checking the
pattern of distribution, being considered a 0.05 significance level. Results: There was a
significant correlation between CART levels in umbilical cord blood and peripheral
blood (rs = 0.350 and p <0.05). Conclusions: These findings suggest a correlation
between CART levels at UCB and mother’s blood. However, it remains unclear
whether it is produced by the mother, the fetus, or both. This study may help to
elucidate the neurobiological pathways responsible for neurodevelopmental changes,

providing a rationale for early interventions.

Keywords: CART, crack cocaine, pregnancy, umbilical cord blood, newborn, oxidative

stress

INTRODUCAO

O abuso de substancias psicoativas (SPAs) é um dos problemas mais
importantes em saude publica da atualidade. As mulheres representam aproximadamente
30% da populacdo de usuarios de cocaina (National Survey on Drug Use and Health
(NSDUH). Em 2012 e 2013, nos Estados Unidos, 5,4% das gestantes entre 15-44 anos
de idade eram usuérias de drogas. *

A exposigdo pré-natal & cocaina estd associada a problemas
neurocomportamentais durante a infancia e adolescéncia. 22 Os efeitos prejudiciais da
exposi¢do intra-uterina a cocaina ndo se restringem as doengas mentais, com evidéncias
de efeitos sistémicos, * com mecanismos neurobioldgicos ainda pouco elucidados. A
cocaina pode desregular o sistema REDOX. >® Estudos em roedores, por exemplo,
mostraram que a administracdo diaria de cocaina pode estar associada a diminuicao dos
niveis de glutationa no hipocampo. ’ A cocaina promove contragio dos vasos uterinos e

placentarios, 891%11 podendo provocar hipdxia no feto, aumentando, assim, o estresse
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oxidativo (EO). 2 Outra forma de a cocaina induzir o EO ¢ através da toxicidade de
seus metabdlitos, como a norcocaina, o nitroxido, a N-hidroxinorcocaina, a norcocaina-
nitrosonio, entre outros. 13

O EO vem sendo estudado na situacdo de exposicdo a cocaina durante a
gestacdo. Lipton et al. (2003), ¥* demonstraram que, apds uma inje¢do de cocaina em
ratas gravidas, seus fetos apresentaram uma reducgdo de 16,38% no nivel de glutationa
cerebral, sugerindo maior recrutamento do sistema antioxidante. Zaparte, et al. (2015),
15 pesquisaram os niveis séricos de proteina carbonil, contelido proteico de tidis,
superoxido dismutase (SOD), glutationaperoxidase (GPx), glutationa reduzida (GSH) e
potencial reativo antioxidante total (TRAP) em 30 mulheres ndo-gestantes internadas
por dependéncia ao uso de crack. Os autores encontraram niveis elevados de proteina
carbonil e contetdo total de tidis nas pacientes apds quatro dias de abstinéncia, e niveis
significativamente mais baixos de SOD, GPx, GSH e TRAP, quando comparados aos
controles. Em conjunto, esses dados sugerem que mulheres dependentes de crack
podem apresentar, ao internar, um aumento no EO. Apesar dos estudos disponiveis
sobre EO e cocaina em humanos, 1%/ dados referentes a gestantes e seus bebés ainda
S&0 escassos.

Recentemente, 0 nosso grupo comparou niveis de TBARS (um marcador de
estresse oxidativo), entre outros biomarcadores, no sangue do corddo umbilical (SCU)
entre 0s recém-nascidos expostos ao crack intraitero (RNE, N = 57) e 0s recém-
nascidos ndo expostos (RNNE, N = 99), assim como no sangue periférico materno, no
momento do parto. A média ajustada de TBARS no SCU foi significativamente menor
no grupo de RNE (63,97, 1Cgs0% 39,43-88,50) em comparacdo com RNNE (177,04,
ICos0 140,93-213,14, p <0,001; Cohen EF = 0,84, p <0,001), mesmo ap0s ajuste

adequado para os seguintes confundidores: psicopatologia materna, QI estimado,
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intensidade do uso de &lcool, nicotina e maconha nos ultimos 3 meses, doenca infecto-
contagiosa na mae (sifilis, hepatite C ou HIV), acompanhamento pré-natal e presenca de
companheiro. J& a média ajustada de TBARS ndo diferiu no grupo das puérperas (p =
0,86). Assim, as mudancas nos niveis de TBARS em EN sugerem que o feto exposto a
cocaina mobiliza rotas antioxidantes enddgenas, desde muito cedo no desenvolvimento.
Neste sentido, acredita-se que o feto conta com um sistema antioxidante enddgeno,
estimulado pela presenca de cocaina, a Cocaine and Amphetamine Regulated Transcript
(CART). 18

A CART é encontrada em muitas areas, entre elas a area tegumentar ventral
(ATV) no cérebro, sendo secretada no hipotalamo, pituitaria, glandulas supra-renais e
pancreas. A CART também pode ser encontrada no sistema circulatorio. 1° Estudos em
ratos mostram que a CART atravessa rapidamente a barreira hematoencefalica % e
provavelmente regula a atividade de neuronios nesta area. 2! Sabe-se que a CART
produz uma regulacdo positiva pela proteina de ligacdo ao elemento de resposta de
AMPc, mais conhecida como cAMP response element-binding protein (CREB), %2 uma
proteina possivelmente ligada ao desenvolvimento de adigdo a drogas. 1°232% Desta
forma, a CART pode ser um potencial alvo terapéutico no abuso de SPAs. A CART
exerce acdo antioxidante, diminuindo os niveis de peréxido de hidrogénio (H20>),
devido as interacBes envolvendo a glutationa. Além disto, ela esta envolvida no
processamento de espécies reativas de oxigénio (ERO) em excesso, 2° o que pode ter
contribuido para menores niveis de TBARS no SCU dos bebés expostos ao crack em
nosso estudo anterior. No entanto, ndo encontramos estudos descrevendo como a CART
se distribui no sangue periférico de gestantes, ou se ela circula para o SCU, tampouco

como se correlacionam nestes dois sistemas.
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Assim, o objetivo do presente estudo foi verificar a correlacdo entre os niveis
séricos de CART no SCU de recém-nascidos com histdria de exposi¢do intrauterina
(EIU) ao crack e no sangue periférico das suas maes no puerpério imediato.
MATERIAIS E METODOS

Os dados foram coletados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e
Hospital Materno Infantil Presidente Vargas (HMIPV), na cidade de Porto Alegre,
Brasil, a partir de janeiro de 2012 a setembro de 2013. Ambos sdo hospitais
universitarios e de referéncia para gestacdo de alto risco. Todas as maes forneceram
consentimento informado por escrito e o projeto foi aprovado pelos Comités de Etica
em Pesquisa das institui¢fes participantes.

Delineamento e amostra

Trata-se de um estudo transversal, cujo desfecho principal foi a correlagéo entre
0s niveis séricos de CART no SCU de recém-nascidos com histéria de EIU ao crack
com os niveis de CART no sangue periférico das suas maes no puerpério imediato.

Os casos vieram do HMIPV, por uma amostragem consecutiva. As gestantes
foram questionadas sobre o uso de substancias de abuso no momento de admisséo
hospitalar. Durante o periodo do estudo, 2.228 nascimentos ocorreram no HMIPV e 105
maes (4,7%) foram identificadas como tendo histéria de uso de crack. Destas, 62 (59%)
foram identificadas como usuérias de crack por ocasido do parto e entdo convidadas a
participar no estudo, coletando-se 0 seu sangue periférico e 0 SCU do bebé. Perdas
ocorreram devido a uma variedade de raz@es, incluindo a recusa, nenhum relato de uso
de crack no momento do parto e auséncia de condicGes técnicas para a coleta de SCU.

Para determinar o perfil das gestantes usuérias de crack que ndo foram incluidas
na amostra (41%) (controle de qualidade das perdas), foram utilizados registros médicos

para comparar a idade materna, nivel de escolaridade, etnia, a presenga de um parceiro,

70



0 estado do acompanhamento pré-natal, o tipo de parto e a presenca de doencas
infecciosas (hepatite C, sifilis, e / ou HIV) entre participantes e ndo participantes.
Também se compararam os escores de Apgar no 1° e 5° minutos, o peso do RN e a
idade gestacional (IG) no exame neonatal. O peso dos recém-nascidos foi
significativamente menor em maes que ndo participaram no estudo (2.653,46 vs.
2.878,09 g, p = 0,02), assim como foi a IG (37,30 [DP 2,50] vs. 38,64 [DP 2,4]
semanas, p = 0,02) e a realizacdo ou ndo de atendimento pré-natal (p = 0,02), sem outras
diferencgas significativas entre os grupos (dados disponiveis mediante solicitacao).

Os critérios de inclusdo maternos para os casos foram histdria de uso de crack e
idade entre 18-45 anos. Os critérios de exclusdo foram incapacidade de compreender e
preencher os questionarios neuropsiquiatricos no periodo pos-parto imediato.
Instrumentos e variaveis

O QI foi estimado usando os subtestes cubo e vocabulario do Wechsler Adult
Intelligence Scale, third edition (Escala de Inteligéncia Wechsler para Adultos); WAIS-
1. %2 psicopatologia materna foi avaliada usando o Mini International
Neuropsychiatric Interview (MINI), versdo brasileira 5.0.0 / DSM-IV / Current. ? O
MINI é uma entrevista diagndstica padronizada, de aplica¢do rapida (em torno de 15
minutos), que explora os principais Transtornos Psiquiatricos do Eixo | com base nos
critérios do DSM V. Uso de substancias psicoativas foi avaliado com através do
Alcohol, Smoking and Substance Involvement Screening Test (ASSIST; Teste de
Triagem para Alcool, nicotina, maconha, cocaina e outras substancias (ASSIST). 28 Este
instrumento mensura o nivel de dependéncia e contém oito questfes, sendo as sete
primeiras referentes ao uso e aos problemas relacionados a tabaco, alcool, maconha,
cocaina, estimulantes, inalantes, hipnoticos/sedativos, alucindgenos e opiaceos nos

ultimos trés meses; a Ultima questdo relaciona-se as drogas injetaveis. O nivel
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socioeconémico foi baseado no critério ABA / ABIPEME e dicotomizados em alto
nivel socioeconémico (classes A e B) ou baixo nivel socioecondmico (classes C, D e E),
com base na escolaridade do chefe da familia e quantidade de determinados bens de
consumo. ¥ Idade, etnia auto referida, estado civil, e outras variaveis sdcio-
demograficas foram sistematicamente coletados por meio de um formulario padrdo. A
etnia foi dicotomizada como ndo-branco ou branco. As seguintes variaveis neonatais
foram obtidas por revisdo de prontudrios médicos: peso, indice de Apgar no 1° e 5°
minutos, idade gestacional (1G) ao exame neonatal, sexo, necessidade de hospitalizagéo.
Os dados sobre a presenca de doencas infecto-contagiosas da mée (sifilis, HIV e / ou
hepatite C), tipo de parto e assisténcia pré-natal, também foram coletados de registros
médicos. O nivel de medidas de resultados da CART no SCU e sangue materno foram
coletados e processados como descrito a seguir.
Coleta e processamento de sangue

O sangue total (10 mL) foi coletado por puncdo venosa para dentro de um tubo
de vécuo livre de anticoagulante. Imediatamente apds a coleta, as amostras de sangue
foram centrifugadas a 200g/min durante 10 min e o soro foi dividido em aliquotas,
etiquetado e armazenado a -80 ° C até ao momento do teste. O sangue da mae foi
coletado em até 24h ap6s o parto. Ja 0 SCU, no pos-parto imediato, como orienta o
Protocolo do Banco de Sangue de Corddo Umbilical e Placentério do Instituto Nacional
do Céncer. * As mensuragdes foram realizadas no soro.
Mensuracédo da CART

Os niveis de CART foram medidos pelo método de ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay). Os ensaios de ELISA foram feitos através de kits comerciais
(Intra-Assay: CV < 10%; Inter-Assay: CV < 15%) desenvolvidos por RayBiotech

(USA), de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. Devido a alta
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concentracdo de CART nas amostras, todas elas foram diluidas 200 vezes, pois
ultrapassavam o limite de deteccdo do espectrofotometro. O fator de diluicdo foi
incluido no software de andlise. Os resultados foram expressos em pg/mL.
Anélise Estatistica

Os valores foram descritos como média e desvios-padrdo (distribuicdo normal)
ou mediana e intervalo interquartil (distribuicdo assimétrica). As variaveis categoricas
foram descritas como frequéncia absoluta e relativa. Para verificar possiveis
correlagbes, foi aplicada a correlacdo de Spearman, apos verificacdo do padrdo de
distribuicéo pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. O nivel de significancia aceito foi de p
<0,05. Os dados foram processados ¢ analisados em SPSS Statistics 18.0.

Resultados
As caracteristicas da amostra estdo descritas na Tabela 1. Aproximadamente

90% dos bebés foi adequada para 1G, com peso médio de 2.882,15 (473,32). As méaes
eram, na maioria, de etnia ndo branca (67,9%) e 61% apresentavam algum outro
diagnostico psiquiatrico positivo no MINI que ndo dependéncia quimica.

INSERIR TABELA 1 AQUI

Em relacdo a medida principal de desfecho, correlacdo CART no sangue de
corddo umbilical e periférico das mdes usuarias de crack, houve correlacdo direta e
moderada (rs= 0,350; p = 0,043).

INSERIR FIGURA 1 AQUI

Discusséo
No presente trabalho, encontramos uma correlacdo direta e significativa da

CART no sangue de corddo umbilical e no sangue periférico das maes usuarias de
crack. De certa forma, o resultado era esperado, pois tanto o SNC fetal e materno, bem
como a placenta 3 podem sintetizar mais CART mediante demanda. Todavia, como é

uma resposta ao estresse, e a parturiente e o bebé diferem bastante neste sentido
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(exemplo: mae com multiplos estressores cronicos, com sistemas se resposta
possivelmente sendo recrutados e modulados cronicamente), ndo seria surpreendente
ndo encontrar correlacdo. Este é um assunto ainda pouco explorado, sobretudo em
duplas maes-bebés.

Argielles e colaboradores (2006) *2 avaliaram EO no sangue de mées e corddo
umbilical de seus bebés e encontraram que altos niveis de marcadores de EO maternos
correlacionam-se positivamente com os niveis nos seus bebés. No momento do parto, a
crianca sofre uma agressdao em termos de demanda de oxigénio, pois passa de um
ambiente de hipdxia (intrauterino) para um ambiente com cerca de quatro vezes mais
oxigénio. 3 Isso pode influenciar na formacédo de radicais livres durante o parto. O
aumento do EO é um processo que envolve alteracBes fisiologicas, provavelmente
resultantes da producdo elevada de radicais livres pela placenta; durante a gestacéo, a
placenta induz peroxidagdo lipidica, sendo os niveis destes perdxidos mais elevados do
que os encontrados no sangue periférico materno.

Sabe-se que a CART desempenha um papel de regulagdo na homeostase em
regides cerebrais estimuladas por substancias como a cocaina. A cocaina, entre outras
acOes, se liga ao transportador de dopamina (DAT, dopamine reuptake transporter),
blogueando-o0. Com isso, ha um aumento subito e significativo nos niveis de dopamina
na fenda sinaptica. ** A hipotese de que a CART é um regulador homeostatico vem
sendo cada vez mais evidenciada. O potencial neuroprotetor da CART foi explorado em
experimentos com cultura celular. Por exemplo, ap6s injecdo de CART, em células
expostas a isquemia/reperfusdo e também privadas de glicose (simulacdo de acidente
vascular cerebral), a CART foi efetiva em reduzir a apoptose neuronal. 3 Em outro
estudo também com cultura celular, a CART mostrou ter um efeito protetor nas células

beta, contra a glucotoxicidade, promovendo proliferacdo celular. 3
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Desta forma, esse estudo pode contribuir para melhorar as possibilidades de
intervengdes precoces. Os resultados sdo consistentes com estudos que implicam o
CART como potencial neuroprotetor. 33 Considerando a intervengdo precoce em
patologias pré-natais, esta pode ser uma area de interesse promissora.

O presente estudo deve ser compreendido no contexto de algumas limitagdes.
Nos ndo avaliamos o estado nutricional das pacientes, que poderia influenciar nos niveis
de CART. Devido ao tamanho amostral, o estudo ndo tem poder suficiente para avaliar
os fatores que podem interferir nas variacfes da CART; além disso, as informagdes a
respeito do uso de drogas foram avaliadas retrospectivamente, sendo suscetivel a viés de
informacdo. Houve uma perda amostral para a selecdo da amostra; contudo, tivemos o
cuidado de levar em conta esta perda, que provavelmente inclui 0s casos mais graves.
H& alguns outliers, conforme figura 1. Lembramos que utilizamos testes nao
paramétricos para as correlacdes justamente por este motivo. Porém, este trabalho
também apresenta alguns pontos positivos. Apesar das perdas amostrais, houve uma
cuidadosa analise do perfil das perdas. O fato de termos dosado a CART no SCU
fornece uma medida mais proximal, enquanto o bebé ainda ndo foi afetado por fatores
apo6s 0 nascimento. Sabe-se que criangas criadas por dependentes quimicos estdo mais
suscetiveis a uma série de estressores, incluindo negligéncia e trauma. 3" Avaliando-se
estas criangas posteriormente, sempre € mencionada como uma limitacéo a dificuldade
em diferenciar o que ¢ uma “marca” neurobioldgica pela EIU, e o que se deve a
diversos estressores que a crianga vivencia e que também trazem reflexos
neurobioldgicos. *® Este trabalho demostra apenas uma correlagio entre 0s niveis
séricos, ndo responde a pergunta de se a producdo de CART do bebé é propria ou

produzida pela mée, por exemplo.
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Concluséo
Existe uma correlagcdo entre os niveis séricos de CART no sangue periférico

materno e SCU em diades com EIU ao crack. Desta forma, ha um sistema antioxidante
enddgeno atuando desde cedo no feto em desenvolvimento. Se a producdo da CART
encontrada no SCU é materna, ou oriunda de recursos fetais, segue a ser esclarecido. De
qualquer forma, os autores entendem que este achado, agregado a outros estudos, pode
contribuir com a reflexdo de intervencdes precoces para 0s bebés com EIU ao crack.
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas e sociodemograficas das gestantes usuérias de crack e

seus recém-nascidos

Variaveis dos recém-nascidos

(N=57)
Média (DP)

Peso, g 2.882,15 (473,32)
Apgar, 1-minuto 7,8 (2,12)
Apgar, 5-minuto 8,94 (1,24)
Idade gestacional, semanas (estimado em exame neonatal) 38,58 (2,06)
Sexo masculino, N (%) 28 (50,9)
Necessidade de internacao, N (%) 36 (67,9)
Classificacdo em idade gestacional, N (%)

Adequada 43 (87,8)

Pequena 4(8,2)

Grande 2(4,1)
Variaveis maternas (N=57)

Média (DP)

Etnia, N (%)

Branco 17 (32,1)

N&o-branco 36 (67,9)
Idade, anos 27.00 (5,76)
Ql 77.39 (8,75)
Status sociodemografico, N (%)

Alto (classe A ou B) 6 (11,8)

Baixo (classe C, D ou E) 45 (88,2)
Grau de escolaridade, n (%)

Fundamental incompleto, fundamental completo, ou 39 (81,3)
médio incompleto

Médio completo, terceiro grau incompleto, ou terceiro 9 (18,8)
grau completo
Pré-natal, N (%) 36 (73,5)
Presenca de doenca infectocontagiosa, N (%)
(sifilis, HIV, e/ou hepatite C) 26 (46,4)
Tipo de parto (Cesariana), N (%) 19 (35,2)
Estado marital (casado/unido estavel), N (%) 29 (50,9)

Uso de drogas da mée durante a gravidez — ASSIST (N=57)
escore total* Mediana (Al)
Escore total para nicotina 17,50 (0-31)
Escore total para alcool 6,00 (0-33)
Escore total para maconha 0,00 (0-25)
Uso das substéancias nos altimos 3 meses antes do parto (N=32)
Nicotina, N (%)
Diariamente/quase todos os dias 22 (68,75)
Semanalmente 1(0,03)
Mensalmente 4 (0,13)
Uma ou duas vezes 2 (0,06)
Nunca 3(0,09)
Alcool, N (%) (N=28)
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Diariamente/quase todos os dias 2 (7,14)
Semanalmente 10 (35,70)
Mensalmente 3(10,70)
Uma ou duas vezes 4 (14,30)
Nunca 9 (32,10)
Crack, N (%) (N=32)
Diariamente/quase todos os dias 9(28,1)
Semanalmente 13 (40,6)
Mensalmente 3(9,4)
Uma ou duas vezes 1(3,1)
Nunca 6 (10,5)
Maconha, N (%) (N =26)
Diariamente/quase todos os dias 2 (7.7)
Semanalmente 5(19.2)
Mensalmente 2 (7.7)
Uma ou duas vezes 1(3.8)
Nunca 16 (61.5)
Presenca atual de psicopatologia nas mées

Risco de suicidio, N (%) 13 (31,70)
TEPT, N (%)** 4 (10,00)
Personalidade antissocial, N (%) 9 (21,43)
MINI positivo para outros diagnésticos, N (%) 25 (61,0)

DP = desvio padrdo; Al

amplitude interquartilica;
**Transtorno de Estresse Pés-Traumatico.

*Baseado no ASSIST;
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Figura 1. Correlacdo CART (em pg/mL) no sangue de cordao umbilical e periférico
das maes usuérias de crack

83



7. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

A presente dissertacdo traz achados importantes para a compreensdo de
fendmenos neurobioldgicos, mas também um olhar para essa populacdo extremamente
carente. A gestacdo € um periodo de grandes transformacdes na vida de uma mulher,
causando modificacdes significativas em seu organismo, seu psiquismo e seu papel
sociofamiliar. Dessa forma trouxemos questdes muito preocupantes em termos de saude
publica e de planejamento terapéutico, bem como em termos de prognostico para o
desenvolvimento pleno da dupla mae-bebé.

A pobreza e a baixa escolaridade contribuem para a entrada no grupo de risco de
DQ, negligéncia, abuso e maus tratos. Os lares dos quais provém as mulheres
dependentes quimicas apresentam infancias permeadas de primitivos abandonos, abusos
sexuais e violéncia. Lidar com todo esse contexto cadtico, principalmente durante o
contato direto com essas mulheres, seja na coleta de sangue ou durante a entrevista
estruturada, é bastante dificil e ansiogénico, trazendo, diversas vezes, um sentimento de
impoténcia sobre tudo isso.

Trata-se de um trabalho pioneiro e inovador em diades maes-bebés com histéria
de exposicdo ao crack. Por esta razdo foi necessario tratar com situacdes diversas em
nosso meio, desde a padronizacdo da técnica de mensuracdo da CART, até entdo nunca
medida em nosso laboratdrio, assim como a realizacéo de coletas de sangue, no horario
do parto, a qualquer hora do dia. Um ponto a considerar é que esta questdo de pesquisa
agrega conhecimentos de diferentes areas, como obstetricia, pediatria, bioquimica,
hematologia e enfermagem. Tal particularidade, a0 mesmo temo que enriquece o
trabalho, traz a equipe envolvida uma série de desafios como se apropriar de novas

rotinas.
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Chegar a uma explicagdo para 0s nossos resultados € complexo e pode envolver
uma variedade de mecanismos que interagem entre si. Pensamos que hd um sistema
antioxidante enddégeno atuando desde cedo no feto em desenvolvimento. Por exemplo,
se parte da producdo da CART encontrada no SCU é materna, segue a ser esclarecido.
Porém, como em dois trabalhos (este e de Mardini et al., in press) encontramos
diferentes padrbes para puérperas e RNs, podemos considerar fortemente a
possibilidade de mecanismos, a0 menos em grande parte, independentes. Também, a
possibilidade de um sistema neuroprotetor precoce indiretamente é sustentavel pelo fato
de a EIU ao crack, ao menos até o momento, ndo trazer uma sindrome fetal bem
definida, como acontece com a Sindrome Alcodlica Fetal. Este achado, agregado a
outros estudos, pode contribuir com a reflex&o de intervengdes precoces principalmente
para 0s bebés com exposicdo intrauterina ao crack os quais estdo vulneraveis a esse
ambiente. Esta afirmativa se baseia, por exemplo, nos estudos mencionados na Base
tedrica onde a CART ¢é avaliada como intervengdo terapéutica em patologias como
AVC.

Em suma, apresentamos dados sobre um antioxidante endégeno em uma
populacdo de dificil acesso e de alta relevancia em salde publica. Os estudos tém
mostrado interagdes complexas e reciprocas entre esse peptideo, enzimas antioxidantes,
neurotrofinas e estresse oxidativo. Percebe-se que pode haver diferentes respostas de
acordo com a etapa do desenvolvimento e que gestantes podem ter um perfil de
recrutamento da CART e, talvez, de outros biomarcadores, diferentes do que em nao
gestantes. Portanto, observa-se que as mudancas estruturais, fisioloégicas e moleculares
promovidas pela cocaina resultam do envolvimento de uma vasta rede de
neurotransmissores, interligados e atuantes em diferentes areas do cérebro e em

diferentes momentos de maturacao.
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Esse trabalho, além dos conhecimentos acima referidos, é fruto de uma Tese de
doutorado na Pdés-Graduacdo em Psiquiatria, para o qual foi dosada nesta mesma
amostra alguns biomarcadores como IL-6, IL-10, BDNF e TBARS, visando-se a melhor
compreender o sistema de biomarcadores em bebés mediante exposicdo a cocaina. Da
mesma forma, o material biolégico aqui coletado estd sendo investigado
colaborativamente com o programa de Po6s-Graduacdo em Genéticae Biologia
Molecular da PUCRS, contribuindo com um Doutorado, em que estd sendo realizada
uma andlise epigenética nas amostras. Sera avaliado o padrdo de metilacdo de alguns
genes-alvo a partir do sequenciamento por bissulfito, comparando esse padrdo entre os
casos e controles (tanto para as maes quanto para os bebés). Seréo avaliados os genes
envolvidos em EO, tais como genes relacionados ao BDNF, IL6, IL10 e CART, e
comparar-se-ao (ou serdo comparados) com as dosagens bioquimicas que foram obtidas
no nosso estudo. Ainda serd avaliado, em outro estudo deste programa de pds-
graduacdo, contribuindo com um mestrado, o gene Protein kinase C epsilon (PRKCE)
que parece sofrer alteracBes de metilagdo em modelos animais, frente a exposicao
embrionaria a crack/cocaina. Por fim, pretende-se chamar as diades envolvidas neste
projeto, para realizacdo de nova coleta de dados. Em relagéo a possibilidade de diferente
comportamento da CART de acordo com etapa do ciclo vital, a mesma sera comparada
em adolescentes com e sem uso de crack.

Ao longo da coleta de dados, gerou-se uma demanda clinica que ndo foi
interrompida. A partir desses trabalhos, criou-se um grupo psicoterapico para pais/bebés
com exposic¢do a drogas. Da mesma forma, mais atengdo vem sendo dada ao uso de
drogas entre as gestantes e puérperas no HCPA, sendo uma contribuicdo direta da

pesquisa para a clinica.
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Foi possivel apresentar os dados em eventos cientificos nacionais, com boa

aceitacdo (Anexos 4 e 5)
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HCPA - HOSPITAL DE CLiNICAS_ DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

COMISSAO CIENTIFICA E COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Este projeta ‘ol APROVACD em seus aspectos éticos e metodolégicos, bem coma a respective Termo de
Consentimento  Livre e Esclarecido. de acordo com as diretnzes e normas nacionais e internacionas de
pesquisa clinica especialmente as Resolucdes 195/96 e complementares do Conselho Nacional de Saude

- Os membros da Conussiac Cientifica e do Comité de Etica em Pesquisa nao participaram do pracesso de
avahagdo dos projetos nes quass constam como pesqusadores.

- Teda e qualquer alterago do projeto, assim como 0§ evenlos adverscs graves, deverdo ser comunicados
mediatamente ao CEP/HCPA.

- O pesquisador devera apresentar relalorios semestrals de acompanhamento e relatdrio final ao CEP/HCPA
- Somente podera ser utilizado o Termo de Consentimenta Livre e Esclarecido no qual consie o canmbo de
aprovacdo do CEP/HCPA

Porto Alegre, 01 de junho de 2011

Prof* Nadine Clausell
Cocrdenadora GPPG e CEPMCPA
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ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - CASOS

(Amostra Casos)
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Numero do caso no estudo:

Vocé csta convidada a participar de uma pesquisa que esta sendo realizada no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Trata-se de uma pesguisa envolvendo
gestantes usuarias de crack ¢ outras drogas. Estamos estudando o comportamento de
determinadas substancias presentes no sangue que se acredita tenham papel no
desenvolvimento do ¢érebro dos bebés.

Voeé s participard deste estudo se descjar,

O que vocé vai ter que fazer?

- Vacé vai responder perguntas sobre seu estado emocional e dados pessoais,

- Vocé necessitara coletar sangue (10 mililitros — um copinbo medida pequena)
em duas ocasides: uma vez durante a gravidez, quando entrar na pesquisi, ¢ a outra vez
quando nascer seu bebé. Talvez figue um pequeno hematoma (mancha roxa) no local da
coleta que em poucos dins desaparecerd,

- Apos seu bebé nascer serd coletado sangue da sua placenta. Normalmente a
placenta ¢ o corddo umbilical sio jogados fora (no lixe hospialar) depois do nascimento
do seu filho,

- No caso do seu bebé necessilar coletar sangue para exames por uma indicagio
médica e sobrar sangue utilizaremos este sangue para nossa pesquisa.

O objetivo do nosso estudo ¢ comparar a medida destas substincias nos trés
momentos de coleta mencionados acima. (inicio do pré-natal, no parto ¢ no sangue do
corddo umbilical).

Para que estamos fazendo isso? Para conhecer melhor as condigdes de saide
das gestantes que usam crack ¢ outras drogas ¢ procuram o Hospital de Clinicas, ¢ para
pesquisar as alteragdes que estas substancias podem apresentar durante a gestagdo. Este
conhecimento poderd ser bastante ttil para vocé. para seu bebé e para outras gestantes
em situagio semelhante no futuro.

O 1dnico risco @ sua panticipagio neste estudo ¢ um possivel desconforto ao
responder as perguntas feitas pelo entrevistador.

Neste momento a senhora e seu bebé nio terdo benelicios direlos desta pesquisa,
mas através de sua participagdo. futuras pestantes wsudrias de crock ¢ seus bebés
paderdo ser beneficiadas.

As suas informagdes pessoais serdo sempre tratadas em sigilo, Os resultados do
estudo poderdo ser publicados em revista cientifica ou submetidos a discussio com
profissionais da saide. sempre sem citar seu nome, do seu bebé. ou gualquer outra
forma de identificagéo.

Se vocé decidir ndo participar mas em qualquer momento deste estudo, 1510 ndo
prejudicara seu atendimento no HOPA.

O prajeto de pesquisa foi avaliado ¢ aprovado pelo Comité de Frica em Pesquisa
do HCPA.

Esta pesquisa ndo acarretard nenhum gasto financeiro para a M""“E’ém’xe

de Efica em Pasguis.
GPPG/HCFA
VERSAO APROVADA

O, 06 2044
141009 < A
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Eu, - . declaro gue fui informada dos
objetivos ¢ de como vou participar deste estudo de forma clara ¢ detalhada. Todas
minhas dividas foram respondidas ¢ sei que poderei solicitar novos esclarecimentos a
qualquer momento. Também fui informada que receberel uma via deste documento.

Porto Alegre, de 2011

Para esclarecimento  de  davida  contatar Comité_de  Ftica  do  HCPA
Telefone: 3359 8285

Pesquisador responsivel pelo estuda:
Dr. Luis Augusto Paim Rohde Servico  de  Psiquiatria  da  Infincia ¢ da
Adolescéncia do HCPA - Sala 400N - 47 andar Norte
Telefone: 3359 8294 /3359 8413

Nome do participante:

Assinatura do participante:

Data: / !

Nome do Representante Legal:

Assinatura do Representante Legal:

Data: /

Nome do pesquisador que aplicou este Termo de Consentimento:

Assinatura do pesquisador que aplicou o Terma de Consentimenta:

Com g Etica am Pagquisd
& dGPPG"HCPA

0 / !
Data: . VERSAO APROVADA

o 06 2014
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ANEXO 3

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - CONTROLES

{Amostra Controles)
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Numera do caso no estudo:

Vocd esta convidada a participar de uma pesquisa que esta sendo realizada no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Trata-se de uma pesquisa envalvendo
gostantes. Estamos estudando o compontamento de determinadas substineias presentes
no sangue que se acredita tenham papel no desenvolvimentoe do cérebro dos behés.

Vaeé so participari deste estudo se desejar.

O que voce vai ter que fazer?

- Voce vai responder perguntas sobre seu estado emocional ¢ dados pessoais
Fambeém solicitaremos uma amostra da sua urina para comprovar que vocg ndo usa
drogas.

Im algumas situagoes o sangue do cordio umbilical do seu bebé que vocé doou
a0 Bunco de Sangue de Corddo Umbilical e Placentirio do HCPA nio sera aproveitadao
Este sangue do cordio umbilical. juntamente com o que foi coletado de vocd para
exames serdo eliminados. jopados fora no Fixo hospitalar. Utilizaremos este sangue para
NOSSA pesquisa.

Este estudo ndo influenciard no aproventamento do sangue que voeé doou para o
Banco de Sangue do Cordiio ¢ Placentirio.

Ou seja, voed ndo solrerd nenhuma coleta de sangue 4 mais que qualquer outra
gestante que doe sangue do cordde umbilical necessitaria coletar,

- No ¢aso do seu bebé necessitar coletar sangue para exames por uma indicagio
medica ¢ sobrar sangue utilizaremos ¢ste sangue para nossa pesquisa.

O objetiva do nosso estudo ¢ comparar a medida destas substancias nos dois
momentos de coleta mencionados acima, (durante o periodo proximo 20 parto ¢ no
sangue do cordde umbilical ).

O fdnico risco a sua participagio neste estuda ¢ um possivel descontorta uo
responder as perguntas feitas pelo entrevistador.

Neste momento a senhora ¢ seu bebé ndo terdio beneficios diretos desta pesquisa.
mas atraves de sua participagio, futuras gestantes usudrias de criack ¢ seus hebés
poderio ser beneficiados.

D¢ mancira indireta como beneficio voeé recehera uma avaliagio psiquidtrica e.
se tor detectada alguma condigdo que necessite tratamento, enviaremos nossos achados
para a unidade basica de saude que the atenderi.

Para que estamos fazendo isso? Para conhecer melhor as condigaes de satde
das pestantes que procuram o Hospital de Clinicas, ¢ para pesquisar as alieragoes gue
estas substancias podem apresentar durante a gestagio. Este conhecimento paderd ser
bastante util para vocé. para seu bebé ¢ para autras gestantes em situagio semethante no

futuro

A participagdo neste estudo ndo agrega riscos para voced e seu bebdél ¢ pode
potencizimente trazer beneficios para sua saude, sua qualidade de vida ¢ para a sacde o
v desenvalvimenta do seu bebé.

s suas informagdes pessoais serdo sempre tratadas em sigilo. Os resultados do
estudo podlerdo ser publicados em revista cientifica ou submietidos a discussido com
profissienms da sadde, sempre sem citar seu nome. do seu bebé, ou qualyuer outra

>

torma de dentificagio Comat gp-,:.:.a'— SquiIsa
VERSAO APROVADA

01 06 044
A4 0098 T/
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Se vocé decidir ndo participar mais em gualguer momento deste estuda, isto ndo
prejudicard seu atendimento no HCPA. )

O projeto de pesquisa for avalindo ¢ aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da HCPA.

Esta pesquisa ndo acarretard nenhum gasto financeiro para a Senhora

bu, - . declaro que fui informada dos
objetives ¢ de como vou participar deste estudo de forma clara ¢ detalhada. Todas
minhas duvidas foram respondidas ¢ sei que poderet solicitar novos esclarecimenios o

gualquer momento, ambem ful informada que receberei uma via deste documento.

Porto Alegre. de 2011,

Para  esclarecimento  de  davida  contactar Comité _de  Etica da HCPA
Teletone: 3359 8285

Pesquisador responsdvel pelo estudo:
Dr. Luis Augusto Paim Rohde Servigo  de  Psiquiatria  da Infincia ¢ da
Adolescéncia do HCPA - Sala 400N - 47 andar Nore
Telefone: 3339 8294/ 33359 8413

Nome do participante:

Assinatura do participante:

Dana: ) i o

Nome do Representante Legal:

Assinatura do Representante Legal:

Data:

Nome do pesquisador que aplicou este Termo de Consentimento:

Assinatura do pesquisador que aplicou o Termao de Consentimento:

Com1é de Elica em Hacansi

Data GPPGIHCRA
. - VERSAO APROVADA

O1 , 06 24

“A100at TR
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ANEXO 4

A
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ANEXO 5

~

CERTIFICADO APRESENTACAO ORAL
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ANEXO 6
CARTA DE SUBMISSAO DO ARTIGO 1

Your co-authored submission
Translational Research <EviseSupport@elsevier.com>

Dear Mr. Ritter Parcianello,
You have been listed as a Co-Author of the following submission:
Journal: Translational Research

Title: Increased Cocaine and Amphetamine Regulated Transcript cord blood levels in the newborns exposed to crack
cocaine in utero

Corresponding Author: Rodrigo Ritter Parcianello

Co-Authors: Keila Cereser, Victor Mardini, Daniel D. Langleben, Fernando Xavier, Maria Lucrécia Scherer Zavaschi, Luis Augusto
Rohde, Flavio Pechansky, Carolina Gubert, Claudia Maciel Szobot

Rodrigo Ritter Parcianello submitted this manuscript via Elsevier's online submission system, EVISE®. If you are not
already registered in EVISE®, please take a moment to set up an author account by navigating
to http://www.evise.com/evise/faces/pages/navigation/NavController.jspx?2JRNL_ACR=TRANSRES

If you already have an ORCID, we invite you to link it to this submission. If the submission is accepted, your ORCID will
be transferred to ScienceDirect and CrossRef and published with the manuscript.

To link an existing ORCID to this submission, or sign up for an ORCID if you do not already have one, please click the
following link: Link ORCID

What is ORCID?

ORCID is an open, non-profit, community-based effort to create and maintain a registry of unique researcher identifiers
and a transparent method of linking research activities and outputs to these identifiers.

More information on ORCID can be found on the ORCID website, http://www.ORCID.org, or on our ORCID help page:
http://help.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/2210/p/7923

If you did not co-author this submission, please contact the Corresponding Author directly at
rrparcianello@hotmail.com.

Thank you,
Translational Research

This message was sent automatically. Please do not reply
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ANEXO 7

CARTA DE ACEITE ARTIGO 2

ot Revista Brasileira
B de Psicoterapla &ce|g urkos W

DECLARACAO

Declaramos que o artigo intitwlodo “Comparagdo dos nivels séricos do Cocaine ond
Amphetamine Regulated Tronscript (CART) entre songue de corddo umbilicol e
sangue periférico em gestontes usudrics de crock”, der autoria de Rodrigo Ritter
Pardanello, Victor Mardini, Kella Marla Mendes Ceresér, Fernando Xavier, Maria

Lucrécia Scherer Zavaschi, Luis Augusto Palm Rhode, Fldvio Pechansky, Pimela
Ferrari e Claudia Maciel Szobot, fol aceto para publicagio on-line na REVISTA
BRASILEIRA DE PSICOTERAPIA DO CENTRO DE ESTUDOS LUIS GUEDES.

Porto Alegre, 31 de janciro de 2017.

Patricia Lopes Arambuja
Cocedenagio Administrativa - CELG
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