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RESUMO

Avaliacdo das alteracGes comportamentais, neuroquimicas, histopatolégicas e
bioquimicas em ratos tratados com cocaina e etanol isoladamente ou em
associacdo. IRl SANDRO PAMPOLHA LIMA. Orientadora: Profa. Dra.
Marta Maria de Franca Fonteles. Dissertacdo de Mestrado. Curso de Pos-
Graduacdo em Farmacologia. Departamento de Fisiologia e Farmacologia,
UFC, 2003.

No presente trabalho foram estudadas as alteracbes comportamentais,
neuroquimicas (determinacdes dos niveis de monoaminas e metabdlitos),
histopatologicas e bioquimicas (lipoproteinas e transaminases) em corpo estriado de
ratos tratados com cocaina e etanol isoladamente ou em associacdo. Foram utilizadas
ratas Wistar (180-200 g), que foram tratadas durante 7 dias com cocaina (Coc 10 e
20 mg/kg, i.p.), etanol (Et 2 e 4g/kg, v.0.) e a associacdo destes (Coc 10 mg + Et 29
- interacdo baixas doses; Coc 20 mg + Etanol 4g - interacdo altas doses). Os
resultados demonstraram que a atividade locomotora espontanea (ALE) foi
aumentada ap6s administracdo de cocaina em ambas as doses e diminuida apés a
administracdo de etanol em ambas as doses. Ndo foram observadas alteracdes na
ALE na associagédo cocaina + etanol. O tratamento com cocaina e etanol causou um
aumento de dopamina, sem alteracfes nos demais neurotransmissores e metabdlitos.
A associagdo cocaina + etanol em altas doses, promoveu aumento dos niveis de
dopamina, diminuicdo de DOPAC e aumento dos niveis de 5-HT, sugerindo que
essas drogas poderiam atuar diretamente nesses sistemas ou, indiretamente, através
de um processo de modulagdo. A cocaina, etanol e a associacdo destes, apds
administracdo sub-cronica e em ambas as doses, causou uma downregulation em
receptores D2-simile, ndo ocorrendo alteragdes nos valores de Kd. Os valores de
Bmax e Kd dos receptores M; + M,-simile ndo sofreram alteracdes. No estudo
bioguimico, a administracdo de cocaina induziu um aumento nas concentracfes de
TGO e triglicerideos, e diminuicdo das concentracGes de TGP, colesterol total e
HDL. O tratamento com etanol diminuiu os niveis de HDL, colesterol total e
triglicerideos. A associacdo cocaina + etanol promoveu em ambas as doses
diminuicdo de trigicerideos, HDL, TGP e colesterol total. Todos os tratamentos
promoveram alteragdes histopatoldgicas em tecido cardiaco e hepatico. No0ssos
resultados sugerem que a associa¢do cocaina + etanol parece interferir de maneira
mais intensa nos sistemas de neurotransmissao e nos parametros bioquimicos do que
0 uso das drogas isoladas.



ABSTRACT

Behavioral, neurochemical, histopatological and biochemical alterations in rats
treated with cocaine and ethanol singly or in association. IRl SANDRO
PAMPOLHA LIMA. Supervisor: Profa. Dra. Marta Maria de Franga Fonteles.
Master’s Dissertation. Course of Post-graduation in Pharmacology.
Departament of Physyology and Pharmacology, UFC, 2003.

In the present work, behavioral, neurochemical (determination of
monoamines and metabolites levels rat in striatum), histopatological and
biochemical (lipoproteins and transaminases) alterations produced by cocaine,
ethanol and the association of theses were analyzed. Females Wistar rats (180-200
g) were treated during 7 days with cocaine (Coc 10 and 20 mg/kg, i.p.), ethanol (Et 2
and 4g/kg, p.o.) and the association of theses (Coc 10 mg + Et 2g - low interaction
doses; Coc 20 mg + Ethanol 4g - high interaction doses). The results demonstrated
that the spontaneous locomotor activity (SLA) was increased after cocaine
administration and decreased after ethanol in both doses. It was not observed
alterations in the SLA in the association cocaine + ethanol. The treatment with
cocaine and ethanol caused an increase in dopamine level. The association cocaine +
ethanol in higher doses caused an increase of dopamine and serotonin and decrease
of DOPAC levels, suggesting that those drugs would can actuate directly in those
systems or, indirectly, across a process of modulation. Cocaine, ethanol and the
association of theses, after subcronic administration and in both doses, caused a
donwregulation of D2-like receptors, not by recurring alterations in the values of
Kd. The values of Bmax and Kd of the M1 + M2-like receptors have not already
suffered alterations. In the biochemical study, the administration of cocaine induced
an increase the concentrations of TGO and triglycerides, and decrease of the
concentrations of TGP, total cholesterol and HDL. The treatment with ethanol
decreases the levels of HDL, total cholesterol and triglycerides. The association
cocaine + ethanol caused in both doses decrease of triglycerides, HDL, TGP and
total cholesterol. All treatments did promote histopatological alterations in cardiac
and hepatic woven. Ours results suggest that the association cocaine + ethanol
appears to interfere more intense in the systems of neurotransmitters and in the
biochemical parameters than the use of the isolated drugs.



1 - INTRODUCAO

1.1 Drogas de Abuso

O aumento do uso de drogas de abuso tem levado a um crescimento do
comportamento criminal, trazendo ainda conseqléncias diretas para a saude. Estes
agentes estdo relacionados diretamente com o crescimento do narcotrafico,
destruicdo de lares, aumento da criminalidade e diminuigdo da capacidade produtiva
do pais (Leite et al., 1999). O principal componente lesivo destas drogas é o estado
de dependéncia que estas promovem nos usuarios. Em estudos cientificos, a
dependéncia fisica é definida como um estado adaptativo que se manifesta por
intensos disturbios fisioldgicos quando a administracdo da droga é suspensa,
enquanto que a dependéncia psiquica é caracterizada como uma condi¢do na qual a
droga produz uma sensacdo de satisfacdo que leva a uma necessidade periddica ou
continua de administracdo da droga para produzir prazer (Dupont et al., 1997). A
dependéncia e o abuso de drogas representam um sério problema de satde publica.
Estima-se que mais de 2 milhGes de pessoas sdo viciadas em cocaina sé nos Estados
Unidos (Robins et al., 1999).

O termo droga teve origem na palavra droog (holandés antigo) que significa
folha seca. Atualmente a medicina define droga como sendo qualquer substancia que
¢ capaz de modificar fungdes dos organismos vivos, resultando em mudangas
fisioldgicas ou de comportamento (Leite et al., 1999).

Dependendo da acdo que as drogas apresentam no SNC, podem ser
divididas em trés grupos. Um grupo é formado por aquelas drogas que diminuem a
atividade cerebral, ou seja, deprimem o seu funcionamento, o que significa dizer que
a pessoa que faz uso desse tipo de droga fica "desligada”, "devagar", desinteressada
pelas coisas. Em um segundo grupo estdo aquelas que atuam aumentando a
atividade do cérebro, ou seja, estimulam o seu funcionamento fazendo com que, a

pessoa que se utiliza dessas drogas, fique "ligada”, "elétrica”, sem sono.



Ha um terceiro grupo, constituido por aquelas drogas que agem modificando
mais qualitativamente que quantitativamente a atividade do cérebro. O cérebro passa
a funcionar de forma anormal e a sua atividade fica perturbada (Beedle et al., 1997).

As drogas de abuso sdo causadoras de muitos problemas comuns para varias
sociedades do mundo. Antigos textos religiosos mostram que, em todas as épocas e
lugares, os seres humanos deliberadamente usaram substancias capazes de modificar
o funcionamento do sistema nervoso, induzindo sensacbes corporais e estados
psicoldgicos alterados. Essas drogas tém grande poder destrutivo ndo apenas para o
individuo, mas também para sua familia e a sociedade. Dentre as drogas de abuso
hoje disponiveis, temos a cocaina e o etanol como os agentes mais utilizados, sendo
estas drogas alvos de inumeros estudos. Progressos substanciais tém sido realizados
na elucidacdo das acGes moleculares e celulares da cocaina e do etanol, entretanto,
0s sitios e mecanismos que participam nos seus efeitos ndo estdo bem elucidados
(Leite et al., 1999).

1.2 Cocaina
1.2.1 Historico

A cocaina é uma substancia naturalmente encontrada em dezenas de
especies vegetais do género Erythroxylum (figura 1), sendo a Erythroxylum coca e a

Erythroxylum novogranatense as mais utilizadas no cultivo para a producdo da

droga.



Figura 1 — Folhas da planta Erythroxylon coca

O habito de mascar as folhas de coca pelos indigenas da regido dos Andes
data de longo tempo. Com a chegada dos conquistadores espanhais, esta forma de
uso foi estimulada, pois 0 consumo da droga facilitava a exploracdo do trabalho
escravo. Levada para a Europa pelos espanhois, durante os séculos XVI e XVII,
difundiu-se o uso das folhas de coca na terapia sob as mais diversas aplicacdes: 0s
males do estdmago, ulceracBes de pele, doencas venéreas e dores de cabeca,
musculares e de dente (Gold, 1993, Escohotado, 1993).

A cocaina (figura 2), principal alcaloide ativo existente nas folhas da
Erythroxylum coca, foi isolada em 1860 por Niemann, que constatou Seu gosto
amargo e o efeito peculiar que produzia na lingua, tornando-a dormente e quase
insensivel. Por volta de 1880, a cocaina estava disponivel comercialmente, sendo,
logo, incorporada a diversas beberagens, entre essas, o famoso Vin Mariani, que era
conhecido como o “vinho dos atletas”. Rapidamente relatos enfatizavam os poderes

miraculosos da droga, bem como sua capacidade de eliminar a fadiga (Gold, 1993).
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Figura 2 - Representacdo da estrutura da cocaina

Em 1884, Sigmund Freud fez o primeiro estudo pormenorizado dos efeitos
fisioldgicos da cocaina e no livro Ueber Coca sugeriu cinco possiveis aplicacfes da
substancia: aumentar a capacidade fisica, em doencas do aparelho digestivo, no
controle da morfinomania, como estimulante sexual e anestésico local. Na mesma
época, Carl Koller introduziu a cocaina na anestesia local da cérnea, e Hall, na
odontologia. A anestesia espinhal verdadeira foi obtida por Augusto Bier, em 1898,
ao injetar a substancia em animais, em um assistente e nele mesmo (Musto, 1992).

Nos Estados Unidos, por volta de 1885, a cocaina foi adicionada —
juntamente com a cafeina — em um remédio popular considerado como o prototipo
da Coca-Cola, com indicagdes de uso contra dor de cabeca e como estimulante. Em
1892, Asa G. Chandler fundou a Coca-Cola Company e colocou a bebida no
mercado como um ténico para pessoas debilitadas. Até meados deste século (1903-
06), esta bebida continha aproximadamente 60mg de cocaina em 230 mL. A partir
da sua extracdo, a cocaina passou a ser empregada em varios produtos. Nesta época,
nos Estados Unidos, extratos de coca eram relatados como sendo a cura do
alcoolismo e morfinismo, sendo que esses preparados pavimentaram o caminho para
a cocaina em sua forma pura a partir de 1880. A cocaina foi distribuida na Europa,

pelo laboratorio Merck, a especialistas para realizarem experimentos com a droga.



Nesta época, Sigmund Freud dedicou-se ao estudo da cocaina. A euforia
social relacionada a cocaina comecou a se dissipar a partir da ultima década do
século passado. Relatos detalhando a dependéncia a cocaina, comportamento
psicotico induzido, convulsdes e mortes causadas pelo consumo, gradativamente se
acumularam na literatura. Freud, em 1887, publicava Fissura e medo da cocaina,
descrevendo os sintomas paranoicos, as alucinagdes e deterioragéo fisica e mental
associada ao consumo repetido (Musto, 1992).

Nas décadas que se seguiram & introducdo da cocaina nos Estados Unidos,
ela podia ser obtida em dois niveis diferentes: industrializado ou médico e por meio
do comércio da droga pura nas ruas. Até a ultima década do século XIX ndo existia,
naquele pais, legislacdo sobre os atos médicos ou medicamentos em nivel nacional.
Mesmo as profissdes médicas estavam se organizando naquela época, de forma que
ndo existia controle sobre a propaganda da cocaina ou sobre os produtos que
continham a substancia. Leis passaram a ser decretadas para coibir o acesso facil a
substancia acarretando um fortalecimento gradativo do mercado ilicito de cocaina,
fazendo com que a droga ilicita ficasse muito mais acessivel.

A partir de 1900, surgiram varios medicamentos e bebidas a base de cocaina
ou de folhas de coca que permaneceram no mercado até 1914, quando foi editado o
Harrison Narcotic Act, que tornou ilegal o uso e a venda de cocaina nos Estados
Unidos da América. Em 1924, a Associagdo Americana de Medicina realizou um
estudo que atribuiu a morte de 26 pacientes a utilizacdo da cocaina como anestésico,
0 que restringiu o seu uso na clinica. O publico, em resposta a estas informacdes,
passava a pressionar as autoridades para tomada de uma posicdo contra a droga. A
visdo social da cocaina transformou-se em 30 anos (a partir de 1884); de um tonico
anunciado sem efeitos colaterais para a droga com restricdes mais severas da historia
atual; porém, no inicio do século XX, a droga continuava a ser permitida para
propdsitos médicos. O periodo seguinte foi caracterizado pela extingdo quase total
do consumo da droga. Os anos a partir de 1920 foram caracterizados pelo consumo

de derivados opiaceos e Cannabis, como ocorria no periodo imediatamente anterior



a cocaina. No inicio da década de 30, a cocaina deixava de ser um problema social
pela diminuicdo do uso. De 1914 a 1970, o consumo da droga, devido as suas
propriedades euforicas, ficou restrito a alguns segmentos da sociedade. A partir dos
anos 70, com as restricGes impostas a comercializacdo das anfetaminas, voltou o uso
generalizado de cocaina nos Estados Unidos da América, e no inicio da década de
80, com a introducdo do crack, o consumo aumentou de forma alarmante (Gold,
1993).

E muito dificil explicar a ressurreicdo da cocaina nos Estados Unidos a
partir do inicio da década de 70. Esse ressurgimento implicou, também, no quadro
de consumo de cocaina que pode ser observado desde a Ultima década no Brasil. Um
grande numero de fatores, porém, convergiram para a mudanca no héabito de
consumo de drogas na populacdo dos Estados Unidos; o primeiro deles refere-se a
uma populacdo que nasceu e cresceu consumindo drogas. O consumo de maconha e
alucindgenos durante a decada de 60 por um grande nimero de jovens norte-
americanos resultou na auséncia do temor das restrigdes legais, bem como das
consequéncias médicas do assim chamado consumo light de drogas (Kendall, 1991).

Infelizmente, a cocaina, até o inicio da década de 80, ressurgiu envolta por
uma reputacdo de ser incapaz de promover dependéncia, de ser segura em relacdo as
consequéncias médicas e sociais e de acdo ultracurta: a droga perfeita para interacédo
social. Tornou-se, em principio, a droga dos ricos e famosos; musicos cantavam suas
virtudes, filmes mostravam 0 uso da cocaina como glamouroso, isento de riscos
(Weiss, 1994). No Brasil, considerado o maior corredor de trafico da droga do
mundo, a cocaina trazia uma série de problemas que atingia as mesmas proporgoes
nos paises industrializados; o mascar das folhas de coca acarreta dependéncia
semelhante a causada pela nicotina, sendo associada ao empobrecimento das
funcbes mentais. Além do bem conhecido estado de anarquia e corrupgdo publica
nos quais 0s paises produtores se encontram, o imenso crescimento da producdo,
atividade das mais lucrativas, vem causando conseqiiéncias sociais e ambientais

incalculaveis (Negrete, 1992). Nenhuma outra plantacdo conhecida causa niveis



similares de erosdo, principalmente por seu cultivo junto as encostas andinas
(Kendall, 1991). Uma respeitavel parcela da populacdo dos paises produtores
encontra-se envolvida em atividades relacionadas ao trafico (Negrete, 1992).

No Brasil, a cocaina era livremente comercializada ja no inicio do século,
integrante de remédios ou em sua forma pura. Esta situacdo permaneceu até 1921,
quando as leis comecaram a restringir 0 seu consumo. Em 1962, no primeiro
levantamento brasileiro sobre internagdes motivadas por consumo de drogas,
observou-se que apenas quatro casos eram motivados pelo consumo da cocaina,
enguanto neste mesmo ano 8.462 internacdes foram motivadas por alcool. Com o
crescimento do consumo observado na Uultima década, em 1992 houve 866
internacfes em hospitais psiquiatricos por intoxicacdo aguda ou dependéncia da
droga. Em populacdes especificas, como as criangas de rua de grandes cidades, a
cocaina é proporcionalmente muito mais consumida (relatos em 46,5% destas
criancas na cidade de Sao Paulo). Com o surgimento do crack no estado de S&o
Paulo durante esta década, porém, o consumo e as conseqiiéncias tém crescido

vertiginosamente (Leite et al., 1999).

1.2.2 Formas de cocaina

A cocaina € o unico anestésico local que ocorre naturalmente, estando
presente nas folhas da Erythroxylum coca na proporcéo de 0,5 a 1,0%. E um éster do
acido benzdico e da ecgonina (derivado da tropina) (Musto, 1992).

A Erythroxylum coca é a mais antiga das cocas cultivadas, sendo encontrada
ainda em um estado semi-selvagem nos Andes peruanos e bolivianos. Sua
cultura data de varios milénios e € responsavel pela maior parte do suprimento
mundial de cocaina. O processo de extracdo da cocaina para consumo ilicito é
iniciado colocando-se as folhas e solventes organicos (querosene, gasolina) em
recipientes (tanques); apos um periodo de maceracdo, o extrato organico é separado

das folhas e evaporado. O residuo obtido, denominado pasta de coca, contém



cocaina juntamente com outros alcaldides e 6leos essenciais. A droga pode ser
obtida, também, por meio da secagem das folhas, digestdo com acido sulfurico e
posterior extracdo, apos precipitacdo com bicarbonato de sédio. Este produto pode
conter sulfato de cocaina (40-85%), além da cocaina na forma de base.

A pasta de coca € entdo tratada com acido cloridrico (HCI) para formacéo de
cloridrato de cocaina, que corresponde a forma usual de trafico. E raro, contudo,
encontra-la na forma pura, sendo normalmente “diluida” com a adi¢do de produtos
que procuram mimetizar sua acdo farmacologica, cor ou sabor. Sdo utilizados para
esta finalidade outros anestésicos locais (lidocaina), cafeina, efedrina, feniciclina,

quinina, estricnina, manitol, sacarose, heroina, talco e outros.

O cloridrato de cocaina apresenta-se na forma de pé ou grénulos brancos,
insolGveis em éter e sollUveis em agua, etanol e cloroférmio, apresentando ponto de
fusdo a 196°C. A partir do cloridrato é possivel obter cocaina na forma de base, que
é volatil e quimicamente mais estavel. Essa transformacdo pode ser obtida pela
adicdo de solugdes alcalinas (bicarbonato) ao cloridrato, extracdo com éter dietilico
e posterior evaporacdo do solvente organico pelo aquecimento. O produto obtido
dessa maneira é a cocaina na forma de base livre, mas 0 aquecimento propicia a

ocorréncia de explos6es devido as caracteristicas do éter (Musto, 1992).



1.2.3 Vias de exposicao

A cocaina pode ser utilizada por aplicacdo direta nas mucosas ou através das
vias oral, respiratoria (aspirada ou fumada) ou intravenosa. As vias de exposicdo
mais utilizadas ocorrem por meio do sistema respiratorio pela aspiracdo e absorcéo
intranasal do cloridrato de cocaina ou pela inalagéo e absor¢do pulmonar da fumaca
proveniente do ato de fumar a cocaina na forma basica. A cocaina pode ser
consumida por varias vias e em uma grande variedade de doses (Jones, 1987). O uso
intravaginal ja& foi reportado (Collins et al., 1994). A droga também pode ser
aplicada por via retal (Schrank 1993). A cocaina apresenta acdo equipotente quando
fumada ou administrada endovenosamente em termos de pico plasmatico (Fischman,
1988). Alem disso, a cocaina fumada (incluindo o crack) ndo apresenta os riscos de
infeccdo nem carrega o estigma (Johanson e Fischman, 1989).

A cinética de absor¢do intranasal é de extrema importancia clinica, pelo fato
da droga ser muito utilizada por esta via. Ap0s utilizacdo pela via intranasal, o pico
maximo de concentracdo plasmatica é observado entre 30 a 120 minutos apés o uso.
Essa variacdo ocorre pelo fato de a cocaina produzir diferentes graus de
vasoconstri¢do, ocorréncia de biotransformacdo no préprio local de administracédo
(mucosa nasal), diferencas interindividuais de velocidade de hidrolise ou diferencas
na pratica da técnica de aspiracao que leva a degluticdo parcial da droga.

Quando a cocaina é utilizada na forma fumada (pasta, crack ou merla), sua
velocidade de absor¢do pode ser comparada a da via endovenosa, levando alguns
minutos para a droga atingir a circulagéo sistémica e o cérebro. A absorcéo nesta via
ocorre nos alvéolos pulmonares, sendo facilitada pela extensa superficie pulmonar e
pelo tamanho das particulas produzidas na volatilizacdo do crack. O aparecimento
dos efeitos desejados depende da quantidade da droga liberada na corrente
sanguinea, a qual esta diretamente relacionada com a eficiéncia do ato de fumar. O
pico maximo de concentracdo plasmatica € obtido com 6 a 8 minutos apés a tragada
(Musto, 1992).



A injecdo de cocaina é utilizada mais comumente por viciados em relacdo aos
usuarios ocasionais. Quando administrada na forma injetavel, até um grama da
droga é adicionado, em cada ocasido, em uma colher. Adiciona-se entdo agua, sendo
a mistura resultante colocada em uma seringa e injetada. A euforia acontece
imediatamente. O uso intravenoso de cocaina produz o pico de high (aumento da
forca, energia e sensacdo de autoconfianca) 10 a 15 minutos apds a injecdo, com
duracdo de cerca de 30 a 45 minutos. Efeitos intensos podem ocorrer com doses
muito menores do que aquelas administradas oralmente (Rowbotham e Lowenstein,
1990). A morte subita pode ocorrer rapidamente como resultado de um colapso
cardiorespiratorio.

A administracdo intranasal é uma via comum de utilizacdo da droga. A
cocaina quando preparada para inalagdo é colocada em uma superficie translucida,
como um espelho, onde ela é finamente cortada com uma lamina de barbear e
organizada em filas. Uma fila de cocaina consiste em aproximadamente 20 a 30 mg
(Commissaris, 1989; Cox et al., 1983). Seguindo a inalagdo, h4 uma rapida
passagem da cocaina para corrente sanguinea através da mucosa nasal rica em
capilares, e os niveis sanguineos aumentam rapidamente (em 30 segundos a 2
minutos), com pico de 15 minutos a 1 hora ap6s a inalacdo. (Higgins et al., 1990;
Weiss et al., 1994). Efeitos no humor sdo evidentes em 15 a 30 minutos apos a
administracdo intranasal, e os efeitos cardiovasculares, incluindo elevagdo da
pressdo arterial, aparecem em 15 a 20 minutos. Estes efeitos geralmente
desaparecem em 45 a 60 minutos, embora os metabolitos da cocaina ainda estejam
presentes na circulacdo por 4 a 6 horas apos a administracdo (Weiss et al., 1994).

A cocaina pode ser fumada tanto na forma de pasta de coca como de crack,
forma mais frequentemente usada. O conteldo de cocaina na fumaca inalada €
rapidamente absorvido e a concentracdo sanguinea aumenta rapidamente. Efeitos
subjetivos como euforia e bem-estar geral ocorrem logo no inicio do uso. Com o0 uso
prolongado, porém, ocorre uma menor sensacdo de euforia, acompanhada de

ansiedade, hostilidade e extrema depressdao. No caso do crack, ha uma intensa



euforia inicial acompanhada por severa depressdo, agitacdo e desejo por cocaina, 10
minutos apos o uso (Leite et al., 1999).

O cloridrato de cocaina pode ser aplicado topicamente (Gnica via licita de
administracdo) como anestésico. Por causa de sua insuficiente absor¢do cutanea, ndo
ocorrem efeitos psicotrépicos nesta via de administracdo (Brown, 1989; Ritchie e
Greene, 1990).

1.2.4 BIOTRANSFORMACAO DA COCAINA

A cocaina € convertida extensamente a produtos de biotransformacdo no
organismo por meio de processos enzimaticos e quimicos, sendo pouco excretada na
urina na sua forma inalterada. Os principais produtos de biotransformacéo sdo a
benzoilecgonina e, em menor proporgdo, a ecgonina, a norcocaina e a
benzoilnorcocaina (Leite, 1999).

A benzoilecgonina corresponde a 29-45% da excrecdo urinaria. Para sua
formacédo, a cocaina sofre hidrolise espontanea (pH dependente) do grupo éster
carboxilico. O éster metil ecgonina, maior produto de biotransformacdo depois da
benzoilecgonina, resulta da hidrolise espontanea e degradacdo enzimatica por acéo
das colinesterases plasmaticas e hepaticas. A hidrolise enzimatica da
benzoilecgonina e a espontanea do éster metil ecgonina resultam no aparecimento da
ecgonina, que pode contribuir com 1 a 8% da excrecdo urinaria de cocaina. Outro
produto de biotransformacéo é a norcocaina, que ocorre apenas em pequena fracéo
(2 a 6%), mas que é farmacologicamente ativa.

O uso combinado de cocaina e é&lcool produz uma substancia
farmacologicamente ativa, denominada cocaetileno ou etilcocaina, encontrada no
sangue e na urina de usuarios de cocaina depois da administracdo simultanea de
cocaina e A&lcool. O cocaetileno pode ser metabolizado posteriormente em
benzoilecgonina, norcocaina e ester metil ecgonina. A cocaina apresenta meia-vida

de eliminagdo de aproximadamente 75 minutos quando administrada por via



intranasal e de 48 minutos por via oral (Wilkinson et al., 1980). A droga pode ser
detectada na mucosa nasal até 3 horas apds a administracdo (Van Dyke et al., 1982),
enguanto que a cocaina metabolizada pelas colinesterases plasmaticas esta presente
no sangue por até 3 horas, podendo ser detectada até 24 horas no maximo (Kogan et
al., 1977). O fumo da base de cocaina produz um produto pirolitico, o éster metil
anidroecgonina, que pode ser detectado na urina e serve como um marcador do uso

de cocaina por esta via (Ambre, 1988).

1.3 COCAINA E NEUROTRANSMISSAO

1.3.1 - DOPAMINA

- Producéo e distribuicdo no cérebro

O aminoacido tirosina € o precursor dos neurotransmissores aminérgicos
que possuem estrutura quimica denominada de catecol. Estes neurotransmissores sao
denominados catecolaminas e compreendem a dopamina, noradrenalina e
adrenalina. Neurbnios catecolaminérgicos estdo relacionados com a regulacdo do
movimento, humor, atencdo e das funcdes vicerais. Os neurdnios dopaminérgicos
(produtores de dopamina) apresentam a enzima tirosina hidroxilase (TH), um
catalizador da conversdo de tirosina em DOPA. O DOPA é convertido entdo no
neurotransmissor dopamina pela dopa descarboxilase. Quando é gerado um
potencial de acdo (despolarizagdo da membrana), ocorre a exocitose do
neurotransmissor dopamina para a fenda sindptica. A dopamina atua entdo em
receptores pré e pos-sinapticos para promocao de seus efeitos, sendo recaptada para

0 neurdnio para o término do processo sinalizador (Bear, 2001; Connors 2001).



1.3.2 - DISTRIBUICAO DOS NEURONIOS DOPAMINERGICOS

Os neurdnios dopaminérgicos tém origem em trés grupos celulares

localizados no cérebro. Estes sdo classificados em A8, A9 e A10 (Dahlstrom &

Fuxe, 1964, Bjorklund & Lindvall, 1984), correspondendo as regides cerebrais

denominadas campo retrorubral (A8), substancia negra pars compacta (A9) e area

tegumentar ventral (A10) (Figura 3). Os axonios dos neurbnios dopaminérgicos

provenientes destes grupos celulares se estendem para regides do mesencéfalo,

formando trés sistemas neuronais:

Sistema nigroestriatal que compreende o0s neurbnios dopaminérgicos
originados no grupo de células A9 e que terminam na regido denominada corpo
estriado dorsal. Esta regido contem o ndcleo caudado e o putamen e esta
envolvida com o aprendizado de movimentos complexos executados

automaticamente sob comando voluntario.

O segundo circuito, o sistema mesolimbico, é originado no grupo A10 e parte
do grupo A9. Estes neurbnios terminam no estriado ventral, o qual inclui o
nucleo accumbens e tubérculo olfatdrio, o septo, a amigdala central e o nlcleo
profundo da formacdo reticular (Ungerstedt, 1971). O estriado ventral tem
papel no aprendizado e na performance de certos comportamentos de

motivagéao.

O terceiro grupo de neurénios dopaminérgicos se origina nos grupos A9 e A10
e termina em varias regides do cortex cerebral que sdo envolvidas na atencéo e

memoria curta, formando o sistema mesocortical (Thierry et al., 1973).



VIAS DOPAMINERGICAS NO CEREBRO

~ Cortex Corpo estriado Via nigrostriatal
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Céartex frontal
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Nucleo arqueado Via mesolimbica

Figura 3 — Vias dopaminérgicas

1.3.3 - PAPEL DA DOPAMINA NO COMPORTAMENTO

Inimeras evidéncias indicam que a dopamina exerce um importante papel na
motivacdo e no reforgo (Wise 1982; Robbins et al., 1989; Di Chiara 1995). A acéo
da dopamina no comportamento depende de trés fatores principais: (1) o tipo de
estimulo que ativa os neurénios dopaminérgicos, (2) a(s) area(s) cerebral(is)
afetada(s) pela dopamina e (3) 0 modo de neurotransmissdo dopaminérgica (se

fasico-sindptico ou tdnico-ndo-sinaptico).

Os neurdnios dopaminérgicos sdo ativados por estimulos encorajadores para
0S animais interpretarem ou repetirem um certo comportamento (estimulo
motivacional). Estes estimulos convergem dos grupos celulares dopaminérgicos A8,

A9 e A10 para varias areas cerebrais onde ficam as terminacdes dos neurdnios



dopaminérgicos. Assim, através da ativagdo destes neurbnios, o estimulo
motivacional pode influenciar a atividade de varias partes do cérebro que podem
determinar diferentes funcdes comportamentais. Este mecanismo pode ser uma das

razdes do extenso papel da dopamina no comportamento.

1.3.4- O TRANSPORTADOR DE DOPAMINA

A cocaina bloqueia a captacdo de dopamina, 5-hidroxitriptamina (5-HT) e
norepinefrina (NE) no SNC (Figura 4), promovendo um acumulo destes
neurotransmissores na fenda sindptica. Porém, a determinacéo de qual destas acbes
estd associada com os efeitos de reforgco so foi elucidado recentemente. Existe uma
correlacdo positiva significativa entre as poténcias da cocaina e alguns compostos
relacionados, que bloqueiam a captacdo de dopamina e suas habilidades como
reforcadores em situacfes de auto-administracdo em macacos rhesus (Ritz et al.,
1987), sendo que correlagdes significativas entre os efeitos de reforco e o bloqueio
da captacdo de NE e 5-HT ndo foram encontradas. Estes dados sugerem que o
bloqueio da captacdo de dopamina é um passo essencial na mediacdo dos efeitos de
reforco da cocaina. Um outro suporte desta hipdtese dopaminérgica provém da
evidéncia de que o receptor da cocaina e o transportador de dopamina sdo proteinas
idénticas. Particularmente, fortes evidéncias provém dos experimentos de clonagem.
Outros estudos mostram que varios inibidores da captacdo de dopamina, como 0s
analogos da cocaina de alta afinidade, mazindol e vérios analogos do GBR12909, se
ligam a um sitio comum e interagem competitivamente, o que leva a conclusao de
que eles se ligam ao transportador de dopamina (Carroll et al., 1992; Reith et al.,
1992). Além do mais, Grilli et al., 1991, mostraram que a expressdo de sitios de
ligacdo da cocaina e sitios de captacdo de dopamina ocorrem ao mesmo tempo

durante o desenvolvimento celular in vitro.



Uma outra indicativa de que os sitios de ligacdo da cocaina e o transportador
de dopamina estdo intimamente relacionados é o fato de que os sitios de ligacéo da
cocaina sdo distribuidos no SNC em areas que apresentam altas concentracdes de
dopamina em terminais nervosos. Enquanto estes dados indicam um papel
proeminente da dopamina, alguns trabalhos indicam que interacdes significativas
entre diferentes sistemas mediadores neuroquimicos, como o serotonérgico,
gabaérgico e adrenergico, podem estar envolvidos na modulacdo das acbes de

reforgo da cocaina e compostos relacionados.

Grandes progressos também foram alcancados na elucidacdo das
caracteristicas da estrutura da cocaina, que sdo significativas na ligacdo ao
transportador de dopamina. As caracteristicas estruturais importantes incluem a
configuracdo levorotatoria, um substituinte beta-orientado em C-2 e C-3, e 0 anel

benzénico no carbono C-3 (Ritchie et al., 1990).

Além das caracteristicas estruturais relevantes na ligacdo da cocaina, varios
laboratdrios estdo envolvidos na caracterizacdo da proteina transportadora de
dopamina propriamente dita. Estes estudos levaram ao desenvolvimento de técnicas
que eventualmente resultaram na clonagem e expressao do DNAc do transportador
de dopamina cocaina-sensivel (Kilty et al., 1991; Shimada et al., 1991). Este achado
da a oportunidade de elucidar a seqiiencia molecular que resulta na captacdo de
dopamina e determinar como este processo é perturbado pela cocaina. Finalmente,
este conhecimento pode ser Util no desenvolvimento de medicamentos para o
tratamento da dependéncia pela cocaina. Pela alteracdo do transportador de
dopamina através de mutacOes sitio-direcionadas, € possivel determinar se as
mudancas diferentemente alteram a ligacdo de cocaina e dopamina. O achado de que
um residuo de &cido aspartico encontrado em uma regido particular parece ser
crucial para ambos, transporte de dopamina e ligacdo da cocaina, enquanto outras

areas sdo importantes apenas para o transporte de dopamina, d& suporte a



possibilidade da capacidade do desenvolvimento de antagonistas da cocaina que nao

interfiram com o transporte normal de dopamina (Kitayama et al., 1992).

~ Neurdnio pés-
- ganglionar

Receptores pés-sindpticos

Figura 4 — A¢bes da cocaina na neurotransmissdo dopaminérgica

1.3.5 - EFEITO DA COCAINA NO SISTEMA DOPAMINERGICO

A cocaina produz muitos efeitos neuroquimicos, mas seu principal
mecanismo de agdo envolve a monoamina dopamina. A cocaina produz um bloqueio
na recaptacdo de dopamina, permitindo que esta fique na fenda sindptica por um
periodo prolongado de tempo. O aumento deste neurotransmissor em certas areas do
cérebro, como por exemplo, no nicleo accumbens, € responsavel pelos efeitos de

reforgo da cocaina (figura 4).



A ativacdo do sistema nervoso simpdatico também ocorre, explicando 0s
efeitos ativadores simpaticos da cocaina, os quais incluem: taquicardia, aumento da
pressdo arterial sistélica, midriase e outros efeitos simpaticos (Ritchie e Greene,
1990). Mais especificamente, os receptores D;, D, e D3 podem estar envolvidos no
efeito de reforgco no sistema dopaminérgico mesolimbico. A atividade do receptor D,
foi demonstrada predominantemente no shell do Nucleo accumbens, o qual esta
relacionado com aspectos motivacionais do vicio promovido pela cocaina (Koob et
al., 1997). Leshner 1996, também sugeriu que 0s receptores D; podem estar
envolvidos na saciedade pela cocaina, visto que agonistas D; suprimem a auto-
administracdo em ratos. Os receptores D, tém também importancia nos efeitos de
reforco da cocaina. De acordo com Leshner 1996, estes receptores tém um possivel
papel nos comportamentos motores envolvidos no vicio por cocaina, considerando
que agonistas D, induzem um comportamento de procura pela droga. Koob et al.,
1997, sugeriram que isto é devido a um aumento na quantidade de receptores D, no
corpo estriado, o qual estd envolvido nos comportamentos motores. Os receptores
D3 também tém efeitos sobre a habilidade da cocaina em produzir refor¢o, mas o
mecanismo de acdo destes receptores ainda precisa ser elucidado (Koob et al.,
1997). Semelhante aos receptores D, 0s receptores D; foram encontrados no shell
do nucleo accumbens, mas ndo no core. (Koob et al., 1997). Em suma, 0s receptores

D,, D, e D3 exercem um papel na habilidade da cocaina produzir reforco.

O bloqueio da recaptacdo de dopamina pode estar relacionado a um aumento
na atividade locomotora com os dias de administracdo. Feldman et al., 1997
demonstraram que microinjeces de cocaina no ndcleo accumbens resultavam em
aumento na atividade locomotora. Porém, estes pesquisadores explicaram que o
mecanismo pelo qual a cocaina produz seus efeitos comportamentais pode envolver

mais do que um simples bloqueio na recaptacdo de dopamina.



Sistema dopaminérgico

W  Substancia nigra

Area tegmental ventral

Figura 5 — Representacéo do sistema dopaminérgico

1.3.6 — SISTEMA COLINERGICO

A acetilcolina € o neurotransmissor responsavel pela transferéncia de
impulsos dos neurénios colinérgicos de células nervosas colinoceptivas para células
de tecidos inervados (Tucek et al., 1993). Este sistema possui um importante papel
nos processos de memdria e aprendizado (Ohno et al., 1993). Os nucleos da base
apresentam ampla inervacdo colinérgica, sendo esta mais intrinseca no corpo

estriado, vindo de interneurdnios colinérgicos (figura 6).

Dale, em 1914, dividiu as acdes da acetilcolina em muscarinicas e nicotinicas.
Estes efeitos sdo mediados por duas classes distintas de receptores que possuem

pouca coisa em comum, a ndo ser a habilidade de se ligar a acetilcolina (Ehlert et al.,



1995). Os receptores muscarinicos sdo amplamente distribuidos em todo o corpo e
exercem inumeras funcdes vitais no cérebro e no sistema nervoso autondmico
(Lefkowitz et al., 1996). No cérebro, 0s receptores muscarinicos sao importantes na
memoria (Drachman e Leavitt, 1974; Safer e Allen, 1971) e na patofisiologia de
doencas afetivas (Janowsky et al., 1972; Janowsky et al., 1973; Sitaram et al., 1980)
e esquizofrenia (Davis et al., 1975; Karson et al., 1991; Tandon et al., 1991; Tandon
et al., 1992). Devido ao seu possivel papel na funcdo cognitiva, 0s receptores
muscarinicos sdo alvo de pesquisa no caso da doenca de Alzheimer (Richelson,
1995).

A demonstracdo da existéncia de concentracdes muito altas de dopamina e
acetilcolina no corpo estriado, juntamente com numerosas observagoes
comportamentais e clinicas de uma relacdo reciproca entre as acdes das drogas
dopaminérgicas e colinérgicas, levaram a um conceito geralmente aceito de que um
balanco entre a atividade dopaminérgica e colinérgica é importante para a funcéo
normal desta estrutura (Tarsy, 1977). Um modelo no qual este balanco dopamina-
acetilcolina ¢ o resultado de uma acédo inibitéria da dopamina na producédo de
acetilcolina estriatal tem recebido muito suporte experimental. A estimulacdo de
receptores dopaminérgicos pela administracdo sistémica de agonistas diretos ou
indiretos produziu aparentes diminui¢6es na funcdo colinérgica estriatal (Sethy e
Van Woert, 1974; Guynet et al., 1975; Ladinsky et al., 1975; Mcgreer et al., 1975).
Em contraste, 0 antagonismo direto ou indireto da funcédo do receptor dopaminérgico
pela administracdo sistémica destes compostos produziu aumentos nos indices de
utilizacdo da acetilcolina estriatal (Beani et al., 1966; Stadler et al., 1973; Trabucchi
etal., 1974; Consolo et al., 1975).
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Figura 6 — Representacdo das vias colinérgicas centrais

1.3.7- CIRCUITOS ENCEFALICOS E DROGAS DE ABUSO

Os mediadores neurobiologicos das acBes psicoestimulantes centrais da
cocaina parecem ser as catecolaminas centrais, principalmente o neurotrasmissor
dopamina. Neurdnios dopaminérgicos da area tegumentar ventral (ATV) que
inervam o cortex limbico e frontal sdo necessarios para as acdes agudas de reforgo
promovidas pela cocaina.

As Dbases celulares para as acGes da cocaina no sistema dopaminérgico
comecaram a ser elucidadas recentemente. Por meio da administracdo de ligantes
marcados, White e Wang demonstraram que a dopamina deprime normalmente a
atividade espontanea do ndcleo accumbens inervado por neurdnios dopaminérgicos

da area tegumentar ventral, sendo esta acdo trés a dez vezes mais potente nesta em



relagdo ao nucleo accumbens. Embora a acdo da dopamina no nicleo accumbens se
dé através da interacdo com receptores das familias D1 e D2, na ATV ocorre
interacdo predominante com receptores D2-simile.

A cocaina atua alterando os sistemas de neurotransmissores enddgenos.
Centralmente, a cocaina atua na neurotransmisséo catecolaminérgica incluindo tanto
as vias noradrenérgicas como dopaminérgicas. A via noradrenérgica parece ser
importante na mediacéo da ativacao dos efeitos inespecificos estimulantes, incluindo
complicagOes cardiovasculares e o aparecimento dos sintomas que aparecem apos a
interrupcdo do uso dos estimulantes (Gawin e Ellinwood, 1988; Kosten, 1990). Os
circuitos dopaminérgicos cerebrais parecem ser importantes na euforia e nos efeitos
de reforco induzidos pelos estimulantes, os quais mantém o abuso dos estimulantes
(Shepherd, 1988).

A via serotonérgica também tem um papel no abuso da cocaina, embora isto
ndo tenha sido firmemente estabelecido (Kosten, 1990; Shepherd, 1988). A via
dopaminérgica mesolimbica/mesocortical € importante para a auto-administracéo da
cocaina (Wise, 1987).

Os neurdnios dopaminérgicos da ATV sdo células que se originam das vias
dopaminérgicas mesolimbica/mesocortical e promovem inervacdo dopaminérgica
para 0 nudcleo accumbens (Oades and Halliday, 1987). As propriedades de
recompensa da cocaina podem ser devidas ao bloqueio da recaptacdo de dopamina
no ndcleo accumbens, o que incrementa e prolonga a liberacdo sinaptica de
dopamina (Ritz et al., 1987; Koob and Bloom, 1988).

O mecanismo central de acdo da cocaina e outros estimulantes com alto
potencial de abuso parece ser a estimulacdo da via de recompensa dopaminérgica no
cerebro (Gawin e Ellinwood, 1988; Goeders e Smith, 1983; Yokel e Wise, 1975).
De acordo com Kosten 1990, as seguintes acdes ocorrem na sindpse durante a acéo
estimulatoria: a liberacdo de catecolaminas dos terminais pré-sinapticos; o blogueio
da captacdo da dopamina, NE e 5-HT (principal mecanismo de inativacdo dos

neurotransmissores) e alteragcdes na sensibilidade



do receptor com 0 uso cronico. O uso cronico pode resultar em outros
efeitos que nédo so os resultantes da disponibilidade aumentada de catecolaminas e 5-
HT. Estes incluem sensibilizacdo (tolerancia reversa) e tolerancia.

A sensibilizacdo comportamental pode estar localizada no Ndcleo
accumbens, embora outros sistemas neurais possam mediar os efeitos motores
agudos da cocaina (Kalivas e Duffy, 1990). Foi demonstrado que a sensibilizacéo
induzida por cocaina pode ser bloqueada pelo haloperidol (Weiss et al., 1989),
enguanto a administracdo de apomorfina, um agonista do receptor dopaminérgico,
previne o desenvolvimento de uma resposta de sensibilizacdo a anfetamina em
camundongos (Riffee et al., 1987), mas ndo previne a sensibilizacdo induzida pela
administracdo subcrénica de cocaina (Riffee et al., 1988); estes resultados sugerem
que a sensibilizacdo para estes dois estimulantes pode envolver diferentes processos.

A tolerancia aos efeitos da cocaina pode se desenvolver através da reducao
da inibicdo da recaptagdo com o uso cronico, diminuindo a liberacdo dos
neurotransmissores, talvez devido a deplecdo no terminal pré-sinaptico (embora este
mecanismo ndo tenha sido confirmado) ou alteracdes na sensibilidade do receptor
nos seus sitios pré- e pos-sinapticos levando a uma auto inibicdo neuronal (Kosten,
1990).

A hipotese dopaminérgica procura explicar as propriedades de reforco da
cocaina. Ela prop6e que a cocaina se liga ao transportador de dopamina e inibe a
recaptacdo do neurotransmissor. Como resultado, a neurotransmissao dopaminérgica
é potencializada na via mesolimbocortical, levando ao reforgo de eventos associados
com a ligacdo da cocaina e inibicdo da entrada de dopamina a nivel molecular
(Kuhar, 1992). Como outras drogas, tais como nicotina e alcool, também ativam a
via mesolimbica, isto pode servir como via comum final para numerosas substancias
psicoativas, tanto em seu sitio de acdo como em outros locais no SNC (Kuhar et al.,
1991).



Existem evidéncias substanciais da hipotese dopaminérgica em animais,
mas poucas em humanos. Ritz et al., 1987, reportaram evidéncias em animais de que
a inibicdo do transportador de dopamina é o mecanismo primario responsavel pelos
efeitos de refor¢o da cocaina e o sitio receptor, ou sitio de acdo onde os eventos
resultantes dos efeitos de reforco sdo iniciados, embora outros sitios ndo possam ser
excluidos. Entre as linhas de evidéncia disponiveis em humanos para esta
explicacdo, Kuhar et al., 1991, listam as seguintes: 1) estudos de tomografia
emissora de positrons (TEP), que mostram similaridades no tempo de curso entre a
ocupacéo do receptor de cocaina (receptor de dopamina) e os efeitos da cocaina; 2) a
presenca de parandia e psicose em ambos usuarios de cocaina de forma prolongada
ou em altas doses e na esquizofrenia, uma desordem que envolve a via
dopamineérgica limbica; 3) a agdo de estimulantes indiretos do receptor de dopamina,
tais como, metilfenidato ou bromocriptina em reduzir com sucesso o desejo inicial
pela droga, sugerindo que o agente dopaminérgico pode influenciar o mesmo
processo como a cocaina (Dackes et al., 1987; Khantzian et al., 1984); 4) a
preferéncia mostrada por bloqueadores da captacdo de dopamina em estudos de
escolha feitos com varias drogas (Chatt et al., 1987); 5) e a sugestdo de que
decanoato de flupentixol, um blogueador do receptor de dopamina, pode diminuir o
desejo pela droga (Giannini et al., 1986; Gawin et al., 1989).

A administracdo de drogas bloqueadoras de receptores dopaminérgicos, tais
como clorpromazina ou haloperidol ndo reduziram a euforia induzida pela cocaina
ou auto-administracdo, mas reduziram os sintomas psicéticos (Gawin 1986a). O
haloperidol também falhou na tentativa de atenuar o rush (sensacao de curta duragao
que ocorre imediatamente apds a administracdo da droga e € caracterizada por uma
sensagcdo de poder e extremo prazer comparada a um orgasmo), apenas
modestamente influenciando os efeitos subjetivos da cocaina e atenuando o aumento
da presséo sistolica e diastolica induzido pela cocaina (Shere et al., 1989).

Estes achados sugerem que um bloqueio nos receptores D2 (subtipo de

receptor dopaminergico do qual o haloperidol é antagonista primario) ndo afetou



fortemente a euforia causada pela cocaina, embora o pré-tratamento com
bloqueadores do receptor dopaminérgico tenham prevenido a euforia pela
anfetamina. Estes resultados sugerem a possibilidade de que mecanismos
dopaminérgico estejam envolvidos no inicio do uso da cocaina, mas ndo em
fendbmenos tardios como a dependéncia e o desejo. Usando um simples estudo de
TEP, Pearlson et al, 1993 encontraram que a cocaina administrada
endovenosamente produziu efeitos subjetivos (auto-limitados, como rush e high)
correspondendo com diminuic¢des regionais no fluxo sanguineo cerebral para sitios
ricos em terminais dopaminérgicos, sugerindo o envolvimento do sistema
dopaminérgico na producéo destes estados subjetivos.

Enguanto os efeitos da cocaina no sistema dopaminérgico neuronal no
cerebro sdo possivelmente mediados pelo bloqueio de curto periodo na recaptacéo
de dopamina, o uso prolongado resulta na deplecdo de dopamina nestes mesmos
sitios (Volkow et al.,, 1990). Esta deplecdo pode resultar na interrupcdo da
transmissdo dopaminérgico, causando disforia e ansia pela droga. No estudo de
Volkow et al., 1990, porém, foi demonstrado uma recuperacéo na disponibilidade do
receptor dopaminérgico pos-sinaptico a niveis normais em usuarios de cocaina
detoxificados depois de um periodo de 1 més livre dadroga. Um  outro  estudo
também examinou a possibilidade de que a exposicdo a cocaina altera o
transportador de dopamina e concluiu que a regulagéo do transportador de dopamina
é altamente sensivel aos regimes de uso e intervalos de retirada da droga (Little et
al., 1993).

Vérios aspectos do mecanismo definem as bases das intervencdes
farmacologicas para o tratamento do abuso da cocaina. Por exemplo, quando as vias
dopaminérgicas sdo antagonizadas por neurolépticos, 0s quais atuam como
bloqueadores dopaminérgico (Phillips et al., 1983), ou quando estas vias sao
destruidas quimicamente ou retiradas cirurgicamente (Bozarth e Wise 1986; Roberts
et al., 1977), os efeitos comportamentais da cocaina sdo eliminados. As qualidades

eufdricas e de reforco da cocaina podem também ocorrer como um resultado do



efeito da droga no sistema 5-HT, embora os mecanismos envolvidos ndo sejam
ainda conhecidos. A administracdo da cocaina aumenta a liberacdo do
neurotransmissor 5-HT nos sitios sindpticos pela inibicdo da recaptacdo da 5-HT,
como j& descrito anteriormente, da mesma maneira pela qual afeta a dopamina e NE
(Hall et al., 1990), resultando na reducéo do turnover de 5-HT. Desta forma, agentes
que modulam a 5-HT também influenciam a acdo da cocaina (Johnson e Vocci,
1993).

Também é conhecido que agonistas opidides como morfina e metadona
estimulam a transmissdo dopaminérgico no sistema mesolimbico, enguanto
agonistas k reduzem na mesma extensdo. Desde que buprenorfina (um agonista
parcial - p) suprime a auto-administracdo de cocaina em macacos Rhesus na mesma
extensdo que suprime a auto-administracdo dos opioides, pode existir uma possivel
ligacdo entre o sistema opioide e 0s sistemas responsaveis pela producdo dos efeitos

de reforco da cocaina em primatas (Johnson e Vocci, 1993).

1.4 ETANOL

1.4.1 -CONSIDERACOES GERAIS

A palavra alcool origina-se do arabe al-kuhul, que significa liquido. As
bebidas alcodlicas representam as drogas mais antigas das quais se tem
conhecimento. Obtidas pela fermentacdo de diversos vegetais, por meio de
procedimentos no inicio primitivos e depois cada vez mais sofisticados, as bebidas
alcodlicas ja estavam presentes nas grandes culturas do Oriente Médio e sdo
utilizadas em quase todos os grupos culturais, geralmente relacionadas a eventos
festivos. Os mais antigos documentos da civilizacdo egipcia descrevem o uso do
vinho. A medicina egipcia usava esséncias alcoodlicas para uma série de moléstias,
como meio embriagador contra dores e como abortivo. O vinho era bebido entre os

egipcios em honra a deusa Isis. O consumo de cerveja pelos jovens era comum;



muitos contos, lendas e canc¢des de amor relatam os seus poderes afrodisiacos. O seu
uso social e festivo era bem tolerado, embora, ja no Egito, moralistas populares se
levantassem contra o seu abuso "por desviar os jovens dos estudos”. A embriaguez,
no entanto, era tolerada apenas quando decorrente de celebracGes religiosas, onde
era considerada normal ou mesmo estimulada (Lieber et al., 1995). Na Babilbnia
500 a.C., a cerveja era ofertada aos deuses. Nas culturas da Mesopotémia, as bebidas
alcoolicas existiram no final do segundo milénio a.C.; aos poucos, a cerveja a base
de cereais foi substituida por fermentados a base de tamaras. A fermentacdo da uva
também é regularmente mencionada. O consumo de alcool nas civilizacdes gregas e
romanas € bem conhecido, onde era utilizado tanto pelo seu valor alimenticio,
quanto para festividades sociais.

O consumo de bebidas alcoolicas € amplamente difundido no Brasil, onde se
consome mais alcool per capita do que leite. Na década de 20, nos Estados Unidos,
houve uma proposta de coibicdo legal do uso de bebidas alcodlicas chamada Lei
Seca, a qual durou pouco tempo. As bebidas alcoolicas sdo elaboradas a partir da
fermentacdo de produtos naturais: vinho (fermentacéo da uva), cerveja (fermentacéo
de gréos de cereais) e outros (fermentacdo do mel, cana de acucar, beterraba,
mandioca, milho, pimenta, arroz etc.). Bebidas alcodlicas destiladas (como cachaca,
rum, uisque ou gim) sdo obtidas através da destilacdo de bebidas fermentadas
(Robbins, 1999).

O etanol é o agente mais utilizado em todo o mundo. Existem, nos Estados
Unidos, 15 a 20 milhdes de alcodlatras, e cerca de 100.000 mortes por ano sao
atribuidas ao abuso de &lcool, com um custo econdmico de 100 a 130 bilhGes de
dolares (Lieber et al., 1995). O etanol é ingerido por via oral, em bebidas alcodlicas
como a cerveja, vinho e aguardentes. O alcool etilico é uma droga de abuso
conhecida por alterar varios sistemas de neurotransmissores do SNC. Segundo
Nevo & Hamon (1995), o consumo agudo e cronico do etanol interfere
diferentemente com processos de transmissdo no SNC, afetando muitos, se néo

todos os sistemas de neurotransmissores conhecidos. Entretanto, 0 mecanismo de



acdo pelo qual o etanol altera esses sistemas ainda ndo foi totalmente esclarecido
(Chandler et al., 1998). O etanol tem propriedades de reforco, causando tanto leve
euforia como uma reducdo da percepcdo da ansiedade. A retirada do etanol é
caracterizada por uma sindrome que varia de uma ressaca severa para ansiedade

profunda, tremores, hiperatividade simpatica, psicose e morte (Lewis et al., 1994).

1.4.2 - FARMACOCINETICA

O etanol é consumido por via oral, onde sofre rapida absorcao no estbmago
(20%), no intestino delgado (75%) e no colon (5%). O etanol na forma de vapor
pode ser absorvido pelos pulmdes, podendo também ser absorvido em menor escala
pela via subcutanea (Ritchie 1987). Apos ser absorvido, o etanol sofre distribuicdo
uniforme para todos os tecidos e liquidos do corpo. Na maioria dos individuos o
pico de concentracdo plasmatica maxima ocorre entre 30 e 90 minutos apés a

ingestdo (Oliveira & Pereira, 1994).

O etanol sofre rapida distribuicdo para todos os compartimentos aquosos do
organismo, sendo sua concentracdo diretamente proporcional ao conteudo de agua
do organismo. As membranas Sd0 sempre permeaveis a sua passagem e a sua
concentracdo sanguinea é similar a do restante do organismo. O etanol penetra no
SNC, devido ao amplo suprimento sangiiineo para essa regido. A placenta também é
permeavel, tendo o etanol livre acesso a circulacédo fetal (Oliveira & Pereira, 1994;
Rang et al., 2001).

Mais de 90% do etanol absorvido sofre metabolizacdo hepatica (Figura 7),
sendo uma pequena parcela eliminada de forma inalterada pelos pulmdes e pelos
rins. A metabolizacédo hepatica do etanol difere da maioria das substancias, exibindo
uma cinética de saturacdo com concentracdes relativamente baixas de etanol, de
maneira que a fracdo de etanol removida do sangue sofre uma diminuicdo gradativa

a medida que aumenta a concentracdo plasmatica de etanol. Outro fator de grande



importancia é a absorgdo, pois quando esta é rapida, ocorre elevagdo da
concentracdo sanguinea, enquanto que quando a absorcdo é muito lenta, uma maior
fracdo do etanol é removida pelo metabolismo de primeira passagem. Portanto, a
ingestdo de etanol com estdmago vazio produz efeito farmacol6gico mais intenso
(Lieber, 1994). O metabolismo do etanol é predominantemente hepético, sendo a
principal via realizada por processos de oxidagGes sucessivas. A oxidagao inicial do

etanol promove a formacéo do acetaldeido pela enzima alcool desidrogenase.
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Figura 7 — Metabolismo do Etanol

O acetaldeido € entdo convertido em acetil coenzima A, que sofre oxidacéo
através do ciclo &cido citrico ou é utilizado em reacdes anabolicas que participam da
sintese de colesterol, acidos graxos e outros constituintes teciduais (Ritchie 1987). O
acetaldeido é um composto tdxico, podendo contribuir para a hepatoxicidade do
etanol. Ocorre ainda um pequeno grau de esterificacdo do etanol com varios acidos
graxos nos tecidos, podendo estes contribuirem para a toxicidade a longo prazo
(Lieber, 2000). A alcool desidrogenase oxida o etanol e concomitantemente reduz a
adenina dinucleotideo (NAD) a NADH. O metabolismo do etanol resulta, portanto
em queda do NAD, ocorrendo assim conseqliéncias metabdlicas como aumento da
producéo de lactato e reducdo da velocidade do ciclo de Krebs.

Outras vias relacionadas com o metabolismo do etanol sdo a do sistema de

metabolizacdo microssomal do etanol e o sistema de catalase binaria associada aos



peroxissomas, ambas tendo importancia secundaria. A tolerancia de alcodlatras a
varias drogas psicoativas tem sido atribuida geralmente a uma adaptacdo do SNC,
mas adaptacdes metabolicas tém sido agora muito consideradas em virtude do
clearance de muitas drogas no sangue estar aumentado nos alcodlatas (Lieber, 2000;
Leo etal., 1992).

1.4.3 ETANOL E NEUROTRANSMISSORES

Pesquisas anteriores ndo sao conclusivas quanto as alteracbes causadas pelo
etanol nos sistemas de neurotransmissores. Assim, enquanto alguns estudos (Di
Chiara & Imperato, 1985; O'Brien et al., 1995) mostram que a administracdo de
etanol induz liberacdo de dopamina e serotonina no nucleo caudado e nucleo
acumbente de ratos, outros (Rossetti et al., 1992) observaram que a retirada aguda de
alcool reduz a concentracdo extracelular de dopamina no ndcleo accumbens. Esses
achados fortalecem a hipdtese de que a dopamina € um neurotransmissor
fundamental na mediacéo do efeito de reforco e recompensa de substancia de abuso
no cérebro (Koob et al., 1987).

Também, estudos clinicos indicam que inibidores de recaptacdo de 5-HT
exibem alguma eficacia em reduzir o alcoolismo (Naranjo & Sellers, 1989). O sitio
de acdo dos inibidores de recaptacdo ndo é conhecido, porém é possivel que eles
atuem na via de reforgo central no sentido de modificar a acéo do etanol (Brodie et
al., 1995).

As interagdes entre o etanol e o0s sistemas de transmissores
monoaminérgicos sdo complexas. Mecanismos dopaminérgicos e noradrenérgicos,
associados com o sistema dos opidides enddgenos no cérebro, parecem estar
implicados com o efeito de reforco do etanol via retroalimentacéo positiva (Nevo &
Hamon, 1995), enquanto o sistema serotonérgico medeia o refor¢o negativo (Selim
& Bradberry, 1996). Outro fator relevante para o0 etanol alterar os

neurotransmissores do SNC séo as intera¢Ges do tipo auto-modulatdrias que ocorrem



entre esses sistemas. Assim, os niveis de dopamina podem ser modulados por
peptidios opidides enddgenos, glutamato e 5-HT no SNC (Sershen et al., 2000;
Nevo & Hamon, 1995).

Muitos estudos sdo realizados tambem em relagdo a ag¢do do etanol como
solvente lipidico em alterar a funcdo geral das membranas neuronais através de
alteracdes nos lipidios. Tais a¢fes gerais nas membranas parecem ser incompativeis
com as acOes neuropsicofarmacologicas do etanol, isto é, seus efeitos na
coordenacdo motora, cognicdo, bem como nos efeitos euforigénicos e ansioliticos,
porém efeitos celulares seletivos do etanol tém sido reportados. Neuronios
dopaminérgicos da ATV e substdncia negra sdo ativados em resposta a
administracdo sistémica de etanol. A ativagdo ocorre somente com doses
relativamente baixas de etanol e o efeito pode ser deprimido pela anestesia. Como 0s
neurdnios da substancia negra pars reticulata sao deprimidos pelo etanol, o que pode
ser um efeito GABA-mediado, a ativacdo de neurdnios dopaminérgicos pelo etanol
pode resultar em sua desinibicdo. No hipocampo e cortex cerebral, o etanol facilita o
efeito depressor as somatostatina e aumenta os efeitos excitatorios das respostas

colinérgicas muscarinicas.



1.5 COCAINA E ETANOL

O uso de cocaina nos Estados Unidos tem demonstrado proporcdes
epidémicas, com estimativas de que 15% da populacdo ja utilizou cocaina pelo
menos uma vez na vida e 3 milhdes de pessoas sdo usudrias crénicas (Abelson and
Miller 1998). Mais recentemente foi estabelecido que 62 — 90% dos usuarios de
cocaina sdo também usuarios concomitantes de etanol (Weis et al., 1988; Grant and
Hardford 1990; Rounsaville et al., 1991) sendo, portanto o uso simultaneo comum.
Pesquisas mostram que, nos Estados Unidos, houve um aumento de 2,4 a 6% na
ingestdo de drogas de abuso em associacao, entre as quais, cocaina e o alcool.

O élcool em combinacdo com a cocaina é a associa¢do mais freqliente de
substancias de abuso utilizada por viciados que se apresentam comumente para
receber atendimento em emergéncias dos hospitais de grandes cidades. Os usuarios
de cocaina relatam que o uso de etanol durante a acdo da cocaina prolonga as
propriedades euforigénicas da cocaina em adicdo a uma diminuicdo dos efeitos
fisicos e psicoldgicos indesejaveis como a paranoia primaria e agitacao.

O uso da combinacdo de drogas promove em alguns individuos diminuicéo
da disforia associada com a cocaina. O uso desta associagdo pode resultar ndo
somente no aumento da euforia, mas também numa maior toxicidade. Embora estes
efeitos possam ocorrer devido as propriedade inerentes do etanol, evidéncias
recentes sugerem que a interacdo metabdlica entre cocaina e etanol promove a
formacdo de um metabdlito ativo (Cami et al., 1991; Hearn et al., 1991; Jatlow et al.,
1991).

O cocaetileno € um metabdlito ativo da cocaina que é formado no figado na
presenca de etanol (Figura 8). A formacdo do cocaetileno ocorre através da
transesterificacdo da benzoilecgonina. Estudos sugerem uma maior letalidade do
cocaetileno em comparacdo com a cocaina em animais e uma relacdo entre o

cocaetileno e agitacédo violenta em humanos. De fato, muitos dos efeitos aumentados



observados quando etanol é utilizado em associacdo com cocaina podem resultar da

formacéo do cocaetileno.
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Figura 8 — Representacao estrutural do cocaetileno

O cocaetileno parece produzir efeitos euforigénicos mais intensos que os da
cocaina isolada e tem demonstrado efeitos convulsivantes equipotentes aos da
cocaina em estudos animais. Os efeitos toxicos do cocaetileno podem decorrer da
sua acdo de blogueio da recaptacdo de dopaminérgico na fenda sinaptica,
favorecendo assim a agdo da cocaina. Esta acdo pode também ser a base da alta
incidéncia de abuso da combinacdo cocaina-etanol. Este metabolito tem sido
detectado na urina de individuos com histérico de uso da associagdo entre cocaina e
etanol (Rafla and Epstein 1979; Smith 1984).

Dados recentes tém demonstrado a presenca de altos niveis de cocaetileno
em amostras sangiineas de vitimas fatais de overdose e de pacientes emergéncias
que tinham ingerido recentemente cocaina e etanol (Hearn et al., 1991; Jatlow et al.,
1991). Achados neurogquimicos e comportamentais sugerem que cocaetileno
apresenta efeitos psicotropicos em comum com a cocaina. Tem sido demonstrado
que o cocaetileno, similarmente a cocaina, se liga ao transportador da dopamina,
bloqueando a recaptacdo de dopamina no nucleo accumbens apds administracao
sistémica.

O cocaetileno promove ainda incremento da atividade locomotora em ratos,

demonstrando ser equipotente em relacdo a cocaina para promover estes efeitos, o



que é caracteristico de drogas psicoestimulantes com potencial de abuso (Jatlow et
al.,, 1991). Diferentemente da cocaina, 0 cocaetileno tem poucos efeitos no
transportador de serotonina (Hearn et al., 1991; Bradberry et al., 1993).

A habilidade da cocaina em intensificar os efeitos euforigénicos do etanol e
0 abuso comum de etanol por viciados em cocaina sugere uma interacdo entre as
duas drogas. A via dopaminérgica mesolimbica esta relacionada com alguns dos
efeitos de reforco de drogas de abuso como o etanol e a cocaina.

Os corpos celulares dos neurénios dopaminérgicos sdo encontrados na area
tegumentar ventral (ATV) e enviam projecOes para duas regides terminais
separadas, o cortex pré-frontal e o nucleo accumbens. Cocaina e etanol promovem
um aumento da concentracdo de dopaminérgico no Nucleo accumbens , atuando em
pontos e por mecanismos diferentes na via mesolimbica.

A cocaina inibe a recaptacdo de dopaminérgico e serotonina no nucleo
accumbens enquanto que o etanol aumenta a intensidade da liberacdo de
dopaminérgico na ATV. Em adicdo, o etanol também ativa diferentes sistemas
neurotransmissores incluindo o sistema opidide endogeno. O cocaetileno, por sua
vez, apresenta aces semelhantes as da cocaina, promovendo bloqueio da recaptacéo
de dopamina.

A cocaina reverte alguns dos efeitos do etanol na performance psicomotora
bem como incrementa alguns dos efeitos subjetivos prazerosos associados com o
uso das drogas isoladamente. O uso da cocaina em combinacdo com o etanol pode
resultar ndo sé no aumento e prolongamento da euforia, como também em uma

maior toxicidade.



Algumas respostas que resultam da interacdo entre o alcool ingerido
oralmente e a cocaina cheirada incluem efeitos cardiovasculares (elevacdo do débito
cardiaco e da pressdo arterial) que ndo sdo observados com o seu uso isolado. A
cocaina em combinagdo com etanol atenua a percepcdo subjetiva da sedacdo e o
prejuizo da atividade locomotora resultantes do uso isolado do etanol. Estes efeitos
subjetivos podem levar a um incremento do uso destas drogas em combinagdo. O
uso da cocaina em associacgdo com o0 etanol pode ainda incrementar
significativamente o risco de reacOGes adversas pela producdo de cocaetileno pelo
figado, através do processo de transesterificacdo (conversdo de um éster em outro)
(Jatlow et al., 1991).



2-0OBJETIVOS

Como o mecanismo atraves do qual a cocaina produz sensibilizacédo
comportamental e reforco ainda ndo estd bem determinado, e como também pouco
se sabe sobre a maneira pela qual a associacdo cocaina-etanol promove aumento
tanto do bem estar como da toxicidade, o objetivo deste trabalho foi estudar os
efeitos da administracdo repetida de cocaina em associagdo com o etanol sobre os

seguintes parametros:

- Atividade locomotora que foi conduzida nos dias de administracdo, para a
determinacdo de diferencas entre o tratamento agudo (1 ° dia) e sub-cronicos (7 °

dia) com o intuito de se determinar se ocorreu uma sensibilizacdo comportamental;

- Determinacdo dos niveis de dopamina (DA), 5- hidroxitriptamina (5-HT) e
seus metabdlitos: acido 3, 4 dihidroxifenilacético (DOPAC), acido homovanilico
(HVA) e acido 5- hidroxiindol- 3 acético (5-HIAA) em corpo estriado de ratos ap0s
um periodo de retirada de 24 h usando a técnica de cromatografia liquida de alta

performance (HPLC) com deteccéo eletroquimica;

- Densidade de receptores dopaminérgicos D1-simile, D2-simile e
muscarinicos (M1+M2), dando énfase aos valores de Bmax (densidade méaxima de
receptores) e Kd (constante de dissociagdo), em corpo estriado e hipocampo de

ratos, sendo a determinacdo feita 24 h apds a Ultima injecédo da droga;



- Efeito da droga sobre os niveis de enzimas séricas (TGO e TGP) em
amostras sanguineas coletadas entre o tratamento agudo (1° dia) e sub-crénicos (7°

dia) com o intuito de se avaliar alteragdes bioquimicas promovidas pela associacao
destas drogas.

- Anadlise histopatologica de amostras de tecidos cerebrais, hepaticos e
cardiacos, visando observar possiveis lesdes microscopicas promovidas pelo uso

destas drogas.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar fémeas, adultos-jovens, 2 - 4 meses, com peso
variando entre 180 — 200 g, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal do Ceara.

Durante todos os experimentos, 0s animais foram mantidos em gaiolas
com no maximo 6 animais, em condi¢cdes ambientais semelhantes, com ciclos de
alternancia claro/escuro de 12 horas, recebendo racdo padréo tipo purina e dgua ad
libitum. Os experimentos foram realizados de acordo com o guia de cuidados e usos
de animais de laboratério do Departamento de saude e servicos humanos dos
Estados Unidos da América (EUA).



3.2 Material utilizado nos experimentos

- Agitador de tubos

Modelo 251, FANEM, SP, Brasil

- Balanca analitica

Modelo H5, Mettler, Suica

- Banho Maria

Modelo 102/1, FANEM, SP, BRASIL

- Bomba para HPLC

LC-10AD Shimadzu Corp., Japan

- Caixa de atividades

Cat. 7400 Ugo basile, Italy

- Degaseificador

DGU-2A Shimadzu Corp., Japan

- Detector eletroquimico

L-ECD-6A Shimadzu Corp., Japan

Equipamento de Millipore para filtracéo

a vacuo

Millipore Apparatus, Bedford, MA, USA

- Centrifuga refrigerada

Modelo Marathon 26 KMR, Fisher

Scientific

- Contador de cintilacdo liquida

Modelo Is 6500, Beckman, Fullerton,
CA, USA

- Cubetas de plastico para leitura em

espectrofotdmetro

Sarstedt, Alemanha Oriental

- Espectrofotometro

Modelo Beckman DU 640B, Fullerton,
CA, USA

- Estufa para secagem

Modelo 315 SE FANEM, SP, Brasil




- Filtros de fibra de vidro

G/F Whatman, Maidstone, England

- Freezer

Modelo ULT 2586-3D14, Revco

Scientific, Inc., USA

- Frascos de vidro para contagem de

cintilacéo

Vials Beckman. Fullerton, Ca, USA

- Guilhotina

Harvard, USA

- Homogeneizadores manuais

Bellico, USA

- Integrador C-R6A Chormatopac

Shimadzu Corp., Japan

- Medidor de Ph

Modelo B374, Micronal, SP, Brasil

- Micropipetas

H.E., Pedersen, Dinamarca

- Sonificador

Modelo PT 10-35.
Instruments Inc. NY, USA

Brinkmann

- Unidade eletrdnica (activity cage)

Cat. 7401 Ugo basile, Italy




3.3 PREPARO DAS DROGAS

3.3.1 COCAINA

Cocaina (cloridrato de cocaina, fornecido pela Policia Federal do Cear3,
Fortaleza, Brasil) foi dissolvida em agua bidestilada, obtendo-se a concentracdo de

10 e 20 mg/mL para ser administrada na dose de 10 e 20 mg/kg.

3.3.2 DETERMINACAO DO GRAU DE PUREZA DA COCAINA

Para determinacdo do grau de pureza, foram realizadas analises fisico-
quimicas no Laboratorio de Pericia da Policia Federal. Entre os testes realizados,
foram determinados o ponto de fusdo e o comportamento da substancia em
cromatografia, sempre comparando os resultados com os valores de um padréo da
Policia Federal.

Com relagdo ao ponto de fusdo, um parametro que nos permite estimar o grau
de pureza da cocaina na amostra, o valor encontrado para a amostra utilizada nos
experimentos assinalados nesta dissertacdo foi de 140°C em relacéo ao padrdo que
registrou um valor de 180°C. Essa proximidade de valores significa que a amostra
apresenta um alto grau de pureza em relacdo as drogas comumente utilizadas por
viciados (cocaina de rua).

Outro parametro avaliado foi o0 comportamento da amostra em cromatografia.
Como observado na figura 9, a amostra se comportou da mesma maneira que 0

padrdo, comprovando novamente se tratar de cocaina.



Padrao

v

v
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Figura 9 — Cromatografia da cocaina em comparacdo com padréo da Policia Federal

3.3.3 ETANOL

O alcool etilico a 95%, P.A. (Lab. VETEC, Brasil) foi utilizado para o
preparo de solucdo a 20% (em agua bidestilada). Esta foi administrada em volume
que variou conforme a concentracdo final desejada, obtendo-se as seguintes

concentracdes finais:

Droga Concentracdo final Volume administrado
(animal de 2009)
Etanol 2 g/kg 0,2 g/mL 2 mL
Etanol 4 g/kg 0,2 g/mL 4 mL




3.4 TRATAMENTO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em grupos e tratados durante 7 dias com cocaina
por via intraperitoneal (i.p.), etanol (por via oral, v.0.) e a combinacgéo destes. Para o
tratamento com etanol foi utilizada uma céanula intragastrica de polietileno. Trinta
minutos apds a Ultima administracdo, os animais foram submetidos ao teste
comportamental. Vinte e quatro horas apés a ultima administracéo, os animais foram
entdo sacrificados, seus cérebros removidos e a area cerebrail de interesse (corpo
estriado) dissecada sobre gelo. Os animais controle foram tratados com solucdo
salina 0,9%. Antes de sacrificar os animais, amostras de sangue (aproximadamente 2
mL) foram coletadas do plexo orbital em tubos siliconizados com gel separador para
realizacdo dos testes biogquimicos. O Quadro 1 resume as drogas utilizadas com

suas respectivas doses e vias de administracdo

Droga Dose Via de administragéo Abreviatura
Etanol 2 g/kg Oral Et-2
4 glkg Et-4
Cocaina 10 mg/kg Intraperitoneal Coc -10
20 mg/kg Coc -20




3.5-ESTUDOS COMPORTAMENTAIS

3.51 TESTE DA ATIVIDADE LOCOMOTORA

Para realizacdo do teste, foi utilizada a metodologia empregada por Shimada
et al., (1997). Ratas foram acomodadas em caixas de atividade individuais, com 35
cm de comprimento, 23 cm de profundidade e 20 cm de altura (modelo 7400 Ugo
Basile, Itélia).

Durante todos os experimentos, os animais foram mantidos em gaiolas com
no maximo 6 animais, em condicdes ambientais semelhantes, em um ambiente livre
de sons e com ciclos de alternéncia claro/escuro de 12 horas. A atividade locomotora
espontanea (ALE) foi determinada por 30 minutos nos periodos de pré e pos-
administracdo, por uma unidade eletrénica (modelo 7401, Ugo basile). A ALE foi
expressa como numero de contagens/30 minutos, onde essa contagem representa o

numero de movimentos do animal.

3.6 DISSECACAO DAS AREAS CEREBRAIS

Os animais foram decapitados com uma guilhotina (Harvard, USA), os
encéfalos retirados rapidamente e colocados sobre papel aluminio em uma placa
de Petri com gelo.

Acompanhando a fissura sagital mediana, a camada cortical cerebral foi
retirada das leptomeninges com o auxilio de uma pinga reta de microdissecacgéo, a
qual, progredindo delicada e tangencialmente aos ventriculos laterais, divulsionou o
cortex em toda a sua extensdo fronto-occiptal. O cértex ja divulsionado foi rebatido
para os lados, expondo parte do corpo estriado.

O corpo estriado (caudado, putamen e ndcleo accumbens) foi isolado das

estruturas circunjacentes por divulsionamento com uma tesoura de microdissecacéo,



sendo a sua retirada orientada pelo didmetro da porcdo tuberosa visivel desses
nucleos, apos o rebatimento lateral do cortex (Zilles & Wree, 1985).

Terminada a dissecacdo, o corpo estriado foi colocado em papel aluminio
previamente identificado e pesado, sendo entdo armazenado a —70°C para uso
posterior. Quando necessaria a estocagem por um certo periodo de tempo (no
maximo 1 meses a —70°C), os tecidos foram considerados como tendo a mesma
viabilidade para experimentacdo que os ensaiados imediatamente ou 24 horas apos a
dissecacdo (Burke & Greenbaun, 1987; Fielder et al., 1987).

37 DETERMINACAO DA DENSIDADE DOS RECEPTORES
MUSCARINICOS

A densidade dos receptores muscarinicos foi determinada através de
ensaios de ligacdo executados em homogenatos cerebrais. Para a determinacdo de
receptores muscarinicos (M; + M,)-simile foi utilizado o ligante ndo-especifico
[*H]-N-metilescopolamina ([*H]-NMS, 85 Ci/mmol — New England), de acordo

com o0 metodo previamente descrito (Dombrowski et al., 1983).

-METODO

O antagonista muscarinico marcado [*H]-NMS liga-se a sitios especificos
dentre 0s quatro primeiros segmentos transmembrana dos receptores
muscarinicos (Wheatley et al., 1988) que existem nos tecidos homogeneizados.
Desse modo, o ligante tritiado marca os receptores presentes no tecido estudado.

A atropina € um outro antagonista classico utilizado nos brancos dos
experimentos para determinar a radioatividade de background ou ligacdes néo-
especificas.

A atropina acrescentada em concentracdo muito maior do que a [°H]-NMS

interage, seletivamente, com os mesmos sitios de ligacdo do receptor, deslocando



e deixando livre toda a droga marcada, que € logo depois filtrada. A

radioatividade contida no filtro é, entdo, determinada por cintilacéo liquida.

- PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Terminada a dissecacdo do estriado em gelo, como mencionado
anteriormente, foram preparados homogenatos a 10% em tampéo fosfato de
sodio, 150mM, pH 7,4.

Rapidamente, os homogenatos contendo 50-100 pug de proteina foram
incubados em tampéo fosfato de sédio contendo entre 0,1282 a 6,41 nM de [*H]-
NMS, na presenca ou na auséncia de sulfato de atropina 12,5 uM em um volume
final de 0,2 mL.

Apos incubacdo a 37°C por 30 minutos, a reacdo foi terminada por
filtracdo a vacuo atraves de filtros Whatman GF/B. Os filtros foram lavados trés
vezes com 4 mL de solugdo salina 0,9% gelada, secos a 60°C por no minimo 2
horas e colocados em frascos de vidro (vials) com 3 mL de um coquetel para
cintilagdo liquida contendo tolueno.

A radioatividade foi medida em um contador de cintilacdo liquida
Beckman LS-6500 com uma eficiéncia de 61%. A ligacdo especifica foi calculada
como a ligacdo total menos a ligacdo ndo-especifica feita na presenca de atropina
12,5 uM, sendo os resultados expressos como fentomoles por miligrama de
proteina. A concentracdo de proteinas foi determinada segundo o metodo de

Lowry et al., 1951, utilizando-se albumina sérica bovina (BSA) como padréo.



- SOLUCOES REAGENTES

- Solucdo estoque de [*H]-N-metilescopolamina ([*H]-NMS)
Cloridrato de [°*H]-NMS (85 Ci/mmol, New England Nuclear, Boston, MA,
USA), dissolvido em tampédo fosfato de sodio 150 mM, pH 7,4 para obter

uma concentragéo de 23,52 nM.

- Solucéo estoque de Atropina
Sulfato de atropina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi dissolvido em &gua

bidestilada, para obter uma concentragdo de 0,5 mM.

- Tampao fosfato de sédio
NaH,PO, (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil) foi dissolvido em agua bidestilada,
para obter uma solucdo 150 mM e o pH foi ajustado para 7,4 com sulugédo de
HCI 1N (Merck, Rio de Janeiro, Brasil).

- Coquetel de Cintilacao
0,5 g de p-bis-2-(5-feniloxazolil) benzeno, POPOP (Sigma, St. Louis, MO,
USA) e 4,0 g de 2,5-difeniloxasol, PPO (Sigma, St. Louis, MO, USA) foram
dissolvidos em 1000 mL de tolueno (Beckman, Fullerton, CA, USA).

3.8 DETERMINACAO DA DENSIDADE DOS RECEPTORES
DOPAMINERGICOS D,-SIMILE

A determinacdo da densidade dos receptores dopaminérgicos foi feita

atraves de ensaio de ligacao executados em homogenatos cerebrais:



- Receptores D,-simile

Foi utilizado o ligante especifico [3H]-espiroperidol (114,0 Ci/mmol -
New England Nuclear, EUA), segundo uma adaptacdo do método previamente
descrito (Kessler et al., 1991 e Meltzer et al., 1989).

-  Método

O ligante [*H]-espiroperidol é um antagonista dopaminérgico que possui
alta afinidade pelos receptores D,-simile, possuindo também afinidade pelos
receptores serotonérgicos do tipo 5-HT, (Kessler et al., 1991; Terai et al., 1989).
Para bloquear os receptores serotonérgicos foi utilizado um antagonista
especifico, a mianserina.

O butaclamol, um antagonista dopaminérgico, foi adicionado, na forma
ndo marcada, nos brancos dos ensaios para receptor D, para determinar a
radioatividade a radioatividade de background ou ligacdes néo-especificas, em
uma concentracdo elevada para interagir com os mesmos sitios de ligagdo do
receptor, impedindo assim, a ligacdo do [*H]-espiroperidol. O butaclamol
acrescentado em concentracdo muito maior do que a [*H]-espiroperidol interage,
seletivamente, com 0s mesmos sitios de ligacdo do receptor, deslocando e
deixando livre toda a droga marcada, que € logo depois filtrada. A radioatividade

contida no filtro é, entdo, determinada por cintilag&o liquida.

- Procedimento Experimental

Logo ap6s a dissecacdo do estriado em gelo, como mencionado
anteriormente, foram feitos homogenatos a 10% em tampao tris-HCI 50mM, pH
7,4. Os homogenatdos contendo 50-100 ug de proteina foram incubados em

tampédo tris-HCI modificado (50 mM, pH 7,4) contendo 10 uM de mianserina



(incubada por 30 minutos a temperatura ambiente) para bloquear os receptores
serotonérgicos e 0,0952 a 7,616 nM de [®H]-espiroperidol para experimentos de
saturacdo. No ensaio, 0 ligante foi incubado na presengca e na auséncia de
butaclamol 10 uM, sendo o volume final do ensaio de 0,2 mL.

Apos incubacdo a 37°C durante 60 minutos, a reacdo foi terminada por
filtracdo a vacuo através de filtros Whatman GF/B. Os discos de papel de filtro
foram lavados trés vezes com 4 mL de solucéo salina 0,9% gelada, secos a 60°C
por no minimo 2 horas e colocados em frascos de vidro (vials) com 3 mL de um
coquetel para cintilacéo liquida contendo tolueno.

A radioatividade foi medida em um contador de cintilacdo liquida
Beckman LS-6500 com uma eficiéncia de 61%. A ligacédo especifica foi calculada
como a ligagdo total menos a ligagdo ndo-especifica feita na presenca de
butaclamol 10 uM, sendo os resultados expressos como fentomoles por
miligrama de proteina. A concentracdo de proteinas foi determinada segundo o
método de Lowry et al., 1951, utilizando-se albumina sérica bovina (BSA) como

padréo.

- Solugdes reagentes

- [*H]-espiroperidol (114 Ci/mmol, Amersham Life Science, EUA)
5 uL de [*H]-espiroperidol foram diluidos em tamp&o tris-HCI, pH 7,4, de

forma a obter uma concentracdo final de 43,28 nM.

- Tampao Tris-HCI

Seis gramas de Tris-HCI (Trizma base, Sigma, Brasil) foram diluidos em
1000 mL de agua bidestilada, obtendo-se uma concentracdo de 50 mM. O pH foi
ajustado com solucdo HCI 0,1 N (MERCK, Rio de Janeiro, Brasil) para pH 7,4.



- Tris HCI modificado
NaCl 120 mM; KCI 1mM; CaCl2 2 mM; MgCI2 1 mM, NaEDTA 1 mM e

ascorbato sodico 1 mM foram dissolvidos em tampao tris-HCI 50 mM pH 7,4

- Mianserina

Comprimidos de mianserina (Tolvon 30 mg, Organon, SP, Brasil) foram
macerados e diluidos em tampéo tris-HCI, obtendo-se uma concentracéo final de 10
uM.

- Butaclamol (Cloridrato de butaclamol)
Butaclamol (RBI, MA, EUA) foi dissolvido em acido ascorbico a 0,1%, de

forma a se obter uma concentracéo final de 10 uM.

- Coquetel de cintilagao
0,5 g de p-bis-2-(5-feniloxazolil) benzeno, POPOP (Sigma, St. Louis, MO,
EUA) e 4,0 g de 2,5-difeniloxasol, PPO (Sigma, St. Louis, MO, EUA) foram
dissolvidos em 1000 mL de tolueno (Beckman, Fullerton, CA, EUA).

3.9 - DOSAGEM DE PROTEINA

3.9.1 METODO

A quantidade de proteina em homogenatos cerebrais foi determinada a 25 °C,
utilizando albumina sérica bovina como padrdo, de acordo com o metodo
previamente descrito (Lowry et al., 1951), que emprega duas reacdes de formacao
de cor para analisar a concentracdo protéica fotometricamente. Inicialmente, é feita
uma reacdo biureto de baixa eficiéncia, na qual os ions de cobre alcalino produzem
uma cor azulada na presenca de ligacGes peptidicas. Essa cor biureto é caracteristica

de todas as proteinas, e fornece uma cor basica de fundo para a proxima etapa de



ensaio. Depois, 0 método emprega uma mistura complexa de sais inorganicos, o
reagente Folin-Ciocalteau, que produz uma cor verde azulada intensa na presenca de
tirosina ou triptofano livres ou ligados a proteinas. Como as quantidades desses dois
aminodcidos sdo geralmente constantes nas proteinas sollveis, com poucas
excecdes, a cor das reacOes (verde-azulada) é indicativa da presenca de proteina e a
intensidade da cor proporcional a concentracdo. Esta coloracdo foi medida em
comprimento de onda de 750 nm, através de um espectrofotdmetro Beckam DU
640B.

3.9.2 SOLUCOES REAGENTES

- Reagente A: Na,CO3 (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a 2 % em NaOH
(Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) 0,1 N;

- Reagente B: CuS0,4.5H,0 a 0,5 % em NaKC4H;04.4H,0 (Grupo Quimica,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a 1 %;

- Reagente C: Solucéo de cobre alcalino (24 mL do reagente A com 1 mL do

reagente B, misturados no momento de usar);

- Reagente de Folin: Ciocalteau - Fenol (Labordin, Piraquara, PR, Brasil), 1:1

em agua bidestilada;

- Solucdo de albumina sérica bovina (Sigma, St Louis, MO, EUA) 1

mg/mLem agua bidestilada.



3.10 DETERMINAGAO DE MONOAMINAS E SEUS METABOLITOS COM
HPLC

- METODO

Para a determinacdo dos niveis de catecolaminas, foi utilizado o equipamento
de HPLC (High Performance Liquid Chromatography). Na cromatografia liquida
classica, um adsorvente (alumina ou silica) é empacotado em uma coluna e € eluido
por um liquido ideal (fase movel). Uma mistura para ser separada é introduzida na
coluna, e é carregada através da mesma por um liquido eluente. Se um composto da
mistura (soluto) é adsorvido fracamente pela superficie da fase solida estacionéria,
ele atravessara a coluna mais rapidamente que um outro soluto que seja mais
rapidamente adsorvido. Entdo, a separacdo dos solutos & possivel se existem
diferencas na adsorcao pelo solido.

Os detectores eletroquimicos medem a condutancia do eluente, ou a corrente
associada com a oxidacdo ou reducdo dos solutos. Para ser capaz de detectar, no
primeiro caso os solutos devem ser iénicos, e no segundo caso os solutos devem ter
a caracteristica de serem relativamente faceis de se oxidarem ou reduzirem.

Detectores eletroquimicos que medem corrente associada com a reducao ou
oxidacdo de solutos sdo chamados detectores amperométricos ou coulometricos.
Neste estudo, foi utilizado o tipo amperométrico que reage com uma quantidade
muito menor de soluto, em torno de 1 %. Todas as técnicas eletroquimicas envolvem
a aplicacdo de um potencial para um eletrodo (geralmente de carbono vitreo),
oxidacdo da substancia que esta sendo estudada proximo a superficie do eletrodo,
seguindo a amplificacdo e medida da corrente produzida. As catecolaminas sé&o
oxidadas nos grupos de anel hidroxil para produzir um derivado ortoquinona com a

liberacdo de dois elétrons.



- Procedimento Experimental

Os animais foram decapitados 24 h apés a Gltima injecédo e, imediatamente,
tiveram seus cérebros dissecados sob gelo. O CE foi utilizado para preparar
homogenatos a 10 %. Os tecidos cerebrais foram sonicados em acido perclérico
(HCLO,4) por 30 s e centrifugados por 15 minutos em centrifuga refrigerada a
15.000 rpm. Uma aliquota de 20 ul do sobrenadante foi, entdo, injetada no

equipamento de HPLC (Figura 10), para a analise quimica.

Figura 10 - Aparelho de HPLC com deteccédo de fluorescéncia e eletroquimica

Para a analise das monoaminas, uma coluna CLC-ODS (M) com
comprimento de 25 cm, calibre 4,6 mm e didmetro da particula de 3 um, da
Shimadzu-Japdo, foi utilizada. A fase movel utilizada foi composta por tampéo
acido citrico 0,163 M, pH 3,0, contendo &acido octanosulfénico sédico, 0,69 M
(SOS), como reagente formador do par i6nico, acetonitrila 4 % v/v e
tetrahidrofurano 1,7 % v/v. Dopamina (DA), DOPAC (Acido diidroxifenilacético
(DOPAC), Acido homovanilico (HVA), Serotonina (5-HT), Acido 5-



hidroxiindolacético (5-HIAA) e Noradrenalina (NE) foram eletronicamente
detectados usando um detector amperometrico (Modelo L-ECD-6A da Shimadzu,
Japdo) pela oxidacdo em um eletrodo de carbono vitreo fixado em 0,85 V relativo

a um eletrodo de referéncia de Ag-AgCl.

- SOLUCOES REAGENTES

e [Fase Movel

Foram pesados 15,75 g de acido citrico (grupo quimica, RJ, Brasil) e
completado para um volume de 400 mL com agua purissima (Milli-Q). Esta
solucédo foi ajustada para pH 3,0 com hidroxido de sodio 12,5 M (Reagen, RJ
Brasil). A esta solucdo foi adicionado o SOS 75 mg (Sigma, MO, EUA) e
completado o volume para 471,5 mL com agua Milli-Q. Em seguida, foi
procedida a filtracdo e degaseificacdo, e posteriormente adicdo de 20 mL de
acetonitrila (Carlo Erba Reagenti, Ml, Italia) e 10 mL de tetrahidrofurano (Sigma,
MO, EUA) para um volume final de 500 mL.

e Acido Perclérico 0,1 M

Foram adicionados 1,8 mL de &cido perclérico (Sigma, MO, EUA) em um

baldo volumétrico e completado o volume para 300 mL.
e Padroes
Os padroes foram preparados em uma concentragédo final de 4 ng de NE,

dopaminérgico, 5-HT, DOPAC, HVA e 5-HIAA (Sigma, MO, EUA). A partir da

altura ou area dos picos desses padrbes, as amostras foram calculadas no



programa Microsolf Excel em um computar PC e os resultados expressos em ng/g
de tecido.

3.11 ANALISE BIOQUIMICA

- Obtencdo das amostras: As amostras de sangue foram coletadas do plexo
orbital de ratos em tubos siliconados com gel separador, e submetidas a

centrifugacdo a 3000 rpm por 10 minutos para obtencgéo do soro.

3.11.1 METODOS BIOQUIMICOS

GLICOSE (TIESTZ, 1970)

o Metodologia: Enzimatico - Glicose Oxidase

o Principio: A glicose oxidase (GOD) catalisa a oxidacao da glicose para acido
glucdnico e peroxido de hidrogénio. Através de uma reacdo oxidativa de
acoplamento catalisada pela peroxidase (POD), o perdxido de hidrogénio formado
reage com 4-aminoantipirina e fenol, formando um complexo de cor vermelha
(antipirilguinonimina), cuja absorbancia € medida em 505 nm e a intensidade da cor

é proporcional a concentracdo da glicose na amostra.

Glicose + 0, + H,0 __®%° Acido Glucdnico + H,0,
2H,0, + 4-Aminoantipirina + fenol __"°° J Antipirilquinonimina + 4 H,O
. Reagentes:
-Reagente de Cor: Tampédo Fosfato, fenol, Glicose Oxidase, Peroxidase, 4-
Aminoantipirina, preservativos, estabilizadores e ativadores.
- Padréo: 100 mg/dL;
- conservacéao entre 2-8 °C;

- armazenamento bem vedado para evitar evaporacao;



- estavel entre 15-25 °C.

o Amostra: Soro, plasma, liquor.
o Técnica: Foram utilizados 3 tubos e procedeu-se da seguinte maneira:
Tubos Branco |Padréo Teste
Amostra - - 0,01 mL
Padrado - 0,01mL |-
Reagente decor |1,0mL |1,0mL 1,0 mL

Os reagentes foram misturados e colocados em banho-maria a 37 °C
durante 15 minutos. O nivel da agua no banho deve ser superior ao nivel do reagente
nos tubos de ensaio. Foram determinadas as absorbancias do teste e padrdo em 505
nm, acertando o zero com o branco. A cor é estavel por 60 minutos.

o Calculo:
> Método (1) — Abs do Teste/ Abs do Padrdo x 100= mg/dL
> Método (2) — Abs do Teste x Fator de Calibracdo= mg/dL

Glicose (mg/dL)= Absorbancia do teste x fator
Fator de Calibracdo - Conc. do padrédo / Abs do padréo

o Linearidade: A reacg&o é linear até 400 mg/dL

TRIGLICERIDES (TONKS, 1970)

o Metodologia: Enzimatico-Trinder

o Principio: Os triglicerides sdo hidrolisados pela lipase lipoprotéica e o
glicerol liberado é fosforilado pela gicerol quinase, formando glicerol fosfato, que é
oxidado a dihidroxiacetona, e 4gua oxigenada por acdo da glicerol-3-fosfato oxidase.

Através da reacdo oxidativa catalisada pela peroxidase, a &gua oxigenada reage com



a 4-aminoantipirina e ESPAS, produzindo a antipirilquinonimina, cuja absorbancia,

medida em 540 nm, é diretamente proporcional a concentracdo de trigliceridios.

Lipase

Glicerol + Acidos graxos

Lipoprotéica

Triglicerideos + H,O

Glicerol + ATp Clicerolauinase - 5)500r0]-3-Fosfato + ADP
Mg++

Glicerol-3-Fosfato + O, E3F%9¢ rsfato Dihidroxiacetona + H,0,

2H,0, + 4-Aminoantipirina + ESPAS P9 Antinirilquinonimina + 4 H,0
*ESPAS= N-etil-N(3-sulfopropil)-m-anisidina/surfatante

. Reagentes:

-Reagente de Cor: Tampdo Fosfato, Lipase Lipoproteica, ATP, Glicerol Quinase,
Mg™™, Glicerol-3-Fosfato Oxidase, 4-Aminoantipirina, Azida Sédica.

- Padrédo: 100 mg/dL;

- conservacéo entre 2-8 °C;

- armazenamento bem vedado para evitar evaporacao;

- estavel entre 15-25 °C.

. Amostra: Soro.
o Técnica: Foram utilizados 3 tubos e procedeu-se como a seguir:
Tubos Branco |[Padréo Teste
Amostra - - 0,01 mL
Padrao - 0,01mL |-
Reagente de cor |1,0mL |[1,0 mL 1,0 mL

Misturou-se e colocou-se em banho-maria a 37 °C, 10 minutos. O

nivel da &gua no banho deve ser superior ao nivel do reagente nos tubos de ensaio.



Foram determinadas as absorbancias do teste e padrdao em 510 nm, acertando o zero
com o branco.

o Calculo:

> Método (1)— Abs do Teste/ Abs do Padrdo x 100= mg/dL

> Método (2)— Abs do Teste x Fator de Calibracdo= mg/dL

Triglicerideos (mg/dL)= Absorbancia do teste x fator

Fator de Calibracdo - Conc. do padrédo / Abs do padréo

o Linearidade: A reacéo ¢ linear até 800 mg/dL
o Metodologia: Enzimatico-Trinder
o Principio: Os ésteres do colesterol sdo hidrolisados pela colesterol esterase

formando colesterol livre que, apds oxidacdo pela colesterol oxidase, forma
peroxido de hidrogénio. Este, reagindo com o fenol e 4-aminoantipirina, através de
copulacdo oxidativa catalisada pela peroxidase, produz uma quinonimina de cor
vermelha, cuja absorbancia, medida em 500 nm, é diretamente proporcional a
concentracdo de colesterol da amostra.

col. esterase
_—

Esteres de Colesterol + H,0O Colesterol + Acidos graxos

Colesterol + 0, %€ Colest-4-en-ona + H,0,

2H,0, + 4-Aminoantipirina + fenol _Peroxe

Antipirilquinonimina + 4 H,0

o Reagentes de Cor: Tampao Fosfato, Colesterol Esterase, Colesterol Oxidase,
Peroxidase, 4-aminoantipirina, Fenol, Azida Sodica.

- Padrdo: 200 mg/dL .Conservar entre 2-8 °C.

o Amostra: Soro.

o Técnica: Foram utilizados 3 tubos e procedeu-se como a seguir:



Tubos Branco |Padréo Teste

Amostra - - 0,01 mL
Padréao - 0,01mL |-
Reagente de cor |1,0mL |[1,0 mL 1,0 mL

Misturou-se e colocou-se em banho-maria a 37 °C, 10 minutos. O
nivel da &gua no banho deve ser superior ao nivel do reagente nos tubos de ensaio.
Foram determinadas as absorbancias do teste e padrdo em 500 nm, acertando o zero
com o branco.

o Calculo:

> Método (1) — Abs do Teste/ Abs do Padrdo x 200= mg/dL
> Método (2) — Abs do Teste x Fator de Calibragdo= mg/dL
Colesterol Total (mg/dL)= Absorbancia do teste x fator

Fator de Calibragcdo - Conc. do padrdo / Abs do padrdo

COLESTEROL HDL (TONKS, 1970)

o Metodologia: Enzimatico-Trinder

o Principio: As lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), as
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e os quilomicrons sdo quantitativamente
precipitados com a mistura de acido fosfotingstico e cloreto de magnésio. Apds
centrifugacdo, o colesterol ligado as lipoproteinas de alta densidade (HDL) é
determinado no sobrenadante por método colorimétrico enzimatico.

. Reagentes:

- Reagente de cor: Tampdo Fosfato, Colesterol Esterase, Colesterol Oxidase,
Peroxidase, 4-aminoantipirina, Fenol, Azida Sodica;

- Sobrenadante;

- Padréo: 40 mg/dL;



- estavel entre 15-25°C.

° Amostra: Soro.

. Técnica: Em um tubo de ensaio 12 x 75 foram colocados 0,25 mL de soro e

0,25 mL da solugdo precipitada. Agitou-se vigorosamente durante 30 segundos.

Centrifugou-se a 3500 rpm durante 15 minutos.

Tubos Branco [Padrdo |Teste
Sobrenadante - - 0,1 mL
Padrao - 0,1mL |-
Reagente de cor |1,0mL |1,0mL |1,0mL

Misturou-se e colocou-se em banho-maria a 37 °C, 10 minutos. O nivel da
agua no banho deve ser superior ao nivel do reagente nos tubos de ensaio. Foram
determinadas as absorbancias do teste e padrdo em 500 nm, acertando o zero com o
branco.

o Calculo:
> Método (1) — Abs do Teste/ Abs do Padrdo x 40= mg/dL
> Linearidade: A reacgdo é linear até 120 mg/dL

ALANINA AMINOTRANSFERASE (ALT/TGP/GPT ) (TONKS, 1970;
TIESTZ, 1970)

o Metodologia: Cinética-UV.

o Principio: A ALT catalisa a transferéncia do grupo amina da alanina para o
cetoglutarato, com a formacéo de glutamato e piruvato. Este é reduzido a lactato por
acdo da lactato desidrogenase (LDH), enquanto a coenzima NADH é oxidada a
NAD®. A consequente reducdo da absorbancia em 340 ou 365 nm, monitorizada
espectrofotometricamente, é diretamente proporcional a atividade da enzima na

amostra.



L-alanina + a-cetoglutarato —~="—> Piruvato + L-glutamato
Piruvato + NADH + H* —2%_5 | - Jactato + NAD"
. Reagentes:
- Reagente de Uso: Alfa-cetoglutarato, L-alanina, Azida sodica, Tampdo Tris pH
7.8, NADH e LDH. Conservar entre 2-8 °C.
o Amostra: Soro.
o Técnica: Foi pipetado 1,0 mL do Reagente de Uso, em um tubo de ensaio
(12x75), e adcionou-se 0,1 mL de amostra. Homogeneizou-se e transferiu-se para a
cubeta termostatizada e esperar 1 min. Foi feita a leitura da absorbancia inicial (A,),
disparando simultaneamente o crondmetro. Repetiu-se a leitura ap6s 2 minutos (A,).

Calculou-se a média das absorbancias por minuto (AA/ min.) e esta foi utilizada no

calculo.

. Calculo:

> Método (1) : 340 nm= AA/ min. x 1746= U/L
> Método (2) : 334 nm= AA/ min. x 1780= U/L
> Método (3) : 365 nm= AA/ min. x 3235= U/L

ALT (U/L)= AA (Absorbéancia do teste)/ min. x fator
Fator de Calibracdo- V+x1000/& x Vaxd

V1 =volume total do ensaio

1000= conversdo de U/mL em U/L

€ = absortividade milimolar do NADH em nm
Va = volume da amostra

d  =espessura da solucéo

. Linearidade: A reacdo € linear até 500 U/L



ASPARTATO AMINOTRANSFERASE (AST/TGO/GOT) (TONKS, 1970;
TIESTZ, 1970)

" Metodologia: Cinética-UV.

. Principio: A AST catalisa a transferéncia do grupo amina do acido aspartico
para 0 cetoglutarato, com formacédo de glutamato e oxalacetato. Este € reduzido a
malato por acdo da malato desidrogenase (MDH), enquanto a coenzima NADH é
oxidada a NAD®. A consequente reducdo da absorbincia em 340 ou 365 nm,
monitorizada espectrofotometricamente, € diretamente proporcional a atividade da

enzima na amostra.

L-aspartato + a-Cetoglutarato 22" Oxalacetato + L-glutamato

Oxalacetato + NADH + H* _MPH_ [ -malato + NAD*

. Reagentes:

- Reagente de Uso: Alfa-cetoglutarato, L-aspartato, Azida sodica, Tampdo Tris pH
7.8, NADH, LDH e MDH. Conservar entre 2-8 °C.

o Amostra: Soro, plasma.

o Técnica: Pipetou-se 1,0 mL do Reagente de Uso, em um tubo de ensaio
(12x75), e adiciono-se 0,1 mL de amostra. Homogeneizou-se e transferiu-se para a
cubeta termostatizada e esperar 1 min. Foi feita a leitura da absorbancia inicial (A,),
disparando simultaneamente o crondmetro. Repetiu-se a leitura apos 2 minutos (A,).
Calculou-se a média das absorbancias por minuto (AA/ min.) e esta utiliza-la no
calculo.

o Calculo:

> Método (1) : 340 nm= AA/ min. x 1746= U/L

> Método (2) : 334 nm= AA/ min. x 1780= U/L

> Método (3) : 365 nm= AA/ min. x 3235= U/L

AST (U/L)= AA (Absorbancia do teste)/ min. x fator



Fator de Calibracdo- V1 x1000/& x Vo xd

V1 =volume total do ensaio

1000= conversdo de U/mL em U/L

€ = absortividade milimolar do NADH em nm
Va = volume da amostra

d =espessura da solucdo

o Linearidade: A reacdo € linear até 500 U/L



4.0 - ESTUDO HISTOPATOLOGICO

4.1 — Procedimento experimental

Cérebros de ratos tratados e controles foram submetidos a analise
histopatologica. Ap6s 24 h da ultima injecdo, os animais foram decapitados, 0s
cerebros removidos e fixados em formalina a 10% por 72 horas. Cortes sagitais,
feitos em intervalos de 1 mm, foram obtidos a partir de um corte inicial ao nivel do
quiasma éptico. Para disseccdo de coracgéo e figado, foi feita uma incisdo no externo
para abertura da caixa toraxica. Apds a abertura, foi realizada a retirada de tais
6rgaos, seguindo-se a fixacdo em formalina a 10% durante 72 horas.

Para estudo micorscopico, seccBes de 10 um foram feitas, coradas em
Hematoxilina-Eosina e Nissl ou Violeta de Cresil, e analisadas com auxilio de um
microscopio optico. As areas cerebrais foram observadas e classificadas de acordo
com o Atlas de Paxinos & Watson (1986).

Para analise das lesdes nas estruturas, foram observados os seguintes
pardmetros: aspectos mormais semelhantes aos controles ou a presenca de células

tumefietas, nacleos picnoticos, morte celular e vacuolizagéo.



5.0 - ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados foi acompanhada por um computador PC,
utilizando o programa InsTat. Para comparacdo de dados ndo paramétricos foram
utilizados os testes Kruskal-Wallis e Mann-Whitney como testes post hoc. Ja nos
dados paramétricos, o teste “t” de Student foi utilizado para comparacdo de médias
de dois grupos e Analise de Variancia (Student-Newman-Keuls como teste post hoc)
para comparacGes mdaltiplas. As diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas em p<0,05.



6 - RESULTADOS

6.1 — Teste de atividade locomotora espontanea

Os resultados do teste de atividade locomotora espontanea (ALE) foram
expressos como numero de contagens/30 minutos. Como apresentado na Tabela 1
ocorreu um aumento na ALE no 7° dia de tratamento com cocaina nas doses de
10mg/kg e 20mg/kg, correspondendo a um aumento de 514 e 88,8%
respectivamente, em relacéo a atividade registrada no grupo controle (Coc 10 = 611
+ 66 e Coc 20 = 762 + 68 em relagdo ao controle = 403,5 + 20). N&o ocorreram
alteracOes significativas em ambas as doses com relacdo as acbes da cocaina no
decorrer do tratamento com Coc 10mg (1° dia pos = 810 + 49; 7° dia pds = 611 +
44) e Coc 20mg (1° dia pds = 725 + 71; 7° dia pos = 762 + 68).

Os animais tratados com etanol apresentaram uma diminuicao significante da
ALE no 7° dia de tratamento apenas com Etanol 2g em relacdo a atividade
registrada no grupo controle, como visto na tabela 2. (Etanol 2g = 164,9 + 15,63 e
Etanol 4g = 402,2 + 25,06 em relacdo ao controle = 403,5 + 20). Com relacdo as
acoes do etanol no decorrer do tratamento, observou-se uma dessensibilizagéo
significante da ALE com Etanol 4g no 7° dia em relagdo ao 1° dia (1° dia pds =
155,9 + 11,8; 7° dia pés = 402,2 + 25,06).

Na tabela 3, observa-se que a interacdo cocaina + etanol ndo promoveu
alteracOes significativas na ALE no 7° dia de tratamento em ambas as doses em
relacdo a atividade registrada no grupo controle (Interacdo baixas doses = 328,9 +
23,35 e Interagéo altas doses = 324,6 + 10,3 em relagdo ao controle = 403,5 + 20).

Né&o foram observadas alteracdes significantes na acdo da interacdo em ambas

as doses no decorrer do tratamento.



Tabela 1 - Efeitos da administracdo repetida de cocaina sobre a atividade

locomotora de ratos

GRUPO 30 minutos antecedentes a 30 minutos posteriores a
administracdo da droga administracdo da droga
Dial Dia 7 Dial Dia 7
Controle 1025 + 89 814 + 94 399 + 16,03 403 + 20
Coc10mg/kg 1176 +83 867 + 83 810 + 49° 611 + 662
Coc 20 mg/kg 1075+ 37 888 + 47 725+ 712 762 + 682

A atividade locomotora espontanea foi medida por 30 minutos antes (pré) e por 30

minutos apés a administracdo (pos) da cocaina nas doses de 10 e 20 mg/kg., i.p. Os

valores representam média £+ EPM (n= 14-18 ratos por grupo). a estatisticamente

significante (p< 0,05. Anova e Student-Newman-Keuls como teste post hoc).



Tabela 2 - Efeitos da administracdo repetida de etanol sobre a atividade

locomotora de ratos

GRUPO 30 minutos antecedentes a 30 minutos posteriores a
administracdo da droga administracdo da droga
Dial Dia7 Dial Dia7
Controle 1025 + 89 814 + 94 399 + 16 403 + 20
Etanol 2g/kg 1069 + 73 704 + 68 222 + 24° 164 + 15°
Etanol 4g/kg 1043 + 84 814 + 11 155 + 112 402 + 25°

A atividade locomotora espontanea foi medida por 30 minutos antes (pré) e por 30
minutos apds a administracdo (pos) de etanol 2 e 4g/kg, v.o0. Os valores representam
média + EPM (n= 14-18 ratos por grupo). a estatisticamente significante (p< 0,05.
Anova e Student-Newman-Keuls como teste post hoc) em relacdo ao controle do
mesmo dia; b (Estatisticamente significante (p< 0,05. Anova e Student-Newman-

Keuls como teste post hoc) em relacdo ao grupo tratado no primeiro dia.



Tabela 3 - Efeitos da administracdo repetida de cocaina + etanol sobre a

atividade locomotora de ratos

GRUPO 30 minutos antecedentes a 30 minutos posteriores a
administracdo da droga administracdo da droga

Dial Dia7 Dial Dia7
Controle 1025 + 89 814 + 94 399 + 16 403 + 20
Interacéo 905 + 66 670 + 77 407 + 68 328 + 23

baixas doses
Interacdo altas 955 + 76 957 + 11 304 + 16 324 £ 10
doses

A atividade locomotora espontanea foi medida por 30 minutos antes (pré) e por 30
minutos apos a administracdo (pds) de cocaina + etanol nas seguintes combinaces
de doses: Interacdo baixas doses (Cocaina 10mg/kg + etanol 2g/kg) e Interacdo altas
doses (Cocaina 20mg/kg + etanol 4g/kg). Os valores representam média £+ EPM (n=

14-18 ratos por grupo).

6.2 — Efeitos da administracdo repetida de cocaina, etanol e a combinacéo
destes sobre as concentragdes de DA, DOPAC e 5-HT em CE de ratos.

Os resultados da analise de monoaminas pela técnica de HPLC com deteccéo

eletroquimica foram expressos em ng/g de tecido. Os resultados das determinacdes



dos niveis de monoaminas em corpo estriado de ratos tratados por 7 dias com
cocaina nas doses de 10 e 20 mg/kg, i.p. e sacrificados 24 h apoOs a ultima
administracdo mostraram um aumento expressivo (Figura 11) nos niveis de
dopamina (controle = 2038 + 143,3; coc 10 = 5135 +572,6 e coc 20 = 4102 +
660,2). Os niveis de serotonina ndo foram alterados de maneira significante quando
comparados ao grupo controle.

A Figura 12 mostra que o etanol promoveu uma elevacdo dos niveis de
dopamina (controle = 2038 + 143,3; Etanol 2g = 3189 + 141,3 e Etanol 4g = 3960 +
273, p< 0,05), enquanto seus metabolitos ndo sofreram alteracbes significantes. Por
sua vez, no que se refere aos niveis de 5-HT, nenhuma alteragdo significante foi
observada quando comparados ao controle.

Com relacdo a associagdo entre cocaina e etanol, foi visto na figura 13 um
aumento significante dos niveis de dopamina em relacdo ao controle (controle =
2038 + 143,3; Interacdo baixas doses = 4314 + 508,6 e InteracOes altas doses = 4267
+ 461,6). Quanto aos metabdlitos, a analise eletroquimica revelou uma diminuicéo
nos niveis de DOPAC em ambas as doses, de forma dose-dependente (controle =
2380 + 283,6; Interacdo baixas doses = 1979 + 296,3 e Interacdo altas doses = 1121
+ 92,13). Ja quanto a 5-HT, um aumento nos niveis foi detectado com a interagédo
altas doses quando comparado ao controle (510,0 + 46), bem como a Interacéo

baixas doses (471,3 + 171,3) e Interagéo altas doses (813,7 + 18,81).



Figura 11 - Concentragdes de DA, DOPAC e 5-HT medidas em CE de ratos
tratados com cocaina
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Os animais foram tratados diariamente por 7 dias com cocaina 10 e 20 mg/kg, i.p. e
Etanol 2 e 4 g/Kg v.0., sendo decapitados 24 h apés a Gltima injecdo. Os niveis dos
neurotransmissores e metabolitos foram determinados em HPLC. Os valores
representam a x + EPM com (n) de 6 a 12 animais em cada grupo experimental. Para
andlise estatistica, utilizou-se ANOVA e teste Student-Newman-Keuls como teste

post hoc. *p<0,01



Figura 12 - Concentracdes de DA, DOPAC e 5-HT medidas em CE de ratos
tratados com etanol
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Os animais foram tratados diariamente por 7 dias com Etanol 2 e 4 g/Kg v.0., sendo
decapitados 24 h apds a ultima injecdo. Os niveis dos neurotransmissores e
metabdlitos foram determinados em HPLC. Os valores representam a x + EPM com
(n) de 6 a 12 animais em cada grupo experimental. Para analise estatistica, utilizou-
se ANOVA e teste Student-Newman-Keuls como teste post hoc. *p<0,01



Figura 13 - Concentractes de DA, DOPAC e 5-HT medidas em CE de ratos

tratados com cocaina + etanol
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Os animais foram tratados diariamente por 7 dias com cocaina 10mg + etanol 2g
(interacdo baixas doses) e Cocaina 20 mg + etanol 4g (interacéo altas doses), sendo
decapitados 24 h apds a ultima injecdo. Os niveis dos neurotransmissores e
metabdlitos foram determinados em HPLC. Os valores representam a X + EPM com
(n) de 6 a 12 animais em cada grupo experimental. Para analise estatistica, utilizou-
se ANOVA e teste Student-Newman-Keuls como teste post hoc.

** VS controle p< 0,01 e * VS controle p< 0,05



6.3 — Efeitos da administracao repetida de cocaina, etanol e a associacao destes

sobre os receptores D,-simile em CE de ratos

Os resultados da determinacdo do nimero maximo de receptores (Bmax) e
constante de dissociacdo (Kd) foram expressos em fmoles/mg de proteina e nM,
respectivamente. Os valores representam media + EPM com o ndmero de
experimentos feitos em duplicata em parénteses.

Os resultados da densidade de receptores D,-simile em corpo estriado de
ratos tratados com coc 10 e 20 mg/kg durante 7 dias sdo mostrados na Tabela 4 e
Figura 14. Ocorreu uma diminuicdo no Bmax de 56,85 e 56,14% respectivamente
com as doses de 10 e 20 mg/kg (controle = 312,4 £+ 35; coc 10 = 134,8 £ 7 e coc 20
=137,4 £ 6,7). Com relacdo ao Kd ndo foi observada nenhuma alteracdo (Controle =
0,55+0,11; Coc 10 =0,83 £ 0,02 ; Coc 20=1,12 £ 0,19).

O ndmero de receptores D2 estriatais dos animais tratados com etanol 2 e 4g
v.0. pode ser visualizada na Tabela 4 e Figura 15. Foi vista uma diminuicdo
significante no Bmax somente com etanol 4g (Controle = 312,4 + 35; Etanol 2g =
239 + 18; Etanol 4g = 164 + 18), sem alteracdes no Kd (controle = 0,55 + 0,11;
Etanol 2g = 1,11 + 0,33; Etanol 49 = 1,7 £ 0,39).

Com relacéo a associagdo cocaina + etanol, a Tabela 4 e figura 16 mostram
uma diminuicdo significativa da densidade de receptores D2-simile em corpo
estriado de ratos tratados com a associagdo em ambas as doses (controle = 312,4 +
35; Interagédo baixas doses = 161 + 24 e Interacdo altas doses = 74 + 4), ndo sendo

observadas alteracdes nos valores de Kd.



TABELA 4 - Efeitos da administracdo de cocaina e etanol na densidade (Bmax)
e Kd dos receptores dopaminérgicos D,-simile em CE de ratos.

Grupos D,-SIMILE
Bmax Kd

Controle 312,4 + 35 (7) 0,55+ 0,11 (3)
Etanol 2¢g 239 + 18 (5) 1,11+ 0,33 (3)
Etanol 4g 164 + 18 (7)** 1,7+ 0,39 (3)
Cocaina 10mg 134,8 + 7 (4)** 0,83 + 0,023(3)
Cocaina 20mg 137,4+ 6,7 (5)** 1,12+0,19 (3)
Interacdo baixas doses 161 + 24 (3)* 1,73+ 0,82 (3)
InteracOes altas doses 74 + 4 (3)** 1,73 + 0,68 (3)

Animais foram tratados diariamente por 1 semana com cocaina 10 e 20 mg/kg, i.p.,
etanol 2 e 4 g/kg v.0. e interacdo cocaina 10mg + etanol 2g (baixas doses) e
interacdo cocaina 20mg + etanol 4g (interacdo altas doses). O Scatchard
dopaminérgico foi realizado com [®H]-spiroperidol e os resultados expressos em
fmol/mg de proteina e nM em relacdo ao Bmax e Kd, respectivamente. Os valores
representam as X £ EPM do nimero de experimentos mostrados em parénteses. Para
analise estatistica, foi utilizado ANOVA e o Student-Newman-Keuls como teste
post hoc. *p<0,05 comparado com o controle. **p< 0.01 comparado com controles.



Figura 14 - Efeitos da cocaina nos receptores dopaminérgicos D2-simile sobre
os valores de Bmax em estriado de ratos
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Os animais foram tratados diariamente por 7 dias com cocaina 10 e 20g/Kg i.p.,
sendo decapitados 24 h apo6s a ultima injecdo. O Scatchard dopamineérgico foi
realizado com [*H]-spiroperidol e os resultados expressos em fmol/mg de proteina
em relacdo ao Bmax. Os valores representam a x + EPM do n° de experimentos em
cada grupo experimental. Para analise estatistica, utilizou-se ANOVA e teste
Student-Newman-Keuls como teste post hoc. **p<0,01



Figura 15 - Efeitos do etanol nos receptores dopaminérgicos D2-simile
sobre os valores de Bmax em estriado de rat
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Os animais foram tratados diariamente por 7 dias com Etanol 2 e 4 g/Kg v.0., sendo
decapitados 24 h apos a ultima injecdo. O Scatchard dopaminérgico foi realizado
com [*H]-spiroperidol e os resultados expressos em fmol/mg de proteina em relagdo
ao Bmax. Os valores representam a x + EPM do n° de experimentos em cada grupo
experimental. Para andlise estatistica, utilizou-se ANOVA e teste Student-Newman-
Keuls como teste post hoc. **p<0,01



Figura 16 - Efeitos da associacdo cocaina + etanol nos receptores
dopaminérgicos D,-simile sobre os valores de Bmax em estriado de ratos

fmol/mg de proteina

X
<

Os animais foram tratados diariamente por 7 dias com cocaina 10mg + etanol 2g
(intertacdo baixas doses) e cocaina 20mg + etanol 4 g (interacdo altas doses), sendo
decapitados 24 h apos a ultima injecdo. O Scatchard dopaminérgico foi realizado
com [*H]-spiroperidol e os resultados expressos em fmol/mg de proteina em relagdo
ao Bmax. Os valores representam a x + EPM do n° de experimentos em cada grupo
experimental. Para andlise estatistica, utilizou-se ANOVA e teste Student-Newman-
Keuls como teste post hoc. *p<0,05. **p<0,01.



6.4 — Efeitos da administracdo repetida de cocaina, etanol e a associagao

destes sobre os receptores M1+M2 simile em CE

Os resultados da determinacdo do nimero maximo de receptores (Bmax) e
constante de dissociacdo (Kd) foram expressos em fmoles/mg de proteina e nM,
respectivamente. Os nimeros mostrados nos resultados dos dados representam
média + EPM e em parénteses esta representado o nimero de experimentos feitos
em duplicata.

A Tabela 5 mostra os resultados da densidade de receptores M1+M2 simile
em corpo estriado de ratos tratados com coc 10 e 20 mg/kg, etanol 2 e 4 g/kg e a
associacao destes durante 7 dias. Ndo foram observadas alteracdes significativas nos
valores de Bmax (controle = 427,33 + 56; coc 10 = 410,1 + 10; coc 20 = 399,1 + 43;
Et 29 = 450 + 50; Et 4g = 400 % 60; Int baixas doses = 397 + 20 e Int altas doses =
402 +3) nem na constante de dissociagdo Kd nos grupos tratados em relacdo ao

controle



TABELA 5 - Efeitos da administracdo de cocaina e etanol na densidade dos
receptores muscarinicos em CE de ratos.

Grupos (M1 + My)-simile
Bmax Kd

Controle 427,33 + 56 (3) 1,29 + 0,15 (3)
Etanol 2g 450 + 50 (3) 1,34+ 0,4 (3)
Etanol 4g 400 + 60 (3) 1,1+ 0,95 (3)
Cocaina 10mg 410,1+ 10 (3) 1,23+ 0,02 (3)
Cocaina 20mg 399,1 + 43 (3) 1,10 + 0,34 (3)
Interacdo baixas doses 397 + 20 (3) 1,04 + 0,40 (3)
Interacdes altas doses 402 + 3 (3) 0,98 + 0,52 (3)

Animais foram tratados diariamente por 1 semana com cocaina 10 e 20 mg/kg, i.p.,
etanol 2 e 4 g/kg v.o. e interacdo cocaina 10mg + etanol 2g (baixas doses) e
interacdo cocaina 20mg + etanol 4g (interacdo altas doses), sendo as medidas
realizadas 24 h apos a ultima administracdo. O Scatchard muscarinico foi realizado
com [3H]-NMS e os resultados expressos em fmol/mg de proteina e nM em relacéo
ao Bmax e Kd, respectivamente. Os dados foram expressos como média + EPM do
namero de experimentos mostrados em parénteses. Para analise estatistica, foi
utilizado ANOVA e o teste Student-Newman-Keuls como teste post hoc quando
p<0,05.



6.5 — Efeitos da administracdo repetida de cocaina, etanol e a associacao destes

sobre os niveis de enzimas séricas

Os resultados da determinacdo dos niveis de enzimas séricas foram expressos
em mg/dL ou UJ/L, respectivamente. Os numeros mostrados nos resultados
representam média + EPM e em parénteses estd representado o nUmero de
experimentos feitos.

A Tabela 6 mostra os resultados dos niveis séricos de TGO, TGP colesterol
total em ratos tratados com coc 10 e 20 mg/kg, etanol 2 e 4 g/kg e a associagédo
destes durante 7 dias. Os animais tratados com cocaina apresentaram em ambas as
doses elevacbes dos niveis de TGO (controle = 106 + 10; coc 10 = 131 + 11; coc 20
= 144 + 9) enquanto que 0s animais tratados com a associacdo altas doses
apresentaram diminuicdo significativa (controle = 114 + 7; Int altas doses = 101
+ 8).

Em relacdo aos niveis de TGP, a cocaina promoveu, em ambas as doses,
diminuicdo significativa dos niveis séricos desta enzima (controle = 54 + 7; coc 10 =
33 + 3; coc 20 = 34 + 2), 0 mesmo ocorrendo com 0s animais que receberam a
associacgdo altas doses (controle = 51 + 7; int alt dose = 32 + 3). Com relacdo ao
colesterol total, ocorreu uma diminuigdo significativa dos niveis com 0s animais
tratados com cocaina (controle = 66,8 + 3; coc 10 = 53 + 4; coc 20 = 43 + 3), etanol
4g (controle = 69 + 2; Et 49 = 43 + 3) e a associacdo destes (controle = 69 + 4; int
baix dose = 52 £ 4; int alt dose = 52 + 3).

A Tabela 7 mostra os resultados dos niveis séricos de TRl e HDL em ratos
tratados com coc 10 e 20 mg/kg, etanol 2 e 4 g/kg e a associacdo destes durante 7
dias. Os animais tratados com Coc 10 (controle = 56 = 3; coc 10 = 42 + 4)
apresentaram reducdo dos niveis de TRI, sendo que Coc 20 promoveu efeito
contrario (controle = 36 + 6; coc 20 = 51 + 4). Os animais tratados com Et 4g

apresentaram um aumento significativo dos niveis de TRI (controle = 46 + 3; Et 4g



= 60 + 3), enquanto que os animias tratados com a associacdo apresentaram
diminuicéo dos niveis (controle =74 + 7; int bai dose = 53 + 4; int alt dose = 49 + 4).
Em relacdo ao HDL, todos os grupos apresentaram diminuicdo significativa dos
niveis séricos desta lipoproteina (controle = 29 + 1; coc 10 = 22 + 2; coc 20 = 21 +

2; Et2g =24+ 1; Et 4g = 20 £+ 2; Int bai dose = 23 + 2; Int alt dose = 23 + 2).



Tabela 6 — Efeitos da administracdo de cocaina, etanol e a associacao destes nos
niveis de TGO, TGP e Colesterol total

Grupo TGO TGP Col.T
Cocaina pré 106 + 10(9) 54 + 7(10) 66,8 + 3(9)
10mg/kg  pos 131 + 11(10)* 33 + 3(10)* 53+ 4(10)*
Cocaina pré 123 + 9(11) 51 +7(9) 69+ 3(10)
20mg/kg  pos 144 + 9(10)** 34 +2(11)* 43 + 3(10)***
Etanol pré 139 + 7(10) 43 + 6(9) 60 + 1(10)
20/kg pos 133 + 6(9) 47 + 6(9) 51 +5(9)
Etanol pré 142 + 6(10) 48 + 6(10) 69+ 2(9)
49/kg pos 127 +7(9) 45 + 6(8) 43 + 3(9)***
Interacdo pré 111 + 6(10) 40 + 3(7) 69 + 4(9)
Baixa dose pos 110 + 6(9) 40 + 3(11) 52 + 4(10)*
Interacdo pré 114 + 7(10) 51 +7(10) 70 +4(11)
Alta dose  pos 101 + 8(9)* 32 + 3(9)* 52 + 3(9)*

Os animais foram tratados diariamente durante 7 dias com cocaina (10 e 20mg/kg,
i.p.), etanol (2 e 4 g/kg, v.0.) e as associagOes cocaina 10mg + etanol 2g (interacéo
baixas doses) e cocaina 20mg + etanol 4g (interacdo altas doses) ou agua destilada.
O sangue dos animais foi coletado 24 h ap6s a Gltima administracdo das drogas, pelo
plexo orbital, para analise bioquimica. Os dados em mg/dL ou U/L séo
representados como média + EPM do nUmero de experimentos mostrado em
parénteses. Para a analise estatistica, foram utilizados ANOVA e o teste de Student-
Newman-Keuls como post hoc.
*p<0,05;**p<0,01;***p<0,001



Tabela 7 — Efeitos da administracdo de cocaina, etanol e a associa¢ao destes nos

niveis de Triglicerideos e HDL

Grupos Tri HDL
Cocaina  pré 56 + 3(8) 29 + 1(10)
10mg/kg  pos 42 + 4(8)** 22 + 2(10)*
Cocaina  pré 36 + 6(7) 29 +1(11)
20mg/kg  pos 51 + 4(10)* 21 + 2(10)*
Etanol pré 60 + 10(9) 31 +1(10)
20/kg pos 54 + 5(8) 24 + 1(10)*
Etanol pré 46 + 3(9) 29 + 1(10)
49/kg pos 60 + 3(8)** 20 + 2(9)*
Interacdo pré 74+ 7(11) 28 + 1(11)
Baixa dose pos 53 + 4(10)* 23 + 2(10)*
Interacdo pré 74 + 5(7) 29 + 1(10)
Alta dose pos 49 + 4(8)** 23 + 2(9)*

Os animais foram tratados diariamente durante 7 dias com cocaina (10 e 20mg/kg,
i.p.), etanol (2 e 4 g/kg, v.0.) e as associa¢des cocaina 10mg + etanol 2g (interacdo
baixas doses) e cocaina 20mg + etanol 4g (interacdo altas doses) ou agua destilada.
O sangue dos animais foi coletado 24 h ap0s a ultima administracao das drogas, pelo
plexo orbital, para analise bioquimica. Os dados em mg/dL ou U/L sdo
representados como média + EPM do numero de experimentos mostrado em
parénteses. Para a analise estatistica, foram utilizados ANOVA e o teste de Student-
Newman-Keuls como post hoc.

*p<0,05;**p<0,01;***p<0,001



6.5 — Analise histopatolégica de animais tratados com cocaina, etanol e a

associacao destes

Os animais tratados com cocaina (10 e 20mg/kg), etanol (2 e 4 g/kg) e as
associagdes cocaina 10mg + etanol 2g (interacdo baixas doses) e cocaina 20mg +
etanol 4g (interacdo altas doses) ndo apresentaram alteracbes nos estudos
histopatoldgicos, feitos nas estruturas cerebrais.

Com relacdo ao musculo cardiaco, a cocaina em ambas as doses promoveu
congestédo e edema intersticial, mas sem necrose. Os animais tratados com etanol nas
doses estudadas apresentaram alteracGes histopatologicas semelhantes ao grupo
tratado com cocaina, porém estas alteracdes se mostraram mais intensas. Os animais
tratados com a interacdo (em ambas as doses) também apresentaram no musculo
cardiaco edema acompanhado de congestdo, mas sem necrose evidente (figura 17).

O estudo histopatologico do figado dos animais tratados com cocaina
mostrou que, no grupo Coc 10mg ocorreu dilatacdo de sinuséides (congestdo)
acompanhada de uma ocorréncia difusa de aglomerados linféides em espacos
portais. J& com o grupo Coc 20, foi observada uma intensificacdo da lesdo, com
edema, aglomerado de células inflamatorias (linfocitos) no intersticio (necrose),
células com citoplasma mais claro proximo a veia centrolobular e presenca de
microinfiltrados no intersticio. No grupo tratado com etanol 2g/kg, foi observada
microvesiculagdo com areas de degeneracdo mais hidréfila, congestdo e dilatacéo
dos seios.

Os animais tratados com etanol 4g/kg apresentaram no tecido hepatico
intensificacdo da lesdo com agregados linféides, congestéo e dilatagdo sinusoide e
presenca de area de degeneracdo hidrofita (perda de coloracdo do citoplasma) em
estadgio inicial. Quanto ao grupo tratado com as interacbes, ocorreu uma
potencializacdo da promocédo de lesGes em relacdo aos tratamentos com as drogas
individuais. Os animais tratados com a interagdo em baixas doses apresentaram

congesta, hipertrofia e hiperplasia das células de Kupfer, microagregados de celulas



mononucleares em torno da veia centrolobular no intersticio e congestdo. Por sua
vez, 0 grupo tratado com a interacdo em altas doses apresentou no tecido hepatico
Congestdo nitida, degeneracdo mais acentuada dos hepatocitos que nos demais
grupos estudados, alguns hepatocitos com nucleo hipercromatico e &reas de

degeneracdo hidrofita em torno da regido centrolobilar (figura 18).



Figura 17 — a) Musculo cardiaco normal de ratos tratados com salina. b e ¢)
Musculo cardiaco de ratos tratados com cocaina 10 e 20mg respectivamente. d
e e) Musculo cardiaco de ratos tratados com etanol 2 e 4g/kg respectivamente.
f e g) Musculo cardiaco de animais tratados com interacdo baixas doses e altas
doses respectivamente (aumento de 200 x).




Figura 18 — a) Figado normal de ratos tratados com salina. b e ¢) Figado de ratos
tratados com cocaina 10 e 20mg respectivamente. d e e) Figado de ratos tratados
com etanol 2 e 4g/kg respectivamente. f e g) Figado de animais tratados com
interacdo baixas doses e altas doses respectivamente (aumento de 200 x).



7 - DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivo estudar as alteracGes neurobioldgicas (niveis
de monoaminas — DA, DOPAC e 5-HT, receptores muscarinicos e dopaminérgicos
D,), bioquimicas e histopatoldgicas desencadeadas pelo uso sub-crénico da cocaina,
etanol e a associacdo destes em CE de ratos 24 h apos a retirada das drogas em
animais sensibilizados comportamentalmente.

Neurdnios dopaminérgicos mesolimbicos que se originam na ATV e se
projetam no Ndcleo accumbens e outras areas do mesencéefalo sdo substratos bem
conhecidos para a recompensa e o reforco e sdo também importantes alvos para a
acdo da cocaina, cocaetileno e outros psicoestimulantes. Muitos estudos descrevem
os efeitos da administracdo de drogas nesta via (Wise & Bozarth, 1987; Koob &
Bloom, 1988; Kuhar et al., 1991) sendo que os mais recentes, feitos em animais,
observaram os efeitos que ocorrem com a retirada apos administracdo repetida de
cocaina nos parametros bioguimicos associados com neurdnios mesolimbicos. Os
resultados mostraram mudancgas importantes e prolongadas nos neurdnios durante o
periodo de retirada. Alteracbes nos neurotransmissores, receptores ou enzimas
freqlientemente refletem algumas modificacdes gerais ou perturbagdes e isto pode
criar um neurbnio anormal. Estas mudancas podem ser similares aquelas que
ocorrem em humanos durante a retirada apds um uso crénico e, dessa forma, auxiliar
no entendimento das bases ou alguns aspectos do desejo e recaida ao uso de drogas
(Kuhar et al., 1996).

Nos nossos experimentos, o periodo de retirada foi de 24 h, periodo este que
deve ser entendido como o tempo decorrido apds o ultimo dia de tratamento com
cocaina, etanol e a associacdo destes, tendo o tratamento a duracéo de 7 dias, 0 que
ndo implica necessariamente em uma sindrome de abstinéncia fisiologica ou

comportamental.



A administragdo continuada de psicoestimulantes em roedores resulta em um
aumento progressivo na resposta locomotora estimulante a uma subsequente dose
adicional do psicoestimulante (Robinson e Becker 1986; Kalivas e Stewart 1991).
Este fendmeno é referido como sensibilizacdo comportamental e é utilizado como
modelo animal para o aumento progressivo da disforia, ansiedade e paranodia que
freqlientemente estdo associados com o abuso crénico de psicoestimulantes (Segal e
Weinstock 1983; Post e Weiss 1988). Esta sensibilizacdo a cocaina pode ser
produzida por uma unica exposi¢do a droga e € de longa duracdo (Post & Rose,
1976).

Os nossos resultados demonstraram que a cocaina apresentou uma atividade
estimunte do sistema nervoso central, visto que houve um aumento na atividade
locomotora produzida pela cocaina no 7° dia em relacdo ao aumento produzido no
1° dia. O aumento no 7° dia foi significante em relacdo ao 1° dia de tratamento, ndo
havendo diferencas entre os resultados do controle, sendo este um dos critérios para
se determinar uma sensibilizacdo comportamental. A literatura relata que esta
sensibilizacdo comportamental acarreta varias modificacdes principalmente no SNC.
Neste trabalho em particular, o que se tentou avaliar, utilizando ratos tratados
durante 7 dias e submetidos a um periodo de 24 h de retirada da droga, foi se tais
modificacdes citadas na literatura persistem apos este periodo de retirada.

O aumento observado na ALE, também foi observado por outros
pesquisadores e usado como critério para determinacdo da sensibilizacdo
comportamental. Pierce et al., 1995, utilizando cocaina 15 mg/kg, observaram que a
resposta comportamental & droga no 7° dia de tratamento foi aproximadamente o
dobro daquela vista no 1° dia de administracdo. Shimada et al., 1997, estudaram a
ALE durante 8 dias e notaram um aumento progressivo causado pela administracédo
repetida da droga. No presente trabalho, observou-se que a associacdo cocaina +
etanol em ambas as doses ndo promoveu diminuicdo significante da ALE nos
animias tratados em relacdo ao grupo controle. Este fato pode ser explicado pela

associacdo da cocaina, revertendo a acdo depressora do etanol, e pela possivel



formacdo do cocaetileno, que também atuaria estimulando a atividade locomotora e
diminuiria, assim, as ac6es depressoras do etanol.

A administracdo de cocaetileno em ratos promove alteracdes comportamentos
tais como aumento da atividade locomotora, excitacdo das respostas ativas e
sensibilizacdo contexto-dependente (Katz et al., 1992; Prinssen et al., 1996;
Schechter et al., 1995). Similarmente, o cocaetileno produz em humanos uma
miriade de efeitos subjetivos, incluindo euforia, semelhante aquela produzida pela
cocaina (McCance et al., 1995; Perez-Reyes et al., 1992). Trabalhos demonstram
ainda que ratos Long-Evans LE apresentam menor sensibilidade comportamental
para 0 cocaetileno em relacdo a ratos Sprague-Dawley SD (Horowitz et al., 1997).
Este fato é particularmente intrigante pelo fato de ndo ocorrerem diferencas na
sensibilidade de comportameto com a cocaina (Horowitz et al., 1997). Os fatores
responsaveis pela variacdo de responsividade para o cocaetileno ndo sdo conhecidos,
mas podem envolver: 1- diferencas na biodisponobilidade do cocaetileno ou, 2-
diferencas na transmissdo dopaminérgica e serotonérgica em regibes discretas do
cerebro mediando atividades comportamentais.

Muitas hipoteses foram sugeridas para justificar esta sensibilizacéo,
incluindo: aumento da liberagdo de dopamina (Robinson & Becker, 1986),
dessensibizacdo de autoreceptores dopaminérgicos (Kalivas et al., 1988, Henry et
al., 1989, Ackerman & White, 1990) e alteracbes dopaminérgicas pos-sindpticas
(Memo et al., 1981). Usando medidas in vivo da transmissdo dopaminérgica, foi
mostrado que a resposta estimulatéria motora aguda a psicoestimulantes é
acompanhada por um aumento extracelular de dopamina na area tegumentar ventral,
nucleo accumbens, corpo estriado e cortex pré-frontal (Sharp et al., 1987; Di Chiara
e Imperato, 1988; Bradberry et al., 1989; Carboni et al., 1989; Kuczenski e Segal
1989; Moghaddam et al., 1990). Similarmente, a sensibilizacdo da atividade
locomotora produzida pela administracdo repetida de psicoestimulantes a roedores
esta associada com o aumento na concentracdo de dopamina extracelular observado

na area tegumentar ventral, nacleo accumbens e corpo estriado ap6s 0 uso de uma



dose extra do psicoestimulante (Robinson et al., 1988; Akimoto et al., 1990;
Kazahaya et al., 1989; Pettit et al., 1990, Kalivas e Duffy 1990; 1993a,b; Patrick et
al., 1991; Parsons e Justice 1993). A alteracdo pré-sindptica na liberacdo de
dopamina é acompanhada por um aumento na responsividade do receptor D; no
Nucleo accumbens (Higashi et al., 1989; Henry e White, 1991). Estas alteracdes pré
e pos-sinapticas provém de evidéncias primarias da hipotese de que o aumento da
transmissdo dopaminérgica no Ndcleo accumbens e corpo estriado € um importante
substrato na mediacdo da sensibilizagcdo comportamental a psicoestimulantes.

A sensibilizacdo comportamental esta relacionada com alteragcbes na
plasticidade sinaptica e, de fato, compartilha algumas propriedades com a
potenciagdo que ocorre em longo prazo (long-term potenciation), o tipo de
plasticidade sindptica mais bem conhecido. Muitas modificagdes associadas com a
inducdo da sensibilizagdo comportamental por estimulantes psicomotores, incluindo
modificacbes neuroquimicas, eletrofisiologicas, moleculares e morfoldgicas foram
identificadas. Além da importancia para a neurociéncia basica, a sensibilizacdo
comportamental tem também relevancia clinica. Varias evidéncias sugerem que a
sensibilizacdo exerce um importante papel no abuso humano da cocaina. Em
particular, a sensibilizacdo comportamental pode contribuir para o intenso desejo,
alta taxa de recaida, e psicose parandica associada com o abuso da cocaina.

A acdo primaéria da cocaina é sua interferéncia com o transporte de dopamina,
NE e 5-HT (Boja e Mell, 1998; Gawin, 1991; Feldman et al., 1997). A cocaina
parece ndo produzir liberagdo, mas sim atuar aumentando os niveis intersindpticos
dos neurotransmissores pelo blogueio da sua recaptacdo (Boja e Mell, 1998; Gawin
1991; Feldman et al., 1997). Esta elevacdo nos niveis de neurotransmissores
intersinapticos, especialmente a dopamina, pode produzir os efeitos de desejo pelo
uso da droga. Boja e Mell, 1998 detalham os efeitos da cocaina no transportador de
dopamina (DAT). O DAT consiste em uma estrutura que apresenta sitios de ligacao
para uma molécula de dopamina, cloreto e dois ions sodio. Quando estes compostos

estdo ligados, o transportador sofre uma alteracdo conformacional, liberando



dopamina dentro do neur6nio pré-sinaptico. Ao se ligar, tanto cocaina como
cocaetileno promovem uma inibicdo deste transporte. Esta inibicdo do complexo
DAT pode resultar em um aumento da concentracdo de dopamina no espaco
extracelular de até 100 vezes (Carlson, 1998).

As propriedades de reforco podem ser mediadas por um aumento de
dopamina no Nucleo accumbens (De Wit & Wise, 1977). Injecdes sistémicas e
intracerebrais de cocaina aumentam a dopamina extracelular no Ndcleo accumbens e
no cortex pré-frontal (Bradberry & Roth, 1989; Church et al., 1987; Hernandez &
Hoebel, 1988; Hernandez et al., 1988; Hurd & Ungerstedt, 1989; Moghaddam &
Bunney, 1989). Estes efeitos parecem ser independentes das propriedades
anestésicas locais da droga, pois injecdes de lidocaina (um anestésico local) no
acumbens ndo provocam a liberacdo de dopamina (Hernandez et al., 1991).

Neste trabalho foi observado que 24 h ap6s a ultima administracdo de
cocaina, 0s niveis de dopamina permaneceram elevados em ambas as doses
administradas de cocaina, ndo ocorrendo alteracdes significantes nos seus
metabdlitos, DOPAC e HVA. Também ndo foram observadas alteracGes
significantes nos niveis de serotonina (5-HT). O aumento da concentracdo de
dopamina durante o tratamento com cocaina em homogenatos de corpo estriado é
citado na literatura, entretanto, os resultados com relacdo a retirada da droga, ainda
sdo controversos. Alguns pesquisadores encontraram uma persisténcia no aumento
desta monoamina, enquanto outros observaram niveis diminuidos ou inalterados
apos 24 h de retirada.

Kalivas et al., (1993) mediram tanto o efluxo de dopamina como a atividade
locomotora simultaneamente nos mesmos animais e encontraram uma correlacéo
entre mudancas nestas duas medidas, onde aumentaram apds um periodo de
tratamento repetido com cocaina. Em um estudo posterior, sendo examinado mais
cuidadosamente o tempo de curso dos dois efeitos, Kalivas e Duffy, 1993,
demonstraram que, apos um regime de tratamento de 5 dias com cocaina 15 mg/kg,

a atividade locomotora foi aumentada e se observou uma persisténcia nos niveis



aumentados de dopamina 24 h apds a administracdo da Gltima dose do tratamento.
Além disso, niveis similares de aumento de atividade locomotora foram observados
4, 10 e 20 dias apds o tratamento com uma dose teste. Porém, niveis elevados de
dopamina no Nucleo accumbens, em resposta a injecdo de cocaina, foram
observados apenas 10 e 20 dias no pos-regime, mas ndo nos primeiros dias de teste.

Um estudo feito por Koob et al., 1987, também observou mudangas no efluxo
e nos niveis basais de dopamina induzidos pela droga, e niveis basais de dopamina
seguindo o tratamento repetido com cocaina. Este estudo mostrou que 0s niveis
basais da dopamina foram aumentados no 1° dia de tratamento seguindo um regime
de administracdo de cocaina 10 e 30 mg/kg, por 10 dias, nos ratos. Sete dias ap0s 0
término do regime de tratamento repetido com cocaina, os niveis de dopamina
retornaram aqueles observados nos animais tratados com salina.

Em contraposicéo, Alburges et al., 1996, ao monitorarem a concentracdo de
monoaminas no SNC de ratos usando a técnica de HPLC-EC, seguindo um esquema
de tratamento de 5, 10, 15, 20 e 25 mg/kg, i.p., duas vezes ao dia, por 21 dias,
encontraram que 12 horas ap6s a Ultima administracdo de cocaina, as concentracdes
de monoaminas corticais e estriatais e seus metabolitos ndo foram significantemente
diferentes dos animais tratados com salina.

Com relacdo aos metabdlitos DOPAC e HVA, nossos resultados nao
demonstraram alteragdes significantes nas suas concentragdes. Estes achados estéo
de acordo com os de Yeh e De Souza, que ao tratarem animais com cocaina (20
mg/kg, 2 vezes ao dia, por 8 dias) ou salina observaram que 1, 8, 15 ou 48 dias apds
a ultima injecéo de cocaina, as concentraces de NE, DA, 5-HT e seus metabolitos
no cortex frontal, hipocampo, corpo estriado, hipotalamo, mesencéfalo, tronco
encefalico e medula espinhal ndo foram significantemente diferentes daquelas
encontradas nos animais tratados com salina em nenhum dos periodos de retirada
examinados.

Pouco é conhecido sobre o exato mecanismo pelo qual a cocaina bloqueia a

recaptacdo de outras monoaminas. Acredita-se que a molécula de cocaina pode



interagir com o transporte de serotonina no sitio de ligacdo da imipramina (Gawin,
1991). Foi mostrado que a cocaina tem uma afinidade similar para todos os trés
sistemas monoaminérgicos, embora existam algumas evidéncias de que a cocaina
tenha uma menor afinidade pela 5-HT do que pela dopamina (Feldman et al., 1997),
0 que poderia explicar o fato do presente trabalho ndo ter visualizado alteracGes
significativas nos niveis de serotonina (5-HT) e de seu metabdlito 5-HIAA. Em
oposicdo, a associacdo cocaina 20mg + etanol 4g (interacdo altas doses) promoveu
uma elevacdo significante dos niveis de serotonina (5-HT), o que provavelmente se
explica pela formacéo in vivo do cocaetileno, que atuaria potencializando as acdes
da cocaina no bloqueio da recaptacdo deste neurotransmissor.

E sabido que tanto a cocaina como o cocaetileno atuam no mecanismo de
recaptacdo mediado pela proteina transportadora de 5-HT (Akunne et al., 1992; Ritz
et al.,, 1990; Rudnick & Wall, 1991). Este transportador de 5-HT foi clonado
(Blakely et al., 1991; Hoffman et al., 1991) e sua atividade € inibida pela cocaina
(Ramamoorthy et al., 1993).

Nossos resultados obtidos em relacdo aos niveis de monoaminas e
metabdlitos indicam que um periodo de retirada de 24 horas pode ndo ser suficiente
para o inicio da sindrome de abstinéncia, pelo menos em ratos, pois o que foi visto
neste periodo de retirada € que 0S neurotransmissores continuam com seus niveis
elevados, 0 que € uma caracteristica do uso repetido da droga e ndo da sindrome de
abstinéncia, onde ocorrem sinais e sintomas indicativos de uma disfungéo
(diminuicdo) serotonérgica e dopaminérgica. Portanto, parece que o que foi
evidenciado neste estudo constitui indicativo de uma permanéncia no bloqueio da
recaptacdo das monoaminas apos 24 horas de retirada.

A administracdo simultanea de cocaina e etanol resulta na formacdo de um
metabdlito farmacologicamente ativo da cocaina, o cocaetileno (Rafla et al., 1979).
Estudos mostram que o cocaetileno é sintetizado in vivo pelas a¢bes de enzimas
carboxilesterases presentes no figado tanto em ratos como em humanos (Boyer et

al., 1992; Dean et al.,, 1991). O cocaetileno, assim como a cocaina, se liga ao



transportador de dopamina no parénquima cerebral inibindo a recaptacdo de
dopamina em neurdnios pre-sinapticos (Hearn et al., 1991; Jatlow et al., 1991). Estes
resultados corraboram com os resultados obtidos nos nossos experimentos, onde se
observa um aumento significante dos niveis de dopamina nos animais tratados com a
associacdo cocaina + etanol em ambas as doses. Esta elevacdo dos niveis de
dopamina pode estar relacionada tanto com as ac¢des da cocaina como com a
formacéo in vivo do cocaetileno.

Em contraste com a cocaina, o cocaetileno apresenta uma afinidade
relativamente baixa pelo transportador de serotonina (5-HT), sendo, portanto, suas
acoes mais especificas no eixo dopaminérgico em relacdo ao composto original. No
presente trabalho, a associa¢do cocaina 20mg + etanol 4g promoveu um aumento
dos niveis de serotonina (5-HT), o que ndo ocorreu com as drogas utilizadas
isoladamente.

Neste trabalho foi observado que 24 horas apds a retirada de cocaina, a
densidade dos receptores D,-simile apresentou-se diminuida no corpo estriado de
ratos nas duas doses estudadas (10 e 20 mg/kg. Segundo Hamdi & Prasad (1993). A
downregulation pode ser explicada pelo aumento da concentracdo dopamina no
terminal sinaptico, induzido pela cocaina.

O receptor D, parece ter um papel crucial no desenvolvimento da
dependéncia. Acredita-se que ele tem uma importante funcdo no desejo e na
administracdo compulsiva da droga. O efeito da administracdo cronica da cocaina
nos receptores D, € 0 aumento da densidade no tubérculo olfatorio, nicleo
accumbens rostral e caudado-putamen (Katz et al., 1999).

O receptor D, pode ser localizado pré e pos-sinapticamente, sendo que a
densidade dos pos-sindpticos € maior que a dos pré-sinapticos. A dopamina
normalmente interage com o0s receptores D, acelerando a velocidade do
transportador de dopamina e aumentando o clearence de dopamina. Baseado no fato
de que receptores D, abrem canais de potassio, 0s quais hiperpolarizam a membrana,

aumentos nos niveis de dopamina extracelular podem produzir dois efeitos via



ativacdo de receptores D,: inibicdo da liberacdo de dopamina e aceleracdo da
captacdo de dopamina, que podem trabalhar em conjunto e limitar a ativacdo do
receptor pos-sinaptico (Staley et al., 1998).

Os resultados obtidos neste estudo em relagdo aos receptores D, estdo de
acordo com Pilotti, 1997, que demonstrou resultados semelhantes aos obtidos aqui
ao utilizar técnicas de imagem para ajudar a identificar alteracBes ocorridas
subsequentes ao uso repetido e retirada da droga, encontrou uma profunda
deficiéncia no receptor D, nos neurbnios dopaminergicos mesoestriatais em
humanos. Ja Kunko et al., 1998, ap0s tratamento por 7 dias com cocaina nas doses
de 15, 30 e 50 mg/kg e 24 horas de retirada ndo observaram modificacbes nos
valores de Bmax nem de Kd para os receptores D; e D,, no nucleo accumbens e
caudado-putamen.

Nossos resultados sugerem que modificacdes pre-sinapticas na liberacdo de
dopamina causadas pela administracdo de cocaina requerem ativacdo dos receptores
D, ao invés de um simples bloqueio na captagdo de dopamina. Tentativas prévias de
bloquear a sensibilizagdo comportamental apos injecGes repetidas de cocaina com
antagonistas dos receptores dopaminérgicos ndo-seletivos tém resultado em bloqueio
completo ou parcial (Gale, 1984) dando suporte a esta relacdo. A ativacdo de
receptores dopaminérgicos, a maioria dos quais localizados pés-sindpticamente,
pode entdo, afetar mecanismos pré-sindpticos determinando a liberacdo de dopamina
em pools susceptiveis a diferentes tipos de estimulacdo. Além disso, parece que as
vias estriatonigral e nigroestriatal participam integralmente desta via de retro-
alimentacdo e sdo necessarias para a ocorréncia deste aumento.

Quanto aos efeitos sobre os receptores D2-simile observados apds a
administracdo de etanol durante 7 dias (2 e 4 g/kg, v.0.) e com tempo de retirada de
24 h, uma downregulation foi verificada. No que se refere a constante de
dissociagdo, uma tendéncia a aumento foi observada nos valores de Kd nos

receptores D2 ap0s o tratamento com etanol em ambas as doses praticadas. Os



resultados de downregulation encontrados neste trabalho concordam com os de
Hamdi & Prasad (1993) que também observaram uma downregulation.

Na&o existe consenso quanto ao efeito do etanol nos receptores D2. Enquanto
alguns trabalhos encontraram um aumento (Hruska et al., 1988) outros relataram néo
haver diferenca (Lucchi et al., 1988) em receptores D2-simile. Um trabalho recente
(Souza-Formigoni et al., 1999) observou aumento na densidade de receptores D2 no
nucleo caudado-putamem ventrolateral somente em camundongos sensibilizados, e
nenhuma diferenca em outras regides, incluindo Nucleo accumbens, bulbo olfatério
e substancia negra.

Esses resultados aparentemente contraditorios podem ser devidos a diferentes
protocolos experimentais, tais como: dose de etanol, estado nutricional, idade e ragas
dos animais estudados (Lucchi et al., 1988; Hietala et al., 1990; Nevo & Hamon,
1995). Com relacdo aos receptores dopaminergicos, periodos prolongados de
tratamento levam a uma resposta especifica de downregulation (Lucchi et al., 1988;
Syvalahti et al., 1988) baseado na perda geral da funcdo neuroreceptora. Segundo
Hamdi & Prasad (1993) a downregulation também pode ser explicada: 1 - pelo
aumento da sintese e liberacdo de dopamina no terminal sindptico, induzido pelo
etanol; 2 - o etanol poderia modificar a estrutura da membrana (Deitrich et al.,
1989), resultando em uma diminuicdo na incorporacdo da proteina receptora dentro
do dominio da membrana e levando a uma downregulation; 3 - o etanol poderia
modular a regulacdo do receptor na transcricdo genética diminuindo a funcédo do
receptor.

Segundo Rilke et al., (1995), o efeito da auto-administragéo cronica de etanol
também parece depender de envolvimento ambiental. Assim, esses autores
mostraram que receptores D2 sofrem diminuigdo do numero apos tratamento crénico
em ratos agrupados, mas ndo em animais isolados socialmente.

O presente trabalho demonstrou que a associagdo cocaina + etanol promoveu
uma diminuicdo do numero de receptores D2 — simile, sem altera¢6es significativas

nos valores de Kd. Esta downregulation foi mais intensa que a promovida pelos



tratamentos com cocaina e etanol isoladamente, principalmente com a interagdo
altas doses (Cocaina 20mg + etanol 4g). Esta potencializacdo de efeito pode ser
explicada pela somacédo de acfes da cocaina e do etanol, j& que os grupos tratados
com estes agentes isoladamente apresentaram também uma diminuicéo.

A cocaina inibe diretamente os receptores colinérgicos muscarinicos e
nicotinicos (Platt, 1995). Sharkey et al., 1988 mostraram que a cocaina era capaz de
exibir afinidade micromolar por receptores muscarinicos e seus resultados sugerem
que a mesma ndo atua como agonista dos receptores muscarinicos, pois quando na
presenca de cocaina o coeficiente de Hill ndo é diferente de 1. No caso da
administracdo de drogas agonistas o coeficiente de Hill é < 1 (ex.: carbacol).
Portanto, o referido autor demonstrou pela 12 vez que a cocaina inibia os receptores
colinérgicos cerebrais, ou seja, se comporta como antagonista.

Vaérios trabalhos reportam que as propriedades de reforco da cocaina séo
mediadas via inibi¢do do transporte de dopamina (Ritz et al., 1987). Porém, deve ser
lembrado que a atropina, aparentemente antagoniza a auto-administragdo de cocaina,
sugerindo que, mecanismos colinérgicos podem estar envolvidos nas propriedades
de reforco comportamental da cocaina (Wilson e Schuster, 1973). Sharkey et al.,
1988 esclareceram que a possibilidade das propriedades anticolinérgicas da cocaina
podiam interferir com a auto-administracdo da droga através de um mecanismo
indireto, visto que a concentracdo de (-) cocaina requerida para inibir os receptores
muscarinicos foi de aproximadamente 20 vezes mais alta do que as concentracGes
plasmaticas que produzem euforia em voluntarios humanos (Fischman et al., 1976,
1983). Vale salientar que altas concentra¢fes sanguineas de drogas anticolinérgicas
estdo associadas com déficits cognitivos e delirio (Tune et al., 1981).

Nossos experimentos ndo mostraram alteragdes significativas na densidade
dos receptores muscarinicos no corpo estriado nem no Kd nos animais tratados com
cocaina, etanol e a associacdo destes em ambas as doses. De fato, ndo existe um
consenso acerca das agdes promovidas na densidade dos receptores colinérgicos.

Consolo et al., 1992, através da técnica de microdialise, demonstraram que a



administracdo de cocaina estimula a producdo de acetilcolina estriatal. Assim,
possivelmente este aumento da acetilcolina pode levar a uma diminuicdo
compensatoria do nimero de receptores.

Heidbreder e Shippenberg, 1996, ao tratar animais por 5 dias com
escopolamina (3,0 mg/kg, s.c.), um antagonista muscarinico em combinacdo com
cocaina (20 mg/kg, i.p.), observaram que a sensibilizacdo comportamental
desenvolvida quando a cocaina é administrada sozinha era prevenida, sugerindo um
importante papel do sistema colinérgico na mediacdo da sensibilizacdo
comportamental da cocaina.

Resultados contrarios aos nossos com relacéo ao corpo estriado, foram vistos
por Lipton et al., 1995, que observaram que administracGes de cocaina por 5 dias
através de implante subcutédneo e 12 horas de retirada promoviam um aumento de
24 % nos receptores muscarinicos. Nos experimentos feitos apds 48 horas de
retirada foi observado que apds este periodo os receptores voltavam a niveis normais
(controle). Apds 3 dias de administracdo continua de cocaina através de implante
subcutaneo e 21 dias de retirada, houve apreciavel reducdo (26 %) na ligacdo do
(3H)-QNB no corpo estriado, enquanto que ap6s a administracdo por 5 e 21 dias de
retirada houve uma reducéo de 45 % no ligacdo do (3H)-QNB.

No que se refere as alteragbes bioquimicas, analisando os resultados do
presente trabalho, pode-se observar que o tratamento durante 7 dias com cocaina, em
ambas as doses, causou alteracdes significativas nos niveis de TGO, TGP,
colesterol total, triglicérides e HDL.

J& o tratamento durante 7 dias com etanol promoveu altera¢6es significativas
nos niveis de triglicerideos, HDL e colesterol total. A associacdo entre cocaina e
etanol também foi efetiva em promover alteracbes em todos os pardmetros
enzimaticos analisados.

O aumento nos niveis de TGO observado nos animais tratados com cocaina,
em ambas as doses, sugere uma alteracdo hepatica produzida pela cocaina nos

animais tratados.



A cocaina e o etanol sdo conhecidos por suas capacidades de causar lesdes
hepaticas, que podem ser determinadas através da analise de variagfes nas
concentracOes de enzimas hepatocelulares, como TGO e TGP (Smith et al., 1991;
Enomoto et al., 1999). Essas enzimas sdo marcadores classicos, pois refletem danos
hepatocelulares, sendo que a TGO se localiza tanto no citosol como na mitocdndria,
sendo sua elevagdo caracteristica de uma lesdo mais grave e mais profunda,
enguanto que a TGP se localiza somente no citosol e sua elevacdo representa uma
lesdo menos profunda.

Alguns trabalhos mostram que o uso crénico do etanol parece ter um efeito
protetor em doencas coronarianas, decorrente de sua agdo que aumenta o0s niveis de
apolipoproteinas APO A1 e colesterol HDL (Kiechl et al., 1998). Neste trabalho, em
contrapartida, tanto cocaina e etanol isoladamente como a combinacdo destes,
mostrou-se efetiva em reduzir os niveis de triglicerideos, HDL e colesterol total,
revelando uma acdo protetora da funcédo cardiovascular no que diz respeito ao
aparecimento de doencas cardiovasculares relacionadas com o aparecimento de
trombos e placas aterosclerdticas.

Evidéncias clinicas e experimentais tém mostrado que a cocaina apresenta
efeitos hepatotoxicos em animais de laboratério e em humanos (Perino et al., 1987;
Wanless et al., 1991; Kanel et al., 1990; Silva et al., 1991). O mecanismo proposto
para a acdo hepatotdxica da cocaina envolveria espécies reativas de oxigénio, as
quais seriam produzidas durante o metabolismo da cocaina para norcocaina pelo
citocromo p-450 (Boelsterli et al., 1993). Estudos patolégicos tém implicado o
estresse oxidativo gerado pelo acumulo de espécies reativas de oxigénio como o
responsavel pela lesdo hepatica gerada pela cocaina. N0ssos experimentos
demonstraram em estudos histopatolégicos a presenca de alteracdes inflamatorias no
tecido hepético dos animais tratados com cocaina em ambas as doses. O abuso de
cocaina em humanos esta associado tipicamente com o aparecimento de zonas de
necrose hepatica (Wanless et al., 1990). Tratamentos cronicos com cocaina em

camundongos promovem morte mitocondrial e necrose centrolobular (Gotlfried et



al., 1986). Estudos in vitro demonstram também a acdo hepatotdxica da cocaina.
Hepatdcitos de ratos expostos a 1 ou 10 mM de cocaina em cultura por 24 horas
apresentam perda substancial de viabilidade celular como indicado pela liberacdo de
LDH (Robert set al., 1990).

Os efeitos do etanol no figado sdo numerosos e variados. Jover et al., 1991,
demonstraram que o etanol aumenta a hepatotoxicidade induzida pela cocaina em
camundongos e humanos. Isto estaria de acordo com nossos resultados, que
mostraram que o etanol isoladamente promoveu altera¢fes histopatologicas leves,
mas quando associado a cocaina, se mostrou muito mais eficiente em promover
lesBes hepaticas, o que € reforcado pelo fato de que a necrose so foi observada no
figado dos animais tratados com a interagdo em altas doses de cocaina e etanol. O
mecanismo preciso de como ocorre esta potencializacdo ndo esta totalmente
esclarecido, mas alguns trabalhos implicam a formacdo do cocaetileno a partir da
interacdo entre cocaina e etanol no figado como o fator responsavel (Boelsterli et al.,
1993).

O fato é que mais estudos devem ser feitos para proporcionar um maior
conhecimento de como essas subtancias atuam, em diferentes niveis, no organismo
humano, contando com a investigacdo em animais. E sabido que o uso de drogas de
abuso tem crescido muito na Gltima década, sendo que o abuso de combinacGes de
drogas como a estudada em nossos ensaios tem sido preferida em relagcdo ao uso
isolado. Uma das associacdes de uso mais prevalente é a combinagdo cocaina +
etanol (Leite et al., 1999). Em nossos experimentos, realmente, evidenciou-se uma
interacdo entre 0 uso de cocaina e etanol, o que sugere a importancia clinica do
estudo desta associacdo para a total elucidacdo de seus efeitos em sistemas

neurotransmissores e parametros bioquimicos e histopatolégicos.



8 —- CONCLUSOES

O estudo das alteragbes comportamentais, neuroquimicas, histopatoldgicas e
bioquimicas ocorridas em ratos apds administracdo repetida de cocaina, etanol e a

associacao destes permitiu as seguintes conclusdes:

1. Foi observado um aumento da atividade locomotora nos animais tratados com
Coc em ambas as doses. O Et promoveu, nas doses estudadas, diminui¢do da
atividade locomotora, sendo que no grupo tratado com a maior dose, ocorreu
uma dessensibilizacédo a este efeito, 0 que demonstra que a Coc atua como um
estimulante do SNC e o Et, na maior dose, pode promover uma tolerancia aos

seus efeitos depressores.

2. A associagdo cocaina + etanol, nas doses estudadas, ndo promoveu alteracéo
na atividade locomotora, 0 que sugere que na associagdo ocorre uma
diminuicéo dos efeitos depressores do etanol pela cocaina e pelo cocaetileno,

0 que estimula o uso da combinagéo.

3. Na determinag&o dos niveis de DA, 5-HT e seus metabolitos ocorreu aumento
nos niveis de DA em CE de ratos tratados com coc em ambas as doses, nao
sendo observadas alteracdes nos niveis de DOPAC e 5-HT. Nos animais
tratados com Et, ocorreu um aumento nos niveis de DA no CE, sem
alteracbes nos demais neurotransmissores e seus metabolitos. Com relacéo as
associacgdes, a int baixas doses promoveu aumento dos niveis de DA, sem
alteracfes nos demais neurotransmissores e metabolitos. Ja na int altas doses,
observou-se um aumento de DA e 5-HT, e diminuicéo nos niveis de DOPAC,
0 que mostra que nos protocolos estudados todos os agentes foram efetivos
em aumentar os niveis de DA, neurotransmissor fortemente relacionado com

0 vicio.



4. Ocorreu uma diminuicdo na densidade maxima dos receptores D, — simile,
sem alteracdes nos niveis de Kd em todos os grupos tratados em ambas as
doses, sendo esta diminuicdo mais intensa na interacdo altas doses,
demonstrando uma acdo potencializacdo da combinacdo cocaina + etanol em
promover alteracbes em receptores dopaminérgicos, o0 que pode estar
relacionado com o poder viciante maior da combinagdo em relagdo aos
agentes isolados. N&o foram observadas alteracbes nos receptores
muscarinicos estriatais nem nos valores de Kd nos protocolos experimentais

utilizados.

5. A administracdo de Coc promoveu em ambas as doses utilizadas elevacao
dos niveis de TGO e diminuicéo dos niveis de colesterol total, triglicerideos e
HDL. O Et promoveu aumento dos niveis de triglicerideos e diminuicdo do
HDL. Com relacéo as interacOes, foi observada uma diminuicdo dos niveis de
TGO, TGP, triglicerideos e HDL, levando a crer que a associacdo apresenta

um componente hepatotdxico, o que alteraria o perfil enzimatico serico.

6. As analises histopatologicas evidenciaram o aparecimento de alteracdes
inflamatorias em tecidos cardiacos e hepaticos de ratos tratados com Coc, Et
e a associ¢cdo destes em ambas as doses. As alteracbes observadas nas
associacbes foram mais intensas, com quadros de necrose tecidual,
demonstrando assim o maior potencial tdxico da combinacdo cocaina +
etanol, especialmente em relacdo a lesdo hepatica. N&o foi observada

alteracdo em tecidos cerebrais.



7. Nossos experimentos evidenciaram importantes efeitos na interagdo entre o
uso de cocaina e etanol, que foi mais efetiva em promover alteracdes nos
receptores dopaminérgicos e se mostrou também mais lesiva para alguns
tecidos estudados, suscitando a importancia clinica do estudo desta
associacdo para a total elucidacdo de seus efeitos comportamentais, nos

sistemas neurotransmissores e em parametros bioquimicos e histopatolégicos.
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