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RESUMO

A cocaina é uma droga consumida mundialmentensiderada hoje como um problema de
saude publica. Uma das principais dificuldades eewfidas no combate ao vicio da cocaina, na
maioria dos casos, esta relacionada aos sintomabkstieéncia da droga, como ansiedade, depressao,
irritabilidade, fadiga e ins6nia, fazendo com quéndividuo volte a procura-la. Para avaliar as
alteracbes comportamentais (ansiedade e depress@&yroquimicas, os ratos foram submetidos as
retiradas de 24 h, 7 d e 21 d apés o tratamenter&uibbo por 7 dias com cocaina (20mg/kg), sendo
realizados os modelos experimentais de LabirintcCdez Elevado (LCE), Campo Aberto (CA) e
Nado Forcado (NF). Além disso, na abstinéncia def@hm testados o propranolol (10mg/kg, i.p.), 0
ondansetrom (4mg/kg, i.p) e a buspirona (5 mg/kg),ino LCE e CA, bem como na abstinéncia de
21 d foram testados a bupropiona (30mg/kg, i.pam@xetina (10 mg/kg, i.p.) no NF, com o intuito
de reverter tais alteracbes comportamentais prolascpela retirada forgcada do tratamento subcrénico
com cocaina. Para o estudo neuroquimico (neurcegiagt foi utlizado o corpo estriado (CE) de
ratos, avaliando-se 0s seguintes parametros: nideisnonoaminas (NA, DA, 5-HT) e seus
metabdlitos (DOPAC, HVA e 5-HIAA) através do HPLGne deteccéo eletroquimica e a atividade da
enzima catalase. Na avaliacdo da ansiedade, dedesumostraram que no LCE houve uma reducao
do NEBA, PEBA, TPBA e PTBA na abstinéncia de 24hda apds 21d ndo houve alteracdo. No CA,
as retiradas de 24h e 7 d promoveram um aumenativddade locomotora do animal, no entanto na
retirada de 21 d ocorreu uma diminuicdo da atdedibcomotora. Na abstinéncia de 24h foram
administrados propranolol, ondansetrom e buspirbleaLCE, o propranolol aumentou o NEBA e
reduziu o PTBA, enquanto que o ondansetrom aumemtblEBA, PEBA, TPBA e o PTBA em
relacdo ao grupo da cocaina. Ja a buspirona eigéoekn cocaina aumentou o PTBA, TPBA e o
PEBA, porém o NEBA foi reduzido. Enquanto que no, @Apropranolol, o ondansetrom e a
buspirona reduziram a atividade locomotora em &lap grupo da cocaina. Para avaliar a atividade
antidepressiva foi realizado o teste do nado fargad qual as retiradas de 24h e 7 d reduziram o
tempo de imobilidade, contudo na abstinéncia dd Bhuve um aumento do parametro avaliado. Na
abstinéncia de 21 d foram administrados paroxetibepropiona, verificando uma reducéo do tempo
de imobilidade em relacdo ao grupo da cocaina. Raealizacdo dos estudos neuroquimicos, 0s
animais foram dissecados para retirada do CE. Npocestriado observou-se um aumento de
dopamina (DA) e uma reducdo de seus metabdlitosPAID e HVA) nas trés retiradas. A
concentracdo de serotonina aumentou nas trésdesjraentretanto o seu metabdlito (SHIAA)
aumentou somente nas retiradas de 24h e 7d. Jéadrewalina reduziu apds as trés retiradas. Em
relacdo aos receptores, no corpo estriaglerilontrava-se elevado em 24h e 7d, jaGhpbs 7d e P
ndo foi alteradoFoi também avaliado no CE a atividade da cataleseima antioxidante, que
mostrou uma reducdo de sua atividade nas trésdasir Os resultados sugerem que diferentes
periodos de retirada apés tratamento subcrénico cooaina causam efeitos ansiogénicos e
depressores sobre o SNC e tais efeitos foram megrpor propranolol, ondansetrom, buspirona,
bupropiona e paroxetina. O estudo neuroquimico nmosjue a abstinéncia de cocaina sao eventos
multimediados e que CE tem uma importante partj@ipaestando também a atividade da catalase
envolvida neste processo. Estes achados sdo imfgstpara a investigacdo de novos tratamentos
para a sindrome de abstinéncia de cocaina.

Palavras-chave: Cocaina. Abstinéncia. Ansiedaderd3sdo. Monoaminas.



ABSTRACT

Cocaine is world used and considered as a pubdittthproblem, being the relapse one of the
hardly difficulties faced by cocaine users, thattlie most cases, is related to abstinence
symptoms, like anxiety, depression, irritabilitgtiue and sleeplessness. To evaluate the
behavioral alterations (anxiety and depression) eurochemistry, rats were submitted to
24h, 7 d and 21 d withdrawal, after the subcromeatment, for 7 days with cocaine
(20mg/kg), being realized the experimental modéElevated Plus Maze (EPM), Open Field
(OF) and Forced Swimming (FS). Moreover, in the 2distinence, propranolol (10mg/kg,
I.p.), ondansetrom (4mg/kg, i.p) and buspirone kg, i.p.) had been tested, in the EPM
and OF, as wel as in the 21 d of abstinence bupnep{30mg/kg, i.p.) and paroxetine (10
mg/kg, i.p.) had been tested in the FS, aiming ewent the alterations caused by the
abstinence of cocaine subcronic administration. Fbre neurochemistry study
(neuroadaptation) was used striatum (ST) of rataluating the following parameters: level
of monoamines (NE, DA and 5HT) and its metabol{te®PAC, HVA and 5HIAA), using
the electrochemistry detection HPLC and the agtiwitthe catalase enzyme. In the anxiety
evaluation, results showed that in the EPM thers avaeduction on NEOA, PEOA, TPOA
and PTOA in the abstinence of 24h, 7 d and 21 dhénOF, the withdrawal of 24 and 7 d
promoted an increasing in the locomotor activityaofmals, while the withdrawal of 21 d a
decreasing in the locomotor activity was obsentedhe 24h abstinence were administered
propranolol, ondansetrom and buspirone. In the EPMpranolol increased NEOA and
reduced PTOA, while ondansetrom increased NEOA, KEHP®OA and PTOA, as compared
to cocaine group. In addition buspirone as compdcedocaine group increased PTOA,
TPOA, and PEOA, however NEOA was reduced. Whilthan OF, propranolol, ondansetron
and buspirone reduced the locomotor activity aateel to cocaine group. To evaluate the
antidepressive effect the FS was performed, wheravithdrawal of 24h and 7 d reduced the
immobility time, although in the 21 d abstinenceimerease of this parameter was observed.
In the 21 d abstinence had been administered p@mexand buproprione, verifying a
reduction of the immobility time as related to doeagroup. To the performance of
neurochemistry studies, animals were dissectedki® off the ST. In the ST was observed an
increasing of dopamine (DA) and a reduction ofnitstabolites (DOPAC and HVA) in the
three withdrawals. The serotonine levels increaiesl three withdrawals, however its
metabolite (5HIAA) increased only in the 24h and d7 withdrawals. In addition
norepinephrine reduced after the 24h, 7 d and ®ithdirawal. In relation to the receptors, in
the ST B 24h and 7d met high in, already 5Hafter 7d and Pwas not alteration. Were
evaluated too in the ST the activity of catalasgioaidant enzyme, that showed a reduction
of your activity in the three withdrawal. Resultgygests that different times of withdrawal
after subcronic treatment with cocaine cause areyiegand depressive effects on the CNS
and this effects were reverted by the administnatsd drugs (propranolol, ondansetrom,
buspirone, bupropione and paroxetine). The neurodtiey study showed that the abstinence
of cocaine were events multimediated and the baaga study ST has an important role,
being the catalase activity involved in this prace$hese findings are important to the
investigation of new treatments to the cocaineiabste syndrome.

Key words: Cocaine. Abstinence. Anxiety. Depressiaonoamines.
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1 INTRODUCAO

1.1 Historico

Estudos arqueologicos mostraram que a utilizacafmltla da coca é muito antiga,
tendo sido encontrados vestigios do seu consuntmunador e no Peru datados de 2500 A.C.
A planta Erythroxylon cocatem origem na América do Sul, nas regifes altas Aludes.
Foram os indios bolivianos Aymara, conquistadosgp#icas no século X, que comecaram a
utilizar a palavra “coca” que significa “planta” darvore”. Nos séculos XlIl e Xlll, a coca
deu origem a iniUmeros confrontos, até que os Imrasl315, conseguiram o seu monopdlio.
Para este povo, a coca era uma planta medicinabgeda, incluida, por isso, em rituais
religiosos, profecias, casamentos, funerais e ftagig de iniciacbes de jovens nobres
(“haruaca”) (SIEGEL, 1982). Até hoje os indios @eros colocam as folhas de coca junto
com os mortos acreditando ser um item necessar®@aalém da vida” (WEISS; MIRIN;
BARTEL, 1994). No entanto, a sua utilizacdo ndogmaeralizada, sendo apenas acessivel a
elite Inca (BAHLS; BAHLS, 2002).

No século XVI, os espanhois, conquistadores da Aaéencontraram a civilizacédo
inca e admiraram-se com suas riquezas botanicagieNaépoca, a percepcdo de que 0s
indios ndo conseguiam realizar o trabalho pesancosgso da coca sobrepujou a oposi¢éo da
Igreja catdlica ao seu consumo e o rei espanhgdd-dl declarou que o ato de mascar coca
era essencial a saude do indio. Desta forma, nai¢anf@olonial o consumo de cocaina, antes
privilégio da nobreza inca, se popularizou tambétneeos indios (BAHLS; BAHLS, 2002;
FERREIRA; MARTINI, 2001). No final do século XVI, eoca foi introduzida na Espanha
pelos conquistadores para fins medicinais e corposta afrodisiaco, porém seu uso nao se
difundiu na Europa nessa época (FERREIRA; MARTROQ1; HERNANDEZ; SANCHEZ ,
1999).

Ja no século XIX, foram encontrados em sitios arggécos no Peru, folhas de coca
junto as tumbas de sepultamento e ainda hoje dssipéruanos, bolivianos, colombianos e
do Equador, colocam estas folhas junto com os ma@toeditando ser um item necessario
para o além da vida (WEISS; MIRIN; BARTEL, 1994)pAlavra coca tem origem na lingua

aymara e quer dizer planta ou arvore, a civilizdg@a cultivou e estabeleceu o consumo da
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coca, conservando-se algumas lendas de sua orgeimcas acreditavam que Mango Capac,
filho do sol, desceu do céu sobre as aguas dolldigaca para ensinar aos homens as artes, a
agricultura e presentea-los com as primeiras s&sgetttrnando-os assim capazes de suportar
a fadiga e a fome. E para os indios yunga, a cagaissibilitou a derrota do deus maligno
(FERREIRA; MARTINI, 2001; LEITE, 1999).

Em 1858, o quimico alemé&o Albert Niemann reconteceropriedades estimulantes
da planta coca e nos meados de 1800 (1862) exdtdisaancia pura, cloridrato de cocaina. A
droga foi inicialmente usada como medicamento paestenia e diarréia num regimento
alpino por Aschenbrant, um médico militar bavieFmi rapidamente comercializada em
grande escala, passando a ser constituinte des\@edutos como o vinho ténico de Angelo

Mariani (Vin Mariani), remédios caseiros e até mesnCoca-Cola (LEITE, 1999).

Durante praticamente todo o século XIX, a cocdbialivre e entusiasticamente
comercializada nos Estados Unidos (LEITE, 1999; BEBHBAHLS, 2002). Era vendida nas
ruas na sua forma pura, ou obtida de modo indlis&itp pela Parke Davis Company em
quinze formas diferentes, tais como cigarros, pepgrados para injetar e pastilhas
(CARLINI-COTRIM, 1995). Era indicada para dorespsacos, como substituto alimentar,
entre outras. Somente em 1898, foi descobertanaufédrexata de sua estrutura quimica e, em
1902, Willstatt (prémio Nobel) produziu cocainat&iita em laboratorio. Sob a forma de
cloridrato de cocaina, a cocaina formava um podoranistalino (FERREIRA; MARTINI,
2001).

Ainda no século XIX, Sigmund Freud dedicou-se amides da cocaina. Revisou a
literatura disponivel sobre o assunto e realizoa arperiéncia pessoal de auto-administracéo
e observacgdo de pacientes para os quais pres@agmaina. Em julho de 1884 publicou seu
famoso livroUber Coca(Sobre a Cocaina) recomendando-a para o tratardandepresséo,
do nervosismo, doencas digestivas, alcoolismo,aadi& morfina e asma. Diante de seu
entusiasmo pela cocaina, Freud foi acusado deansabilidade pela comunidade cientifica
da época. Em 1887, o pesquisador reformula a ssiedm comeca a trabalhar o conceito de
toxicomania e publica “Fissura e Medo da Cocaidacrevendo os sintomas parandides, as
alucinacbes e a deterioracdo fisica e mental astcao consumo repetido (BAHLS;
BAHLS, 2002; WEISS; MIRIN; BARTEL, 1994).
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A cocaina foi empregada também como anestésianalmiente por Karl Koller, em
1884, que acabou desenvolvendo dependéncia dewigkm-a@administracdo. O médico Wiliam
Halsted obteve sucesso no bloqueio da dor, daridm ia era das cirurgias oculares, entre
outras. Halsted, no intuito de pesquisar a substataatnbém passou a administrar cocaina em
si mesmo e, similarmente a Koller, desenvolveu dé@ecia. Buscando tratar o problema
com a cocaina, Halsted utilizou-se de morfinaoseando, também, dependente de morfina
até o final de sua vida (WEISS; MIRIN; BARTEL, 1998ERREIRA; MARTINI, 2001;
BAHLS; BAHLS, 2002).

A auséncia de leis ou regulamentos que limitasssoaaenda ou consumo, a cocaina
tornou-se presente em farmacias, mercearias e, lslresodo que, episodios de toxicidade,
tolerancia, dependéncia e, até mesmo, morte pelodastais produtos passassem a ser
relatados em revistas meédicas no inicio dos anos(BXILEY, 1996; FERREIRA;
MARTINI, 2001). Na mesma época, surgiram comeraigita seringas hipodérmicas, que
facilitavam a chegada da droga na circulacdo, agdwse ainda mais os problemas

consequentes ao uso e vicio (KARCH, 1999).

De uma maneira mais acentuada nos anos 20, vergieaos paises ocidentais um
grande aumento no consumo de cocaina por aspire@b. Foram necesséarias medidas de
controle internacionais para que a magnitude dgstiemia comecasse a sofrer uma reducao.
Até os anos 70, o consumo manteve-se bastante mahrguando a partir dai a cocaina
comecgou a ser associada a imagem de éxito socslEstados Unidos). Tal fato voltou a
acentuar o consumo, que se generalizou as diferet#sses sociais e teve grande aceitacdo
entre consumidores de outras drogas como herdiowl @u anfetaminas, tornando-se um
grave problema de saude publica (CREGLER; MARK6)98

No Brasil, os anos 80 marcam o aparecimento daimamcao mercado negro.
Inicialmente, como droga utilizada pela elite, mapidamente sofreu banalizacdo e
generalizacdo do seu consumo. Atualmente, enquantso da cocaina parece ser menos
prevalente na Europa do que nos EUA, na Améric&uloela consiste em um problema
importante e crescente, particularmente em paisekifores da droga, tais como Colémbia,
Peru e Bolivia (NEGRESS, 1992). O Brasil, devidgua posicao estratégica, tornou-se uma
importante rota para o trafico de cocaina e igto levado a uma disseminacao de seu uso e
ao surgimento de um importante mercado consumiddbiTED NATIONS OFFICE ON
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DRUGS AND CRIME, 2004). Desta forma, atualmentejso da cocaina € freqlientemente
associado ao crime e, apesar das severas penasdascao porte e venda da droga, um

crescente numero de usuarios continua a surguladia (FISCHMAN, 1987).

A cocaina é o principal alcaléide, representandicacedle 80% dos alcaldides
encontrados na folha darytroxylon coca(figura 1), um arbusto encontrado ao leste dos
Andes e acima da Bacia Amazonica (LEITE, 1999). Winaga estimulante do sistema
nervoso central (SNC), causando um elevado estiodagovias de neurotransmisséo, dentre
elas a dopamina, serotonina e noradrenalina (PLA®%7). Inicialmente, esta droga provoca
uma sensac¢ao de euforia, prazer, melhora dasadesdmnotoras e intelectuais, além de perda
da sensacdo de cansaco e fadiga, atraindo, desta, fmilhares de adeptos a cada dia no
mundo inteiro (POLLOCK et al., 1991).

A cocaina pode ser comercializada na forma de &uranco cristalino (cloridrato de
cocaina), inodoro, de sabor amargo e soluvel era, &iigura 2); ou na sua forma cristalina
pura (base de cocaina), mais conhecida cbase livreou crack. Dentre 0s seus usuarios,
esta droga tem recebido apelidos diversos comaa®cdbranca”, “branquinha”, “gulosa”,
“Julia”, “neve” ou “snow” (COX et al., 1983; PLATT1997). Geralmente, o cloridrato de
cocaina é consumido por inalagédo, podendo senatis@elas mucosas do trato respiratorio.
Além disso, pode ainda ser injetado por via endosa&mpuro ou misturado com outras drogas.
Apenas a sua base livre otack € adequada para o fumo. Por vezes, a cocaina teradal
com o objetivo de aumentar o seu volume ou de piatens seus efeitos. Nestes casos, €
misturada a substancias como: lactose, medicamemestésicos (procaina, lidocaina ou
benzocaina), estimulantes (como anfetaminas oinedfeu outras substancias de cor branca
(PLATT, 1997), o que pode provocar reacdes advenslesejadas em seus usuarios, muitas
vezes levando-os ao 6bito (SHANNON, 1998).



Figura 1 — Folha cocairaythroxylon coca

Fonte: http://www.geocities.com/profberti/plantasmedid¢giarytcocl.jpg

Figura 2 Representacdo do Cloridrato de cocaina

Fonte: http://br.geocities.com/drogasnm/tipos/fotos/caa. |
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1.2 Uso abusivo

O Informe Mundial sobre Drogas de 2004 (UNODC, 208drma que a cocaina €
considerada a segunda droga-problema mais comumundo e a principal das Américas,
uma das mais perigosas, e, portanto, tem sido dregmente o alvo de diversos estudos
cientificos (SOARES et al., 2003).

De acordo com o “I Levantamento Domiciliar sobrigsm de Drogas Psicotrépicas no
Brasil” feito em 2001 usando uma amostragem de did@des com mais de 200 mil
habitantes, o que abrange 41,3 % da populacaodot®Blasil (ou seja, 45.045.907 pessoas),
foi observado que da populacéo estudada, 2,3 %ejay1.076.000 pessoas ja haviam usado
cocaina durante sua vida. Na faixa etaria dos 8384@nos, 7,2 % dos entrevistados do sexo
masculino ja haviam experimentado a cocaina. De&#rentrevistados, tanto homens como
mulheres em todas as faixas etarias estudadas2do®os até acima de 35 anos, em torno de
45 % destes relataram ser muito facil obter cocaiaso desejassem. Com relacdo ao crack
esta percentagem caiu para 35 %. Deste grupo 5%rdiderou como risco grave usar
cocaina/crack uma ou duas vezes na vida e quapdmanta abordou o uso diario da droga
esta percentagem subiu para quase 100 %. A preial@a maior uso de cocaina foi na
Regido Sul, com 3,6 %. A regido Sudeste em seglugky, com 2,6 % e, nas regides
Nordeste e Centro-oeste, em cada uma delas a fmgeen ficou em torno de 1,4 %. A
menor percentagem foi de 0,8 % na Regido Norte @riddservado um maior consumo de
merla (uma das formas de uso da cocaina, uma pd&3tmervou-se neste estudo o
predominio de uso da cocaina entre homens (CARetlEl., 2002).

Um dos principais problemas clinicos enfrentadosambate ao vicio da cocaina é a
recaida que, na maioria dos casos, esté relacicam@sadintomas de abstinéncia da droga,
como ansiedade, depressao, irritabilidade, fadigapnia, dentre outros (KAPLAN;
SADOCK, 1998). Tais manifestacbes clinicas séo egidncias de alteracbes
neuroadaptativas (transitérias ou persistentesygetarminadas areas cerebrais, provocadas
pelo uso repetido da cocaina, as quais podem preglicomportamento de buscardving’
(desejo compulsivo) e recaida apos periodos dénébsta relativamente longos (TANG et
al., 2004). Além disso, a manifestacdo dessesmsag@ode acarretar na interrupcéo precoce
do tratamento de usuarios de cocaina. Assim, esfu@wios mostram uma grande associagcao

entre os sintomas da retirada desta droga e adaserdo vicio (SCHUCKIT et al., 1999).
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A ingestdo da cocaina provoca uma sensac¢ao deeeefprazer e produz melhora das
atividades motoras e intelectuais, perda da senosaei cansago, anorexia e insbnia
(POLLOCK et al., 1991). Em dose exageranlefdosg aparecem sintomas de irritabilidade,
agressividade, delirios e alucinacbes. Pode octarebém aumento da temperatura e da
pressao arterial, taquicardia e degeneracdo dosungsesqueléticos. Este excesso pode levar
a convulsdes, faléncia cardiaca ou depresséao ass; culminando com a morte (GAY,
1982).

Muitas pessoas continuam a usar a droga apesaedass penas associadas ao porte
e venda da cocaina (FISCHMAN, 1987). Conseqlentenem uso da cocaina €
freqientemente associado ao crime. De fato, algsiuglos mostram que cerca de 70 % dos
presos em cadeias estdo nesta condicdo por emsddarionados a drogas (STEWART,
1990), sendo a cocaina a mais utilizada entre esoprtanto do sexo masculino como
feminino (FEUCHT, 1995).

Estudos envolvendo a retirada da cocaina costumageeber atencdo limitada de
clinicos e pesquisadores, devido a natureza déesnsas inespecificos que provoca. Dados
prévios demonstram que, mesmo sendo pouco espscifiis sintomas apresentam potencial
de reforco, responséavel pelo intenso desejo deuoom$a abstinéncia, que pode ser fonte de
novas recaidas (FOCCHIA; LEITE; SCIVOLETTOC, 2001).

Desta forma, respaldados pela relevancia do terpeesente projeto objetiva avaliar
as alteracbes comportamentais relacionadas a gileaiansiedade e depressdo em ratos
submetidos a diferentes tempos de retirada da #&traigéo repetida de cocaina. Como
muitos sistemas de neurotransmissao parecem estaieos com tais sintomas e processo
de neuroadaptacdo, se torna igualmente importasstaaa participacédo destes sistemas,
mediante o0 estudo neuroquimico das areas cerebmamdvidas. Além disso, foram testadas
diferentes drogas com o intuito de investigar asp@$ reversdao das alteracbes

comportamentais e neuroquimicas.
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1.3 Cocaina e seu mecanismo de agdo no cérebro: BRimento dos sistemas

monoaminérgicos e seus receptores

As monoaminas sSdo compostos que possuem apenagrupamento amina e
compreendem a dopamina (DA), serotonina (5HT) edrenalina (NA). O processo de
captacdo das monoaminas € de suma importancia gafmalizacdo da acdo do
neurotransmissor na fenda sinaptica (AXELROD, 197Mgntre as monoaminas, as
catecolaminas, substéncias que possuem um nuckeesocaanel benzeno com dois
grupamentos hidroxil adjacentes) e uma cadeiaaladler etilamina ou um de seus derivados
(FELDMAN; MEYER; QUENZER, 1997), como noradrenali(®A) e dopamina (DA), séo
sintetizadas a partir do aminoacido aromatico dstma. Existem duas reacfes que
transformam a tirosina em DA: a primeira é catdiispela enzima tirosina hidroxilase (TH)
a qual converte tirosina em L-3,4-dihidroxifenilsilza (L-DOPA). A TH é considerada uma
enzima limitante nesta sintese (FELDMAN; MEYER; QUEER, 1997). A segunda etapa é
a descarboxilacdo da DOPA, catalisada pela enzi@Adescarboxilase, a qual produz DA
que sofre acdo da dopamifiehidroxilase para tornar-se NA. ApOs serem sindelds as
catecolaminas se difundem pela fenda sinapticademoser catabolizadas pelas enzimas
monoamina oxidase (MAO) e catecol o-metil trangfer@COMT) que estdo amplamente
distribuidas no corpo e SNC. A MAO esta localizada parte externa da membrana
mitocondrial (BLASCHKO, 1972) e pela sua localizaciéntracelular, tem um papel
estratégico na inativacao das catecolaminas gée bgtes na fenda sinaptica. A COMT age
nas catecolaminas extraneuronais. Os metabolitmkipidos pela acdo destas enzimas séo: o
acido dihidroxifenilacético (DOPAC) e acido homoilmo (HVA), sendo este ultimo o
principal metabodlito da DA(figura 3). A captacdo € mediada por um carreador ou
transportador localizado no lado externo do neor@atecolaminérgico. A cocaina atua
blogueando 0 mecanismo de captacdo das monoanfiigasa 4), levando a uma
potencializag&o inicial da atividade desses neamstnissores nos receptores pos-sinapticos
(REITH; LI; YAN, 1997). Desta forma, inicialmente, cocaina provoca uma sensacao de
euforia e prazer e produz melhora das atividade®mnam e intelectuais, além de perda da
sensacao de cansaco, anorexia e insonia (POLLOGK, et991). Entretanto, o bloqueio
prolongado da recaptagdo, causado pelo uso créagenreta na deplecdo monoaminérgica
de DA e 5-HT, tendo como conseqiéncia uma supebderes;do de receptores pos-
sinapticos e hipofuncdo desses neurotransmisgmwédsndo levar aocraving' e, portanto, a
readministracdo da droga (FOCCHIA; LEITE; SCIVOLEJT, 2001).
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Figura 3 - Principais vias do metabolismo da dopamina no céreb (MAO, monoamina

oxidade; COMT, catecol- o-metiltransferase).
Fonte: Rang et al. (2007)

Figura 4 - Mecanismo de acgéo da cocaina
Fonte:www.ac-rouen.fr/pedagogie/equipos/svt/perso/syndpgamine/synapse.html
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O processo de captacdo das monoaminas foi iniadémaescrito por Axelrod (1971)
e é de suma importancia para a finalizacdo da dgé®urotransmissor na fenda sinaptica. A
captacdo é mediada por um carreador ou transportadalizado no lado externo do
neurdnio catecolaminérgico, e € saturavel, obedkecancinética de Michaelis-Menten. Um
processo de transporte seletivo para NA é encanttpdnas nos neurbnios noradrenérgicos,
enquanto um transportador com especificidade difere2 encontrado nos neurbnios
dopaminérgicos. Estes transportadores fazem pade utha grande familia de
neurotransportadores (AMARA; KUHAR, 1993). O praesle captacdo € dependente de
energia, desde que ele pode ser inibido pela inégba baixas temperaturas ou por
inibidores metabdlicos. O processo depende de adiggite de Nae de Cl Este transporte

pode ser inibido por drogas como os antidepress&\asocaina.

A DA constitui em média 80 % do conteudo de cdtenmas no cérebro. As
projecdes originérias de areas cerebrais que iganteteste neurotransmissor originam quatro
vias axonais, as quais sao denominadas: (1) Ngra®l, (2) mesolimbica; (3)
mesocortical e (4) tuberoinfundibular. A DA exesigas acdes ao se ligar a receptores de
membrana especificos (GINGRICH; CARON, 1993). Estesptores podem ser de 5 tipos e
fazem parte das subfamiliag-Bimile (D, e D) e D,-simile (D,, D3 € Dy), com base em suas
propriedades bioquimicas e farmacoldgicas, enquasitefeitos da NA sdo mediados por
receptores dos tipas e 3. Os camundongos que nao apresentam estes resegpoesentam
significantes déficits fisiologicos. Como, por ex@a) animaisknockoutpara receptor D
apresentam hiperlocomocéo e propriedades estrataradas. OKnockoutpara receptor P
apresentam 0s movimentos comprometidos e paraeptogcD; hiperlocomog&o. No caso
dos receptoref os animaisKnockout para receptofy; morrem prematuramente apdés o
nascimento e os sobreviventes apresentam respastisvasculares alteradas. Os receptores
pés-sinapticos dos neurdnios recebem informacdsdrdosmissores liberados de um outro
neurénio (pré-sinaptico). Os receptores dopaminésgiestdo envolvidos em importantes
acbes, como comportamento estereotipado e hipenlogin. Também pode-se citar seu
envolvimento em doencas como a esquizofrenia, queauwsada principalmente pela
superestimulacdo de receptores D bloqueio destes receptores pode levar a dodeca
Parkinson ou discinesia tardia. Os ligantes destesptores facilmente discriminam as
subfamilias @ e D,-simile porém a maioria deles nao diferencia clara os diferentes

membros de uma mesma subfamilia.
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Em relacdo aos receptores noradrenérgicos existeateérebro, sdo os receptdbes
e B2 os quais ndo podem ser diferenciados em term@sngéo fisiologica. A densidade do
receptor3; varia em diferentes &reas cerebrais, diferenteme@otgue acontece com o0s

receptore$, que estao restritos a glia e vasos sangtineos.

A serotonina é sintetizada a partir do aminoéacieoigtofano apds sua captacdo do
sangue para o cérebro. A fonte priméria do triptofé a dieta. O triptofano € convertido a 5-
hidroxitriptofano pela acéo da triptofano hidrozg#a enzima sintetizada no corpo celular dos
neurénios do nucleo da rafe. A enzima descarb@itasverte entdo o 5-hidroxitriptofano
em serotonina (5-hidroxitriptamina — 5HT). A serot@ € metabolizada pela MAO dando

origem ao acido 5-hidroxiindolacético (5HIAA).

Este neurotransmissor apés sintetizado € armazesradgesiculas e liberado por
exocitose para interagir com seus receptores. dt@ena pode se ligar a 14 receptores que
sao agrupados em familias (FRAZER; HENSLER, 1999):

- A familia 5HT; compreende os receptores SR T5HT;5, SHTip, que sao
acoplados a proteina G inibitoria, produzindo igéloi da atividade da adenililciclase e
abertura dos canais de potéssio, o que resultaigarpblarizacdo. Os receptores 5HE
5HT;rpossuem mecanismo efetor desconhecido.

- A familia 5HT, inclui os receptores 5HI, 5HT,z e 5HTc (formalmente

5HT;c). Estes estimulam a fosfolipase C especifica paufasfoinositidios.

- O receptor 5H7 pertence a superfamilia dos receptores ligadesai€idnicos,

causando uma rapida despolarizacado nos neurénios.

- As familias 5HT, 5HTs e 5HT; sdo incluidos na familia acoplada positivamente
a adenilciclase. Uma nova familia de receptorest@eérgicos 5Hi, e 5HTsg ainda possui o

mecanismo efetor desconhecido.

Os subtipos de receptores serotonérgicos possumtizbroes diferentes no SNC; os

receptores 5Hil localizam-se principalmente no hipocampo, septdgdata, hipotdlamo e
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neocortex. Este receptor estéd localizado em altsidade no corpo celular de neurénios
serotonérgicos nos nucleos da rafe dorsal e medig fazem a funcéo de autoreceptores
modulando a atividade de neurdnios serotonérgi€ss.subtipos 5Hi e S5HTp estédo
localizados nos nucleos da base particularmentgloloo péalido e substancia negra. Os
receptores 5HJ. estdo localizados em areas corticais, particulareneo cortex frontal,
também estdo localizados no claustrum, nucleosada b nucleo olfatorio. Os receptores
5HT, estdo localizados em grande concentracdo no cosp@d®, substancia negra e
tubérculo olfatério e hipocampo e indiretamente et 0 aumento da liberacdo de DA
estriatal. E o receptor 5H7esta localizado no cortex, septo, tadlamo, hipotdlaamigdala
(FRAZER; HENSLER, 1999).

A serotonina esta envolvida em praticamente tquw die comportamento tais como,
apetitivo, emocional, motor, cognitivo e autondmiddor suas acdes 0s neurdnios
serotonérgicos e receptores sdo alvos para umaaangiedade de drogas, como
antidepressivos, antipsicoticos, antimigranososneolgidas no tratamento de nausea e

vOmitos entre outros.

A reducdo da transmissdo monoaminérgica (DA e 5-Iplica em numerosos
sintomas e desordens psiquiatricas como depress@edade, insdnia, impulsividade e
sintomas de agressividade, que estdo associados @wstinéncia da droga. Estudo prévio
realizado no nosso laboratério (MACEDO et al., 20@dmonstrou que diferentes tempos de
retirada da administracdo de cocaina causa mudamaseceptores dopaminérgicos (e

muscarinicos) em cortex pré motor de ratos.

Baseado em dados da literatura, pode-se suporsqakeaacOes provocadas pelo uso
repetido de cocaina no sistema monoaminérgicofigastio emprego de agonistas e
antagonistas dopaminérgicos e serotonérgicos tentemto da dependéncia de cocaina. De
fato, alguns estudos em ratos submetidos a agsmsfzaminérgicos Pmostraram reducao
do uso de cocaina, ao contrario de agonistas dopagitos D, o que pode ser uma
esperanca na pesquisa de novos tratamentos comistagodopaminérgicos. (FOCCHIA
LEITE; SCIVOLETTOC, 2001; SELF; NESTLER, 1998).

Apesar da cocaina interferir principalmente nostesias dopaminérgico e

serotonérgico de neurotransmissao, outros sisteroa® 0 glutamatérgico e gabaérgico
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parecem estar envolvidos com sintomas de absteéngrocesso de neuroadaptacdo, que
normalmente ocorrem como conseqiéncia a interrugg@so repetido da droga.

1.4 Ansiedade e depresséo na abstinéncia de cocaina

Os sintomas de retirada da cocaina tem recebidibadlen atencdo de clinicos e
pesquisadores, devido a natureza nao especificasirtosas. Na retirada de cocaina surgem
uma constelacdo de sintomas incluindo a depress@&edade, fadiga, aumento do apetite,
insOnia, agitacdo ou retardo psicomotor. Estessias podem ser resultado direto do uso de
cocaina ou devido a exacerbacdo de comorbidadgsigisicas (SOFUOGLO et al., 2005).
Dentre os efeitos causados na abstinéncia, ineeisig 0s principais: a ansiedade e

depresséo.

A ansiedade é definida como uma manifestacdo cdampental normal associada ao
estresse ou dificuldade psicoldgica associada acomaicao patologica. Quando a ansiedade
€ crbnica e ndo estad claramente associada a untoelvem definido ela é considerada
anormal e necessita de intervencdo psicolégicasmuiatrica. Embora diversas formas de
tratamento sejam aplicadas, a ansiedade é atualntexttda com farmacos ansioliticos
(SANGER, 1991). A ansiedade, incluindo os compaggibgnitivo, somatico, emocional e
comportamental € um dos maiores sintomas de ratataccocaina, que pode ser relatada por
um estado aneddnico do sistema de recompensa ounprdesregulacdo do sistema de

estresse apos repetidas exposicdes a cocaina (VABIG 1992).

Em termos bioldgicos, a ansiedade induz a um fomaaticular de inibicdo
comportamental, que ocorre em resposta aos evamtontais novos, ndo recompensadores
(condicbes em que a recompensa € esperada) oui@A@uiEm animais, esta inibicdo
comportamental pode tomar a forma de imobilidadedeusupressdo de uma resposta
comportamental, como pressionar uma alavanca [iiest comida. Para desenvolver novos
farmacos ansioliticos faz-se necessario testar asimue fornecam um bom guia para
atividades em seres humanos e empenho para desanealar validade a tais testes (RANG
et al., 2007). Paine, Jackman e Olmstead (2002naf que a administracdo aguda de
cocaina pode levar a uma resposta ansiogénica femerdes modelos de ansiedade em

roedores. Quando utilizamos o termo “ansiedade’readores ndo queremos dizer que o
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animal sente ansiedade, estamos apenas nos refaontbmportamento exibido pelo animal

em testes comportamentais de ansiedade.

Um outro sintoma que pode surgir na abstinénciecataina é a depressao, € o
distarbio afetivo mais frequente, podendo variar dma condicdo muito branda,
aproximando-se da normalidade a uma depresséaoasdpsicética) acompanhada por
alucinacdes e delirios. Os sintomas de depresséiaem componentes emaocionais e
biologicos. Dentre eles estdo a apatia, 0 pessimisimbaixa auto-estima, sentimentos de
culpa, de inadaptacéo, assim como a indecisaceeda ge motivagao, bem como o retardo de
pensamento e de acdo, a perda da libido, distéidisono e perda do apetite (RANG et al.,
2007). Em animais, ndo ha condicdo conhecida queespmnda a condicdo inata da
depressdo em seres humanos, mas diversos procémsni@am descritos que produzem em
animais estados comportamentais (retirada da g&eraocial, perda de apetite, atividade
motora reduzida, estresse, situagdes inescapatipisps de depressdo humana (PORSOLT
et al., 1978).

As desordens psiquiatricas como a depressao, adsiaxl panico compartilham uma
série de semelhancas neurobiolégicas com a reti@mdaoga, como diminui¢do de serotonina
e dopamina e aumento de fator de liberacdo decotrapina. Em um estudo realizado por
Gawin e Kleber (1986), foi observado que o tratamede retirada de cocaina falhava,
principalmente, porque 0s pacientes apresentavapneskfio, um dos mais frequentes
sintomas da sindrome de abstinéncia. Além dissdro oastudo demonstrou que a
manifestacéo de sintomas de retirada pode acanataterrupcdo precoce do tratamento de
usuarios de cocaina (MULVANEY et al., 1999).

Assim, diversos estudos tém demonstrado que msisdsmas de neurotransmissao
estdo envolvidos na neurobiologia do vicio e rex@iduzidos pela administracdo abusiva de
cocaina (VANDERSCHUREN; KALIVAS, 2000; TZSCHENTKESCHMIDT, 2003;
HUMMEL et al., 2004). Dentre eles, destacam-sertgiacao do sistema dopaminargico e
serotonérgico. Em ratos, pode-se observar que aim@@ode induzir comportamentos de
ansiedade e depressdo e o estado comportamenid desmais causados pela retirada de
cocaina € proporcional a quantidade de cocainaiooda (MARKOU; KOOB, 1991).
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Sintomas de ansiedade e depressao consistem dimrites manifestacdes iniciais da
sindrome de abstinéncia ao uso continuado de @¢@AWIN, 1991;SOFUOGLOet al.,
20095, tendo sido observados tanto em relatos clirge@mto em experimentos com animais
(PAINE; JACKMAN; OLMSTEAD, 2002). Tais manifestagdelinicas sdo consequéncias de
alteracdes neuroadaptativas (transitorias ou pensés) em determinadas areas cerebrais,
incluindo mudancas nos sistemas de neurotransragsaiopamina, serotonina e
noradrenalina, que sdo causadas pelo uso repaidmahina, as quais podem predizer o
comportamento de busca, “craving” e recaida apé®dgms de abstinéncia relativamente
longos (TANG et al., 2004).

1.5 Estresse Oxidativo e Cocaina

O estresse oxidativo é o resultado da excessivdupém de espécies quimicas
reativas, como os radicais livres. O termo radieeg faz referéncia a um atomo ou molécula
altamente reativa, que contém ntmero impar deoeem sua Ultima camada eletrénica. E
este ndo-emparelhamento de elétrons da Ultima @aoael confere alta reatividade a esses
atomos ou moléculas. Como em sua maioria estatisuims sdo derivadas do metabolismo
do O, o termo “espécies reativas do oxigénio” (EROs)dese mais apropriado. As EROs
sdo encontradas em todos os sistemas bioldgicosoRdicdes fisiologicas do metabolismo
celular aerdbico, o £sofre reducao tetravalente, com aceitacdo deajabttrons, resultando
na formagéo de #D. Durante esse processo sédo formados intermesli@#tivos, como 0s
radicais superéxido (0), hidroperoxila (HO") e hidroxila (OH) e o per6xido de hidrogénio
(H20,). Normalmente a reducdo completa dpoCorre na mitocondria, e a reatividade das
EROs € neutralizada com a entrada dos quatro esetkoALLIWELL, 1992; HALLIWELL;
GUTTERIDE, 1999) A catalase € uma hemeproteina citoplasmética qaéseaa reducao
do HO, a HO e Q. E encontrada no sangue, medula 06ssea, mucosase figado
(MAYES, 1990). Sua atividade é dependente de NADBEIOTT et al., 1991).

Catalase:H,O, + H O, —» 2H,0 + O
Fonte: Michiels et al. (1994)

Formula 1- Reacgédo da catalase
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As espécies quimicas reativas podem também sgunzidas como um subproduto de
outras vias bioquimicas, incluindo a sintese dddnitrico (NO) e o metabolismo do acido
araquidoénico (que estao implicados na excitotoam&), assim como o sistema de oxidase de
funcdo mista. N&o controladas, as EROs atacam snmta@éculas importantes, incluindo
enzimas, lipidios de membrana e DNA. Os mecanisieatefesa contra estas moléculas séo
fornecidos na forma de enzimas (superdxido dismeutéBOD), catalase, glutationa
peroxidase, glutationa redutase) e outros antiotédacomo a albumina (HALLIWELL,;
GUTTERIDE, 1999), acido ascérbico, glutatida-¢ocoferol (vitamina E), que normalmente

mantém essas espécies sob controle.

Clinicamente, o estresse oxidativo pode causaolescidual relacionado com muitas
desordens fisiopatolégicas como a hipdxia, a indigdio e a isquemia tecidual e de
reperfusdo. Outras teorias afirmam que o estressltvo pode estar relacionado com
disfuncdo neuroldgica associada a doencas incluindimenca de Parkinson, Alzheimer,
epilepsias, dentre outras (BEYER; STEKETEE; SAPHIESO8).

O metabolismo da cocaina parece estar envolvidoacgaracao de estresse oxidativo,
visto que este produz uma reacao redox incomuromaafde nitroxido-hidroxilamina, dentre
outras. O ciclo redox que ocorire vivo com oxigénio e agentes transferidores de elétrons
(TE) pode ocorrer dando origem ao EO através dac§erde ERO, tais como peréxido,
hidroperéxidos, alquilperdxidos, hiponitrito e dises radicais (superoxido, hidroxil, alcoxil e
alquilperoxil). Em alguns casos, a transferénci&ldaons resulta em uma interferéncia com
o transporte normal de elétrons ou efeitos el&ritio €, na respiracdo ou neuroquimica. Os
TE e EO estdo sendo cada vez mais relacionadosocomacanismo de acao de drogas e
toxinas, tais como, agentes antiinfecciosos (KOMACBECVAR, 2000) carcindégenos
(KOVACIC; JACINTHO, 2001), neurotoxinas (ADAMS JEHANG; KLAIDMAN, 2001,
JACINTHO; KOVACIC, 2003) e varios outros, inclusidgeencas humanas (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1999).

Estudos recentes de nosso laboratério (MACEDO .et28D5) e de outros grupos
(SHARAN et al., 2003) tém demonstrado a participag@ estresse oxidativo no mecanismo
de acdo da cocaina, o que pode resultar em ne@melagdo. Dietrich et al. (2005) também
demonstraram que a cocaina foi capaz de aumeptadacdo das EROs em cortex frontal e

corpo estriado de ratos tratados de forma aguépeatida. Com base em tais consideracdes,
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neste projeto também pretendeu-se investigar dcipagdo do estresse oxidativo na
neuroadaptacao consequente a interrupcao do tratiasigcrénico com cocaina.
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RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Um dos maiores problemas clinicos enfrentados mabate ao vicio das drogas € a
recaida. Estudo mostra que usuarios sao suscediw@ia ao consumo de drogas de abuso
mesmo apoés longos periodos de retirada ou absin@RRUDA-CARVALHO, 2005).

Recentemente, dados na literatura revelam uma grasgbciacdo entre sintomas da
retirada da cocaina e a severidade do vicio, uma@uwe usuarios de cocaina que relatam tais
sintomas apresentam maiores problemas relacioramnsa dependéncia a droga, quando
comparados aqueles que ndo relatam tais sinton@3USKIT et al., 1999). Além disso, a
manifestacdo desses sintomas pode acarretar napg&o precoce do tratamento de usuarios
de cocaina (MULVANEY et al., 1999), respaldandargpartancia de se avaliar alteracdes

comportamentais subsequentes a interrupcéo deataminto subcronico de cocaina.

Estudo clinico tem mostrado que as drogas queaaiterhumor exercem seus efeitos
através da neurotransmissdo da serotonina e dopa(hbTT, 2006). E os estudos
preclinicos confirmam que estas drogas reduzenmpeodamento de ansiedade e depressao
relacionado com as monoaminas (HINDMARCH, 2002).

Como muitos sistemas de neurotransmissores parestmenvolvidos com sintomas
de abstinéncia e consequente processo de neurag@iapé de igual relevancia a investigacéo
de processos de neuroadaptacdo envolvidos nestesas, mediante o estudo neuroquimico
das é&reas cerebrais envolvidas. Consequentement@estigacdo de drogas que possam
reverter tais alteracbes comportamentais e neurocas serd de grande interesse e valia para
a comunidade cientifica que busca incansavelmdiagienativas terapéuticas que reduzam os

sintomas de abstinéncia e, consequentemente, jo @esapulsivo ou €raving’ pela cocaina.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar as alteracdes comportamentais de ansiedadipressao em ratos submetidos a
diferentes tempos de retirada da administracdor@noica (7 dias) de cocaina, bem como
investigar as consequentes alteracdes neuroquiramas cada periodo de abstinéncia da
droga. Além disso, foram testadas diferentes fans:aom o intuito de reverter tais alteracdes

comportamentais.

3.2 Objetivos especificos

¢ Determinar as alteracbes comportamentais provogaaladiferentes tempos de retirada
forcada (24h, 7 e 21 dias) apos o tratamento solward7dias) com cocaina em ratos,
através de modelos experimentais de ansiedade (Cabhprto, Labirinto em Cruz

Elevado) e depresséo (Nado Forcado).

¢ Determinar as alteracbes neuroquimicas (neuroamaytaprovocadas pela retirada
forcada do tratamento subcrénico com cocaina, epooestriado de ratos, avaliando-se
0S seguintes parametros:
= Concentracdo de monoaminas — NA, DA, 5-HT - e seembolitos - DOPAC, HVA
e 5-HIAA - (HPLO);
= Namero de receptores, [D,-simile e serotonérgicos 5KT

= Atividade da catalase

¢ Testar diferentes farmacos com acdes nos sistelmpaminérgico, serotonérgico, e

noradrenérgico com o intuito de reverter as pogsateeracdées comportamentais.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Drogas e Reagentes

42

Drogas/Reagentes

Origem

Agua Destilada

Deionizador

Alcool etilico P.A.

Quimex, Brasil

Bupropiona

Zyban®, Glaxo-Wellcome

Buspirona

Buspar®, Bristol

Cloridrato de paroxetina

Pondera®,Eurofarmpa

Cloridrato de propranolol

Propranolol®, Neovita

Cocaina

Policia Federa

Ondansetrom

Nausedrom®, Teutp




4.2 Equipamentos
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Equipamentos

Origem

Agitador de tubos

Modelo 251, FANEN, SP, Brasil

Balanca Analitica

Modelo H5, Mettler, Suig

A

Balanca para animais

Filizola, Brasil

Campo Aberto

Fabricacéo néo industrial terceiriz

ada

Centrifuga refrigerada

Modelo Marathon 26 KMR, EisBcientific

Cronémetro Incoterm, Brasi
Cubetas de quartzo Hellma
Deionizador USF, Elga, USA

Detector eletroquimico

L-ECD-62, Shimadzu Coragpah

Equipamento de Millipore para
filtracdo a vacuo

Millipore Apparatus, Bedford, MA, US/

Espectrofotdmetro

Modelo Beckman DU 640B, FullericA, USA

Freezera— 70 °C

Modelo ULT 2586-3D14, Revco Siieninc.
Asheville, N.C. ,USA

Homogeneizadores manuais

Bellico, USA

Labirinto em cruz elevado

Fabricac&o néo industeiaeirizadg

Medidor de pH, modelo B374

Micronal, SP, Bra

1Sil

Pipetas Automaticas

H.E., Dinamarcsé

Recipiente do Nado Forcado

Fabricac&o nao indusgrizeirizada

Sonicador

Modelo PT 10-35. Brinkmann Instruments, lbSA

Vidrarias

Pirex, Brasil
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4.3 Animais

Foram utilizados ratogVistar (180-200 g), machos, provenientes do Biotério &aént
da Universidade Federal do Ceara, mantidos em delituminacdo ambiental (claro/escuro)
de 12 horas, com temperatura em média de 25 °€herdo racdo padrado tipo Purina e agua
ad libitum

Os experimentos realizados estdo de acordo conaalglwcuidados e usos de animais
de laboratério do Departamento de saude e serkigmsinos dos Estados Unidos da América
(EUA) e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisasais da Universidade Federal do
Cearéa (UFC), sob protocolo n:16/09 .

4.4 Preparo das Drogas

Cocaina (cloridrato de cocaina, sempre do mesi® foi fornecida pela Policia
Federal do Ceara, Fortaleza, Ceard, Brasil). Ainaceom pureza de 100 % por andlise no
Departamento de Quimica Orgéanica da Universidadierae do Ceara e as outras drogas
utilizadas neste trabalho, foram dissolvidas emaagidestiada momentos antes da
administracédo por via intraperitoneal em um voldimal de 0,1 mL para cada 100 g de peso

do animal.

Para o estudo da reversao das alteracbes compaotts foram selecionados

farmacos com acéo nos sistemas dopaminérgico, nemexdjico e serotonérgico.

4.5 Tratamento dos Animais e Procedimento Experimeal

Os animais foram tratados com cocaina (20mg/kgardar07 dias consecutivos, por
via intraperitoneal. As alteracdes comportameritaem avaliadas vinte e quatro horas (24h),
sete dias (7d) e vinte e um dias (21d) apos a aléidministracdo de cocaina. Para isto, foram
utilizados os testes de “labirinto em cruz elevd®us maze)”, “atividade locomotora
espontanea (ALE)” e “nado forcado” para a invesigade possiveis efeitos de ansiedade e

depressdo provocados pela retirada forcada dameata com a cocaina. Apds os testes
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comportamentais, 0os animais foram sacrificadosstr@itura corpo estriado foi retirada para

0s testes neuroquimicos.

Posteriormente, foi determinada a densidade de&pte@es dopaminérgicos B Ds-
simile e serotonérgicos através de ensaiobimting em homogenatos cerebrais. Os niveis
das monoaminas, NA, DA e 5-HT e seus metabolitoPRO, HVA e 5-HIAA, foram
determinadas utilizando HPLC. Foi determinada\ad#tde da catalase em corpo estriado dos
animais, com o intuito de se avaliar a participad@oestresse oxidativo nas alteracdes

neuroquimicas.

Os farmacos utilizados com o intuito de revertealteracdes comportamentais foram
o propranolol (10mg/kg), o ondansetrom (4mg/kg) uspirona (5mg/kg) administrados

intraperitonealmente 30 minutos antes dos expetmsaromportamentais.

4.6 Protocolo dos Experimentos Comportamentais

4.6.1 Avaliagdo da Atividade Ansiolitica

4.6.1.1. Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O modelo LCE (LISTER, 1987) consiste de dois brajmsrtos opostos (30 x 5 cm)

e dois fechados (30 x 5 x 25 cm), também opostogpema de crufQuadro 1). Os bracos
abertos e fechados estdo conectados por uma phatatentral (5 x 5 cm). A plataforma, as
paredes laterais dos bracos fechados sédo confadeisrem acrilico transparente e o chao
em acrilico preto. O aparelho esta elevado a utneaalle 45 cm do nivel do chdo. Apos 24
horas, 7 dias ou 21 dias ap0s a ultima adminigirdedcocaina via i.p., os animais foram
colocados no centro do aparelho com a cabeca agitach um dos bragos fechados e o seu
comportamento observado por 5 minutos. As medidagortamentais registradas no LCE
foram: nimero de entradas e o tempo despendiddrag®s abertos e nos fechados. A
freqUéncia total de entradas é obtida pela somalesnrdas freqiéncias de entradas nos
bracos abertos e nos fechados. Para analise #staties dados e confeccdo dos gréaficos a
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percentagem de entradas nos bracos abertos éaccdividindo-se a frequéncia de
entradas nos bragos abertos pela freqiiéncia ®@hladas, e esse indice multiplicado por
100. De maneira semelhante € calculada a percemtagetempo em que 0S animais
permanecem nos bracos abertos. Dessa forma osqievérfevados em consideracdo para
andlise estatistica sdo: numero de entradas nagsbrabertos (NEBA), tempo de
permanéncia nos bracos abertos (TPBA), percentadenentrada nos bragos abertos

(PEBA) e percentagem do tempo nos bracos aberf@&A(P

Posteriormente, com a finalidade de reverter aedagie causada no periodo de
abstinéncia de 24h da cocaina foram feitos trattomeam os farmacos ondansetrom

(4mg/kg), propranolol (10mg/kg) e buspirona (5mg/fgr via intraperitoneal.
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[Teste Labirinto em Cruz EIevado]

Cocaina(20mg/kg) 5 minutos
ou salina i.p.por 7

dias

24h, 7d ou 21d de
abstinéncia

eNUmero de entrada no brago aberto (NEBA);

- ePercentagem de entrada no braco aberto (PEBA);
Lister, 1987

eTempo de permanéncia no braco aberto (TPBA);

ePercentagem de permanéncia no brago aberto
(PTBA)

Quadro 1 - Esquema do Teste do Labirinto em Cruz Elvado

4.6.1.2 Teste do Campo Aberto

Experimento utilizado para avaliar a atividade exaidoria do animal (ARCHER,
1973). Os animais foram colocados em um campo @bedm area de 50 x 50 cm e
iluminado por uma luz vermelh@Quadro 2). Previamente, foram habituados durante 1
minuto ao campo aberto e, posteriormente, subnsetaip teste durante 5 minutos. Os
parametros para observacdo sdo: numero de cruzssmenin as quatro patas (atividade

locomotora espontanea) registrados durante um tel@pominutos.

7z

Este teste € considerado como um bom modelo andealansiedade por sua
sensibilidade bidirecional a tratamentos farmadotigy podendo avaliar o comportamento
semelhante a ansiedade em varias espécies, intlamcdais transgénicos e camundongos
knockout (CAROLA et al., 2002). Além disso, o TCAde também ser utilizado para
examinar os efeitos de agentes fisicos ndo-farmgicals, como exposicdo ao predador e/ou
procedimentos semelhantes, obtendo-se como resultad avaliagdo etologica detalhada
(CHOLERIS et al., 2001).
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Teste do Campo Aberto

5 minutos
Cocaina(20mg/kg)
ou salina i.p por 7
dias 24h, 7d ou 21 dias
de abstinéncia
3 -
s — v
& s

eNUmero de cruzamentos

Archer, 1973

Quadro 2 - Esquema do Teste do Campo Aberto

4.6.2 Avaliacdo da Atividade Antidepressiva

4.6.2.1 Teste do Nado Forcado (PORSOLT et al., 1978

O teste de nado forcado (TNF) introduzido por Pormsbal. (1978) e aplicado em
roedores, se baseia na atividade motora seguitdaalelidade em uma situacdo onde nao é
possivel uma fugéQuadro 3). No teste, apos um periodo inicial de luta, o ahiadota uma
postura tipica realizando apenas 0s movimentosssées para manter sua cabeca fora da
agua. O tempo total em que o animal mostra est@padamento é entdo medido (HEDOU et
al., 2001).

O experimento inclui duas exposi¢des a um tanquégda (22 cm de didametro e 40

cm de altura) espacadas de 24 horas. Deve-se cdlgua fresca a 25°C até a metade do
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tanque, cerca de 2m. Durante a primeira exposi¢cdo, 0s animais, matados, foram
colocados no tanque, um por vez, e deixados parid&tos. Durante a segunda exposicao, 0s
animais foram tratados e colocados no tanque ontEmpo de imobilidade foi contado

durante cinco minutos.

[ Teste do Nado Forcado ]

Cocaina (20mg/kg) 5 minutos

ou salina i.p. por 7 d /E

24h, 7d ou 21 d i~
abstinéncia i

‘ Porsolt et al., 1978 Tempo de
Imobilidade (s)

Quadro 3 - Esquema do Teste do Nado Forcado

4.7 Protocolo dos Experimentos Neuroquimicos

4.7.1 Dissecacéo da Area Cerebral (Corpo Estriado)

Para a realizacdo do estudo neuroquimico foi dégtea area cerebral: corpo estriado.
Os animais foram decapitados com uma guilhotinarvdid, USA) e, em seguida, os
encéfalos foram retirados e colocados sobre pdpelimio numa placa de petri com gelo.
Acompanhando a fissura sagital mediana, a camad#catocerebral foi liberada das
leptomeninges com a ajuda de uma pinca reta deodidsecacdo que divulsionar&ortex

delicadamente, em toda a sua extenséao frontoaci@itcortex ja divulsionado foi rebatido
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para os lados, expondo parte do hipocampo quelstwmado, foi deslocado e retirado
(MACHADO, 2000).

O corpo estriado (caudado, putamen e globo palfidb)isolado das estruturas
circunjacentes por divulsionamento com uma tesa@amicrodissecagdo, sendo a sua
retirada orientada pelo didmetro da porcédo tubendsével desses ndcleos, apo6s o

rebatimento lateral do cértékigura 5).

Terminada a dissecacgdo, cada area foi colocadpagrel de aluminio, sob gelo,
pesada e armazenada a -10°C para uso posteriond@ueecessaria a estocagem por um
certo periodo de tempo (no maximo 2 meses) osdewdo considerados como tendo a
mesma viabilidade para experimentacdo que os elosaith apds a dissecacao (BURKE;
GREENBAUN, 1987).

Figura 5 - Representacdo anatdomica da regido refamge ao corpo estriado

4.8 Determinagdo da concentragdo de Monoaminas auséMetabdlitos com HPLC
4.8.1 Método
Para a determinacdo dos niveis de monoaminasiliaadb o equipamento de HPLC

(Cromatografia Liquida de Alta Performance). Nanwatografia liquida classica, um

adsorvente (alumina ou silica) € empacotado emaatma e é eluido por um liquido ideal
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(fase movel). Uma mistura para ser separada éutida na coluna e € carreada através da
mesma por um liquido eluente (fase movel). Se umposto da mistura (soluto) é adsorvido
fracamente pela superficie da fase solida estaténéle atravessard a coluna mais
rapidamente que um outro soluto que seja maisni@mée adsorvido. Entdo, a separacéo dos
solutos € possivel se existem diferencas na aaspgjé solido. Os detectores eletroquimicos
medem a condutancia do eluente ou a corrente agsocom a oxidacdo ou reducdo dos
solutos. Para ser capaz de detectar no primeiro, @ass solutos devem ser ibnicos e no
segundo caso, 0s solutos devem ter a caractertdticeerem relativamente faceis de se

oxidarem ou reduzirem.

Detectores eletroquimicos que medem corrente agkociom a reducdo ou oxidacao
de solutos sdo chamados detectores amperométricaouwlomeétricos. Neste estudo foi
utilizado o tipo amperométrico que reage com umantidade muito menor de soluto, em
torno de 1 %. Todas as técnicas eletroquimicashezvoa aplicacdo de um potencial para
um eletrodo (geralmente de carbono vitreo), oxidaiz substancia que esta sendo estudada
proximo a superficie do eletrodo seguindo a antpliiio e medida da corrente produzida. As
catecolaminas sé@o oxidadas nos grupos de anelxhidpara produzir um derivado
ortoquinona com a liberacao de dois elétrons.

4.8.2 Procedimento Experimental

Os animais foram decapitados 60 minutos ap0s dnébsia de 24h, 7d e 21d,
subsequente a administracdo de cocaina (20 mg/isg)ire (controle) por 7 dias, ap0s as
retiradas tiveram seus cérebros dissecados soloe @ecorpo estriado foi utilizado para
preparar homogenatos a 10% (20mg éarea/100ul tamp@d®)tecidos cerebrais foram
homogeneizados em acido perclorico (HGLO centrifugados por 15 minutos em centrifuga
refrigerada (4°C) a 15.000 rpm. Uma aliquota deiR@o sobrenadante foi, entéo, injetada

no equipamento de HPLC, para a analise quimica.

Para a analise das catecolaminas, uma coluna BOFERSIL C18 com comprimento
de 250 mm, calibre 4,6 mm e de particula de 5 pam] thermo Scientific, foi utilizada. A
fase moével utilizada era composta por tampéao &ditico 0,163 M, pH 3,0, contendo acido
octanosulfénico sédico(SOS) 0,69 M, como reagemaddor do par idnico, acetonitrila 4 %
v/v e tetrahidrofurano 1,7 % v/v. NA, DA, DOPAC, KY 5-HT e 5-HIAA foram
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eletronicamente detectados usando um detector amptico (Modelo L-ECD-6A da
Shimadzu, Japao) pela oxidacdo em um eletrodorterwa vitreo fixado em 0,85V relativo a
um eletrodo de referéncia de Ag-AgCl. (HALLMAN; JSSN, 1984).

4.8.3 Solucdes Reagentes

Fase Movel

Para preparar um volume de 500 mL de fase movehfgresados 15,75 g de acido
citrico (Grupo Quimica, RJ., Brasil) e 0,292 g der&to de Sddio (Grupo Quimica, RJ.,
Brasil) completado para um volume de 400 mL cowmmduurissima (Milli-Q). Esta solucao
foi ajustada para pH 3,0 com hidroxido de sodi® M2,(Reagen, RJ, Brasil). A esta solucéo
foi adicionado o SOS 75 mg (Sigma, MO, USA) e catgado o volume para 470 mL com
agua Milli-Q. Em seguida, foi procedida a filtragdaegaseificacdo, e posteriormente adicdo
de 20 mL de acetonitrila (Carlo Erba Reagenti, NAJia) e 10 mL de tetrahidrofurano

(Sigma, MO, USA) para um volume final de 500 mL.

Acido Perclérico 0,1 M

Adicionou-se 1,8 mL de &acido perclorico (Sigma, MOSA) em um balédo

volumétrico e o volume ajustado para 300 mL.
4.8.4 Padrbes

Os padrdes foram preparados em uma concentragdaém ng/20 pL de solucéo de
NA, DA, 5-HT, DOPAC, HVA e 5-HIAA (Sigma, MO, EUA)A partir da area dos picos

desses padrfes, as concentracdes das amostras dalemadas utilizando o programa

Microsoft Excel® e os resultados expressos em ag/fgcido.

4.9 Determinacao da densidade dos receptores dopau@igicos

A determinacao dos receptores dopaminérgicosfta através de ensaios lnieding

executados em homogenatos cerebrais, variand@omtes parametros:
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4.9.1 Receptores Bsimile

Foi utilizado o ligante especifico®H]-SCH 23390 (87,0 Ci/mmol —Amersham
Biosciences), de acordo com método previamenteritedMELTZER; MATSUBARA;
LEE, 1989).

4.9.2 ReceptoresEsimile

Foi utilizado o ligante especificdH]-espiroperidol (114,0 Ci/mmol — Amersham
Biosciences), segundo uma adaptacdo do meétodoaprente descrito por Kessler et al.
(1991) e Meltzer, Matsubara e Lee (1989).

4.9.3 Método

O [PH]-SCH 23390 é um antagonista dopaminérgico qusyicata afinidade pelos
receptores Psimile. O ligante JH]-espiroperidol é um antagonista dopaminérgico ppesui
alta afinidade pelos receptores-fimile, possuindo também afinidade pelos receptore
serotonérgicos do tipo SHTTERAI; HIDAKA; NAKAMURA, 1989; KESSLER et al.,
1991). Para bloquear os receptores serotonérgicagifizado um antagonista especifico, a

mianserina.

A dopamina, um agonista dopaminérgico, foi adiada na forma ndo marcada, nos
brancosdos ensaios para receptof para determinar a radioatividade bi@ackgroundou
ligagBes ndo-especificas, em uma concentracaodalgeaxa interagir com 0s mesmos sitios
de ligacdo do receptor, impedindo assim, a ligad@d®H]-SCH23390, que fica livre. O
mesmo foi feito com relacdo ao receptay Mas neste caso foi utilizado o butaclamol, um
antagonista de receptores dopaminérgicos, tambémocmtuito de determinar as ligacGes
nado-especificas. Esses ligantes livres séo refirdddiltro através de lavagens sucessivas, e a
radioatividade €, entdo, contada por cintilacaioidia.

4.9.4 Procedimento experimental

Logo apés a dissecacdo das areas cerebrais eptgelo mencionado anteriormente,

foram feitos homogenatos a 10 % em tampao tris39CGhM, pH 7,4.
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Os homogenatos contendo 50-10§ de proteina foram incubados em tampao tris-
HCI modificado (50 mM, pH 7,4). No caso dos receggoD-simile o tampédo continha
0,1515 a 7,58 nM de’fl]-SCH 23390 para experimentos de saturacéo e m\8ara
experimentos de ponto Unico. No caso dos recepipregmile o tampao continha 1M de
mianserina (incubada por 30 minutos a temperatomaiente) para bloquear os receptores
serotonérgicos e 0,2358 a 4,72 nM did]{espiroperidol para experimentos de saturacdo e
3,77 para experimentos de ponto Unico. Em ambansaios, 0s respectivos ligantes eram
incubados na presenca e na auséncia de dopaminavL@urante 10 minutos), no caso dos
receptores B ou butaclamol 1M, no caso dos receptores Bendo o volume final do

ensaio de 0,2 mL.

Apos incubacdo a 37 °C durante 60 minutos, a ceémidterminada por filtracdo a
vacuo através de filtros Whatman GF/B. Os discosage! de filtro foram lavados trés vezes
com 4 mL de solucéo salina 0,9 % gelada, secos°€ §ibr no minimo 2 h e colocados em
frascos de vidrovals) contendo 3 mL de um coquetel de cintilag&o liguidntendo tolueno.

A radioatividade foi medida em um contador deileigéo liquida Beckman LS-6500
com a eficiéncia de 61 %. Binding especifico foi calculado comunding total menos o
binding ndo-especifico feito na presenca de dopamina [MOou butaclamol 10uM,
respectivamente para os receptore® D, e os resultados foram expressos como fentomoles
por miligrama de proteina. A concentracdo de pmatédi determinada segundo o método de

Lowry (1951), utilizando-se BSA como padréao.

4.9.5 Solucdes reagentes

= [H]-espiroperidol (114 Ci/mmol, Amersham Biosciences)
5 uL de PH]-espiroperidol foram diluidos em tampé&o tris-H@H 7,4, de forma

a obter uma concentracéo final de 43,28 nM.

= [*H]- SCH 23390(87 Ci/mmol, Amersham Life Science)
5 pl de PH]-SCH 23390 foram diluidos em tampao tris HCI, pH de forma a

obter uma concentracéo final de 11,5 nM.
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& Tampao Tris-HCI
6 g de Tris-HCI (trizma base, Sigma, Brasil) forditmidos em 1000 mL de agua
bidestilada, obtendo-se uma concentracdo de 50@npH foi ajustado com solucdo HCL 0,1
N (MERCK, Rio de Janeiro, Brasil) para pH 7,4.

& Tris HCI modificado
NaCl 120 mM; KCI 1mM; CaGl 2 mM; MgChL 1 mM, NaEDTA 1 mM e

ascorbato sodico 1 mM foram dissolvidos em tamp&dHCl 50 mM pH 7,4.

& Mianserina
Mianserina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi diluidem tampéao tris-HCI

obtendo-se uma concentracao final dei/D

= Dopamina (cloridrato de dopamina)
10 mg de dopamina (Sigma, St. Louis, MO, USA) fordilnidas em 2 mL de
tampao tris-HCI ndo modificado tendo uma conceatidpal de 5 mg/ml. A esta solucéo foi

acrescentado acido ascorbico 0,1 %.

= Butaclamol (Cloridrato de butaclamol (+)-)

Butaclamol (RBI, MA, USA) foi dissolvido em acids@rbico a 0,1% de forma a

se obter uma concentracao final dguM

& Coquetel de cintilacao
0,5 g de p-bis-2-(5-feniloxazolil) benzeno, POP@Rjha, St. Louis, MO, USA)
e 4,0 g de 2,5-difeniloxasol, PPO (Sigma, St. LoM®, USA) foram dissolvidos em 1000
mL de tolueno (Beckman, Fullerton, CA, USA).

4.10 Determinacgdo dos receptores serotonérgicos 5HT

4.10.1 Método

O ligante fH]-espiroperidol é um antagonista dopaminérgico ppesui alta afinidade

pelos receptores Fsimile, possuindo também afinidade pelos receptsezotonérgicos do
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tipo 5-HT, (TERAI; HIDAKA; NAKAMURA, 1989; KESSLER et al., 191). Para bloquear

0s receptores dopaminérgicos foi utilizado um agfana dopamina.

A ciproheptadina, um antagonista serotonérgicoadiicionada na forma ndo marcada,
nosbrancosdos ensaios para receptor 5Hyra determinar a radioatividade lslckground
ou ligacbes nédo-especificas, em uma concentragd@ada para interagir com 0S mesmos
sitios de ligacdo do receptor, impedindo assirigagéio do iH]-espiroperidol, que fica livre.
Esses ligantes livres sao retirados do filtro @sadle lavagens sucessivas, e a radioatividade
é, entdo, contada por cintilagéo liquida.

4.10.2 Procedimento experimental

Tecidos cerebrais de 3 animais formandopaol foram utilizados para experimentos
de ponto Unico e saturacaScatchards O tecido foi homogeneizado em 2 ml de tampéo
Tris-HCI 0,05M pH 7,4. O homogenato a 10 % foi céumngado por 15 min a 20.000 X g a 4°
C. O sobrenadante foi descartado e o decantadaviilo 3 vezes com o mesmo volume de
tampéao Tris-HCI 0,05 M. O decantado final foi regsenso em 0,3 ml do mesmo tampéao para
determinacdo subsequente da ligacado®Hd-¢spiroperidol. Como descrito anteriormente no
método dos receptores-Bimile, o referido ligante tem afinidade por receps D e 5HT, e
foi utilizado para determinacao destes ultimosa®do com o método descrito por Peroutka
e Snyder (1979), com algumas modificagbes. No enaai membranas (0,3-0,5 mg de
proteina) sdo incubadas com tampé&o Tris- HCI (pH @om a seguinte composicdo: acido
ascorbico 0,1 %, NaCl 120 mM, KCI 5 mM, CagImM, na presenca déH]-espiroperidol
4,72 nM e dopamina 100M para bloquear receptores-Bimile. A ligacdo inespecifica foi
definida pela adi¢ao de ciproheptadina 80 O tempo de incubagé&o foi 30 min a&7, e 0
volume final de 0,2 ml. Para experimentos de sefiraas concentracbes usadas *tf-|

espiroperidol variaram de 0,5 a 5 nM.

Apoés incubacdo a reacdo foi terminada por filmagd vacuo através de filtros
Whatman GF/B. Os filtros foram lavados trés vezea ¢ ml de solucéo salina 0,9 % gelada,
secos a 60 °C por no minimo 2 h e colocados emudsade vidro \{ials) com 3 ml de um

coquetel de cintilacao liquida contendo tolueno.
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A radioatividade foi medida em um contador de tagéo liquida Beckman LS-6500
com uma eficiéncia de 61 %. A ligacdo especificadtculada como a ligacao total menos a
ligacdo nao-especifica feita na presenca de ciptatima 100uM. Os resultados foram
expressos como fentomoles por miligrama de proteAnaoncentracdo de proteina foi

determinada segundo 0 método de Lowry et al. (1@6lidando-se BSA como padrao.

4.10.3 Solucdes reagentes

= [*H]-espiroperidol (114 Ci/mmol, Amersham Biosciences)
5 uL de [PH]-espiroperidol foram diluidos em tampé&o tris-HEH 7,4, de forma a

obter uma concentracéo final de 43,28 nM.

& Tampao Tris-HCI
6 g de Tris-HCI (trizma base, Sigma, Brasil) forditmidos em 1000 mL de agua
bidestilada, obtendo-se uma concentracdo de 50@npH foi ajustado com solu¢cdo HCL 0,1
N (MERCK, Rio de Janeiro, Brasil) para pH 7,4.

& Tris HCI modificado
NaCl 120 mM; KCI 1mM; CaGl 2 mM; MgChL 1 mM, NaEDTA 1 mM e
ascorbato sodico 1 mM foram dissolvidos em tamp&dHCl 50 mM pH 7,4.

= Dopamina (cloridrato de dopamina)
10 mg de dopamina (Sigma) foram diluidas em 2 mltadepédo tris-HCl néo
modificado tendo uma concentracéo final de 5 mg/&ksta solucao foi acrescentado &cido
ascorbico 0,1 %.

= Ciproheptadina
16,2 mg de ciproheptadina forma dissolvidos em 5dalagua destilada para

obtencéo de uma solugcéo de 1 mM.

& Coquetel de cintilacao
0,5 g de p-bis-2-(5-feniloxazolil) benzeno, POPGRyiha, St. Louis, MO, USA)
e 4,0 g de 2,5-difeniloxasol, PPO (Sigma, St. LoM®, USA) foram dissolvidos em 1000
mL de tolueno (Beckman, Fullerton, CA, USA).
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4.11 Determinagéo da enzima catalase

4.11.1 Método

A atividade da catalase foi medida pelo métodousaeo peroxido de hidrogénio para
gerar HO e Q (MAEHLY; CHANCE, 1954). Desta forma a atividade datalase foi
medida pelo grau desta reacao de transformacao.

4.11.2 Procedimento experimental

Imediatamente apds dissecacdo do corpo estriatip,aeea foi homogeneizada em
tampéao fosfato 0,05 M, pH 7,0 a 10 % (peso/volur@eprimeiro passo para determinacao
da atividade da catalase € o preparo do meio dfigegue € constituido por 9 mL de
peréxido de hidrogénio diluido em agua destiladd0@0) em 0,5 mL de tampao tris-HCI 1
M EDTA 5mM, pH 8 e 0,5 mL de agua destilada. A atreo§20uL) apds centrifugada a
10.000 Xg por 5 min foi adicionada a 980 do meio de reacédo. Apds 1 min, a absorbancia
inicial foi registrada e a final foi lida ap6s 6MmIO comprimento de onda utilizado foi de
230 nm. A curva padrao foi feita utilizando catelgmirificada (Sigma, MO, USA) sob
condicOes idénticas as do ensaio. As proteinasnfaieterminadas utilizando o método de
Lowry et al (1951).

4.11.3 Solucdes reagentes
= H-0, diluido
10 uL de peridol 30 % foram diluidos em agua destilgdap. 10 ml.

& Tampao tris-HCI 1M EDTA 5mM
Foram pesados 12,11 g de trizma base e 0,186 EQTA e diluidos para 100 mL de
agua destilada e o pH foi ajustado para 8,0 codoadoridrico.
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4.12 Andlise Estatistica

Para a analise estatistica dos dados foi utilizadoftware GraphPad Prism, verséo
5.0 para Windows, GraphPad Software (San Diegofddah, USA). Copyright © 1994-
1999 por GraphPad Software.

Para comparacdes multiplas foi utilizada Andlisevdgancia (ANOVA) e teste de
Student Newman Keuls como teptast ho¢ os dados ndo paramétricos foram analisados pelo
teste Student Em todas as analises estatisticas, 0s valores f@@amsentados pela Média +
Erro Padrdo da Média (EPM) com o nimero de aniewtie paréntese e foi considerado o
nivel critico para rejeicdo da hipotese de nulidamor que 0,05 (p<0,05). Os asteriscos
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001) caracterizam o grde significancia, assim como os demais

simbolos a,b,c,d,e.
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61

5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da Atividade Ansiolitica

5.1.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Efeitos da cocaina no Teste do labirinto em clexaglo (LCE) em ratos apds 24 h;
7 dias e 21 dias de retirada, subseqiente a ummiato sub-crénico com cocaina

(20mg/kg) via i.p por 7 dias.

Como apresentado riagura 6 observa-se que houve uma reducéo significdate
namero de entradas nos bracos abertos (NEBA) affog@ retirada da cocaina (1,93+0,40;
p<0,05) que persistiu durante 7 d (2,11+0,42; ps)0,Quando comparado aos seus
respectivos controles (24h: 3,26+0,47; 7d: 4,1160,4Apo0s 21 dias de retirada (21d:
2,35+0,37) ainda foi encontrado uma reducdo, eaindio significativa do numero de
entradas nos bracos abertos quando comparado &#oled@1id (2,92+0,35).

H Controle

O COC- 20mg/kg

24 h 7d 21 dias

Figura 6 - Efeito da abstinéncia de 24h, 7d e 21ddocaina, subseqiiente a um tratamento com cocaina
(20mg/kg) via i.p por 7 dias sobre o nimero de erdgdas nos bracos abertos (NEBA) no teste do labiriot
em cruz elevado (LCE) para ratos. Controle (veiculo), cocaina (20 mg/kg) foram adstiados
intraperitonealmente por 7 dias, e ap6s 24h, 7tldef@ realizado o experimento. Os resultados s@oessos
como média + EPM do nimero de entradas nos brdigrsoa (NEBA). Para analise estatistica foi utidliza
teste Student t. Valores significativgs<d,05, quando comparados ao controle.
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Na Figura 7 observou-se que o tempo (segundos) de permanégiaracos abertos
(TPBA), de forma semelhante ao NEBA, também foumédb apds 24h (21,33+4,19) e 7d
(2,11+0,42) quando comparados aos respectivos grapatroles: 24h (48,23+6,05); 7d
(3,50+0,46). Apds 21 d (33,70+4,59) de retiradadaimouve uma reducdo embora néo

significativa quando comparado ao controle 21d7345,39).

70 ~
60 -

Bl Controle
@ COC- 20mg

TPBA(s)

24 h 7d 21 dias

Figura 7 - Efeito da abstinénciade 24h, 7d e 21d de cocaina, subseqiente a um
tratamento com cocaina (20mg/kg) via i.p por 7 diasobre o tempo de permanéncia nos

bracos abertos (TPBA) no teste do labirinto em cruelevado (LCE) para ratos.Controle
(veiculo), cocaina (20 mg/kg) foram administradutsaperitonealmente por 7 dias, e apés 24h, 7ddef@l
realizado o experimento. Os resultados sdo exmassno média £+ EPM do tempo de permanéncia nosbrac
abertos (TPBA). Para analise estatistica foi aiilz teste Student t. Valores significativgs<,05, quando
comparado ao controle.

Na Figura 8 tem-se a percentagem de entradas nos bracos a{itft84) e observa-
se que apos 24h de retirada da cocaina (21,33+hA9)ma reducdo significante deste
parametro quando comparados ao grupo controle 28f23+6,05). Na retirada de 7d de
cocaina (19,6+3,29) ainda houve uma reducédo sigmifeé (p<0,05) em relacdo ao controle
(34,83+2,97). Depois de 21 dias de retirada (283/48) ainda foi encontrado uma reducéo
da percentagem de entradas nos bracos abertos ogquamparado ao controle 21d

(27,53+2,38), embora néo significativa.
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@ Controle
0 COC-20mg/kg

24h 7d 21d

Figura 8 - Efeito da abstinénciade 24h, 7d e 21d de cocaina, subseqiente a um
tratamento com cocaina (20mg/kg) via i.p por 7 diasobre a percentagem de entradas

nos bragcos abertos (PEBA) no teste do labirinto emruz elevado (LCE) para ratos.
Controle (veiculo), cocaina (20 mg/kg) foram adstiaidos intraperitonealmente por 7 dias, e apos 2die
21d foi realizado o experimento. Os resultadosesgessos como média + EPM da percentagem de astrad
nos bracos abertos (PEBA). Para analise estatfsiicdilizado teste Student t. Valores signifivats *p<0,05,
**p<0,01 quando comparado ao controle

Na Figura 9 tem-se a percentagem de tempo nos bracos abeftB&)(PObserva-se
que apoés 24h de retirada da cocaina (7,65+1,8Q@areducéo significante (p<0,001) deste
parametro quando comparados ao grupo controle 28f23+2,69). Na retirada de 7d de
cocaina (11,00+2,81) houve uma reducao significanterelagdo ao controle (25,06+5,27)
gue persiste, embora nao significativo, na retidel21 d (16,61+2,58), quando comparado
ao controle 21d (22,38+2,64).
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@ Controle
0O coc- 20mg/kg

24 h 7d 21 dias

Figura 9 - Efeito da abstinénciade 24h, 7d e 21d de cocaina, subseqiente a um
tratamento com cocaina (20mg/kg) via i.p por 7 diasobre a percentagem do tempo nos

bracos abertos (PTBA) no teste do labirinto em cruelevado (LCE) para ratos.Controle
(veiculo), cocaina (20mg/kg) foram administraddsajmeritonealmente por 7 dias, e apés 24h, 7d ef@ld
realizado o experimento. Os resultados sdo exmessno média + EPM da percentagem de tempo nossrac
abertos (PTBA). Para analise estatistica foi atilz teste Student t. Valores significativgs:8,05, ***p<0,001
gquando comparados ao controle

NasFiguras 10, 11, 12 e 18emos o efeito das drogas ondansetrom, propragolol
buspirona sobre os efeitos causados na abstinda@d horas de cocaina, apos o tratamento
sub-crénico de 7 dias no LCE. Nagura 10 tem-se o numero de entradas nos bragos
abertos, e como observado anteriormente a cocaimsoe uma reducdo deste parametro
(1,71+0,42) quando comparado ao controle (3,8530,Mbs animais tratados com
propranolol ndo houve nenhuma alteracdo signifiaafd,0+0,51) em relacédo ao controle.
Quando os animais foram tratados com cocaina endusaabstinéncia foram tratados com
propranolol, houve um aumento do NEBA (5,50+0,6i) eelacdo a cocaina sozinha e
nenhum efeito significativo em relacdo ao proprahsbzinho ou controle. Ja os animais do
grupo tratado com ondansetrom (2,83+0,30) naocalterNEBA quando comparado com o
controle. Entretanto a associagdo de ondansetraocaina aumentou significativamente o
NEBA (5,37+0,53) quando comparado a cocaina sozifigan como comparado ao
ondansetrom (2,83 +0,30). A buspirona causou gi@eraignificativa em relacdo ao controle

e quando associada com a cocaina reduziu sigivicagnte o NEBA (1,37 + 0,37) em
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relacdo ao controle, mas ndo causou nenhuma @tesagnificativa em relacdo a cocaina ou

buspirona sozinha.

7 1 M controle

B coc

& prop

O coc+prop
Oond

B8 coc+ond
B busp

8 coc+busp

NEBA

Figura 10 - Efeito do propranolol, ondansetrom e buspirona ap® abstinénciade 24h de
cocaina, subsequente a um tratamento com cocain@®2g/kg) via i.p por 7 dias sobre o
namero de entradas nos bracos abertos (NEBA) no tesdo labirinto em cruz elevado

(LCE) para ratos. Controle (veiculo), cocaina (20 mg/kg) foram adstiados intraperitonealmente por 7
dias, e apos 24h foi administrado propranolol (1Bug)g ondansetrom (4mg/kg) ou buspirona (5mg/kg)ip.
30 min antes do experimento. Os resultados sa@ssps como média + EPM do nimero de entradas agsshr
abertos (NEBA). Para analise estatistica foi atiliz ANOVA e teste Student Newman’s Kpakt hoc Valores
significativos a 7p<0,05versuscontrole, b 7p<0,05versuscocaina, d $<0,01versusondansetrom.

Na Figura 11 observou-se que o tempo (segundos) de permanénsidbracos
abertos do grupo tratado com cocaina (26,29+7,82yefduzido em relacdo ao controle
(53,75%2,85), diferentemente do grupo tratado coopnanolol (112,0+£9,95) no qual houve
um aumento significativo do PTBA em relacdo ao ete a cocaina. O propranolol
administrado na abstinéncia de 24h (39,67+8,28e®nenhum efeito quando comparado a
cocaina sozinha ou ao controle, entretanto eméaelag propranolol teve uma diminui¢do
significativa. O grupo tratado com ondansetrom (0€5,29) aumentou significantemente o
NEBA em relacdo ao controle. Este aumento permanepeando oondansetrom foi
administrado na abstinéncia de cocaina (76,50+588nhdo comparado ao controle e a

cocaina sozinha. Entretanto esta associacdo caosmveducdo do TPBA quando comparado
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ao ondansetrom sozinho. Ja o grupo tratado comrbnap(0,42+0,29) reduziu o tempo de
permanéncia nos bracos abertos quando comparadoordmle e observou-se que no
tratamento com buspirona na abstinéncia de 2467{622,88) houve um aumento do TPBA

em relacéo a buspirona ou cocaina sozinhas.
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Figura 11 - Efeito do propranolol, ondansetrom e buspirona apéabstinénciade 24h, de
cocaina, subsequente a um tratamento com cocain®2g/kg) via i.p por 7 dias sobre o
tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA) nesdte do labirinto em cruz elevado

(LCE) para ratos. Controle (veiculo), cocaina (20 mg/kg) foram adstiados intraperitonealmente por 7
dias e ap6s 24h foi administrado propranolol (1Gg)g/ ondansetrom (4mg/kg) ou buspirona (5mg/kg)ip.

30 min antes do experimento. Os resultados sdessps como média £+ EPM do tempo de permanéncia nos
bracos abertos (TPBA). Para andlise estatisticatiiiado ANOVA e teste Student Newman’s Keokt hoc
Valores significativos a<0,05 versuscontrole,b= p<0,05versuscocaina, c9<0,05 versuspropranolol, d=
p<0,05versusondansetrom, ep<0,05versusbuspirona

Na Figura 12 verificou-se que a percentagem de entradas nosediertos (PEBA)
do grupo cocaina (20,44+4,47), apresentou uma é&edeip relacdo ao controle (40,40+3,18).
O grupo tratado com propranolol (49,00+2,41) aumerdsta percentagem em relagdo ao
controle, o propranolol administrado na abstinéndma 24h (46,57+5,72) aumentou
significantemente o PEBA em relagcéo ao grupo cecadilo grupo tratado com ondansetrom
(19,00+5,82) ocorreu uma reducdo em relacdo aaatentmas quando o ondansetrom foi
administrado apos 24 h de retirada de cocaina342,25) houve um aumento significante
no PEBA em relacdo a cocaina e ao ondansetromhaozi& o grupo buspirona (15,43+7,36)

reduziu significantemente quando comparado ao @ente a buspirona na abstinéncia
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(43,43+3,84) aumentou a percentagem de entradalBraggs abertos quando comparado ao

grupo da cocaina.
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Figura 12 - Efeito do propranolol, ondansetrom e buspirona ap® abstinénciade 24h, de
cocaina, subsequente a um tratamento com cocain®2g/kg) via i.p por 7 dias sobre a
percentagem de entradas nos bracos abertos (PEBAp rteste do labirinto em cruz

elevado (LCE) para ratos. Controle (veiculo), cocaina (20 mg/kg) foram adstiaidos
intraperitonealmente por 7 dias e apés 24h foi atbtnado propranolol (10mg/kg), ondansetrom (4rpptu
buspirona (5mg/kg) via i.p. 30 min antes do expentn. Os resultados sao expressos como média +dzPM
percentagem de entradas nos bracos abertos (PEB#). andlise estatistica foi utilizado ANOVA e dest
Student Newman'’s Keulost hoc Valores significativos ap<0,05versuscontrole, b=p<0,05 versuscocaina,
d=p<0,05versusondansetrom

Na Figura 13 € demonstrado a percentagem de tempo nos bragissaff&TBA). Os
resultados mostraram que o grupo tratado com caddi33+0,76) teve uma reducdo da
percentagem de tempo nos bragcos abertos em retgagrupo controle (24,78+2,30),
enquanto o grupo tratado com propranolol (29,5&)2rto alterou significativamente este
parametro. Entretanto o propranolol administrad@lostinéncia de 24h (7,25+£2,41) nao foi
diferente do grupo da cocaina (4,3310,76). O grugtado com ondansetrom (36,38+1,41)
aumentou a percentagem de tempo nos bracos almmo®lacdo ao controle e quando
associado a cocaina apos 24h de retirada (26,73+tBduve um aumento significante da
percentagem de tempo nos bracos abertos quandaa@mopa cocaina. Ja o grupo tratado
com buspirona (0,42+0,29) reduziu significantemeasta percentagem em relacdo ao
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controle e a buspirona na abstinéncia de 24h (0,37 causou um aumento quando

comparado ao controle (24,78+2,30) a cocaina (9,38 ou buspirona sozinhas.

100 - ab.e
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Figura 13 - Efeito do propranolol, ondansetrom e bspirona apés abstinénciale 24h, de
cocaina, subsequente a um tratamento com cocain®2g/kg) via i.p por 7 dias sobre a
percentagem de tempo nos bracos abertos (PTBA) neste do labirinto em cruz elevado
(LCE) para ratos. Controle (veiculo), cocaina (20 mg/kg) foram adstiaidos intraperitonealmente por 7
dias e ap6s 24h foi administrado propranolol (1Gg)g/ ondansetrom (4mg/kg) ou buspirona (5mg/kg)ip.

30 min antes do experimento. Os resultados sdeesps como média + EPM da percentagem de tempo nos
bracos abertos (PTBA). Para andlise estatisticatiiiado ANOVA e teste Student Newman’s Keokt hoc
Valores significativos ap<0,05versuscontrole, b5<0,05versuscocaina, ep<0,05versusbuspirona
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5.1.2 Teste do Campo Aberto

Efeitos da cocaina no Teste do Campo Aberto (CAjatos apos 24 h; 7 dias e 21
dias de retirada, subsequiente a um tratamento&ubarcom cocaina (20mg/kg) via i.p por
7 dias.

A Figura 14 mostra a atividade locomotora do animal no testeaimpo aberto. O
grupo da retirada de cocaina de 24h (22,47+1,4@saptou um aumento significante da
locomocéo, em relacdo ao grupo controle (14,3831N& abstinéncia de 7 dias de cocaina
(15,40+1,23) ainda verificou-se um aumento dest@datle quando comparado ao controle
(10,78+0,89). Entretanto, na retirada de 21 dias,3@1,52) ndo ocorreu alteracdo

significativa em relacéo ao controle (23;:92,15).

30 1

*%k%

B Controle
@ COC-20mg/kg

NuUmero travessias(s

24 h 7d 21 dias

Figura 14 - Efeito da abstinénciade 24h, 7d e 21d de cocaina, subseqiente a um
tratamento com cocaina (20mg/kg) via i.p por 7 diasobre a atividade locomotora (ALE)

no teste do campo aberto para ratoSControle (veiculo), cocaina (20 mg/kg) foram adstiaidos
intraperitonealmente por 7 dias, e ap6s 24h, 7tldef@ realizado o experimento. Os resultados s@woessos
como média + EPM do numero de travessias/s. Pabsarestatistica foi utilizado testeStudent. Valores
significativos **p<0,01 ***p<0,001, quando comparados ao controle

A Figura 15 mostra a atividade locomotora do animal no testeainpo abertapés
os tratamentos com ondansetrom, propanolol e mmpiou com salina. O grupo cocaina
(19,17+2,05) apresentou um aumento da locomocadagsggnificante, enquanto o grupo

tratado com propranolol (15,25+2,39) ndo teve dilgp em relacdo ao controle
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(14,00+1,43). O propranolol administrado na absiing de 24h reduziu significantemente
(2,91t 0,35) os movimentos do animal em relacdo @agos controle, cocaina e
propranolol. O grupo ondansetrom (9,20+1,90) Héeyau a atividade locomotora, mas na
retirada de 24h (10,33+1,49) reduziu a ALE em @dag cocaina. A buspirona (2,57+0,57)
reduziu a ALE em relacé@o ao controle, e quandocéss® a cocaina, durante a abstinéncia,
reduziu a ALE em relacdo a cocaina (13,00£1,41} @sta associacdo causou um aumento

em relacéao a buspirona.
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Figura 15 - Efeito do propranolol, ondansetrom e buspirona apéabstinénciade 24h de
cocaina, subsequente a um tratamento com cocain@2g/kg) via i.p por 7 dias sobre a

atividade locomotora do animal no teste do campo &to para ratos. Controle (veiculo),
cocaina (20 mg/kg) foram administrados intrapeadmente por 7 dias e apds 24h foi administradprarmlol
(10mg/kg), ondansetrom (4mg/kg) ou buspirona (kgigvia i.p. 30 min antes do experimento. Os resids
sdo expressos como média + EPM do nimero de tiagfswminutos. Para andlise estatistica foi utilizad
ANOVA e teste Student Newman’s Keadst hoc Valores significativos ap<0,05versuscontrole, b=p<0,05
versuscocaina, c<0,05versuspropranolol, e<0,05versusbuspirona
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5.2 Avaliacdo da Atividade Antidepressiva

5.2.1 Teste do Nado Forcado

Efeitos da cocaina no Teste do Nado Forcado (TNF)atos apds 24 h; 7 dias e 21
dias de retirada, subseqiiente a um tratamentoréalze com cocaina (20mg/kg) via i.p

por 7 dias.

A Figura 16 mostra o tempo de imobilidade (segundos) no t@staado for¢ado.
Na retirada de cocaina de 24h (57,1446,51), benoawende 7 d (43,25+3,91) houve uma
reducdo do tempo de imobilidade, quando comparadooatrole (104,5£3,72), entretanto
na retirada de 21d (132,0+5,92) o tempo de imadlé foi maior que no controle
(p<0,001).

160 -
@ controle
@ coc 24h
120 - O coc 7d

100 - 0O coc 21d

140 -

80 1 **%

60 1 *kk
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Figura 16 - Efeito da abstinéncia de 24h, 7d e 21d de cocainabseqiente a um
tratamento com cocaina (20mg/kg) via i.p por 7 diasobre o tempo de imobilidade no
teste do nado forgado para ratoSControle (veiculo), imipramina (10mg/kg), coca(@8 mg/kg) foram
administrados intraperitonealmente por 7 dias esdpth, 7d e 21d foi realizado o teste. Os resutadm
expressos como média + EPM do tempo de imobilidaxi¢este do nado forcado. Para andlise estatfsfica
utiizado ANOVA e teste Student Newman’'s Keadst hoc Valores significativos **p< 0,001, quando
comparados ao controle.
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A Figura 17 mostra o tempo de imobilidade (segundos) no testeado forcado. Na
retirada de cocaina de 21d (132,0+5,92) houve umeato do tempo de imobilidade
quando comparado ao controle (80,8315,78). Nestaoqme de abstinéncia de 21 dias,
administracdo de bupropiona (5,37+0,80), ou panoagf32,83+5,99) reduziu o tempo de
imobilidade, o que foi estatisticamente signifiea(<0,001) quando comparado aos grupos
controle e cocaina. E a paroxetina na abstinéreiaodaina em relacdo a bupropiona na
retirada foi significante (p<0,001).
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Figura 17 - Efeito da bupropiona e paroxetina na abstinéncia de21d de cocaina
subseqiiente a um tratamento com cocaina via i.p por dias sobre o0 tempo de
imobilidade do animal no teste do nado forgcado ematos.Controle (veiculo), cocaina (20 mg/kg)
foram administrados intraperitonealmente por 7 diapds 21 dias foi administrado bupropiona (30gjgék
paroxetina (10mg/kg). Os resultados sdo expresso® enédia + EPM do tempo de imobilidade no teste do

nado forcado. Para andlise estatistica foi utiizatlOVA e teste Student Newman's Kqdst hoc Valores
significativos ap < 0,001versuscontrole, b<0,001versuscocaina.
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5.3 Avaliagdo da concentragdo de monoaminas em corpstriado de ratos

Efeitos da cocaina na concentracdo de monoamma®o estriado de ratos apos

24 h; 7 dias e 21 dias de retirada, subsequiente @agamento com cocaina (20mg/kg) via

I.p por 7 dias.

A Figura 18 mostra a concentracdo de dopamina (DA) em corp@@s de ratos
durante as retiradas de 24 h (4574+383), 7 d (4889+e 21 d (4852+341) da cocaina,
através do HPLC. Observa-se que ocorreu um aurgstdatisticamente significante (p<0,05

e p<0,01) em relag&o ao controle (3205+ 176), réssperiodos de abstinéncia da cocaina.
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Figura 18 - Determinacdo da concentracdo de dopamina (DA) em g estriado de
ratos, apos tratamento de 7 d com cocaina (20mg/kgia i.p. durante abstinéncia de 24

h, 7 d e 21 dApés a realizagéo dos testes os animais foranfisados e dissecados para a retirada do corpo
estriado. A determinacdo das monoaminas foi feitk pécnica de HPLC com deteccdo eletroquimica. Os
resultados (ng/g de tecido) sdo expressos comoameHiPM. Para andlise estatistica foi utilizado ANMOe
teste Student Newman'’s Kepibst hoc.Valores significativos < 0,05 e *p<0,01, quando comparados ao

controle.

A Figura 19 mostra a concentracdo de acido dihidroxifenilacé{DOPAC), um
metabdlito da dopamina, em corpo estriado de ducente as retiradas de 24 h (2091+106),
7 d (1950+72) e 21 d (1376+118) da cocaina, atrae$iPLC. Nota-se uma alteracao
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estatisticamente significante (p<0.001) em relagacontrole (2939+182), nas trés retiradas

da cocaina.
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Figura 19 - Determinagdo da concentracdo do acido dihidroxiferacético (DOPAC),
um metabolito da dopamina, em corpo estriado de ras, apos tratamento de 7 d com

cocaina (20mg/kg) via i.p. durante abstinéncia ded42h, 7 d e 21 dApés a realizagdo dos
testes os animais foram sacrificados e dissecadus @ retirada do corpo estriado. A determinagd® da
monoaminas foi feita pela técnica de HPLC com dgtecletroquimica. Os resultados (ng/g de tecido) s
expressos como média + EPM. Para analise estatfsiiatilizado ANOVA e teste Student Newman’s Keul
post hoc Valores significativos **p <0,001, quando comparados ao controle.

A figura 20 mostra a concentracdo de &cido 4-hidroxi-3-mefenitacético(HVA),
um metabdlito da dopamina, em corpo estriado desrdurante as retiradas de 24 h
(926145), 7 d (778£37) e 21 d (675%50), da cocadtraves do HPLC. Houve uma reducéo
do metabdlito nos trés periodos de abstinénciaredggdo ao controle (1339+113), que foi

estatisticamente significante p<0,001.
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Figura 20 - Determinacdo da concentracdo de &cido-mdroxi-3-metoxi-fenilacético
(HVA), um metabdlito da dopamina, em corpo estriadale ratos, apés tratamento de 7 d

com cocaina (20mg/kg) via i.p. durante abstinéncide 24 h, 7 d e 21 dApés a realizagéo dos
testes os animais foram sacrificados e dissecados @ retirada do corpo estriado. A determinacd® da
monoaminas foi feita pela técnica de HPLC com ddteceletroquimica. Os resultados (ng/g de tecido) s
expressos como média + EPM. Para analise estatfstiatilizado ANOVA e teste Student Newman’s Keul
post hoc Valores significativos **p < 0,001, quando comparados ao controle

A Figura 21 mostra a concentracéo de serotonina (5HT) em cesp@do de ratos
durante as retiradas de 24 h (450+£54,69), 7d (18824) e 21 d (508,8+42,96) da cocaina,
através do HPLC. Observa-se que ocorreu um aunggattativo nas retiradas, no entanto
houve significancia com 7 dias e 21 dias quandopapado ao controle (193,8+43,03),

(p<0,01 e p<0,001 respectivamente).
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Figura 21 - Determinacdo da concentracdo de serotonina (5HT) eworpo estriado de
ratos, apos tratamento de 7 d com cocaina (20mg/kgia i.p. durante abstinéncia de 24

h, 7 d e 21 dApés a realizagéo dos testes os animais foranfisados e dissecados para a retirada do corpo
estriado. A determinacdo das monoaminas foi feitk pécnica de HPLC com deteccdo eletroquimica. Os
resultados (ng/g de tecido) sdo expressos comoameHiPM. Para andlise estatistica foi utilizado ANMOe
teste Student Newman’s Kqubst hoc Valores significativos *p < 0,01 e **p<0,001, quando comparados ao
controle

A Figura 22 mostra a concentracdo de acido 5-hidroxiindolacgBHIAA), um
metabolito da serotonina, em corpo estriado desratorante as retiradas de 24 h
(1456+100), 7 d (1348£75) e 21 d (862+52) da camaatravés do HPLC. Durante as
retiradas de 24 h e 7 d ocorreu um aumento emaelaQ controle (1000+66), que foi
estatisticamente significante (0,01), e na de 21 d n&o foi diferente em relagdo a

controle.
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Figura 22 - Determinacdo da concentracdo de acidetbdroxiindolacético (5HIAA), um
metabolito da serotonina, em corpo estriado de rag) apds tratamento de 7 d com
cocaina (20mg/kg) via i.p. durante abstinéncia dedzh, 7 d e 21 d.Apés a realizacdo dos testes
0s animais foram sacrificados e dissecados pagtirada do corpo estriado. A determinacdo das nminzes
foi feita pela técnica de HPLC com deteccéo eletimica. Os resultados (ng/g de tecido) sdo expsessmo
média + EPM. Para andlise estatistica foi utilizadMOVA e teste Student Newman’s Kedst hoc Valores
significativos **p < 0,01, quando comparados aotuua

(5HIAA)Nng/g de tecido

A figura 23 mostra a concentragédo de noradrenalina (NE) driastetiradas de 24
h (144+9), 7 d (250£27) e 21 d (1810+160,6) da owaatravés do HPLC. Nas retiradas de
24 horas, 7 dias e 21 dias houve diferenca estatisénte significante (**p<0,01 e
***pn<(0,001) em relacdo ao controle (2454+176).
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Figura 23 - Determinacéo da concentracdo de noradrenalindNE) em corpo estriado de
ratos, apos tratamento de 7 d com cocaina (20mg/kgia i.p. durante abstinéncia de 24

h, 7 d e 21 dApés a realizagéo dos testes os animais foranfisados e dissecados para a retirada do corpo
estriado. A determinacdo das monoaminas foi feitk pécnica de HPLC com deteccdo eletroquimica. Os
resultados (ng/g de tecido) sdo expressos comoameHiPM. Para andlise estatistica foi utilizado ANMOe
teste Student Newman’s Keubst hoc Valores significativos *p <0,01 e ***p<0,001, quando comparados ao
controle

A figura 24 mostra a concentracdo da taxa de metabolizac@mtéuas retiradas de
24 h (DOPAC/DA: 0,45+0,03; HVA/DA: 0,20+0,03; S5HIABHT: 1,11+0,04), 7 d
(DOPAC/DA: 0,44+0,01; HVA/DA: 0,17+0,01; 5HIAA/5HT:0,40+0,007) e 21 d
(DOPAC/DA: 0,30+0,06; HVA/DA: 0,14+0,03; 5HIAA/5HT:0,55+£0,16) da cocaina,
atravées do HPLC. Houve reducado estatisticamentgifisgnte de todas as taxas de
metabolizacdo em relacdo aos seus respectivosor24h-DOPAC/DA: 0,92+0,04;
HVA/DA: 0,42+0,03; 5HIAA/SHT: 0,55+0,09; 7d- DOPAOA: 0,91+0,03; HVA/DA:
1,65+0,09; 5HIAA/SHT: 1,49+0,04; 21d- DOPAC/DA: 0;£0,22; HVA/DA: 0,44+0,21;
5HIAA/SHT: 1,68+0,29).
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Figura 24 - Determinacdo da taxa de metabolizacdo em corpo estlo de ratos, apos

tratamento de 7 d com cocaina (20mg/kg) via i.p. dante abstinéncia de 24 h, 7 d e 21 d.
Apés a realizacao dos testes os animais foramfisados e dissecados para a retirada do corpa@striA
determinacdo das monoaminas foi feita pela téatecBlPLC com deteccédo eletroquimica. Os resultanig/g (
de tecido) s@o expressos como média + EPM. Palsargstatistica foi utilizado teste Student t. oras
significativos ¥ <0,05 e ***p<0,001, quando comparados ao controle

5.4 Determinacgdo da densidade de receptores doparéigicos (D e D) e serotonérgico
(5HT,) em corpo estriado de ratos

Efeitos da cocaina na densidade de receptores dogr@mos em corpo estriado
(CE) de ratos apds 24 h, 7 dias e 21 dias de datiraubseqiiente a um tratamento
subcrdénico com cocaina (20mg/kg) via i.p por 7 dias

A Figura 25 mostra a densidade de receptores de dopami)ae( corpo estriado
de ratos, durante as retiradas de 24 h (277,9428%)301,8+22,1) e 21 d (326,9£26,5) da
cocaina, atraves do binding. Nas retiradas néoehdifgrenca estatisticamente significante

em relacéo ao controle (337,3+11,32).
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Figura 25 - Densidade de receptores de dopamina{)Dem corpo estriado de ratosapos
tratamento de 7 d com cocaina (20mg/kg) via i.p. dante abstinéncia de 24 h, 7 d e 21 d.
Apos a realizacdo dos testes os anirfaem sacrificados e dissecados para a retiradzogm
estriado A determinagdo dos receptores foi feita pela técdabinding Os resultados (fmol/mg de
proteina) sdo expressos como média + EPM. Parsargdtatistica foi utilizado ANOVA e

teste Student Newman’s Kaaost hoc

A Figura 26 mostra a densidade de receptores de dopamiae(b corpo estriado
de ratos, durante as retiradas de 24 h (467,9410,8)(405,6£24,1) e 21 d (168,1+7,7) da
cocaina, através do binding. Na retirada de 24 shara7 dias houve diferenca

estatisticamente significante em relacdo ao can{281,7+40,2) (*p<0,05).
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Figura 26 - Densidade de receptores de dopaminaDem corpo estriado de ratosapos

tratamento de 7 d com cocaina (20mg/kg) via i.p. dante abstinéncia de 24 h, 7 d e 21 d.
Apés a realizacao dos testes os animais foramfisados e dissecados para a retirada do corpa@striA
determinacéo dos receptores foi feita pela téatédanding Os resultados (fmol/mg de proteina) sdo expressos
como média + EPM. Para analise estatistica foizatlb ANOVA e teste Student Newman's K@alst hoc

Valores significativos *p<0,05 e px0,01, quando comparados ao controle

A Figura 27 mostra a densidade de receptores de serotonina,)(5T corpo
estriado de ratos, durante as retiradas de 24 5,28%,8), 7 d (505,7+37,9) e 21 d
(261,148,7) da cocaina, através do binding. Narad#i de 7 dias houve diferenca

estatisticamente significante em relacdo ao can{286,6+20,0) (***p<0,001).
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Figura 27 - Densidade de receptores de serotonin&HT,) em corpo estriado de ratos,
apos tratamento de 7 d com cocaina (20mg/kg) vigi.durante abstinéncia de 24 h, 7d e
21 d. Apods a realizacdo dos testes os animais foranfisados e dissecados para a retirada do corp@mestr

A determinacdo dos receptores foi feita pela técmle binding Os resultados (fmol/mg de proteina) sao
expressos como média + EPM. Para analise estatfstiaitiizado ANOVA e teste Student Newman’s Keul
post hoc Valores significativos **$<0,001, quando comparados ao controle

(5HT2)fmol/mg de proteina

5.5 Atividade da catalase em corpo estriado de rag@p0os abstinéncia de 24h, 7d e 21 de
cocaina

Efeitos da cocaina na atividade da catalase eys gqtos 24 h; 7 dias e 21 dias de

retirada, subsequliente a um tratamento com coczinag(kg) via i.p por 7 dias.

A figura 28 mostra que houve uma reducdo da atividade da sata&a corpo
estriado de ratos, nas retiradas de cocaina de(244+0,11), 7d (1,92+0,37) quando
comparado ao controle (4,95%0,86) e foi estatistamate significante (p<0.01). E na retirada
de 21 d (4,67% 0,87) continuou havendo uma redegdcoelacdo ao controle (6,38+0,78),

no entanto néao foi significante.
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Figura 28 - Atividade da catalase em corpo estriadde ratos apds 24h, 7d e 21d de

abstinéncia de cocaina, subsequente a tratamentobswdnico (7d) com cocaina.Os
resultados (mM/min/mgle proteina) sdo expressos como média + EPM. Umrs dms o pré-tratamento os
animais tiveram o corpo estriado dissecados pamsrdmacdo da atividade da catalase. A atividadeatilase
foi determinada por espectrofotometria. Para amabstatistica foi utilizado teste Student t. Valore
significativos **p<0,01, quando comparados ao controle
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6 DISCUSSAO

A ansiedade pode ser caracterizada como a antéoigagocional de uma situacao
aversiva, de dificil controle e de provavel ococién Medo, no entanto, pode ser definido
como uma reacdo a uma situacdo perigosa real edbénida e € visto por varios autores
como uma entidade independente da ansiedade. Assiia, por vezes pode ser dificil uma
separacdo entre as duas. Alguns modelos animaiangiedade evocam, pela simples
exposicdo do animal a um novo ambiente ou estimedopportamentos de medo ou
defensivos, analogos a manifestagfes ansiosasdividinos com transtornos de ansiedade.
Por exemplo, animais expostos ao labirinto em etazado apresentam um comportamento
denominado de avaliacdo de riscos assessment o que pode ser relacionado a
hipervigilancia, apresentada por individuos ansiogo avaliacdo de risco representa uma
antecipacdo de um perigo potencial, sendo um cdampento defensivo de grande valor
adaptativo; ainda assim, individuos ansiosos parenais freqiientemente tentar antecipar tal
ameaca no intuito de lidar melhor com isto, o queba por trazer prejuizos para 0S mesmos
(RAMOS et al., 1997; BLANCHARD; BLANCHARD, 1999).

Vérios testes foram desenvolvidos para avaliar rpan@ds comportamentais que
indicassem ansiedade em roedores. A avaliagdo mipartamento relacionado a ansiedade
em modelos animais tem por base a hipotese destadade ser comparavel aguela em
humanos. E incontestavel que diferentes modelospodamentais em roedores indicam
ansiedade, isto é, mudancgas comportamentais eénpeag que, presumivelmente podem estar
relacionadas com uma alta atividade do sistemaosersimpatico. Portanto, uma analogia,
sendo uma homologia, pode ser assumida entre edadsi em humanos e roedores (OHL,
2003).

O labirinto em cruz elevado (LCE) é o modelo matfizado e aceito pela
comunidade cientifica como um procedimento rapidingles para detectar ambos efeitos
ansiolitico e ansiogénico de drogas em ratos e edamgos (TREIT, 1985). Desta forma, no
presente estudo foi utilizado o LCE, teste pardiavae a abstinéncia de cocaina apés 24
horas, 7 e 21 dias seria capaz de induzir comperteamde ansiedade nos animais. Os

resultados deste estudo demonstraram que a aluséirtEncocaina nas retiradas de 24h e 7d
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foi capaz de causar ansiedade nos animais, comernvall® pela reducdo de todos os
parametros avaliados neste modelo do LCE (NEBA,REBBA, PTBA). Ja na retirada de

21 dias ndo foi observado nenhuma alteracdo ddamedros. Esta reducdo de todos os
parametros, interpretada como ansiedade, € comfampela literatura que relata

exaustivamente que no teste do LCE, compostos lditsi® aumentam seletivamente o
namero de entradas e o tempo de permanéncia ngesbabertos, enquanto compostos
ansiogénicos reduzem seletivamente estes paranj@M@REATINI; BACELLAR, 1999).

A ansiedade observada no presente trabalho dueardbstinéncia de cocaina é
também apoiada por outros trabalhos que sugeremegqte € um dos sintomas mais
caracteristicos da retirada da cocaina. De faito,sidlo comprovado que a ansiedade pode
surgir nos primeiros dias do periodo da retirage@e vir acompanhada de intenso desejo
pela droga (GAWIN, 1991; WEISS et al., 2001; PERRINt al., 2008). Entretanto, os
estudos ainda nao sao claros, sendo bastante wenste ndo somente com relacdo a
ocorréncia de efeitos ansiogénicos ou até ansmditiassim como ha varias questdes sobre a
partir de quantos dias de retirada comecam a agyagstes sintomas e até quanto tempo eles
permanecem. Estes estudos controversos nos inguairastudar os efeitos da cocaina em

diferentes tempos de retirada.

Estes resultados sédo corroborados por Yang etl@92] que demonstraram que a
administracdo aguda de cocaina causou um efeitogénsco, interpretado pela reducéo
observada do NEBA e TPBA no teste do LCE. De ar@am os resultados do presente
trabalho, a retirada de cocaina apdés uso sub-orGhéc 7 dias tem uma acdo também
ansiogénica no LCE, observado ndo somente no NEBRBA, mas também nos parametros
do PEBA e PTBA nos periodos de retirada (24h e Nd)abstinéncia de 21 dias ndo houve
diferenca em relagcdo ao controle. Os resultadesredos na retirada de 21 dias estao de
acordo com estudos prévios, os quais demonstrara gnsiedade €, normalmente, observada
nas primeiras 48 horas de retirada (SARNYAI etl#195), mas nao apoés longos periodos de
abstinéncia. No entanto, no presente estudo, feereado um comportamento ansioso na
retirada de até 7 dias. Santuci et al. (2005) tamlimonstraram um potente efeito
ansiogénico apos 10 dias de abstinéncia de cocaina.
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Outros trabalhos mostram que o tratamento crénico cocaina (14 dias), apés 30
minutos da ultima dose nédo foi encontrado nenhuiesagdo em relagdo ao grupo controle
no plus maze, porém quando os testes foram reakz4@ horas apos a ultima administracéo
observou-se que a percentagem de tempo, bem commudwero de entradas foi
significantemente menor em relacdo a salina, oa aejetirada de cocaina causou um
comportamento de ansiedade (SARNIAY et al., 1995)n estudo revelou que animais
submetidos ao teste do plus maze apos 10 min daiathacdo aguda de cocaina, 15mg/kg
(considerada como fase ativa) tiveram um aumentaimoero de entradas e tempo de
permanéncia nos bracos abertos, ou seja, os anegmedsitravam-se sob o efeito da droga.
Quando o tempo para realizagdo dos testes foimgatto (apdés 30 min de administracédo da
droga — fase de descanso) 0s animais permaneceagTiampo e entraram mais nos bragos
abertos quando comparado ao primeiro grupo, indwague apos 30 minutos de
administracdo da cocaina o animal pode ter comperito variado (MULLER et al., 2008).
No entanto, no estudo de Erb, Kayyali e Romero §2@bservou-se que na retirada de 10
dias, ap0s o uso de cocaina por 7 dias, periodmatianento semelhante ao nosso, ocorreu
um aumento da ansiedade no teste do plus maze @usndnimais foram expostos a um
ambiente diferente, ou seja um local desconhesdgerindo que a ansiedade pode estar

relacionada com o fator ambiental.

Entretanto, como referido anteriormente ha aindatrogérsias com relacdo a
ocorréncia de efeitos ansiogénicos na retiradaogaica. Neste sentido, diferente destes
resultados, Erhardt et al. (2006), relatou quemagudo de cocaina nas doses de 5,10 e 20
mg/kg causou uma reducdo do numero de entradas contempo de permanéncia nos
bracos fechados e um aumento no tempo de perman@osibracos abertos, sugestivo de
efeito ansiolitico. Baseados nestas informac¢deg-gedconcluir que a cocaina pode causar
efeitos diferentes dependendo da dose administdidagcdo do tratamento e periodo de
retirada.

Em estudo de auto-administracdo de cocaina poas ds autores classificaram os
animais que exploraram mais o braco aberto, commosansiosos e aqueles que exploraram
menos 0s bragos abertos como mais ansiosos e obssar\que 0s animais ap0s exposicao a

cocaina apresentaram um comportamento ansiog@iitsH; VACCARINO, 2007).
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Um outro parametro que pode infuenciar na atividadksolitica ou ansiogéncia no
LCE é a interacdo social. Em um estudo de trataaicocaina por 9 dias, observou-se que
0S animais que viviam em grupo de 4 por gaiolaaemtn mais vezes e permaneceram mais
tempo no braco aberto do que aqueles que estawdaalas nas gaiolas (ESTELLES et al.,
2007).

Alguns trabalhos sugerem que os efeitos ansiog€rmpodem ser devido a acédo da
cocaina no sistema serotonérgico (MULLER et alQ720 De fato, a literatura mostra que a
serotonina esta envolvida na neurobiologia da dade e as drogas que agem estimulando a
neurotransmissdo serotonérgica produzem efeitomg@mcos, enquanto as drogas que
reduzem esta neurotransmissao tendem a ser natatalmansioliticas (ABRAMS et al.,
2005). Neste sentido, Davidson et al. (2004), destnaram que 0 uso repetido de cocaina
(14 horas/dia por 3 semanas) alterou a capacidembéohal dos receptores 5kl&€ que a co-
administracdo de ondansetrom durante o uso sulbor@a cocaina foi capaz de reduzir a

ingestao da droga.

Com base nestas consideracbes, e aliado ao fatgueleos resultados também
mostraram como sera discutido mais adiante, um matanti& concentracdo de serotonina em
corpo estriado nas retiradas de 24 horas e 7 dégs|veu-se no presente trabalho investigar o
envolvimento serotonérgico na ansiedade induzida qmzaina no LCE. Para isto o
ondansetrom, um reconhecido antagonista SHai administrado apdés 24h de retirada da
cocaina, periodo no qualoram observados o0s melhores resultados refereates
comportamento de ansiedade. Os resultados mostrpararasta droga foi capaz de reverter a
ansiedade induzida pela abstinéncia de 24 horts giee 0 animal apresentou um aumento
do TPBA, NEBA e PEBA, no teste do plus maze. D&staa, pode-se sugerir que os efeitos
ansiogénicos na abstinéncia de cocaina podem estacionados com o sistema
serotonérgico, visto que o ondansetrom consegtévaala resposta do animal, revertendo a
reducdo dos parametros observadas na abstinénciaecd@aa. Vale enfatizar que trabalhos
mostram que 0s VAarios receptores serotonérgicostitgem uma area muito ativa para o
desenvolvimento de novas drogas ansioliticas seu@oo antagonismo do receptor SHT
mostra-se um importante alvo (KUNOVAC; ESTAHL, 1995

Com o fim de continuar a investigacdo de drogaspyukessem reverter a ansiedade

causada pela abstinéncia de cocaina resolveu-ifiearea acdo da buspirona. Esta droga tem
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sido estudada por sua acdo ansiolitica em aninfaisn@anos apresentando agdo serotoneérgica
por atuar como agonista parcial do receptor 5-HT(re&eptor pré-sinaptico da serotonina).
Trabalhos mostram que a buspirona também tem agdceurotransmissdo dopaminérgica
(SUBHAN et al., 2001; LIMA et al., 2002; ETTENBERBERNARDI, 2007).

Ainda com relagdo a acdo da buspirona no LCE, alg@balhos mostram que este
teste € insensivel a drogas ansioliticas que @rtarf com o receptor 5H4 como € o caso da
buspirona (MOSER, 1989). Ja outros modelos comdeste experimental claro-escuro,
também utilizado para investigar ansiedade e dregeoliticas, animais que receberam
buspirona moveram-se mais para area iluminadagdiiemente dos controles que mostraram
uma preferéncia maior pela area escura, indicang® meste protocolo a buspirona
demonstrou um efeito ansiolitico no animal (CARRRONTERA; SAMANIN 1989).

No presente trabalho foi observado que a buspisoaaha causou uma diminuicéo
nos parametros avaliados, confirmando dados datlite que ele sozinha ndo apresenta por
si uma acédo ansiolitica no LCE. Entretanto, quasdininistrada na abstinéncia de cocaina
causou um aumento do TPBA em relacdo a buspironaooaina sozinhas, aumentou a
percentagem de entradas nos bragos abertos quamg@m@do ao grupo da cocaina assim
como também causou um aumento do PTBA quando caohpaao controle, cocaina ou
buspirona sozinhas. O aumento de todos estes pandnma abstinéncia de cocaina sugere
que a buspirona reverte os efeitos ansioliticosizitibs pela abstinéncia e confirmam o
envolvimento do sistema serotonérgico na ansiedadsada pela abstinéncia de cocaina. Os
efeitos da buspirona a nivel de envolvimento dopémgico, entretanto, ndo podem ser

descartados, considerando também a acao destardrsigasistema.

Para avaliacdo do papel do sistema noradrenérgicansiedade induzida pela
abstinéncia de cocaina, foi utilizado o propranoloim reconhecido antagonista
noradrenérgico nao seletivo e com uso clinico emtipm de ansiedade, conhecida como
ansiedade de palco. O propranolol atua diretamesdazindo a resposta dos neurbnios
noradrenérgicos, bloqueando os receptfradrenérgicos centrais e periféricos, o que pode
reduzir a ansiedade associada a abstinéncia dénaodARRIS; ASTON-JONES, 1993;
HOFFMAN; LEFKOWITZ, 1996). Neste sentido estudagpld-cego, placebo-controlado
revelaram que o propranolol reduziu os sintomasrafigkada da cocaina e melhorou o

tratamento dos individuos com os sintomas de detimais severos no inicio do tratamento,
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sugerindo que este farmaco pode ser eficaz naosiedde abstinéncia. Além disso, 0s
individuos tratados com propranolol ingeriram mermsina, o que foi constatado através do
exame de toxicidade na urina, o qual utiliza o béngela técnica de polarizacdo por
fluorescéncia (KAMPMAN et al., 2001, 2006). De &t com Kampman et al. (2001), o
principal efeito terapéutico do propranolol paresee mediado pela reducdo dos sintomas de
abstinéncia da cocaina, principalmente nos indoddiom sintomas de retirada mais severos,

0S quais sao mais dificeis de tratar.

O presente estudo mostrou que a administracaoagwgmolol no periodo de retirada
da cocaina de 24 horas causou um aumento do nigleerntradas como também do tempo
de permanéncia nos bracos abertos, no teste dmtalem cruz elevado, ou seja, reduziu a
ansiedade causada pela cocaina neste periodo moaisancorroborando os dados de
Kampman et al. (2001, 2006), obtidos em humanogetamto, os niveis de noradrenalina
foram diminuidos nesta retirada, como sera disoutithis tarde, portanto o papel da

serotonina nesta ansiedade seria mais evidente.

Um outro teste utilizado neste trabalho para comeptgar os resultados de ansiedade
foi 0 campo aberto. Este teste € utilizado pardiava atividade exploratdria dos animais,
como medida de emocionalidade em roedores (BROAD®IJR1960; ALBONETTI,
FARABOLLINI, 1994). De fato, trabalhos mostram gqoecampo aberto também pode ser
utilizado para estudar os efeitos de ansioliticooutras classes de drogas sobre o
comportamento em um novo ambiente. Sabe-se quedénea natural do animal em um
ambiente novo é a de explora-lo, apesar do esteedseconflito provocado por este ambiente
(MONTGOMERY, 1958). Desta forma, a locomocao obadavno campo aberto, € um dos
parametros comportamentais mais usados para desinduéncias dos eventos da vida ou
da administracdo de drogas (MONTGOMERY, 1958; ARAKA; IKEDA, 1991; REX;
STEPHENS; FINK, 1996).

Neste estudo a abstinéncia de 24 h apds o tratarsebtronico com a cocaina induziu
aumento na atividade locomotora do animal. Obseseoainda na retirada de 7 d um aumento
desta atividade, com resultados significantes,parénstatou-se que este aumento foi menor
do que na abstinéncia de 24 h. O efeito da cogadol® ser explicado por sua acdo em

diversos receptores, pois ela bloqueia a recaptagiononoaminas nos terminais pré-
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sinapticos de nervos simpaticos, causando acunagiasl na fenda sinaptica e aumentando a

estimulagdo de células receptoras.

Alguns trabalhos mostram que o aumento da ALE psele interpretado como
consequéncia do efeito psicoestimulante da cocainaal pode ser explicado pelo aumento
nos niveis extracelulares de dopamina, serotoninaradrenalina (BLOOMSTONE, 2002).
De fato, os resultados confirmam estes relatos pastram que ainda ocorre um aumento
dos niveis de dopamina e serotonina nestes perdelotirada em que aumentou a atividade
locomotora. Entretanto, na retirada de 21 dias feicobservado nenhuma alteragédo da
atividade locomotora quando comparado ao conthi¢a-se entdo que a retirada de cocaina
na fase aguda causa um aumento da atividade looccanod campo aberto, sugerindo que
nestes periodos curtos de retirada ainda ocorr@atamento estimulante (MULLER et al.,

2008), mas que este efeito ndo permanece na eetimdl dias.

Também é sugerido que a hiperlocomocéao induzidamgas € mediada pelo sistema
dopaminérgico, principalmente pelos receptoresibiile (NAKAMURA et al., 2008). No
presente trabalho também foi observado um aumentaimero de receptores Bsimile em
corpo estriado nas retiradas de 24 h e 7 d o qde justificar a presenca de hiperatividade
locomotora nas retiradas de 24 h e 7d e a ausélesia efeito apos retirada de 21 d. Os
receptores 5HJ apresentaram aumento apenas apos a retirada deAlguhs trabalhos
mostram que estes receptores também estdo enwvabiperlocomocdo associada ao uso
da cocaina, visto que drogas antipsicéticas qugubilam este receptor, como a risperidona
quando associada a cocaina foi capaz de causaideda atividade locomotora e nos niveis
de dopamina e serotonina que apresentaram-se adosrap0s a administracdo aguda de
cocaina (BRODERICK; RAHNI; ZHOU, 2003).

Entretanto a interpretacdo dos efeitos motoreszidds pela cocaina séo controversos
e necessitam de melhor esclarecimento, considergndosdo dependentes da dose e da
duracado do tratamento utilizados. Trabalhos mostraenquando a cocaina foi utilizada, em
baixa dose, apenas 1 vez, ndo houve alteracao ivldadé locomotora, enquanto na
administracdo intermitente de cocaina por 5 dias,visto um aumento na atividade
locomotora, bem como na distancia percorrida patasiais em 48h. No entanto, 0 aumento

da atividade locomotora na abstinéncia foi inibej@s administracdo de uma dose de
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cocaina. A retirada da administracdo intermiteeteataina resultou em aumento gradual da
atividade locomotora (LOPEZ-PATTINO et al., 2008).

Outros dados ja mostram que apos 14 dias de r@tidadauto-administracdo de
cocaina (1h/ dia por 8 dias) observou-se um aundmtatividade locomotora, que foi maior
do que na auto-administracdo por 6h/dia. Isto raagie um pequeno acesso diario a cocaina
pode sensibilizar uma resposta neural a droga,agmojwm maior tempo de acesso a droga
produz uma reducdo compensatoria na sensibilidage ppde ser refletida no processo
aditivo (BEN-SHAHAR et al., 2004, 2005).

Em trabalho recente, Muller et al. (2008), revataigue animais submetidos ao teste
do campo aberto apos 10 min de administracdo adedaocaina 15mg/kg (fase ativa)
tiveram um aumento na atividade locomotora. Quantempo para realizacédo dos testes foi
prolongado (apdés 30 min — fase de descanso) osa@mniapresentaram um aumento da
locomocdo bem maior quando comparado ao primepagrEstes dados revelam que na
abstinéncia de 24 h e 7 dias de cocaina foi pdssh&ervar um aumento da atividade
locomotora do animal. Entretanto diferentementetedesesultados, outro estudo usando
cocaina em baixas doses por 7 dias mostrou uma&eda atividade locomotora do animal
(SANTUCCI; HERNANDEZ; CABA, 2008).

O uso repetido de psicoestimulantes em humanositlgnassociado com o aumento
progressivo de ansiedade, ataques de panico e ualmente psicose parandide. O
aparecimento destes comportamentos chama-se $easdm comportamental, o qual faz
parte dos mecanismos patologicos basicos envolvidaasbuso de drogas. A sensibilizacdo
comportamental ocorre pela administracao repetiddrdga, levando a um aumento no efeito
estimulante motor (ALMODOVAR-FABREGAS et al., 2002)

Como citado anteriormente a cocaina é um psicoelstite e sua administracao
repetida ativa o sistema neuronal, podendo aumemtafeito estimulante na atividade
locomotora, um fenébmeno conhecido como sensib@iazacomportamental. Este modelo
comportamental é utilizado para analisar a modiicaneural associada com exposicao
repetida a psicoestimulantes e abstinéncia. Oensaést neurais mais envolvidos neste
processo parece ser dopamina e serotonina. Emaoelglopamina, o sistema dopamina

mesocorticolimbico tem um papel crucial. Na adic@o,expressdo da sensibilizacdo
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locomotora induzida por psicoestimulantes pode d&sociada pela expressdo de
sensibilizacdo da resposta dopaminérgica no n@deombensestriado e cértex pré-frontal.
Estes psicoestimulantes ndo apenas interagem &b de recaptacdo da DA, assim como o
sitio de recaptacédo de serotonina, por aumentaives extracelulares de 5HT que pode estar
junto a dopamina agindo nesta sensibilizacdo (WHKALIVAS, 1998; BARNES; SHARP,
1999; NESTLER, 2001).

Estas areas inibem o comportamento inapropriads,fitam alteradas apds o uso de
drogas de abuso tornando-se incapaz de reduzimaul®do a droga, ou seja, a atividade
cerebral no centro de recompensa € dessensibilada um resultado do uso crbnico de
cocaina (KOOB; LE MOAL, 2001). Estudo indica quedes no cortex pré-frontal previne
neuroadaptacfes na area tegumentar ventral e ndctemnbensduas importantes regides
cerebrais associada com a sensibilizagdo compantahieduzida por psicoestimulantes (LI
et al., 1999). Ben-Shahar et al. (2004) observamaeapdés 3d de retirada do uso de cocaina
por 8d nao foi suficiente para o desenvolvimentosédesibilizacdo, ja na retirada de 14d
ocorreu sensibilizagdo comportamental. Evidénciagerem que o desenvolvimento de

sensibilizacdo é mais frequente da administrag@&onitente de baixa a moderada dose.

Considerando que os resultados do LCE mostraramenvolvimento do sistema
serotonérgico na ansiedade induzida por cocaisalve-se avaliar o papel deste sistema no
aumento da atividade locomotora induzida pela adstia de cocaina. Os resultados
mostraram que no presente trabalho, o ondansetopre, € um antagonista 5KT
administrado 24h apo6s a ultima administracdo sulitadde cocaina com o objetivo de
reverter o efeito da cocaina no teste do campaaloausou uma reducdo na atividade
locomotora do animal, sugerindo que a ansiedadgadalpela cocaina indicada pelo aumento

da atividade locomotora, pode envolver o sistemat@@érgico.

Outros autores corroboram estes resultados, posranam que o uso agudo de
cocaina (15mg/kg, i.p.) promoveu um aumento nadatile locomotora do animal e que apos
a administracdo de antagonista serotonérgico {§HTouve uma reversdo deste efeito da
cocaina (HOPLIGHT; VINCOW,; NEUMAIER, 2005). Variestudos mostram que o sistema
serotonérgico esta envolvido no processo de séinmaid#io da cocaina, bem como no aumento
da atividade locomotora e, portanto os antagondkiageceptores 5Hpodem ser utilizados,

pois reduzem os efeitos de hiperatividade da cacaio desenvolvimento da sensibilizacao
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comportamental apos exposicdes repetidas a co@UIEANINGHAM; PARIS; GOEDERS,
1992; KING et al., 1997, 1998). Estes dados comapocom a pesquisa de King et al.
(1997), na qual o ondansetrom, administrado duraniso croénico da cocaina, bloqueou o
desenvolvimento de sensibilizacdo, produzindo uespasta comportamental semelhante a

resposta exibida pelo grupo controle.

Estudos comportamentais envolvendo antagonistaseckptor 5HE indicam que
estes compostos ndo afetam o comportamento locomoémdo administrado isoladamente
(COSTALL et al.,, 1990). Entretanto, estes receptopedem modular comportamento,
induzido por drogas, que tenham atividade dopamicer ou seja, podem modular niveis
sinapticos de dopamina produzidos pela adminisairdeddrogas (HAGAN et al., 1990). Um
estudo experimental de uso agudo da cocaina, ctradee no fim de semana, utilizou o
ondansetrom apoés 3,5 h de administracdo da coeaveaificou-se que o antagonista SHT
reduziu a ingestdo de cocaina do terceiro ao quii@ale uso do ondansetrom. Apds este
periodo ndo teve alteracdo na ingestao de cocBlIDSON et al., 2004). Os resultados
obtidos no campo aberto, mostrando que o ondanse€wd capaz de reduzir a atividade
locomotora do animal, na retirada aguda de cocaisegciados aos resultados obtidos no
LCE confirmam envolvimento do sistema serotonérgitd ansiedade induzida pela

abstinéncia de cocaina.

Achados anteriores mostram um envolvimento doreest8HT e receptores 5Hha
mediacdo das propriedades de refor¢co da cocaisguiBas mostram que a cocaina atua no
receptor 5HE (BREITINGER; GEETHA; HESS, 2001) e a administracé@nica de cocaina
foi associada a umaown-regulationfuncional do receptor SHT(KING et al., 1995, 2002;
MATELL; KING, 1997). Além disso, os camundongos quger-expressam o receptor 3HT
sd0 mais sensiveis aos efeitos da ativacdo locoajotas menos sensiveis as propriedades
de reforco da cocaina no teste de preferéncia ciondida por lugar (ALLAN et al., 2001). A
administracéo sistematica do antagonista Hid¢tiuz a liberacdo de DA induzida por cocaina
no nucleo accumbens, reduzindo a atividade locom@&greferéncia condicionada por lugar
(KANKAANPAA; MERIRINNE; SEPPALA, 2002).

Ainda com relacéo ao sistema serotonérgico, alguttges afirmam que a ativacéo do
receptor 5HTA pode produzir uma inibicdo da atividade locomotespontédnea e que este

subtipo de receptor tem um importante papel na tagda da resposta locomotora
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estimulante produzida pela cocaina (MULLER et &Q04; CAREY; DEPALMA;
DAMIANOPOULOS, 2005; CAREY et al., 2005). Nestensdo, em um estudo anterior
(ETTENBERG; BERNARDI, 2007), administrou-se a coeapor 8 dias na dose de 1mg/kg
via intravenosa e logo apos foi administrado bus@irna dose de 2,5 mg/kg e verificou-se
gue a buspirona nado teve nenhum efeito nas pr@uésdde recompensa imediata da cocaina,
entretanto reverteu a ansiedade causada por esga.drEm nossa pesquisa a buspirona
causou uma alteracdo na atividade locomotora, mediuzsta atividade e quando associada a
retirada de cocaina reduziu o aumento da ativideckemotora observada com a cocaina
sozinha. Outro estudo mostrou que em relacéo @ladi® locomotora no animal, a buspirona
promoveu um aumento, no entanto, quando foi adtrawgia buspirona juntamente com o
propranolol houve um efeito aditivo desta atividd@ARLI; PRONTERA; SAMANIN
1989).

Em relacdo ao sistema noradrenérgico, neste estudmpranolol foi utilizado na
dose de 10mg/kg, apos 24 horas de retirada daneoeaierificou-se que esta droga reverteu
o efeito da retirada cocaina, ou seja, o animalzieda atividade locomotora. Trabalho
recente mostrou que o propranolol na mesma dokeada neste trabalho, na retirada de
cocaina aguda modulou a atividade locomotora ezredu auto-administracdo de cocaina
(FREEMAN; VERENDEEV; RILEY, 2008). Outro trabalhadvio ja demonstrara que a
administracdo do propranolol no periodo de retinafaltou na completa eliminacdo das
propriedades de reforco da cocaina (ROBBINS; EVHRHP002). Pode-se concluir que o
sistema noradrenérgico tem um importante papel odufagcdo comportamental induzida
pela cocaina e estas informacfes sdo corroboramassfe trabalho que mostrou que o
propranolol, uma antagonista noradrenérgico naetigelcausou uma reducao significante
na atividade locomotora do animal, sugerindo asgie foi capaz de reduzir a ansiedade

causada pela cocaina, no periodo de retirada.

Além da ansiedade, ja discutida anteriormente, utrosintoma que pode ocorrer na
abstinéncia de cocaina é a depressdo. Sabe-sedgmessdo € uma condicdo psiquiatrica
extremamente comum, para a qual existem uma gami@alias neuroquimicas e uma
variedade correspondente de diferentes tipos deafins usados no tratamento. E um campo
no qual o empirismo terapéutico ocorreu antes, c@ntendimento do mecanismo, tendendo

a ficar para tras, sendo que parte das dificuldéddses modelos animais, 0s quais nao se
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aplicam a mudanca de humor que define a condicéwha (RANG et al., 2007). Muitos
compostos antidepressivos estdo agora disponivgisesume-se que agem através de
diferentes mecanismos, incluindo o0s sistemas nemn&dgico, serotonérgico e/ou
dopaminérgico (NEUMEISTER, 2003; TAYLOR et al.,, Z00Em vista disto, tornam-se
necessarias novas estratégias para o tratamedaposssao.

Os modelos animais utilizados para a avaliacdo mgad antidepressivas sao
baseados na associacdo clinica de episodios desdépre de eventos como o estresse.
Assim, o0 estresse é tipicamente implicado na dfialdas desordens depressivas ou como
uma consequéncia delas (ANISMAN; ZACHARKO, 1982; ERRILL et al., 1997;
TURNER; LLOYD, 1999). Os dois modelos animais maimplamente utilizados para
screeningde novas drogas antidepressivas sdo os testeaddoforcado e da suspenséo da
cauda. Esses testes sdo bastante sensiveis garakaiie especificos para a maioria das
classes de drogas antidepressivas, incluindo, tidegressivos triciclicos, os inibidores
seletivos da recaptacédo de serotonina, os initsddee MAO (monoamina oxidase) e 0s
atipicos (PORSOLT; BERTIN; JALFRE, 1977; STERU &t 4985; DETKE; RICKELS;
LUCKI, 1995).

O teste do nado forcado é um teste comportamentlngs da uma indicacdo da
eficacia clinica de varios tipos de drogas antidegvas. Além das drogas agirem por
exemplo, inibindo a recaptacdo de monoaminas comaradrenalina e serotonina, algumas
drogas antidepressivas sdo conhecidas por agiraveéatde varios diferentes mecanismos a
nivel de receptor, provavelmente estimulando caocsinem nivel sub-celular (YILDIZ,
GONUL; TAMAM, 2002). Este teste do nado forcaddden também pode ser utilizado para
investigar os efeitos de novas drogas com poteatidtade antidepressiva, caracterizando
os efeitos ndo somente comportamentais, mas tamb&moquimicos das drogas e desta
forma contribuir na descoberta de novas estratégrapéuticas no tratamento da depresséao
em humanos (CONNOR et al., 2000).

O fenbmeno comportamental observado no teste do foagchdo parece ser resultado
da exposicdo a uma situacdo inescapavel, na qaalneal divide seu comportamento em

periodos de atividade vigorosa (comportamento deypa) e de imobilidade (comportamento



97

de espera) (STERU et al., 1985). Embora a relagfie enobilidade (uma postura mantida
que reflete um estado de “desespero comportameardgaiual o animal é rendido pelo desejo
de escapar) e depressao, sejam controversas (GARAI&., 2001), € bem demonstrado que
drogas com atividade antidepressiva antagonizamef@y diminuem o tempo de imobilidade
do animal (PORSOLT; BERTIN; JALFRE, 1977; FERNANDHERUEL et al., 1990).

E relatado que drogas psicoestimulantes podem ireduempo de imobilidade no
animal e deste modo a cocaina considerada como sicoegtimulante diminuiria a
imobilidade dos animais no nado forcado. Contraeisi®, a retirada da cocaina tem sido
relacionada a sintomas de depressao, que equa/alemn aumento do tempo de imobilidade
no nado forcado. De fato, estudo prévio tem demadstque a retirada de cocaina pode
induzir a um comportamento depressivo, 0 qual & rpeepnunciado em usuarios crénicos
guando o uso é interrompido (GAWIN, 1991; SOFUOGHtal., 2005).

Loebens e Barros (2003), mostraram que na retdadacaina de 5 dias apds uso da
droga por 15 dias houve uma reducdo do tempo dkilicdexle, ou seja, o animal teve um
comportamento ansioso, e a partir do 5° dia a ilalie tendeu a aumentar, reduzindo
assim esta depresséo. Outro estudo utilizando race dose 10mg/kg, com este mesmo
periodo de administracdo e uma abstinéncia des; dificou um aumento no tempo de
imobilidade quando comparado ao controle (FILIPakt 2006). Outros pesquisadores
observaram que ap0s o uso cronico da cocainagteradan de 48h ocorreu uma reducéo do
tempo de imobilidade no nado forgado, mostrandormste periodo de retirada a cocaina
tem uma acdo estimulante (ALVES et al., 2008). e€séesultados mostrando reducéo da
imobilidade no nado for¢cado, poderiam ser sugesto® efeito antidepressivo. Contudo,
apesar de a cocaina ter promovido uma reducaongmotele imobilidade no teste do nado
forcado n&o pode-se considera-la como uma drogdepnéssiva e sim como uma droga
psicoestimulante. Em virtude disso, drogas estintata podem dar resultados positivos
(reducéo da imobilidade) no teste do nado forcamdorme evidenciado por Steru et al.
(1987).

Entretanto, os estudos com relagédo aos efeitos atampentais no nado forcado

apos abstinéncia de cocaina sao controversos. Bla#ido, alguns estudos como os Hédou
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et al. (2001), afirmam que o comportamento causedabstinéncia de cocaina pode ser
alterado, visto que em seu trabalho na abstin&lecid8 horas de cocaina, apds tratamento
de 5 dias, o tempo de imobilidade néo foi alterambon a distancia percorrida pelo animal.
Contrariamente, um outro estudo utilizando cocdifimg/kg por 14 d, e retirada de 24
horas mostrou ocorrer um aumento do tempo de idadé do animal, ou seja, a retirada
da cocaina apds o uso crénico causou um comportandepressivo (PERRINE et al.,
2008). Outro estudo também afirma que a cocainadguaitiizada em dose elevada
(convulsiva) tem um efeito depressor, visto queentmo tempo de imobilidade no teste do
nado forcado (HAYASE; YAMAMOTO; YAMAMOTO, 2002).

Assim, de acordo com Hédou et al. (2001), os tratdos utilizando altas doses de
cocaina podem induzir a varias adaptacbes ndo sensemportamentais, mas também
neuroquimicas e anatdémicas que levam a variosnsagma sindrome de retirada, entre eles
um comportamento depressivo. De fato, Conner, Rimicg Holbrook (2008) fizeram um
estudo bibliografico e observaram que ha uma ass@cientre 0 uso de cocaina e sintomas
de depressdo em humanos. No entanto a depress&ocaetoa um prognostico significante

no uso de substancias e em usuarios de cocaina.

No presente trabalho, os resultados mostraram quedo forcado a abstinéncia de
24 horas e 7 dias de cocaina ap0s um tratamenib dias consecutivos com esta droga
reduziu significantemente o tempo de imobilidadeadonal. Entretanto, na retirada de 21
dias a imobilidade foi bem maior quando comparadocantrole. Deste modo, pode-se
concluir que apés um tratamento sub-crénico (7)di@scocaina, em menores tempos de
retirada, como as de 24h e 7d, ainda se observaadugao de imobilidade, portanto efeitos
estimulantes da cocaina. Entretanto, apés um perf@ds longo de abstinéncia (21 dias) o
animal ja passa a apresentar sinais de depresstégoeio aumento da imobilidade. Baseado
nestas consideracfes, pode-se especular que n&mteoem doses altas e apls tratamento
cronico, mas em doses menores, com um uso subgrgaipodem ocorrer alteracdes que
levam a depressdo na abstinéncia, porém, taisagies s6 foram observadas apos um
periodo maior de abstinéncia. A depressao dos @fmiaobservada mesmo com o0 aumento
de dopamina e serotonina ocorrido nesta retirada, possivel explicacdo para este fato pode
residir na reducdo dos receptores dopaminérgicesapps 21 dias de retirada. A

administracdo de farmacos que antagonizam estptoeagusam um aumento do tempo de
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imobilidade (DHIR; KULKAMI; CAN, 2008). A depressammbém pode esta relacionada
com a diminuicdo dos niveis de noradrenalina olaskerneste periodo de retirada.

No intuito de reverter este efeito depressivo deatm apds abstinéncia de 21 dias,
resolveu-se utilizar a bupropiona, um inibidor deaptacédo de dopamina e noradrenalina e a
paroxetina, um inibidor seletivo de recaptacéo @®tenina. A bupropiona, bem como a
paroxetina foram administradas apos 21d de retidadeocaina e observou-se uma reducéo
no tempo de imobilidade do animal, sugerindo quieressédo causada pela abstinéncia de
cocaina a qual foi indicada pelo aumento do tengombbilidade, pode envolver o sistema
serotonérgico, dopaminérgico e noradrenérgico, gatiss farmacos reverteram a depressao.

Como citado anteriormente, o uso de cocaina cams®loqueio de recaptacdo de
monoaminas, aumentando dentre eles os niveis daiia@, logo o uso cronico desta droga
promove umadown-regulation no sistema dopaminérgico, levando a uma depressao
(BERTON; NESTLER, 2006). E esta reducéo da resptigtaminérgica pode estar associada
com a depressao na abstinéncia de cocaina. Divensidgepressivos, bem como aqueles que
aumentam os niveis de dopamina, tem sido utilizpdos o tratamento da sintomatologia na
abstinéncia de cocaina (KOSTEN, 1992).

A bupropiona é bastante utilizada na clinica pat@tamento da depressao associada
a abstinéncia de nicotina no tabagismo. Esta daiga bloqueando o transportador de
dopamina e noradrenalina, sendo um inibidor selet& recaptacdo de dopamina. Seu efeito
terapéutico € consequéncia do aumento dos nivegop@mina, principalmente no nucleo
accumbeng estriado, porém o seu mecanismo de acao aindesté bem definido (MEYER
et al.,, 2002). De acordo com Shoptaw et al. (20®&)upropiona pode ser efetiva no
tratamento de uso crénico da cocaina. Na revisabodens et al. (2005) observou-se que a
bupropiona reduz o uso @aving da cocaina, mas quando utilizada na dependéncia da
cocaina em associacdo com o alcool ndo mostroacefino tratamento da depressao. Vale
salientar, que até onde se saiba, estudos comeuboptopiona e cocaina sdo escassos ha
literatura. Portanto, estes dados sdo relevantas, mostraram de forma inédita que a
bupropiona foi capaz de reverter a depresséao causadbstinéncia de cocaina.
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O outro farmaco utilizado neste estudo para verifecreversdo da depresséo causada
pela abstinéncia de cocaina foi a paroxetina. Esteaco age inibindo a recaptacdo de
serotonina, e assim como outros farmacos que agerorcha semelhante, € efetivo no
tratamento de uma variedade de desordens do huomar & depressédo e desordem do panico
(HYTTEL, 1994). Alguns trabalhos relatam que acd@fia clinica destes farmacos esté
relacionada ndo somente por produzir um aumentaugtana neurotransmissao de
serotonina, mas também por causarem mudancas deptaivas nos receptores pos
sinapticos, que pode ocorrer devido o0 aumento desieotransmissor (RAAP et al., 1999).
Trabalho recente mostra que a paroxetina (2,5 g/kghreduziu o tempo de imobilidade em
animais no teste do nado forcado (GUZZETTI et 2008) e estes dados avancam neste

sentido mostrando que esta droga também revedpras$éo causada pela cocaina.

Partindo do pressuposto de que a abstinéncia @éneopor 24 h, 7 e 21 dias levou a
alteracbes comportamentais no LCE, campo aberteste do nado forcado e que estas
alteracdes foram moduladas por drogas que atuarsistemas dopaminérgico, serotonérgico
e noradrenérgico, resolveu-se investigar atravésrdmatografia liquida de alta pressao
(HPLC) os niveis das monoaminas noradrenalina, rdoj@ serotonina e seus metabdlitos

apos abstinéncia de cocaina.

Existe uma vasta literatura sobre a importancia agignonoaminas apresentam no
funcionamento normal do cérebro e como estdo emadv em diversas doencas
neuropsiquiatricas nas quais a regulacdo destestransmissores € criticamente importante.
A dopamina, por exemplo, esta envolvida em divepogessos fisiologicos dentre eles,
aqueles relacionados ao movimento, a cognicao, mom& e a recompensa. A acao da
dopamina na sinapse é terminada via recaptacaogoodnios pré-sinapticos que ocorre pelo
transportador de dopamina, o qual é expresso ewstod neurbnios dopaminérgicos. A
serotonina, por sua vez, esta envolvida no hunmrp,sapetite, ansiedade, recompensa e
agressao, enguanto a norepinefrina atua na ateng@moria, humor e despertar (LIN;
MADRAS, 2006).

Em relacdo & dopamina (DA), neste estudo houve wmeato dos seus niveis, no
corpo estriado, apos 24h, 7d e 21d de retiradadailta e uma reducdo dos niveis de seus
metabolitos, o acido 3,4-hidroxifenilacético (DOPAE€ o0 HVA. Os niveis aumentados de

dopamina e reducdo do DOPAC e HVA nesta area @@rpbdem ser indicativos de que
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nesta regido houve pouca degradacdo da dopamiteasaleentar que o metabolito DOPAC
estd mais presente no cérebro dos seres humarmpsném o acido 4-hidroxi-3-metoxi-
fenilacético (HVA) o outro metabdlito da dopamimsta mais presente nos animais. Um
outro estudo feito com 0 uso crénico de cocainatnmosjue também houve aumento dos
niveis de dopamina, corroborando com estes dadbk entanto, neste trabalho os
metabdlitos da dopamina ndo foram diferentes d@areontrole (DESLANDES et al.,
2002).

A heterogeneidade das desordens do humor sugerdivprsas regides cerebrais e
neurotransmissores estdo envolvidos nestas pasEgneabe-se que a base neuroldgica da
regulacdo da emocao é limitada a regibes cerebosiw cOrtex pré-frontal, hipocampo,
estriado, amigdala e hipotdlamo, que sdo areabraeyeonhecidas por serem afetadas nas
desordens tais como ansiedade e depressdo (BERNEBSTLER, 2006). Em estudo
recente, Alves et al. (2008) mostraram que asagibers que a cocaina causa depende da area
cerebral estudada e do sexo do animal. Neste seglitddemonstrou, por exemplo, que a
cocaina na amigdala causou uma reducdo da taxa@¥C nos ratos machos, porém nas
fémeas ndo houve alteracdo e nas areas do hipocaipptilamo e cértex pré-frontal ndo

ocorreu nenhuma mudanca.

Vale salientar que o transporte das monoaminas i@messante campo para estudo
da adicdo de droga, pois os efeitos comportamentzetulares das drogas psicoestimulantes,
como a cocaina, por exemplo, sdo devido ao aumertaneuronal dos niveis de
monoaminas no sistema nervoso central. Este auntenopamina ocorre devido a um
bloqueio de recaptacdo de dopamina no sistema sereentral pelos transportadores de
dopamina (DAT) e € o mecanismo primario dos efertdatados pelo abuso de cocaina.
(BRODERICK; RAHNI; ZHOU, 2003). Nao somente a coegi mas também outros
psicoestimulantes como anfetamina e farmacos ugsdtaso transtorno do déficit de atencéo
e hiperatividade (ADHD), como o metilfenidato, tanb exercem suas acgles via
transportador de dopamina (SORA et al., 2001).

Assim, trabalho mostra que os niveis extraceluldeeslopamina e seus metabolitos

podem estar aumentados em algumas regides ceram@ssadministracdo de drogas de
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abuso como a cocaina, pois esta droga atua indieete como agonista do receptor
dopaminérgico, potencializando a liberagéo sinapdste neurotransmissor e impedindo sua
recaptacdo (REITH; LI; YAN, 1997). Autores revelgue a recaptacdo de DA no estriado
aumentou para 121% apos 15 minutos de administrdgacocaina, enquanto no nucleo
accumbens houve uma diminuicdo (WANG; ORDWAY; WOMRTON, 2007). Ainda
outro estudo fazendo uso cronico (1 més) de cocedlza que a droga pode causar
alteracOes estruturais no nuclaocumbensgue podem ser notadas com até 30 dias de
retirada (ROBINSON et al., 2001).

Um estudo realizado por Deslandes et al. (2008} auti a cocaina de forma aguda e
observou um aumento dos niveis de dopamina no ocesgreado, jA 0s seus metabdlitos
(DOPAC e HVA) ndo houve alteracdo quando comparammscontrole. Este aumento
corresponde ao desenvolvimento agudo de euforia agidinistracdo de cocaina. No nucleo
accumbenshdo ocorreu nenhuma alteragcdo nos niveis de dopaenseus metabdlitos. A
cocaina bloqueia a recaptacédo de dopamina daegy@aéntar ventral ao ndclaccumbeng
cortex e esta acdo tem um papel central nas pdagles de recompensa (ROBERTS;
ANDREWS, 1997). Ha relatos na literatura de queoeama inibe o transportador de
dopamina de forma mais intensa que o transpor@earorepinefrina e serotonina (RITZ et
al., 1987). Estudo mostra que a liberagédo de di@aatorre apés a retirada do uso cronico
de cocaina e que esta liberacdo pode estar auraegnta@té 4 dias de abstinéncia da droga
(IMPERATO et al., 1992). Todavia, o0 aumento darkigdo de dopamina pode ocorrer com
até 7 dias de abstinéncia apds tratamento de eocdén 14 dias (KING; KUHN;
ELLINWOOD Jr, 1993) e neste trabalho foi encontrado aumento deste neurotransmissor

com 21 dias de retirada.

Como dito anteriormente, 0 outro neurotransmisstudado aqui foi a serotonina. E
verificou-se que houve um aumento de serotonindréegeriodos de abstinéncia de cocaina
e este aumento foi dependente do tempo. Com retexétetabdlito da serotonina, o acido 5-
hidroxiindolacético (5HIAA), ocorreu um aumento tesnetabdlito na abstinéncia de 24
horas e 7 dias de cocaina, enquanto na retira@4 diégas ocorreu 0 oposto, uma reducao.
Assim, com base nos resultados observados nagrdierretiradas, pode-se especular que
apos 21 dias de retirada ha uma reducao do metatmba serotonina, o que portanto, ainda

nos permite ver uma aumento da serotonina comaalddi retirada.
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O estudo de Alves et al. (2008) mostrou que ainac@ausou um aumento dos niveis
de serotonina na amigdala corroborando com estkss ddilizando outra area cerebral, visto
gue houve uma diminuicdo na formacédo do metabdfto.trabalho anterior, Muller et al.
(2002), mostraram também que a cocaina aument@oraentracdes extracelulares desta
monoamina no hipocampo e nuclescumbens No estudo de Teneud et al. (1993) a
administracdo de cocaina aumentou a concentra¢&serm¢onina e dopamina e causou
reducao de 5HIAA.

Entretanto a literatura mostra que os efeitos dmada de cocaina no sistema
serotonérgico sado influenciados também pela dagegdo de exposi¢do da droga e periodo
de retirada. Taylor e Ho (1979), relataram queraiaidtracéo de cocaina (10mg/kg dia por 5
dias) promoveu uma reducéo na quantidade de serafama abstinéncia de 24 horas. No
entanto, quando usada numa dose maior (40mg/kghdid)uma alteracdo da serotonina foi
percebida. Em outro estudo usando um protocoltratemento com cocaina por 14 dias
(20mg/kg duas vezes dia) houve um aumento dossnieserotonina no hipocampo apoés 12
horas de retirada (JOHNSON; FIORELLA; RABIN, 1993)a estudos com o uso agudo de
cocaina mostram um aumento da liberacdo de dopanseaotonina no nucleo accumbens,

assim como um aumento do comportamento locomotanaoal.

Em relacdo a noradrenalina, os dados mostram queshona reducdo dos niveis nas
trés retiradas, entretanto na retirada de 21d eegisniapresentam uma tendéncia a
normalidade. Como discutido anteriormente, a aéstia de cocaina pode levar a ansiedade
e estudo indica que esta ansiedade induz a umagdésgzdo no sistema noradrenérgico
(HARRIS; ASTON-JONES, 1993). O mecanismo precisto gpial a cocaina induz esta
desregulacdo no sistema noradrenérgico ainda ni@ cto, representa uma resposta
compensatodria dos neurbnios noradrenérgicos péptsins devido a uma deficiéncia aguda
de norepinefrina (McDOUGLE et al., 1994). Sabe-se egxiste uma interagdo entre
noradrenalina e dopamina e as drogas psicoestitealatieram a transmisséo noradrenérgica
em areas cerebrais envolvidas com a adi¢cdo contexcpré-frontal e nucleaccumbens
(DELFS et al., 2000; WANG et al., 2001).
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Estudos mostram que o uso crbnico de cocaina p®mowm aumento dos
transportadores de noradrenalina, este aumenaaeft mudancas que ocorrem na liberacao
deste neurotransmissor (BEVERIDGE et al., 2004; AMAMA et al., 2006). Os dados
mostram que houve uma reducéo de noradrenalinadas &s retiradas. Os autores Dumont e
Williams (2006) afirmam que a transmissédo noradgiog na amigdala tem um importante
papel no uso cronico de cocaina, pois a noradrenptide causar uma disforia levando uma
reducdo da projecdo excitatéria na amigdala e tégranentar ventral e este efeito pode ser
devido a acdo da noradrenalina em aumentar GAB&dezir glutamato na area tegumentar
ventral. Um estudo com altas doses de cocaina ouogtre apds convulsdo, a concentracdo
de NE, 5HT e DA estavam elevadas no corpo estriadguanto os animais que morreram
apresentaram uma reducao de DA e NE (MACEDO €2@04).

Apés a determinacdo da concentracdo das monoanitaglantificada a taxa de
metabolizacao e verificou-se que houve reducéoeatabulizacdo de dopamina, bem como de
serotonina em relacdo aos seus metabdlitos nospe@edos de retirada. Como houve
reducdo da taxa de metabolizacdo das monoaminde;geoexplicar o aumento dos niveis de
monoaminas encontradas no presente estudo. Saipges® uso da cocaina bloqueia a
recaptacdo de monoaminas, aumentando os nivescektiares destes neurotransmissores
(JAYANTHI; RAMAMOORTHY, 2005). No entanto, o blogiee prolongado pode causar
deplecdo de monoaminas (ALBURGUES et al., 1996)a PRafatizar estes resultados, a
reducdo na degradacdo das monoaminas pode terdocoo periodo de abstinéncia, como
um mecanismo compensatorio do bloqueio de recaptdgd neurotransmissores causada
pela administracdo repetida de cocaina. De acavdo @ exposto acima percebe-se que o
mecanismo de acdo da cocaina esta bem esclarecidatanto as alteracdes neurobiologicas

na abstinéncia de cocaina ainda ndo estao claras.

O sistema dopaminérgico é um importante sitio de de psicoestimulantes e estudos
pré-clinicos tém indicado que este sistema podeulapds efeitos comportamentais da
cocaina. Trabalho mostra que a administracdo @@ieccocaina pode aumentar, reduzir ou
nao causar nenhum efeito na densidade dos recemlopaminérgicos De D,, alterar a
sinalizacdo do AMPc, bem como interromper a imgi@oaentre os receptores B D,
dopamina (ANDERSON; PIERSON, 2005).
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Com base nestas consideracdes, no presente trabalhém se investigou os efeitos
da abstinéncia de cocaina na densidade de recemlopaminérgicos De D,-simile, e
receptores serotonérgicos. O presente estudoaouagiie no corpo estriado dos animais foi
encontrado que ndo houve alteracdo na densidadecEstores dopaminérgicog Buando
comparados ao controle. Durante as retiradas deof#s e 7 dias houve um aumento na
densidade dos receptores ® na retirada de 21 dias ndao houve nenhuma &ter&pm

relacdo aos receptores serotonérgicos (5HT) o awrsérfoi observado na retirada de 7 dias.

E bastante documentado na literatura cientificaagDé exerce um papel importante
na motivacao e reforco da droga (ROBBINS et al§91ROBBINS; EVERITT, 1999; Di
CHIARA, 1995). Os neurdnios dopaminérgicos saoadidé por estimulos que encorajam a
pessoa ou 0 animal a interpretar ou repetir umrm@eado comportamento (estimulo
motivacional). Tal estimulo converge dos gruposleets dopaminérgicos A8, A9 e A10, de
onde a informacéo € passada a diversas areasaisrebde estdo localizadas as terminagdes
dos neurdnios dopaminérgicos. Consequentemengéatida ativacdo destes neurdnios, o
estimulo motivacional pode influenciar a atividadke varias areas cerebrais, o0 que pode

determinar diferentes fungbes comportamentais.

Alguns autores afirmam que os receptores dopagioos D e D, interagem na
locomocéo e na estereotipia. A locomocao dependeiviecdo dos receptores (BTARR et
al., 1989), enquanto o comportamento estereotigkpende do receptor,IUSHIJIMA;
MIZUKI; YAMADA, 1995). Além disso, tem sido relatadque a reducdo da atividade
locomotora é causada pela diminuicdo da dopammdorina que a locomoc¢édo depende do
aumento ou reducéo desta monoamina (HSIEH; PENGEHS994).

Estudo com auto-administracdo de cocaina por 2shema roedores mostrou que
ocorreu um aumento dramatico em numero e potémsi@sl neurébnios no niclaocumbens
Também observou-se que a ativacdo dos neurdniasideoaccumbeng mantida ap6s um
prolongado periodo de abstinéncia de auto-admag@tr de cocaina e que as diversas
populacdes destes neurdnios que estdo ligadosmpocamento causado pela cocaina sao
mais ativos na fase de abstinéncia da droga. Bsterdo do nimero de neurbnios pode estar
relacionado a uma variedade de neuroadaptacdesutasks, como resultado de prolongado
periodo de abstinéncia da cocaina (HOLLANDER; CARIERO005). Outros autores de fato,

confirmam que os neurdnios dopaminérgicos do niatenmbens podem estar envolvidos
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no uso de cocaina (KOOB; SANNA; BLOOM, 1998) e quaumento na incidéncia desta
fase ativa dos neurbnios nesta regido pode ser congeqUéncia da variedade de
neuroadaptacbes moleculares como resultado da ngama abstinéncia de cocaina
(KALIVAS; VOLKOW, 2005).

Diversos fatores como a duracdo de exposicdo dnagca taxa de administragdo da
droga e o periodo de retirada parecem influensiaoasequéncias neuroquimicas da retirada
de cocaina (DWORKIN et al., 1995). Trabalho mospar, exemplo, que a densidade dos
receptores Pno cortex frontal de animais aumentou apos 20 tonde administracdo de
cocaina na dose de 10mg/kg ou 20mg/kg, e no pededbsemanas de abstinéncia nenhuma
reducao foi notada, ou seja os niveis deste recaptda estavam elevados. Nas regides do
corpo estriado e nucleo accumbens houve uma redigsde receptor. Em relacdo ao receptor
D, houve aumento do receptor no nicleo accumbens,cber na retirada de 2 semanas e
uma reducédo no estriado e cortex frontal (GOEDBRBIAR, 1987).

Como referido anteriormente, a cocaina aumenta igsisnde DA no meio
extracelular, por bloguear sua proteina transporéad, consequentemente, impedir sua
recaptacdo para o neurdnio pré-sinaptico (REITH)YIAN, 1997). Mais especificamente, 0s
receptores B D, e D; podem estar envolvidos no efeito de refor¢co ntesia mesolimbico
dopaminérgico. A atividade do receptor di demonstrada ocorrer predominantemente no
envoltorio do nucleaccumbenso qual esta relacionado com aspectos motivagal@avicio
por cocaina (KOOB; SANNA; BLOOM, 1998). Leshner 989 também sugeriu que o0s
receptores P podem estar envolvidos na saciedade pela cocuista, que agonistas ;D
suprimem a auto-administracdo em ratos. Respaldasdesultados obtidos por Leshner
(1996), Caine e colaboradores, em estudo receft¥(2demonstraram que camundongos
knock-outpara receptores;mao exibiram comportamento de auto-administragéoogtaina.
Tais estudos podem justificar o uso de antagontg@minérgicos Pno tratamento da
dependéncia de cocaina, sobretudo, auxiliando checée do comportamento de busca pela

droga.

Os receptores Dtambém possuem importancia nos efeitos de refiagmcaina. Tais
receptores apresentam um possivel papel nos canptos motores envolvidos no vicio
pela cocaina, considerando que agonistasmm@uzem uma procura pela droga (LESHNER,

1996). No entanto, os dados da literatura a respddt participacdo deste receptor na
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neurobiologia da cocaina sdo controversos. Algehgles sugerem gque o comportamento de
busca pela droga se deve a um aumento na quantidaeeeptores Iho corpo estriado, o
qual esta envolvido nos comportamentos motores (BQMESTLER, 1997). Por outro lado,
outros investigadores reportam uma predisposicaautp-administracdo de cocaina
relacionada a reducéo da densidade desses reseptocerpo estriado de primatas (NADER
et al., 2006), mesmo apods periodos relativamemigok de retirada. No entanto, um recente
trabalho realizado por Briand et al (2008), inditaa possivel resolucdo para a contradicao
entre tais estudos. Os autores esclarecem quecegtoees R existem em dois estados de
afinidade, sendo um altchigh-affinity stat¢ e um baixo Ipw-affinity stat¢. O estudo
demonstrou que a experiéncia de auto-administraigiococaina produz um aumento
(aproximadamente de 150%) na proporcao dos reespimr estado elevadwow estriado dos
animais (mesmo apos 30 dias da retirada da draga) portanto, modificar a densidade
desses receptores. Os autores sugerem ainda gquaussento dos receptores oo estado
alto resulta na supersensibilidade dopaminérgica e sfoepode explicar porque estimulos
neste sistema de neurotransmissao séo tao efetimgsroduzir recaida em individuos com

historia de exposicao a cocaina.

Pesquisa recente indica que uso cronico de copait& aumentar 0s transportadores
de dopamina (DAWS et al.,, 2002). Estudos de tramspores de dopamina (TDA) e
transportadores de serotonina (TSER) ambos de matzite mostraram o envolvimento do
sistema serotonérgico na resposta de recompenggeeesgue a interacdo da cocaina com
TSER pode ser necesséria para iniciar e mantarompensa em ratos TDA nocaute (SORA
et al., 2001). Na retirada de 14 dias de cocainiv@ de transportadores de dopamina ainda
encontrava-se elevado (BEN-SHAHAR et al., 2006). &studo de microdialise com ratos
que receberam uma dose de cocaina via ip, 10, 2B0omg/kg mostrou que houve um
aumento extracelular da serotonina no nucleo acenmbm propor¢do com as doses. J4 em
relacdo ao S5HIAA, que € o metabdlito da serotorimmaive uma reducdo nas doses de 20 e
30mg/kg. Quando a cocaina foi administrada localenenorreu aumento de 5HT, mas néao
existiu diferenca significativa no 5HIAA, indican@ssim que as ac¢des centrais da cocaina

sdo medidas em parte pela serotonina (TENENUD,€1396).

Diferentemente destes resultados, alguns estudodiméng tém demonstrado
mudancas nos receptores dopaminérgicos D, apds administracao crbénica de estimulantes,
havendo uma reducéo da densidade destes receptoresiriado (ZEIGLER et al., 1991).
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Macédo (2005) verificou que o receptor i reduzido em corpo estriado e cértex pré-frbnta
apos convulsdo induzida por cocaina. Em relac&eaaptor D este foi aumentado nas duas

areas estudadas.

Como referido anteriormente, o bloqueio prolongddaecaptacdo das monoaminas,
causado pelo uso crénico da cocaina, pode levabéiama reducdo da transmissao
serotonérgica (além da dopaminérgica), o que paeribuir diretamente com muitos
aspectos da sindrome de abstinéncia, sobretudopsaimtomas de desordens psiquiatricas
(FOCCHIA, 2001). Enquanto em humanos tais sintoomsieespondem apenas a evidéncias
indiretas do déficit de 5-HT, em animais, estudidiando técnicas de microdidlise tém, de
fato, demonstrado ocorrer a diminuicdo dos nivessd monoamina no nuclascumbens
durante a retirada da auto-administracdo de codg®ARSONS; WEISS; KOOB, 1996;
FILIP et al., 2005). Entretanto, Macédo (2005) obze em seu estudo que ap6s convulsao
induzida por cocaina a concentracdo receptores ®éidva elevada no corpo estriado e

cortex pré-frontal.

Além da supresséao de 5-HT, observada durante mé&hsh subsequente a um longo
periodo de consumo da cocaina, um crescente nuderevidéncias indicam que o0s
receptores 5-Hig desempenham um importante papel na modulacdo Uesacées
comportamentais, neuroquimicas e celulares indszigela cocaina (PARSONS;
FRIEDBERT; KOOB, 1998; CASTANON et al., 2000). Dota a fase de retirada inicial da
cocaina, observa-se uma subsensibilidade desseptoexs, a qual foi atribuida a uma
downregulationadaptativa dos mesmos, que se desenvolve duraatgosadministracéo
prolongada da cocaina para compensar 0 aumentaves sinapticos de 5-HT induzido pela
droga. Por outro lado, a supersensibilidade sulesggié presumivel resultar de uma
deficiéncia extracelular de 5-HT durante a retiratda droga. Estes achados indicam a
participacdo dos receptores 54dTha sindrome de abstinéncia e sensibilizacdo prdauz

pela administracao repetida de cocaina (KING e2a02).

De fato, estudo inicial realizado por Parsons,dbést e Koob (1998), evidenciou que
a ativacao de receptores 5-4dTtilizando substancias agonistas (RU 24969, CP534e CP
93,129) potencializaram as propriedades de refdigacocaina, sugerindo a participacao
desses receptores no desenvolvimento da dependéooizaina. No entanto, apenas em um

estudo, O’Dell e Parsons (2004) demonstraram gaéivacdo desses receptores na Area
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Tegmentar Ventral (VTA) potencializou o aumento ddgis de DA no ndcleaccumbens
por aumentar a habilidade da cocaina de diminefltuxo do GABA nesta area cerebral.

No entanto, diversos outros estudos pré-clinicosizaitdo microdialise, tém
demonstrado que o aumento da liberagdo de DA nlemaccumbengode ser obtido n&o so
mediante a administracdo de agonistas 3sHhas também através do uso de agonistas dos
receptores 5-Hijy e 5-HT; ou de antagonistas dos receptores 5.HDI MATTEO et al.,
1999; DE DEURWAERDERE; SPAMPINATO, 1999; BOWERSaé&t 2000). Desta forma,
devido a importancia do aumento nos niveis de DAlddeoaccumbengara a modulacao
dos efeitos de reforco da cocaina, juntos, os ashdds estudos acima citados sugerem
beneficios através da terapia com agonistas sémgfions, particularmente os seletivos para
os receptores 5-HE, os quais sdo desprovidos de seus proprios efd#osecompensa
(PARSONS; FRIEDBERT; KOOB, 1998). Tais substanqgiaslem reverter o déficit da
neurotransmissdo serotonérgica, levando a supreksficintomas de depressao, insdnia,
agressividade e ansiedade e ainda aumentar os sinéapticos de DA, restabelecendo, assim,
a habilidade de sentir prazer, bem como equilitvatainbém o sistema de recompensa
(FILIP et al., 2005).

O estresse oxidativo tem sido implicado em numeragencas neurodegenerativas,
alterando uma variedade de funcgles fisiologicas ocaloencas inflamatérias, cancer e
doencas neuroldgicas, incluindo a epilepsia (PATHIQ4). Espécies reativas do oxigénio
sdo normalmente produzidas no cérebro como o sxigerdradical hidroxi e perdoxido de
hidrogénio. E sabido que a cocaina aumenta o sstregidativo, podendo levar a
neurodegeneracdo. Um estudo com baixas doses dmaanostrou a formacéo de espécies
reativas de oxigénio como o radical hidroxi queoémiado pelo metabolismo da droga
(LLOYD; SHUSTER; MASON, 1993).

O presente estudo mostrou que houve uma reducatividade da catalase em corpo
estriado de ratos, apoés tratamento de 7 d comra¢a0mg/kg,i.p.) na abstinéncia de 24 h e
7 dias, e nenhuma alteragdo na abstinéncia dea®l Hsta redugéo na atividade da catalase
reflete 0 possivel acumulo do peréxido de hidrogépbis esta enzima protege do estresse

oxidativo, convertendo o peroxido em agua.
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O estresse oxidativo geralmente descreve uma cGmdita qual as defesas
antioxidantes da célula sao inadequadas para ttestriadicais livres, causando um acumulo
destes radicais. Uma conseqUéncia do estressetiogida o dano as macromoléculas
celulares que pode ocorrer pela adicdo do grup@xpeu hidroxi as gorduras insaturadas e
seletivamente podem ser fundidos durante a reagp@aum elétron livre para gerar tioestéres,
os quais afetam a funcao e estabilidade da protAmbhos os processos sdo denominados de
peroxidacao lipidica (HALLIWELL, 1992).

Como citado anteriormente, o0 mecanismo de acamdaira envolve a inibicdo da
recaptacdo de dopamina, resultando em aumentoidgis de dopamina. Fisiologicamente o
peroxido de hidrogénio pode ser formado do metaimali da dopamina, o qual produz os
radicais hidroxi (HALLIWELL, 1992). Estudo prévimdaboratério de neurofarmacologia da
UFC mostrou um aumento no acido homovalinico (HMAW), metabdlito da dopamina, apés
convulsdo e morte induzida pela cocaina, bem cameeato do &cido hidroxifenilacético
(DOPAC) apés morte no estriado (MACEDO et al., 20@stes resultados sugerem um
aumento no metabolismo da dopamina apds admiréstrde cocaina, o qual promove uma
elevacdo no contetdo do peréxido de hidrogénioeoégeorrelacionado com um aumento das

espécies reativas de oxigénio.

Os resultados do presente estudo mostraram quénaoem baixas doses altera a
atividade da catalase, causando uma reducdo d@sttade no corpo estriado. Esta area
cerebral é importante para o mecanismo de acdoddagas psicoestimulantes. Esta
interferéncia na atividade da catalase foi observeimbém com outros inibidores de
recaptacdo de dopamina, visto que outro estudo ablerdtorio citado anteriormente
(MACEDO et al., 2005) mostrou também reducdo nadatde desta enzima apds convulsao
induzida por bupropiona, indicando a relacdo eptesenca de dopamina e inibicdo da
atividade da catalase.

Assim de acordo com 0 exposto acima, 0 aumentstiesse oxidativo detectado pela
reducdo da atividade da catalase poderia reflatimumento do metabolismo de dopamina,
com consequente aumento dos metabdlitos, entretamfresente trabalho, na abstinéncia de
24h e 7d houve uma diminuicdo dos metabdlitos demdna, enquanto que a dopamina

estava elevada.
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Trabalho recente (KODYDKOVA et al., 2009), mostnmau alteracdo, aumento da
atividade da catalase em mulheres deprimidas eeigfige as desordens depressivas ocorrem
por disfuncdo da neurotransmissao serotonérgicaadrenérgica e dopaminérgica
(HINDMARCH, 2002; MALHI et al., 2005), distarbio dalasticidade celular com reduzida
neurogénese (KEMPERMANN; KRONENBERG, 2003), ouanfacdo crbnica conectada
com um aumento do estresse oxidativo (SMITH, 1984)es autores (KODYDKOVA et al.,
2009) observaram em mulheres depressivas um aumardtividade da catalase, enquanto
neste trabalho a cocaina nas retiradas de 24 dh@isou reducdo da atividade desta enzima
e reducdo de imobilidade no nado forcado, sugestev@feito antidepressivo. De forma
interessante, neste trabalho, a depressao aval@atizsste do nado forcado s6 se manifestou
apos 21 dias de abstinéncia, quando ndo se obseemwma alteracdo significativa na
atividade da catalase. Os resultados confirmanparit@incia da determinacao da atividade da
catalase em eventos depressivos ou antidepressyws alteracées na atividade desta enzima
podem realmente ocorrer por disfuncdo da neurotigsfo serotonérgica, noradrenérgica e

dopaminérgica.
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CONSIDERACOES FINAIS
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Observando-se conjuntamente todos os resultadascaldos neste estudo, foi possivel

notar que:

No teste do labirinto em cruz elevado, a abstir@@deicocaina de 24h e 7d causou um

efeito ansiogénico, pois reduziu todos os pararsetos bracos abertos;

O efeito ansiogénico foi confirmado no teste do pamberto, pois houve um aumento
da atividade locomotora apds 24h e 7d de retirada;

A ansiedade causada pela abstinéncia de cocaidaemesblvida com 0 sistema
noradrenérgico e serotonérgico, pois os farmadbzagios reverteram o comportamento de
ansiedade durante a retirada de cocaina, no ted@bidinto em cruz elevado bem como no

campo aberto;

No teste do nado forgcado houve aumento do tempendbkilidade apds 21 dias de
retirada de cocaina indicando a ocorréncia de dsfoe que foi revertida por bupropiona e
paroxetina indicando a influéncia dos sistemas uhipérgico e serotonérgico neste efeito.

Durante a abstinéncia de cocaina, nos trés tengtodaglos ocorreu um aumento de
dopamina e os seus metabdlitos DOPAC e HVA forasiuzielos. Houve um aumento da
serotonina e do seu metabdlito 5HIAA, e a noradieadoi reduzida nas trés retiradas.

Houve uma reducéo na taxa de metabolizacao de diogp@nserotonina nas trés retiradas.

Em relacdo aos receptores dopaminérgicos e sergioo& no corpo estriado, 0s
receptores P ndo foram alterados, houve aumento deapds 24h e 7d e apds 7d nos

receptores SHi

A atividade da catalase foi reduzida nos trés pgedale abstinéncia, mostrando que a
cocaina pode causar danos cerebrais relacionadzstrasse oxidativo.
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CONCLUSAO
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8 CONCLUSAO

Com o presente trabalho pode-se concluir que anébsta de cocaina alterou nao
somente 0 comportamento do animal, causando adsiegldogo depois a depressdo, mas
também causou importantes alteracdes neuroquinmaasoncentracdo de monoaminas,
densidade de receptores dopaminérgicos e serotcmerglém de diminuir a atividade da
catalase indicando a ocorréncia de possiveis leséesis em consequéncia do estresse
oxidativo. Apesar da existéncia de varios estuddsesos efeitos causados pela abstinéncia
de cocaina, ainda é de suma importancia ampliax ver mais os estudos concernentes aos
efeitos causados na abstinéncia de cocaina, visto pgecisam se esclarecer quais 0s
mecanismos envolvidos e a partir de quando e a@dguvao os prejuizos causados na
abstinéncia de cocaina, assim como estudos saatanfes para a descoberta de novas

estratégias terapéuticas para o] tratamento adequado
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