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RESUMO

A cocaina é reconhecida por produzir marcantes alteracdes sobre 0 humor e comportamento
humanos. Este trabalho teve como objetivo estudar as alteracbes neuroquimicas,
comportamentais e histopatoldgicas promovidos pela administracdo repetida (7 dias) de
cocaina isoladamente ou em associagdo com imipramina, um antidepressivo triciclico,
topiramato, um antiepiléptico, e pentoxifilina, um vasodilatador, em ratos. Ratos Wistar
machos (200-250 g) foram tratados diariamente com cocaina isoladamente (Coc, 10 e 20
mg/kg, i.p.) ou em associacdo com imipramina (Imi, 12.5 ou 25 mg/kg, v.0.), topiramato
(TPM, 50mg/kg, v.0.), pentoxifilina (Pent, 50mg/kg, i.p.) durante 7 dias. Cocaina causou um
aumento significativo da atividade locomotora, e sua combinagdo com Imipramina,
topiramato e pentoxifilina bloqueou os efeitos promovidos pela cocaina. No teste de esquiva
passiva, a cocaina reduziu a memoria de curto e de longo prazo enquanto que a imipramina
reverteu parcialmente os efeitos da cocaina. Pentoxifilina bloqueou completamente os efeitos
da cocaina. No labirinto aquético, a cocaina aumentou o tempo para encontrar a plataforma,
efeito revertido totalmente pela imipramina e pentoxifilina e parcialmente pelo topiramato.
No teste de labirinto em cruz elevada, cocaina e imipramina diminuiram o numero de
entradas e o tempo de permanéncia nos bracos abertos. A combinacdo das duas drogas
reverteu parcialmente estes efeitos. No teste de nado forcado, cocaina e imipramina
diminuiram significativamente o tempo de imobilidade do animal. Cocaina promoveu
aumento dos niveis de dopamina (DA) e diminuicdo de HVA em corpo estriado, efeitos estes
bloqueados por imipramina e topiramato. Cocaina também aumentou Noradrenalina (NA),
efeito bloqueado pelo topiramato. Contudo, cocaina nao alterou os niveis de serotonina (5-
HT). Imipramina aumentou os niveis de 5-HT. A exposicdo de cultura primaria de células
mesencefalicas de ratos a cocaina reduziu a morte celular causada pela 6-OHDA (10uM).
Cocaina diminuiu o fluxo sanguineo cerebral e este efeito foi completamente revertido pelo
topiramato. Cocaina aumentou os niveis de nitrito no cérebro dos animais e este efeito foi
bloqueado pela imipramina e topiramato. Nos estudos histologicos, cocaina promoveu um
dano significativo no cértex e giro denteado do hipocampo, efeito revertido pela imipramina.
Estes resultados sdo de grande importancia, especialmente em relacdo a atenuacdo do
prejuizo cognitivo, a reducdo do fluxo sanguineo cerebral, a formacdo de nitrito e a morte

celular induzidos pela cocaina.

Palavras-chave: Cocaina, imipramina, pentoxifilina, memoria.
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ABSTRACT

Cocaine is known to produce marked alterations in behavior and mood in humans. This work
was designed to study the interference of the combination of imipramine, a tricyclic
antidepressant, topiramate, a antiepileptic drug, and pentoxifylline, a drug with
hemorheologic properties with cocaine on behavioral, neurochemical and histological
alterations. Male Wistar rats (200 g) were treated daily with cocaine alone (Coc, 10 and 20
mg/kg, i.p.) or in association with imipramine (Imi, 12.5 or 25 mg/kg, p.o.), topiramate
(TPM, 50mg/kg, p.o.), pentoxifylline (Pent, 50mg/kg, i.p.) for 7 days. Cocaine caused
increases in rat’s locomotor activity, and its combination with Imipramine, topiramate and
pentoxifylline completely blocked cacaine effects. In the passive avoidance test, cocaine
impaired short-term and long-term memory and imipramine partly reversed this effect.
Topiramate didn't promote alterations and pentoxifylline completely blocked cocaine effects.
In the water maze test, cocaine increased the time to find the platform and this effect was
completely reversed by imipramine and pentoxifylline. Topiramate partly reversed the
cocaine effect in the spatial memory. In the elevated plus maze test, cocaine and imipramine
decreased the number of entrances in the open arms and the time spent in the open arms. The
combination of the two drugs partially reversed these effects. In the forced swimming test,
both cocaine and imipramine decreased the animal’s immobility time. Cocaine also
increasing dopamine (DA) and decreasing HVA levels in CE, effects blocked by imipramine
and topiramate. Cocaine also increasing Noradrenaline (NA) levels, effect blocked by
topiramate. Imipramine alone increasing 5-HT levels. Ours results show that the exposition to
cocaine in primary rat mesencephalic cell culture before 6-OHDA reduce significantly the
cell death caused by a 6-OHDA (10uM). Cocaine significantly decreased cerebral blood flow
and this effect was completely reversed by topiramate. Cocaine significantly increased the
nitrite levels in the brain’s rat and this effect was completely reversed by imipramine and
topiramate. In the histological studies, cocaine significantly damaged the cortex and DG
region of the hippocampus, reducing neuronal cell counts and this effect was completely
reversed by imipramine. Its results is an important point, especially those related to the
attenuation of cocaine-induced cognitive impairments, cerebral blood flow, nitrite formation

and cell death.

Keywords: Cocaine, imipramine, pentoxifylline, memory.
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1. INTRODUCAO

1.1. Drogas de Abuso

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

Dependendo da acdo que as drogas apresentam no SNC, podem ser
divididas em trés grupos. Um grupo é formado por aquelas drogas que diminuem
a atividade cerebral, ou seja, deprimem o seu funcionamento, o que significa
dizer que a pessoa que faz uso desse tipo de droga fica "desligada™, "devagar”,
desinteressada pelas coisas. Em um segundo grupo estdo aquelas que atuam
aumentando a atividade do cérebro, ou seja, estimulam o seu funcionamento
fazendo com que, a pessoa que se utiliza dessas drogas, fique "ligada", "elétrica",
sem sono. Ha um terceiro grupo, constituido por aquelas drogas que agem
modificando mais qualitativamente que quantitativamente a atividade do cérebro.
O cérebro passa a funcionar de forma anormal e a sua atividade fica perturbada
(Beedle et al., 1997).

As drogas de abuso representam um problema significativo nos Estados
Unidos, com uma estimativa de 22,5 milhGes de pessoas com idade superior a 12
anos (9,4% da populacdo) classificadas como ja tendo usado estas drogas
(Substance Abuse and Mental Health Services Administration (SAMHSA).
National survey on drug use and health, 2004).

O uso continuo de substancias ilicitas continua sendo um problema a ser
resolvido na sociedade. Em muitos casos, 0 uso casual de substancias gera uma
desordem no uso destas, como por exemplo, o abuso (0 uso desregrado com
conseqiente prejuizo para o usuario) e a dependéncia (vicio, o uso compulsivo de

uma substancia a despeito de problemas significativos decorrentes de seu uso)
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[American Psychiatric Association. Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders, Fourth Edition, (DSM-1V). In:Washington, DC, 1994].

Importantes pesquisas tém sido desenvolvidas na tentativa de padronizar
tratamentos medicamentosos para a dependéncia e abuso a drogas ilicitas.
Aproximacgoes farmacoterapeuticas efetivas para manter a abstinéncia em adictos
estdo disponiveis, particularmente para reduzir o desejo e a busca pela droga em
usuarios de nicotina, alcool e heroina. Contudo, cerca de 60% dos dependentes
em alcool, opidides e cocaina que receberam tratamento para dependéncia
tiveram recaida em até um ano. Assim, mais pesquisas Sd0 essenciais para
aumentar a eficicia destes tratamentos e oferecer novas opcles para estes
pacientes. O desenvolvimento de novos agentes farmacoldgicos para o
tratamento da dependéncia aumentaria bastante as opgdes atualmente
disponiveis, principalmente no caso de medicamentos que reduzam a abstinéncia
e 0 desejo e previnam as possiveis recaidas (Bubar et al., 2006).

O principal componente lesivo destas drogas é o estado de dependéncia
que estas promovem nos usuarios. Em estudos cientificos, a dependéncia fisica é
definida como um estado adaptativo que se manifesta por intensos distdrbios
fisiolégicos quando a administracdo da droga € suspensa, enquanto que a
dependéncia psiquica € caracterizada como uma condicao na qual a droga produz
uma sensacédo de satisfacdo que leva a uma necessidade periodica ou continua de
administracdo da droga para produzir prazer (Dupont et al., 1997).

As drogas de abuso sdo causadoras de muitos problemas comuns para
varias sociedades do mundo. Antigos textos religiosos mostram que, em todas as
épocas e lugares, os seres humanos deliberadamente usaram substancias capazes
de modificar o funcionamento do sistema nervoso, induzindo sensac¢des corporais
e estados psicoldgicos alterados. Essas drogas tém grande poder destrutivo nao
apenas para o individuo, mas também para sua familia e a sociedade. Dentre as
drogas de abuso hoje disponiveis, temos a cocaina e o etanol como o0s agentes

mais utilizados, sendo estas drogas alvos de inumeros estudos. Progressos
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substanciais tém sido realizados na elucidacéo das ac6es moleculares e celulares
da cocaina e do etanol, entretanto, 0s sitios e mecanismos que participam nos
seus efeitos ndo estdo bem elucidados (Leite et al., 1999).

A adicdo gerada pela cocaina continua sendo um grande problema de
salude publica, sendo uma condicdo clinica crbénica onde pode ocorrer
deterioracdo fisioldgica, social e psiquiatrica do usuario. O mecanismo de acao
da cocaina envolve a inibicdo de transportadores neuronais de monoaminas em
algumas estruturas cerebrais e primariamente no sistema de recaptacdo de
dopamina localizado nos neurdnios mesolimbicos. A cocaina rapidamente
incrementa a neurotransmissdo dopaminérgica e promove alteracGes adaptativas
em circuitos cerebrais envolvidos com reforgo, recompensa, sensibilizacdo e o
elevado poder viciante desta droga (Maurice et al., 2002).

A cocaina é reconhecida por produzir alteracbes marcantes no
comportamento humano, e sua administracdo repetida aumenta a probabilidade
de abuso, levando ao desenvolvimento do vicio. Mudangas na plasticidade
sinaptica nos neurdnios dopaminérgicos na area tegumentar ventral podem
contribuir para este evento (Liu et al., 2005). Este aumento na plasticidade
sinaptica na area tegumentar ventral pode ser importante para a formacdo da
memoria associada a droga.

Embora ndo existam tratamentos farmacoldgicos aprovados para a
dependéncia promovida pela cocaina, algumas drogas tém sido testadas com
alguns resultados promissores (Sofuoglu e Kosten, 2005). A cocaina parece
estimular a neurotransmissdo dopaminérgica através do bloqueio da recaptacéo
de dopamina. Contudo, evidencias sugerem que, em situacdes de uso cronico, 0s
terminais nervosos podem ter seus estoques de dopamina depletados. A deplecao
de dopamina tem sido associada com a disforia que se desenvolve durante a
retirada de cocaina e o subsequente desejo por mais droga. Assim, alteracdes na
neurotransmissdo dopaminérgica podem ser responsaveis pelo padréo

compulsivo de uso da droga. Com altas doses e uso regular, outros sistemas de
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neurotransmissores tais como serotoninérgico podem provavelmente direta ou

indiretamente mediar toxicidade no sistema nervoso central (Agarwal, 2005).

1.2. Cocaina

1.2.1. Historico

A cocaina é uma substancia naturalmente encontrada em dezenas de

especies vegetais do género Erythroxylum (figura 1), sendo a Erythroxylum coca

e a Erythroxylum novogranatense as mais utilizadas no cultivo para a produgéo

da droga.

Figura 1 — Folhas da planta Erythroxylon coca
(Fonte: www.cenpre.furg.br/cocaina/fotos.htm)

O hébito de mascar as folhas de coca pelos indigenas da regido dos Andes
data de longo tempo. Com a chegada dos conquistadores espanhois, esta forma
de uso foi estimulada, pois 0 consumo da droga facilitava a exploragcdo do
trabalho escravo. Levada para a Europa pelos espanhois, durante os séculos XVI

e XVII, difundiu-se o uso das folhas de coca na terapia sob as mais diversas
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aplicacdes: os males do estdmago, ulceracdes de pele, doencas venéreas e dores
de cabeca, musculares e de dente (Gold, 1993, Escohotado, 1993).

A cocaina (figura 2), principal alcaldide ativo existente nas folhas da
Erythroxylum coca, foi isolada em 1860 por Niemann, que constatou seu gosto
amargo e o efeito peculiar que produzia na lingua, tornando-a dormente e quase
insensivel. Por volta de 1880, a cocaina estava disponivel comercialmente,
sendo, logo, incorporada a diversas beberagens, entre essas, o famoso Vin
Mariani, que era conhecido como o “vinho dos atletas”. Rapidamente relatos
enfatizavam os poderes miraculosos da droga, bem como sua capacidade de
eliminar a fadiga (Gold, 1993).

Figura 2 - Representacao da estrutura da cocaina

Fonte: ZARZUELA, J. L. Quimica Legal. In: TOCHETTO, D. Tratado de
Pericias Criminalisticas. Porto Alegre: Ed. Sagra-DC Luzzatto, 1995, cap.8,
p.164-169.

Em 1884, Sigmund Freud fez o primeiro estudo pormenorizado dos
efeitos fisioldgicos da cocaina e no livro Ueber Coca sugeriu cinco possiveis
aplicacdes da substéncia: aumentar a capacidade fisica, em doencas do aparelho
digestivo, no controle da morfinomania, como estimulante sexual e anestésico
local. Na mesma época, Carl Koller introduziu a cocaina na anestesia local da

coérnea, e Hall, na odontologia. A anestesia espinhal verdadeira foi obtida por
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Augusto Bier, em 1898, ao injetar a substancia em animais, em um assistente e
nele mesmo (Musto, 1992).

Nos Estados Unidos, por volta de 1885, a cocaina foi adicionada —
juntamente com a cafeina — em um remédio popular considerado como o
protétipo da Coca-Cola, com indicacdes de uso contra dor de cabeca e como
estimulante. Em 1892, Asa G. Chandler fundou a Coca-Cola Company e colocou
a bebida no mercado como um ténico para pessoas debilitadas. Até meados deste
século (1903-06), esta bebida continha aproximadamente 60mg de cocaina em
230 mL. A partir da sua extragdo, a cocaina passou a ser empregada em varios
produtos. Nesta época, nos Estados Unidos, extratos de coca eram relatados
como sendo a cura do alcoolismo e morfinismo, sendo que esses preparados
pavimentaram o caminho para a cocaina em sua forma pura a partir de 1880. A
cocaina foi distribuida na Europa, pelo laboratorio Merck, a especialistas para
realizarem experimentos com a droga. Nesta época, Sigmund Freud dedicou-se
ao estudo da cocaina. A euforia social relacionada a cocaina comecou a se
dissipar a partir da Gltima década do século passado. Relatos detalhando a
dependéncia a cocaina, comportamento psicético induzido, convulsdes e mortes
causadas pelo consumo, gradativamente se acumularam na literatura. Freud, em
1887, publicava Fissura e medo da cocaina, descrevendo os sintomas parandicos,
as alucinacdes e deterioracdo fisica e mental associada ao consumo repetido
(Musto, 1992).

Nas décadas que se seguiram a introducdo da cocaina nos Estados
Unidos, ela podia ser obtida em dois niveis diferentes: industrializado ou médico
e por meio do comércio da droga pura nas ruas. Até a Ultima década do século
XIX ndo existia, naquele pais, legislacdo sobre os atos médicos ou medicamentos
em nivel nacional. Mesmo as profissdes medicas estavam se organizando naquela
época, de forma que ndo existia controle sobre a propaganda da cocaina ou sobre
0s produtos que continham a substancia. Leis passaram a ser decretadas para
coibir o acesso facil a substancia acarretando um fortalecimento gradativo do
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mercado ilicito de cocaina, fazendo com que a droga ilicita ficasse muito mais
acessivel.

A partir de 1900, surgiram varios medicamentos e bebidas a base de
cocaina ou de folhas de coca que permaneceram no mercado até 1914, quando foi
editado o Harrison Narcotic Act, que tornou ilegal o uso e a venda de cocaina
nos Estados Unidos da America. Em 1924, a Associacdo Americana de Medicina
realizou um estudo que atribuiu a morte de 26 pacientes a utilizacdo da cocaina
como anestésico, o que restringiu o seu uso na clinica. O publico, em resposta a
estas informacdes, passava a pressionar as autoridades para tomada de uma
posicdo contra a droga. A visao social da cocaina transformou-se em 30 anos (a
partir de 1884); de um ténico anunciado sem efeitos colaterais para a droga com
restricGes mais severas da historia atual; porém, no inicio do século XX, a droga
continuava a ser permitida para propdésitos medicos. O periodo seguinte foi
caracterizado pela extingédo quase total do consumo da droga. Os anos a partir de
1920 foram caracterizados pelo consumo de derivados opiaceos e Cannabis,
como ocorria no periodo imediatamente anterior a cocaina. No inicio da década
de 30, a cocaina deixava de ser um problema social pela diminui¢do do uso. De
1914 a 1970, o consumo da droga, devido as suas propriedades eufdricas, ficou
restrito a alguns segmentos da sociedade. A partir dos anos 70, com as restrigdes
impostas a comercializacdo das anfetaminas, voltou o uso generalizado de
cocaina nos Estados Unidos da América, e no inicio da década de 80, com a
introducéo do crack, o consumo aumentou de forma alarmante (Gold, 1993).

E muito dificil explicar a 0 aumento da utilizacdo de cocaina nos Estados
Unidos a partir do inicio da década de 70. Esse ressurgimento implicou, também,
no quadro de consumo de cocaina que pode ser observado desde a Gltima década
no Brasil. Um grande numero de fatores, porém, convergiram para a mudanga no
habito de consumo de drogas na populacdo dos Estados Unidos; o primeiro deles
refere-se a uma populacdo que nasceu e cresceu consumindo drogas. O consumo

de maconha e alucinégenos durante a década de 60 por um grande numero de
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jovens norte-americanos resultou na auséncia do temor das restricdes legais, bem
como das consequéncias médicas do assim chamado consumo light de drogas
(Kendall, 1991).

Infelizmente, a cocaina, até o inicio da década de 80, ressurgiu envolta
por uma reputacdo de ser incapaz de promover dependéncia, de ser segura em
relacdo as consequiéncias médicas e sociais e de acdo ultracurta: a droga perfeita
para interacdo social. Tornou-se, em principio, a droga dos ricos e famosos;
masicos cantavam suas virtudes, filmes mostravam o uso da cocaina como
glamouroso, isento de riscos (Weiss, 1994). No Brasil, considerado o maior
corredor de tréfico da droga do mundo, a cocaina trazia uma série de problemas
que atingia as mesmas propor¢cdes nos paises industrializados; o mascar das
folhas de coca acarreta dependéncia semelhante a causada pela nicotina, sendo
associada ao empobrecimento das fun¢des mentais. Além do bem conhecido
estado de anarquia e corrup¢do publica nos quais os paises produtores se
encontravam, 0 imenso crescimento da producéo, atividade das mais lucrativas,
vinha causando consequéncias sociais e ambientais incalculaveis (Negrete,
1992). Nenhuma outra plantacdo conhecida causa niveis similares de eros&o,
principalmente por seu cultivo junto as encostas andinas (Kendall, 1991). Uma
respeitavel parcela da populacéo dos paises produtores encontra-se envolvida em
atividades relacionadas ao trafico (Negrete, 1992).

No Brasil, a cocaina era livremente comercializada j& no inicio do
século, integrante de remédios ou em sua forma pura. Esta situacdo permaneceu
até 1921, quando as leis comecaram a restringir o seu consumo. Em 1962, no
primeiro levantamento brasileiro sobre internagbes motivadas por consumo de
drogas, observou-se que apenas quatro casos eram motivados pelo consumo da
cocaina, enquanto neste mesmo ano 8.462 internagbes foram motivadas por
alcool. Com o crescimento do consumo observado na ultima década, em 1992
houve 866 internacbes em hospitais psiquiatricos por intoxicacdo aguda ou

dependéncia da droga. Em populagdes especificas, como as criangas de rua de



27

grandes cidades, a cocaina é proporcionalmente muito mais consumida (relatos
em 46,5% destas criancas na cidade de S&o Paulo). Com o surgimento do crack
no estado de Sdo Paulo durante esta década, porém, o consumo e as
consequéncias tém crescido vertiginosamente (Leite et al., 1999).

A cocaina apresenta um elevado potencial para abuso e continua sendo
um importante problema de saude publica, com 2,3 milhGes de usuarios apenas
nos Estados Unidos (United States Substance Abuse and Mental Health Services
Administration. Office of Applied Studies. 2001). Apesar dos esforgos continuos,
ainda ndo temos a disponibilidade de tratamentos farmacologicos eficientes para
a dependéncia a cocaina (Sofuoglu et al, 2006). Muitos estudos, contudo, tem
mostrado uma relacdo entre os resultados dos tratamentos e uma variedade de
variaveis demogréaficas e relacionadas ao uso da droga (Sofuoglu et al, 2006).

O uso de substancias de abuso como a cocaina apresenta um elevado
custo dentro das desordens neuropsiquiadtricas. Na uUltima década, muito
progresso foi feito em relacdo ao entendimento dos efeitos das drogas de abuso
sobre o cérebro. O vicio a drogas de abuso é agora considerado uma doenca do
sistema nervosa central, pois o abuso de drogas afeta varias fungdes cerebrais.
Prejuizos neuroldgicos observados em usuarios de drogas podem refletir
disfuncBes neuroldgicas e neurotoxicidade induzidas pela droga de abuso (Cunha
et al., 2008).

Os efeitos da cocaina sobre o processo cognitivo tém sido estudados em
varios trabalhos recentes. Muitos estudos na literatura demonstram que a
exposicao repetida a cocaina ou anfetamina promove funcéo deficiente do cortex
prefrontal, cértex orbital e amigdala (Roesch et al. 2007; Schoenbaum et al.
2004). Alem disso, a administracdo repetida de psicoestimulantes tem promovido
déficits de atengé@o e reducdo na capacidade de aprendizado (Dalley et al. 2005;
Jentsch et al. 2002), processos estes que dependem de um cortex prefrontal

intacto e funcional. Nao obstante, poucos estudos tem relacionado a exposicao a
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psicoestimulantes com o aprendizado e a memdria relacionados com o

hipocampo.

1.2.2. Formas de cocaina

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

A Erythroxylum coca é a mais antiga das cocas cultivadas, sendo
encontrada ainda em um estado semi-selvagem nos Andes peruanos e bolivianos.

Sua cultura data de varios milénios e € responsavel pela maior parte do
suprimento mundial de cocaina. O processo de extracdo da cocaina para consumo
ilicito é iniciado colocando-se as folhas e solventes organicos (querosene,
gasolina) em recipientes (tanques); ap6s um periodo de maceracdo, 0 extrato
organico é separado das folhas e evaporado. O residuo obtido, denominado pasta
de coca, contém cocaina juntamente com outros alcaldides e 6leos essenciais. A
droga pode ser obtida, também, por meio da secagem das folhas, digestdo com
acido sulfurico e posterior extracdo, ap0s precipitacdo com bicarbonato de sodio.
Este produto pode conter sulfato de cocaina (40-85%), além da cocaina na forma
de base.

A pasta de coca € entdo tratada com acido cloridrico (HCI) para
formagc&o de cloridrato de cocaina, que corresponde a forma usual de trafico. E
raro, contudo, encontra-la na forma pura, sendo normalmente “diluida” com a
adicdo de produtos que procuram mimetizar sua acdo farmacoldgica, cor ou
sabor. Sdo utilizados para esta finalidade outros anestésicos locais (lidocaina),
cafeina, efedrina, feniciclina, quinina, estricnina, manitol, sacarose, heroina, talco
e outros.

O cloridrato de cocaina apresenta-se na forma de p6 ou granulos brancos,

insolGveis em éter e sollveis em agua, etanol e cloroférmio, apresentando ponto
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de fusdo a 196°C. A partir do cloridrato é possivel obter cocaina na forma de
base, que é volatil e quimicamente mais estavel. Essa transformacdo pode ser
obtida pela adigdo de solucGes alcalinas (bicarbonato) ao cloridrato, extracdo
com éter dietilico e posterior evaporacgédo do solvente organico pelo aquecimento.
O produto obtido dessa maneira é a cocaina na forma de base livre, mas o
aquecimento propicia a ocorréncia de explosdes devido as caracteristicas do éter
(Musto, 1992).

1.2.3. Vias de exposi¢ao

A cocaina pode ser utilizada por aplicacdo direta nas mucosas ou através
das vias oral, respiratéria (aspirada ou fumada) ou intravenosa. As vias de
exposicdo mais utilizadas ocorrem por meio do sistema respiratério pela
aspiracdo e absorcdo intranasal do cloridrato de cocaina ou pela inalacdo e
absorcdo pulmonar da fumaca proveniente do ato de fumar a cocaina na forma
Crack. A cocaina pode ser consumida por varias vias e em uma grande variedade
de doses (Jones, 1987). O uso intravaginal ja foi reportado (Collins et al., 1994).
A droga também pode ser aplicada por via retal (Schrank 1993). A cocaina
apresenta acdo equipotente quando fumada ou administrada endovenosamente
em termos de pico plasmatico (Fischman, 1988). Além disso, a cocaina fumada
(incluindo o crack) ndo apresenta os riscos de infeccdo nem carrega 0 estigma
(Johanson e Fischman, 1989).

A cinética de absorcdo intranasal é de extrema importancia clinica, pelo
fato da droga ser muito utilizada por esta via. Ap0s utilizacdo pela via intranasal,
0 pico maximo de concentracdo plasmatica é observado entre 30 a 120 minutos
apos o uso. Essa variacdo ocorre pelo fato de a cocaina produzir diferentes graus
de vasoconstricdo, ocorréncia de biotransformacdo no préprio local de

administracdo (mucosa nasal), diferengas interindividuais de velocidade de
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hidrolise ou diferencas na pratica da técnica de aspiracdo que leva a degluticdo
parcial da droga.

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

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

A administracdo intranasal é uma via comum de utilizacdo da droga. A
cocaina quando preparada para inalacdo € colocada em uma superficie
translicida, como um espelho, onde ela é finamente cortada com uma lamina de
barbear e organizada em filas. Uma fila de cocaina consiste em aproximadamente
20 a 30 mg (Commissaris, 1989; Cox et al., 1983). Seguindo a inalagdo, ha uma
rapida passagem da cocaina para corrente sanguinea através da mucosa nasal rica
em capilares, e 0s niveis sanguineos aumentam rapidamente (em 30 segundos a 2

minutos), com pico de 15 minutos a 1 hora apos a inalagdo. (Higgins et al., 1990;
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Weiss et al., 1994). Efeitos no humor sdo evidentes em 15 a 30 minutos apos a
administracdo intranasal, e os efeitos cardiovasculares, incluindo elevacdo da
pressdo arterial, aparecem em 15 a 20 minutos. Estes efeitos geralmente
desaparecem em 45 a 60 minutos, embora os metabdlitos da cocaina ainda
estejam presentes na circulagdo por 4 a 6 horas apds a administracdo (Weiss et
al., 1994).

A cocaina pode ser fumada tanto na forma de pasta de coca como de
crack, forma mais freqlientemente usada. O conteddo de cocaina na fumaca
inalada € rapidamente absorvido e a concentracdo sanguinea aumenta
rapidamente. Efeitos subjetivos como euforia e bem-estar geral ocorrem logo no
inicio do uso. Com o0 uso prolongado, porém, ocorre uma menor sensacdo de
euforia, acompanhada de ansiedade, hostilidade e extrema depressdo. No caso do
crack, ha uma intensa euforia inicial acompanhada por severa depresséo, agitacéo
e desejo por cocaina, 10 minutos apds o uso (Leite et al., 1999).

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

1.2.4. BIOTRANSFORMACAO DA COCAINA

A cocaina é convertida extensamente a produtos de biotransformacéo no
organismo por meio de processos enzimaticos e quimicos, sendo pouco excretada
na urina na sua forma inalterada. Os principais produtos de biotransformacéao séo
a benzoilecgonina e, em menor propor¢cdo, a ecgonina, a norcocaina e a
benzoilnorcocaina (Leite, 1999).

A benzoilecgonina corresponde a 29-45% da excrecdo urinaria. Para sua
formacéo, a cocaina sofre hidrdlise espontéanea (pH dependente) do grupo éster

carboxilico. O éster metil ecgonina, maior produto de biotransformacéo depois da
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benzoilecgonina, resulta da hidrélise espontanea e degradacdo enzimatica por
acdo das colinesterases plasmaticas e hepaticas. A hidrolise enzimatica da
benzoilecgonina e a espontdnea do éster metil ecgonina resultam no
aparecimento da ecgonina, que pode contribuir com 1 a 8% da excrecdo urinaria
de cocaina. Outro produto de biotransformacéo € a norcocaina, que ocorre apenas

em pequena fracdo (2 a 6%), mas que ¢é farmacologicamente ativa.

1.3. COCAINA E NEUROTRANSMISSAO

1.3.1. DOPAMINA

- Producdo e distribuicdo no cérebro

O aminoacido tirosina é o precursor dos neurotransmissores aminérgicos
que possuem estrutura quimica denominada de catecol. Estes neurotransmissores
sdo denominados catecolaminas e compreendem a dopamina, noradrenalina e
adrenalina. Neurénios catecolaminérgicos estdo relacionados com a regulacdo do
movimento, humor, atencdo e das funcdes vicerais. Os neurdnios dopaminérgicos
(produtores de dopamina) apresentam a enzima tirosina hidroxilase (TH), um
catalizador da conversao de tirosina em DOPA (Diidroxifenilalanina). O DOPA
¢ convertido entdo no neurotransmissor dopamina pela dopa descarboxilase.
Quando € gerado um potencial de acdo (despolarizacdo da membrana), ocorre a
exocitose do neurotransmissor dopamina para a fenda sinéptica. A dopamina atua
entdo em receptores pré e pds-sinapticos para promocgdo de seus efeitos, sendo
recaptada para o neurdnio para o término do processo sinalizador (Bear, 2001;
Connors 2001).
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1.3.2 - DISTRIBUICAO DOS NEURONIOS DOPAMINERGICOS

Os neurdnios dopaminérgicos tém origem em trés grupos celulares

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

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

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

area tegumentar ventral (A10) (Figura 3). Os axbénios dos neurbnios

dopaminérgicos provenientes destes grupos celulares se estendem para regides do

mesencéfalo, formando trés sistemas neuronais:

Sistema nigroestriatal que compreende 0s neurbnios dopaminérgicos
originados no grupo de células A9 e que termina na regido denominada
corpo estriado dorsal. Esta regido contem o ndcleo caudado e o putamen e
esta envolvida com o aprendizado de movimentos complexos executados
automaticamente sob comando voluntario.

O segundo circuito, o sistema mesolimbico, € originado no grupo Al0 e
parte do grupo A9. Estes neurbnios terminam no estriado ventral, o qual
inclui o nacleo accumbens e tubérculo olfatorio, o septo, a amigdala central
e 0 nucleo profundo da formacéo reticular (Ungerstedt, 1971). O estriado
ventral tem papel no aprendizado e no desempenho de certos
comportamentos de motivacao.

O terceiro grupo de neur6nios dopaminérgicos se origina nos grupos A9 e
A10 e termina em varias regides do cortex cerebral que sdo envolvidas na
atencdo e memoria curta, formando o sistema mesocortical (Thierry et al.,
1973).
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VIAS DOPAMINERGICAS NO CEREBRO

Cértex Corpo estriado Via nigrostriatal

limbico anterior
/ Substancia negra
e
p p

P

Cértex frontal
\

Tubérculo olfatério

Eminéncia mediana \

\

\

Nducleo arqueado Via mesolimbica

Figura 3 — Vias dopaminérgicas em cérebro de ratos

1.3.3. PAPEL DA DOPAMINA NO COMPORTAMENTO

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

(se fasico-sinaptico ou ténico-ndo-sinaptico).

Os neur6nios dopaminérgicos sdo ativados por estimulos encorajadores
para 0S animais interpretarem ou repetirem certo comportamento (estimulo
motivacional). Estes estimulos convergem dos grupos celulares dopaminérgicos
A8, A9 e A10 para varias areas cerebrais onde ficam as terminacdes dos

neurdnios dopaminérgicos. Assim, através da ativacdo destes neurdnios, o
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estimulo motivacional pode influenciar a atividade de vérias partes do cérebro
que podem determinar diferentes funcdes comportamentais. Este mecanismo

pode ser uma das razbes do extenso papel da dopamina no comportamento.

1.3.4. O TRANSPORTADOR DE DOPAMINA

A cocaina bloqueia a captacdo de dopamina, 5-hidroxitriptamina (5-HT) e
norepinefrina (NE) no SNC (Figura 4), promovendo um acumulo destes
neurotransmissores na fenda sinaptica. Existe uma correlagdo positiva
significativa entre as poténcias da cocaina e alguns compostos relacionados, que
blogueiam a captacdo de dopamina e suas habilidades como reforcadores em
situacOes de auto-administracdo em macacos rhesus (Ritz et al., 1987), sendo que
correlacdes significativas entre os efeitos de reforgco e o bloqueio da captacdo de
NE e 5-HT ndo foram encontradas. Estes dados sugerem que o bloqueio da
captacdo de dopamina é um passo essencial na mediacdo dos efeitos de reforco
da cocaina. Outro suporte desta hipotese dopaminérgica provém da evidéncia de
que o receptor da cocaina e o transportador de dopamina sdo proteinas idénticas.
Particularmente, fortes evidéncias provém dos experimentos de clonagem.
Outros estudos mostram que Vvarios inibidores da captacdo de dopamina, como 0s
analogos da cocaina de alta afinidade, mazindol e varios analogos do GBR12909,
se ligam a um sitio comum e interagem competitivamente, o que leva a
conclusédo de que eles se ligam ao transportador de dopamina (Carroll et al.,
1992; Reith et al., 1992). Além do mais, Grilli et al., (1991), mostraram que a
expressdo de sitios de ligacdo da cocaina e sitios de captacdo de dopamina

ocorrem ao mesmo tempo durante o desenvolvimento celular in vitro.

Uma outra indicacdo de que os sitios de ligacdo da cocaina e o

transportador de dopamina estdo intimamente relacionados € o fato de que os
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sitios de ligacdo da cocaina sdo distribuidos no SNC em éareas que apresentam
altas concentracdes de dopamina em terminais nervosos. Enquanto estes dados
indicam um papel proeminente da dopamina, alguns trabalhos indicam que
interacbes significativas entre diferentes sistemas mediadores neuroquimicos,
como o serotonérgico, gabaérgico e adrenérgico, podem estar envolvidos na

modulacéo das ac¢des de reforco da cocaina e compostos relacionados.

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

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

Além das caracteristicas estruturais relevantes na ligacdo da cocaina,
varios laboratorios estdo envolvidos na caracterizacdo da proteina transportadora
de dopamina propriamente dita. Estes estudos levaram ao desenvolvimento de
técnicas que eventualmente resultaram na clonagem e expressdo do DNAc do
transportador de dopamina cocaina-sensivel (Kilty et al., 1991; Shimada et al.,
1991). Este achado da a oportunidade de elucidar a seqiiencia molecular que
resulta na captacdo de dopamina e determinar como este processo € perturbado
pela cocaina. Finalmente, este conhecimento pode ser Gtil no desenvolvimento de
medicamentos para o tratamento da dependéncia pela cocaina. Pela alteracdo do
transportador de dopamina através de mutagdes sitio-direcionadas, é possivel
determinar se as mudancas diferentemente alteram a ligacdo de cocaina e
dopamina. O achado de que um residuo de acido aspartico encontrado em uma
regido particular parece ser crucial para ambos, transporte de dopamina e ligacéo
da cocaina, enquanto outras areas sdo importantes apenas para o transporte de
dopamina, d& suporte a possibilidade da capacidade do desenvolvimento de
antagonistas da cocaina que ndo interfiram com o transporte normal de dopamina
(Kitayama et al., 1992).
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Receptores pds-sindpticos

‘Neur8nio pés-
ganglionar

Figura 4 — Ac¢es da cocaina sobre o processo de recaptacdo de dopamina.

1.3.5. EFEITO DA COCAINA NO SISTEMA DOPAMINERGICO

A cocaina produz muitos efeitos neuroquimicos, mas seu principal
mecanismo de acdo envolve a monoamina dopamina. A cocaina produz um
bloqueio na recaptacdo de dopamina, permitindo que esta fiqgue na fenda
sinaptica por um periodo prolongado de tempo. O aumento deste
neurotransmissor em certas areas do cérebro, como por exemplo, no nucleo

accumbens, € responsavel pelos efeitos de reforgo da cocaina (figura 4).

A ativacdo do sistema nervoso simpatico também ocorre, explicando os

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

da cocaina produzir reforco.

O bloqueio da recaptagdo de dopamina pode estar relacionado a um
aumento na atividade locomotora com os dias de administracdo. Feldman et al.,
(1997) demonstraram que microinje¢bes de cocaina no ndcleo accumbens
resultavam em aumento na atividade locomotora. Porém, estes pesquisadores
explicaram que o mecanismo pelo qual a cocaina produz seus efeitos
comportamentais pode envolver mais do que um simples blogueio na recaptacao

de dopamina.
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Sistema dopaminérgico

Substancia nigra

Figura 5 —Sistema dopaminérgico mesocorticolimbico
Fonte: Neurociéncias — Desvendando o sistema nervoso - Bear, Mark F. 2002.

1.3.6. CIRCUITOS ENCEFALICOS E DROGAS DE ABUSO

O sistema mesolimbico é primariamente regulado pela dopamina e
parece ser responsavel pelos efeitos agudos de reforco das drogas de abuso
(Heidbreder et al, 2005; Kreek et al, 2002). Os mediadores neurobioldgicos das
acles psicoestimulantes centrais da cocaina parecem ser as catecolaminas
centrais, principalmente 0  neurotransmissor  dopamina.  Neurbnios
dopaminérgicos da area tegumentar ventral (ATV) que inervam o cértex limbico
e frontal sdo necessarios para as acOes agudas de reforgco promovidas pela

cocaina.
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As bases celulares para as acGes da cocaina no sistema dopaminérgico
comecaram a ser elucidadas por meio da administracdo de ligantes marcados,
White e Wang demonstraram que a dopamina deprime normalmente a atividade
espontanea do nucleo accumbens inervado por neurénios dopaminérgicos da area
tegumentar ventral, sendo esta acdo trés a dez vezes mais potente nesta em
relacdo ao nucleo accumbens. Embora a acdo da dopamina no ndcleo accumbens
se dé atraves da interagdo com receptores das familias D1 e D2, na ATV ocorre
interacdo predominante com receptores D2-simile.

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

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

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

A cocaina incrementa os niveis de dopamina na area tegmentar ventral

por bloqueio dos transportadores dopaminérgicos pré-sinapticos, bem como
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bloqueia também os transportadores pré-sindpticos de serotonina e noradrenalina
(Kreek et al, 2002; Kalivas et al, 2005). Com a utilizacdo crbnica de cocaina,
ocorre um aumento na expressdo de receptores opidides «, receptores de
dinorfinas e receptores glutamatérgicos, como um possivel meio de regular o
aumento nos niveis de dopamina, enquanto promovem o efeito de reforco da
droga (Kreek et al, 2002; Kalivas et al, 2005).

O mecanismo central de acdo da cocaina e outros estimulantes com alto
potencial de abuso parece ser a estimulacéo da via de recompensa dopaminérgica
no cérebro (Gawin e Ellinwood, 1988; Goeders e Smith, 1983; Yokel e Wise,
1975). De acordo com Kosten 1990, as seguintes agdes ocorrem na sinapse
durante a acdo estimulatoria: a liberacdo de catecolaminas dos terminais pre-
sinapticos; o bloqueio da captacdo da dopamina, NE e 5-HT (principal
mecanismo de inativacdo dos neurotransmissores) e alteragbes na sensibilidade
do receptor com o uso crénico. O uso crénico pode resultar em outros efeitos que
ndo s6 os resultantes da disponibilidade aumentada de catecolaminas e 5-HT.
Estes incluem sensibilizagéo (tolerancia reversa) e tolerancia.

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

A toleréncia aos efeitos da cocaina pode se desenvolver atraves da

reducdo da inibicéo da recapta¢do com o uso cronico, diminuindo a liberacdo dos
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neurotransmissores, talvez devido a deple¢do no terminal pré-sinaptico (embora
este mecanismo néo tenha sido confirmado) ou alteracBes na sensibilidade do
receptor nos seus sitios pré- e pds-sinapticos levando a uma auto inibicéo
neuronal (Kosten, 1990).

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

Existem evidéncias substanciais da hipotese dopaminérgica em animais,
mas poucas em humanos. Ritz et al., (1987), reportaram em animais evidéncias
de que a inibicdo do transportador de dopamina é 0 mecanismo primario
responsavel pelos efeitos de reforco da cocaina e o sitio receptor, ou sitio de acéo
onde os eventos resultantes dos efeitos de refor¢o sdo iniciados, embora outros
sitios ndo possam ser excluidos. Entre as linhas de evidéncia disponiveis em
humanos para esta explicacdo, Kuhar et al., 1991, listam as seguintes: 1) estudos
de tomografia emissora de pdsitrons (TEP), que mostram similaridades no tempo
de curso entre a ocupacdo do receptor de cocaina (transportador de dopamina) e
os efeitos da cocaina; 2) a presenca de parandia e psicose em ambos 0S usuarios
de cocaina de forma prolongada ou em altas doses e na esquizofrenia, uma
desordem que envolve a via dopaminérgica limbica; 3) a acdo de estimulantes
indiretos do receptor de dopamina, tais como, metilfenidato ou bromocriptina em
reduzir com sucesso 0 desejo inicial pela droga, sugerindo que o0 agente
dopaminérgico pode influenciar 0 mesmo processo como a cocaina (Dackes et

al., 1987; Khantzian et al., 1984); 4) a preferéncia mostrada por bloqueadores da
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captacdo de dopamina em estudos de escolha feitos com varias drogas (Chatt et
al., 1987); 5) e a sugestdo de que decanoato de flupentixol, um bloqueador do
receptor de dopamina, pode diminuir o desejo pela droga (Giannini et al., 1986;
Gawin et al.,, 1989). A administracdo de drogas bloqueadoras de receptores
dopaminérgicos, tais como clorpromazina ou haloperidol ndo reduziram a euforia
induzida pela cocaina ou auto-administracdo, mas reduziram 0s sintomas
psicoticos (Gawin 1986a). O haloperidol também falhou na tentativa de atenuar o
rush (sensacdo de curta duragdo que ocorre imediatamente apds a administracéo
da droga e é caracterizada por uma sensacdo de poder e extremo prazer
comparado a um orgasmo), apenas modestamente influenciando os efeitos
subjetivos da cocaina e atenuando o aumento da presséo sistolica e diastélica
induzido pela cocaina (Shere et al., 1989).

Estes achados sugerem que um bloqueio nos receptores D2 (subtipo de
receptor dopaminérgico do qual o haloperidol é antagonista primario) ndo afetou
fortemente a euforia causada pela cocaina, embora o pré-tratamento com
bloqueadores do receptor dopaminérgico tenham prevenido a euforia pela
anfetamina. Estes resultados sugerem a possibilidade de que mecanismos
dopaminérgicos estejam envolvidos no inicio do uso da cocaina, mas ndo em
fendbmenos tardios como a dependéncia e o desejo. Usando um simples estudo de
TEP, Pearlson et al, 1993 encontraram que a cocaina administrada
endovenosamente produziu efeitos subjetivos (auto-limitados, como rush e high)
correspondendo com diminuices regionais no fluxo sanguineo cerebral para
sitios ricos em terminais dopaminérgicos, sugerindo o envolvimento do sistema
dopaminérgico na producéo destes estados subjetivos.

Enquanto os efeitos da cocaina no sistema dopaminérgico neuronal no
cerebro sdo possivelmente mediados pelo bloqueio de curto periodo na
recaptacdo de dopamina, o uso prolongado resulta na deplecdo de dopamina
nestes mesmos sitios (Volkow et al., 1990). Esta deplecdo pode resultar na

interrupcéo da transmissdo dopaminérgico, causando disforia e ansia pela droga.
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No estudo de Volkow et al., 1990, porém, foi demonstrada uma recuperacdo na
disponibilidade do receptor dopaminérgico pds-sinaptico a niveis normais em
usuarios de cocaina detoxificados depois de um periodo de um més livre da
droga. Outro estudo também examinou a possibilidade de que a exposi¢do a
cocaina altera o transportador de dopamina e concluiu que a regulacdo do
transportador de dopamina é altamente sensivel aos regimes de uso e intervalos
de retirada da droga (Little et al., 1993).

Varios aspectos do mecanismo definem as bases das intervencgdes
farmacologicas para o tratamento do abuso da cocaina. Por exemplo, quando as
vias dopaminérgicas sdo antagonizadas por neurolépticos, 0s quais atuam como
bloqueadores dopaminérgicos (Phillips et al., 1983), ou quando estas vias séo
destruidas quimicamente ou retiradas cirurgicamente (Bozarth e Wise, 1986;
Roberts et al., 1977), os efeitos comportamentais da cocaina sdo eliminados. As
qualidades euforicas e de reforgo da cocaina podem também ocorrer como um
resultado do efeito da droga no sistema 5-HT, embora os mecanismos envolvidos
ndo sejam ainda conhecidos. A administracdo da cocaina aumenta a liberacdo do
neurotransmissor 5-HT nos sitios sinapticos pela inibicdo da recaptacdo da 5-HT,
como ja descrito anteriormente, da mesma maneira pela qual afeta a dopamina e
NE (Hall et al., 1990), resultando na redugéo do turnover de 5-HT. Desta forma,
agentes que modulam a 5-HT também influenciam a acédo da cocaina (Johnson e
Vocci, 1993).

Também é conhecido que agonistas opidides como morfina e metadona
estimulam a transmissdo dopaminérgica no sistema mesolimbico, enguanto
agonistas opidides k reduzem na mesma extensdo. Desde que buprenorfina (um
agonista parcial - p) suprime a auto-administracdo de cocaina em macacos
Rhesus na mesma extensdo que suprime a auto-administracdo dos opioides, pode
existir uma possivel ligacdo entre o sistema opiodide e 0s sistemas responsaveis
pela producédo dos efeitos de reforco da cocaina em primatas (Johnson e Vocci,
1993).
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1.4. TOPIRAMATO

1.4.1. CONSIDERACOES GERAIS

O topiramato [2,3:4,5-bis-O-(1-metiletilideno)b-Dfrutopiranose
sulfamato] (Figura 6) € um composto com um amplo espectro de atividades
antiepilépticas, tanto em modelos experimentais como em estudos clinicos
(Shank e Gardocki, 1994; Wauquier et al, 1996; Bourgeois et al, 1996).

Este agente foi inicialmente sintetizado como um farmaco antidiabético, e
atuaria inibindo a enzima frutose-1,6-bisfosfatase e assim a gliconeogenese.
Contudo, a inabilidade do topiramato em reduzir os niveis glicémicos em ratos
determinou a interrupcdo prematura desta linha de pesquisa. A similaridade
estrutural do topiramato com a acetazolamida, a qual tem efeitos
anticonvulsivantes, encorajou pesquisas para testar uma possivel atividade
anticonvulsivante do topiramato. O topiramato é hoje classificado como um
potente antiepiléptico com intensas propriedades neuroprotetoras (Khan et al.,
2003; Jonhson et al., 2003).

O CH,0OS0sNH2

O O

Figura 6 — Estrutura quimica do topiramato
(Fonte: Johnson, 2005)
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Vaérias acdes farmacoldgicas deste composto tém sido identificadas como
fatores que contribuem para sua acdo anticonvulsivante, dentre os quais: (a)
bloqueio de canais de Na* voltagem dependentes, o que reduz a duragio e a
freqliéncia dos potenciais de (Zona e Ciotti, 1997; Delorenzo et al, 2000); (b) um
efeito modulador sobre os receptores GABAA do acido y —aminobutirico
(GABA) com consequente potencializacdo do GABA (White et al, 2000) e um
efeito inibidor sobre os receptores ionotropicos glutamatérgicos NMDA (N-
metil-D-aspartato) e AMPA (Skradski et al, 2000, Hargreaves e lain, 2007).

Adicionalmente, o topiramato inibe algumas isoenzimas da anidrase
carbdnica (Dodgson et al, 2000) e aumenta 0 metabolismo energético em ratos
por mecanismos desconhecidos (Richard et al, 2000). O Topiramato tem
demonstrado ainda acgdes neuroprotetoras em modelos animais de isquemia
cerebral focal (YYang e Li, 2000; Lee et al, 2000). Estas acdes oferecem novas
perspectivas para o uso desta droga, mas 0s mecanismos que levam a estas agoes
neuroprotetoras permanecem ndo elucidados.

Estudos recentes sugerem que mecanismos de reforco similares associados
com o uso de cocaina e alcool resultam no aumento da atividade do sistema
dopaminérgico mesolimbico (Soderpalm et al, 2000, Hargreaves e lain, 2007). O
topiramato é uma droga antiepiléptica com multiplos mecanismos de acdo, o0 que
poderia justificar sua possivel utilidade no tratamento de dependentes
(Soderpalm et al, 2000; White et al, 2000; Zhang et al, 2000; Johnson et al,
2005). Tem sido teorizado que estas acGes em conjunto podem diminuir a
facilitacdo dopaminérgica promovida por drogas de abuso (Johnson et al, 2005).

Estudos recentes em relagéo ao vicio tem focado no papel exercido pelo
glutamato. Enquanto os receptores NMDA tém sido envolvidos com a indugéo
do vicio, os receptores AMPA podem mediar o estabelecimento do vicio.
(Goosens et al, 2004; Zullino et al, 2005).
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O topiramato tem sido investigado como um tratamento potencial para
uma variedade de desordens incluindo diabetes mellitus, obesidade, desordens
associadas a ansiedade e desordens impulsivas tais como o vicio e a dependéncia
gerados por drogas de abuso (Johnson et al., 2003; Rubio et al., 2004).

Esta acdo seria benéfica no tratamento do vicio, pois a cocaina e outras
drogas de abuso facilitam a atividade dopaminérgica mesolimbica (Soderpalm et
al, 2000). O topiramato poderia assim ndo s6 diminuir os efeitos de reforgo
promovidos pela cocaina, mas também contribuir no tratamento da abstinéncia
pelo decréscimo da sensibilidade neuronal (Johnson et al, 2005, Cornish et al,
2000).

1.5. IMIPRAMINA

1.5.1. CONSIDERACOES GERAIS

Hafliger e Schindler no final da década de 1940 sintetizaram uma série de
mais de 40 compostos derivados iminodibenzil para possiveis usos como
antihistaminicos, sedativos, analgesicos e antiparkinsonianos. Um destes
compostos era a imipramina, um composto dibenzazepinico, que diferia
estruturalmente em relacdo aos demais agentes antipsicoticos.  Estudos
posteriores em animais foram realizados, e poucos compostos, incluindo a
imipramina, foram selecionados para ensaios terapéuticos com base em suas
propriedades sedativas e hipnéticas. Durante os estudos clinicos destes agentes,
foi observado que a imipramina, diferentemente das fenotiazinas (Kuhn et al,
1958), foi relativamente ineficaz em reduzir a agitacdo e inquietude nos pacientes
psicoticos, porém teve uma acdo marcante em pacientes depressivos. Desde
entdo, evidencias acumuladas demonstram sua eficadcia no tratamento da

depressdo maior (Potter et al., 1998; Thase e Nolen, 2000).
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Antidepressivos triciclicos com uma cadeia lateral terciaria (incluindo
amitriptilina, doxepina, e imipramina) promovem blogueio da recaptacdo de
serotonina e norepinefrina, enquanto que clomipramina é relativamente seletiva
para a recaptacdo de serotonina. Seguindo estes estudos iniciais, mais inibidores
seletivos da recaptagéo de serotonina foram desenvolvidos no inicio da década de
70 (Goodman e Gilman, 2006).

E bem estabelecido que a imipramina (Figura 7) e antidepressivos
triciclicos relacionados potencializam a acdo de aminas biogénicas através do
bloqueio de sua inativacao fisioldgica, transporte e recaptacdo, nas terminacgoes
nervosas (Horn et al., 1971; Barbaccia et al.,, 1983). Também tem sido
demonstrado que a imipramina pode atuar em uma variedade de canais i6nicos:
canais de calcio tipo-L (Choi et al., 1992), canais de calcio sensiveis a potassio,
canais tipo SK/IK (Gavrilova-Ruch et al., 2002); canais de sodio voltagem-
dependentes (Ogata & Narahashi, 1989; Nicholson et al.,2002) e canais de
potassio voltagem-dependentes (Wooltorton e Mathie, 1993; Kuo, 1998;
Teschemacher et al., 1999; Dreixler et al., 2000). Previamente (Cuellar-Quintero
et al., 2001), tem sido reportado que a imipramina promove inibicdo de correntes
de potassio nos neurdnios ganglionares cervicais superiores (SCGs) e que este

efeito pode contribuir para a¢des intracelulares da imipramina.

Figura7 — Estrutura quimica da imipramina
(Fonte: dailymed.nlm.nih.gov/dailymed/fdaDrugl)


http://dailymed.nlm.nih.gov/dailymed/fdaDrugXsl.cfm?id=3229&type=display
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Tem sido proposto ainda que correntes ibnicas de potassio tem um papel
relevante na modulacdo da excitabilidade neuronal (Brown & Adams, 1980;
Brown & Higashida, 1988; Marrion, 1997). Alem disso, estudos tem suportado
que a imipramina altera a regulacdo do fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
(Hilgemann & Ball, 1996; Ford et al., 2003; Loussouarn et al., 2003). Em varios
estudos pré-clinicos recentes, os antidepressivos triciclicos tem sido relacionados
como potenciais novos anestésicos locais, como bloqueadores de canais de sddio,
similarmente aos anestésicos locais.

O conhecimento relacionado as propriedades farmacologicas dos
antidepressivos permanece incompleto. As a¢fes da imipramina incluem varios
mecanismos diferentes e adaptacfes secundarias em seus mecanismos de agédo
relacionados com o bloqueio da recaptacdo de monoaminas.

Em adicdo aos seus efeitos inibitorios sobre transportadores
monoaminergicos, imipramina interage também com receptores alfa-
adrenérgicos. A presenca ou auséncia desta interacdo parece ser critica para o
aumento da concentracdo extracelular de norepinefrina nas em sinapses
neuronais. Os receptores a2 incluem autoreceptores pré-sinapticos que limitam a
atividade neurofisiolégica de neurénios noradrenérgicos ascendentes do locus
ceruleus (Foote e Aston-Jones, 1995).

Outras alteracGes adaptativas tém sido observadas em resposta ao
tratamento de longo prazo com antidepressivos triciclicos. Estas incluem
alteracdo na sensibilidade de receptores muscarinicos da acetilcolina bem como
de receptores do a&cido gama-aminobutirico (GABAR) e possivelmente receptores

glutamatérgicos N-metil-D-aspartato (NMDA) (Kitamura et al., 1991).

1.6. PENTOXIFILINA

1.6.1. CONSIDERACOES GERAIS
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A pentoxifilina, 3,7-dimetil-1(5’-oxo-hexil) (Figura 8) xantina, € uma
droga que apresenta acGes hemodinamicas e é indicada para o tratamento da
claudicacdo intermitente (Ward et al, 1987; Samlaska et al, 1994; Moher et al,
2000), atuando como inibidor da fosfodiesterase tipo 5. O estudo da
fosfodiesterase foi iniciado com o trabalho de Henry Hyde Salter em 1886. Um
asmatico que observou que quando ingeria café com o estomago vazio, passava a
apresentar uma respiracdo mais facil, sendo este efeito atribuido a uma

propriedade broncodilatadora da cafeina.
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Figura 8 — Estrutura quimica da pentoxifilina
(Fonte: dailymed.nlm.nih.gov/dailymed/fdaDrugl)

Embora o mecanismo de acdo ainda fosse desconhecido, estudos
demonstraram que a cafeina era um inibidor ndo-seletivo e fraco da
fosfodiesterase. Subsequentemente, analogos da cafeina, incluindo a teofilina,
foram introduzidos com sucesso no tratamento de doencas respiratorias.
Trabalhos realizados por Earl Sutherland e Ted Rall e publicados em 1958,
identificaram inicialmente um nucleotidio estavel ao calor, o monofosfato de
adenosina ciclico (CAMP) em extratos de figado como um segundo mensageiro e
sugeriram que este poderia mediar muitos efeitos celulares de neurotransmissores

e hormdnios. A descoberta do cAMP foi seguida de 5 anos até a identificacdo do


http://dailymed.nlm.nih.gov/dailymed/fdaDrugXsl.cfm?id=3229&type=display
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segundo mensageiro intracelular, a guanosina monofosfato ciclica (cGMP), em
urina de ratos (Ashman et al., 1963).

No mesmo estudo, inibidores de fosfodiesterase foram identificados e a
fosfodiesterase foi relacionada com a inativacdo do cAMP. Foi demonstrado
também que a cafeina inibia a atividade desta enzima, provendo um mecanismo
plausivel para suas diversas atividades (Sutherland, 1958).

Com o advento da biologia molecular, o numero de isoformas de
fosfodiesterase identificadas aumentou bastante e somente em 1995 sua
nomenclatura foi padronizada (Beavo, 1995). Hoje, 11 grupos de isoenzimas
foram identificadas, incluindo a recentemente caracterizada PDE4A11 (Wallace
et al., 2005). A atividade da enzima fosfodiesterase tem sido identificada em
varias células no corpo, o que tem levantado muitas possibilidades para o
aumento de alvos terapéuticos seletivos (Lugnier, 2005).

A pentoxifilina é um inibidor da enzima fosfodiesterase, responsavel pela
destruicio de cAMP. E considerado um farmaco que promove aumento no
movimento de espermatozoides (Tesarik et al., 1992b; Yovich et al., 1990) e
inibidor da formacdo de espécies reativas de oxigénio (Gavella et al., 1991;
Yovich, 1993). E também indicada para o tratamento da claudicacéo
intermitente, embora a eficécia clinica da droga para esta indicacdo permaneca
controversa. Tem sido sugerido também que a pentoxifilina pode ser utilizada em
doencas que afetam o fluxo sanguineo para a retina, tais como retinopatia
diabética (Sonkin et al, 1993; Schmetterer et al, 1996) ou degeneracdo macular
(Kruger et al, 1998). O efeito terapéutico da pentoxifilina nestas condi¢fes pode
ser relacionada com um aumento do fluxo sanguineo capilar tanto por uma
alteracdo na deformilibilidade de eritrécitos e leucocitos bem como por um efeito
vasodilatador direto. A pentoxifilina também tem demonstrado ainda ser benéfica
em desordens imunologicamente mediadas, como por exemplo, dermatite de
contato, hanseniase, artrite reumatoide, cancer e malaria (Graninger et al., 1991;
Huizinga et al., 1996; Sampaio et al., 1998).


http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1575939&tool=pmcentrez#bib38
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1575939&tool=pmcentrez#bib40
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1575939&tool=pmcentrez#bib63
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

2.1. JUSTIFICATIVA

O uso de drogas de abuso representa hoje um problema
significativo em varios paises, incluindo o Brasil. Em muitos casos, o uso casual
destas substancias leva a dependéncia fisica e psicoldgica, com inGmeras
consequiéncias para 0 usuario, tanto em aspectos sécias de convivio como no
desenvolvimento de alteragdes patologicas.

Importantes pesquisas tém sido desenvolvidas na tentativa de padronizar
tratamentos medicamentosos para a dependéncia e abuso a drogas ilicitas, mas
para alguns agentes abusivos os tratamentos disponiveis Sa0 escassos € pouco
eficientes. Alguns destes tratamentos reduzem apenas o desejo pela droga, mas
ndo diminuem suas toxicidades. Assim, mais pesquisas Sa0 essenciais para
aumentar a eficicia destes tratamentos e oferecer novas opgles para estes
pacientes. No caso especifico de usuarios de cocaina, ndo temos ainda um
tratamento farmacoldgico padronizado totalmente eficiente em reverter o0s
aspectos ligados ao desejo de consumir a droga e as suas toxicidades.

A busca por um tratamento eficiente para a dependéncia e as toxicidades
geradas pela cocaina nos levou a selecionar trés drogas para o nosso estudo.
Escolhemos a imipramina por ser um antidepressivo ja associado ao tratamento
de usuarios de drogas ilicitas. O topiramato foi selecionado por seus resultados
promissores no tratamento da dependéncia ao alcool e a pentoxifilina por suas
possiveis propriedades neuroprotetoras.

Deste modo, investigamos os efeitos promovidos pela imipramina,
topiramato e pentoxifilina sobre as alteracbes neuroquimicas, comportamentais e

histologicas promovidas pela cocaina.
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2.2. OBJETIVOS

GERAL

Estudar as possiveis alteragcbes neuroquimicas, comportamentais e
histopatologicas promovidos pela administracdo repetida (7 dias) de cocaina
isoladamente ou em associacdo com imipramina, topiramato e pentoxifilina em

ratos.

ESPECIFICOS

- Determinar possiveis alteracGes na atividade locomotora espontanea
promovidas pela cocaina isoladamente e em associacdo com imipramina,

topiramato e pentoxifilina;

- Observar as acdes promovidas pela cocaina isoladamente e em
associacdo com imipramina, topiramato e pentoxifilina no teste de labirinto em
cruz elevada com o intuito de se determinar atividades ansioliticas e ou

ansiogeénicas;

- Avaliar as agdes da cocaina isoladamente e em associagdo com

imipramina no teste de nado forcado;

- Avaliar as agdes promovidas pela cocaina isoladamente e em
associacdo com imipramina, topiramato e pentoxifilina no teste de labirinto
aquatico objetivando determinar possiveis alteragcdes no processo de aquisicdo da

mem©ria espacial;
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- Determinar possiveis alteracdes no teste de esquiva passiva promovidas
pela cocaina isoladamente e em associacdo com imipramina, topiramato e
pentoxifilina com o intuito de se determinar possiveis alteragdes sobre o processo

de formacéo e consolidacdo de memoria;

- Avaliar as acbes da cocaina isoladamente e em associacdo com
imipramina e topiramato sobre os niveis de dopamina (DA), 5- hidroxitriptamina
(5-HT) e seus metabolitos: acido 3, 4 dihidroxifenilacético (DOPAC), éacido
homovanilico (HVA) e &cido 5- hidroxiindol- 3 acético (5-HIAA) em corpo
estriado de ratos apds um periodo de retirada de 24 h usando a técnica de

cromatografia liquida de alta performance (HPLC) com deteccdo eletroquimica;

- Verificar as aclGes da cocaina isoladamente e em associacdo com

imipramina e topiramato sobre os niveis de nitrito em cérebro de ratos;

- Determinar o percentual de células dopaminérgicas viaveis, em cultura
priméaria de células mesencefalicas de fetos in vitro de rato na presenca e na

auséncia de 6-OHDA e os efeitos da cocaina sobre estes percentuais.

- Analisar possiveis alteracGes histopatoldgicas promovidas pela cocaina
isoladamente e em associacdo com imipramina sobre cortes cerebrais de cortex e
hipocampo de ratos, visando observar possiveis lesdes microscopicas promovidas

pelo uso destas drogas.



3. MATERIAIS E METODOS
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos Wistar (200-250g) provenientes do
biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal
do Ceara. Os animais foram mantidos em temperaturas controladas de 22 + 2 °C
com ciclo claro/escuro de 12 horas e com uma dieta padrdo e agua ad libitum. Os

grupos variaram de 12 a 22 animais.

Durante todos o0s experimentos, 0os animais foram mantidos em
gaiolas com no maximo 6 animais, em condi¢des ambientais semelhantes, com
ciclos de alternancia claro/escuro de 12 horas, recebendo ragdo padrdo tipo
purina e agua ad libitum. Os experimentos foram realizados de acordo com o
guia de cuidados e usos de animais de laboratorio do Departamento de salde e

servicos humanos dos Estados Unidos da América (EUA).
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3.2. DROGAS

3.2.1. PREPARO DAS DROGAS

Cocaina (cloridrato de cocaina, fornecido pela Policia Federal do Ceara,
Fortaleza, Brasil) foi dissolvida em &gua bidestilada, obtendo-se a concentracéo
de 20 mg/mL para ser administrada na dose 20 mg/kg. Imipramina (obtida do
laboratério Cristalia Farma, Brasil) foi dissolvida em agua bidestilada, obtendo-
se a concentragdo de 12,5 e 25 mg/mL para ser administrada na dose 12,5 e 25
mg/kg. Topiramato (obtido do laboratério Janssen-Cilag, Brasil) foi dissolvido
em 4agua bidestilada, obtendo-se a concentragdo de 50 mg/mL para ser
administrada na dose 50 mg/kg. Pentoxifilina (obtida do laboratorio Aventis

Pharma, Brasil) ampolas foi utilizada na dose de 50mg/kg.

3.2.2. DETERMINACAO DO GRAU DE PUREZA DA COCAINA

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

Com relagéo ao ponto de fuséo, um parametro que nos permite estimar o
grau de pureza da cocaina na amostra, o valor encontrado para a amostra
utilizada nos experimentos assinalados nesta tese foi de 140°C em relagdo ao
padrdo da policia federal que registrou um valor de 180°C. Essa proximidade de
valores significa que a amostra apresenta um razoavel grau de pureza em relacéo

as drogas comumente utilizadas por usuérios (cocaina de rua).
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Outro parémetro avaliado foi o comportamento da amostra em
cromatografia. Como observado na figura 9, a amostra se comportou da mesma
maneira que o padrdo, comprovando novamente se tratar de cocaina. Apartir das

analises realizadas foi determinado um grau de pureza de 30% para a cocaina

utilizada nos presentes experimentos.

Padrao

v

v

Amostra

Figura 9 — Cromatografia da cocaina em comparacdo com padrdo da Policia

Federal (Fonte: Departamento de analises quimicas - Policia Federal - Ceard)

3.3. TRATAMENTO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Esse projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica e Pesquisa Animal —
CEPA da Universidade Federal do Ceara, segundo os principios éticos adotados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Os animais foram tratados com cocaina isoladamente (Coc, 10 e 20
mg/kg, i.p., por 7 dias) ou em associa¢do com Imipramina (Imi, 12,5 e 25 mg/kg,
v.0.), Topiramato (TPM, 50 mg/kg, v.0.) e pentoxifilina (Pent, 50 mg/kg, i.p.).

Para os tratamentos por via oral foi utilizada uma cénula intragastrica de

polietileno. Quando a via oral era utilizada, o animal recebia inicialmente a droga
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por via oral (topiramato e imipramina) e 30 minutos ap6s era tratado com
cocaina. Os animais controle foram tratados com solucéo salina 0,9%.

24h apds a ultima administracdo, os animais foram submetidos aos testes
comportamentais. Apo0s a realizacdo dos testes, os animais foram entdo
sacrificados, seus cérebros removidos e a area cerebral de interesse (corpo
estriado — rica em neurdnios dopaminergicos) dissecada sobre gelo para o
preparo de homogenatos e posterior analise em HPLC. Para o preparo das
laminas para estudo histopatoldgico, os animais tiveram seus cérebros dissecados
e seus hipocampos (ricos em neurbnios colinérgicos) foram removidos para o
preparo das laminas.

Para o preparo de culturas de células mesencefalicas, foram utilizadas
ratas Wistar gravidas, (200 — 240g) provenientes do biotério do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de Ceard. Os animais foram
levemente anestesiados com éter e mortos por deslocamento cervical e sua area
abdominal foi aberta para a retirada dos embrides. As culturas de células
mesencefalicas contendo células neuronais e gliais foram obtidas de mesencéfalo
de embrides de rato Wistar de 17-20 dias de gravidez como descrito por CHOI et
al., (1987).

3.4. ESTUDOS COMPORTAMENTAIS

3.4.1. TESTE DA ATIVIDADE LOCOMOTORA

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

Durante todos os experimentos, 0s animais foram mantidos em gaiolas

com no maximo 6 animais, em condi¢cbes ambientais semelhantes, em um
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ambiente livre de sons e com ciclos de alternancia claro/escuro de 12 horas. A
atividade locomotora espontanea (ALE) foi determinada 24 horas ap0s o ultimo
tratamento durante um periodo de 15 minutos por uma unidade eletrdnica
(modelo 7401, Ugo basile). A ALE foi expressa como numero de contagens/15

minutos, onde essa contagem representa o nimero de movimentos do animal.

3.4.2. TESTE DA ESQUIVA PASSIVA

O aparelho da esquiva-passiva consistiu em uma caixa de acrilico (48 x 22
X 22 cm), dividida em dois compartimentos (um claro, iluminado por uma
lampada e um compartimento escuro, com piso eletrificada), separados por uma
porta.

O protocolo foi realizado de acordo com Imanishi et al (1996). Apds o
tratamento com as drogas, cada animal foi colocado no equipamento (desligado)
durante 1 min para habituacdo. Decorrido este tempo, o animal era retirado e
apos 30 segundos, recolocado no compartimento claro do aparelho (desta vez,
ligado) para iniciar a fase de treino. Ao passar do compartimento claro para o
escuro, o animal recebia um choque de 0,5 mA de intensidade, durante 1
segundo, e era retirado do aparelho logo em seguida. Ap6s 15 minutos, o
procedimento era repetido para registrar o tempo que o animal levava para entrar
no compartimento escuro do aparelho (laténcia) e receber o choque novamente.
Esta fase avaliava o aprendizado do camundongo (esquiva 15min). Decorridas 24
horas, o procedimento era realizado mais uma vez para avaliar a memoria do
animal (esquiva 24 horas). O tempo limite de permanéncia do animal no
compartimento claro era de 300 segundos. O modelo utilizou escopolamina (0,5

mg/Kkg, i.p.) como padrdo para indugdo da amnesia.
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3.4.3. TESTE DE LABIRINTO AQUATICO

O labirinto aquético consiste de uma piscina circular de cor preta (1,7 m
de didmetro e 1,0 m de altura) com agua (0.59 m de profundidade), localizada
dentro de uma sala com vérias pistas visuais colocadas na parede e temperatura
controlada (22 °C). A plataforma utilizada para o teste se encontrava submersa a
2 cm da superficie da agua.

Apos os tratamentos, cada animal foi submetido a um treino na piscina
que foi realizado em dois dias. Os animais foram individualmente liberados a
partir de 4 posicoes (leste, oeste, norte e sul) com o focinho virado para a parede
e tiveram um tempo méaximo de 54 segundos para encontrar a plataforma. Ao
encontrar a plataforma, o animal permaneceu nesta por 10 segundos. Caso 0
animal ndo encontrasse a plataforma ao término dos 54 segundos, ele era
colocado nesta pelo pesquisador onde ficara por 10 segundos. Passados os 10
segundos, o animal era retirado da piscina por 30 segundos e entdo 0 processo era
repetido (seis vezes para cada animal). Este procedimento foi repetido com 24
horas. ApdGs a repeticdo, o animal foi submetido ao teste com 48 horas, onde
neste o animal foi colocado uma Unica vez na piscina, sendo neste teste avaliado

0 tempo necessario para o animal encontrar a plataforma.

3.4.4. TESTE DE LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

O labirinto em cruz elevado (LCE) (Lister, 1990) consiste de dois bracos
abertos opostos (30 x 5 x 25 c¢cm) e dois fechados (30 x 5 x 25 c¢cm), também
opostos, em forma de cruz. Os bragos abertos e fechados estdo conectados por
uma plataforma central (5 x 5 cm). A plataforma, as paredes laterais dos bragos
fechados sdo confeccionados em acrilico transparente e o chdo em acrilico preto.
O aparelho esta elevado a uma altura de 45cm do nivel do chdo. Uma hora apos

0s tratamentos, os animais sdo colocados no centro do aparelho com a cabeca
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voltada para um dos bragos fechados e o seu comportamento observado por 5
min. As medidas comportamentais registradas no LCE sdo: freqliéncia de
entradas e o tempo despendido nos bragos abertos e nos fechados. A frequéncia
total de entradas € obtida pela soma simples das frequéncias de entradas nos
bragos abertos e nos fechados. Para analise estatistica dos dados e confec¢do dos
graficos a percentagem de entradas no brago aberto € calculada dividindo-se a
freqliéncia de entradas nos abertos pela frequéncia total de entradas, e esse indice
multiplicado por 100. De maneira semelhante é calculada a percentagem do
tempo que 0s animais permanecem nos bragos fechados. Podem também ser
registrados no labirinto medidos de avaliacdo etolégica como o numero de
imersdo de cabeca (“head-dippings”) e posturas de avaliagdo de risco (“stritch
attend postures”) que sdo medidas de avaliacao de risco, o tempo de permanéncia
na plataforma central e 0 numero de bolos fecais (dados ndo mostrados). Um
aumento seletivo nos parametros correspondentes aos bragcos abertos revela um
efeito ansiolitico (Pelow et al. 1985), entre outros achados. O diazepam, na dose
de 0,75 mg/Kg, via i.p., é utilizado como droga padrdo, a fim de se verificar a

confiabilidade do teste (dados ndo mostrados).

3.4.5. TESTE DO NADO FORCADO

Os animais sdo pré-tratados com as drogas em estudos e ap6s 1 hora séo
submetidos ao teste proposto por Porsolt et. Al. 1978 para avaliar uma possivel
acdo antidepressiva. O procedimento experimental consiste em colocar o0s
animais individualmente em cilindros plasticos (altura — 35 cm; diametro —24
cm), contendo 26 cm de &gua, por um periodo de 6 minutos, no qual é registrado
0 tempo total de imobilidade para cada animal, além da laténcia para
apresentacdo de tal comportamento, a partir do segundo minuto. Considera-se
como “imobilidade” quando o animal faz apenas os movimentos minimos para

manter a cabeca fora da agua. A fase experimental € composta de dois estagios.
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No primeiro, 0s animais sdo colocados no cilindro por um periodo de 15 minutos.
O segundo estagio é realizado 24 horas depois, onde os animais sdo colocados no
cilindro por um periodo de 6 minutos, sendo avaliado o tempo de imobilidade do
animal. Os antidepressivos aumentam a laténcia para a imobilidade e reduzem o
tempo de imobilidade apresentado pelos animais. Imipramina, (30 mg/Kg, via

i.p.) foi utilizada como droga padréo, a fim de verificar a confiabilidade do teste.

3.5. DISSECACAO DAS AREAS CEREBRAIS

Os animais foram decapitados com uma guilhotina (Harvard, USA), 0s
encéfalos retirados rapidamente e colocados sobre papel aluminio em uma placa
de Petri com gelo. Acompanhando a fissura sagital mediana, a camada cortical
cerebral foi retirada das leptomeninges com o auxilio de uma pincga reta de
microdissecacdo, a qual, progredindo delicada e tangencialmente aos ventriculos
laterais, divulsionou o cortex em toda a sua extensao fronto-occiptal. O cortex ja
divulsionado foi rebatido para os lados, expondo parte do corpo estriado.

O corpo estriado (caudado, putamen e nucleo accumbens) foi isolado das
estruturas circunjacentes por divulsionamento com uma tesoura de
microdissecacdo, sendo a sua retirada orientada pelo diametro da porgéo tuberosa
visivel desses nucleos, ap6s o rebatimento lateral do cértex (Zilles & Wree,
1985).

Terminada a dissecacdo, o corpo estriado foi colocado em papel aluminio
previamente identificado e pesado, sendo entdo armazenado a —70°C para uso
posterior. Quando necessaria a estocagem por certo periodo de tempo (no
maximo 1 més a —70°C), os tecidos foram considerados como tendo a mesma
viabilidade para experimentacdo que o0s ensaiados imediatamente ou 24 horas

apos a dissecacdo (Burke & Greenbaun, 1987; Fielder et al., 1987).
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3.6. DETERMINACAO DE MONOAMINAS E SEUS METABOLITOS
COM HPLC

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

Os detectores eletroquimicos medem a condutancia do eluente, ou a
corrente associada com a oxidacdo ou reducdo dos solutos. Para ser capaz de
detectar, no primeiro caso os solutos devem ser i6nicos, e no segundo caso 0s
solutos devem ter a caracteristica de serem relativamente faceis de oxidarem ou
reduzirem.

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

produzir um derivado ortoquinona com a liberacdo de dois elétrons.
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- Procedimento Experimental

Os animais foram decapitados 24 h apdés a Uultima injecdo e,
imediatamente, tiveram seus cérebros dissecados sob gelo. O CE foi utilizado
para preparar homogenatos a 10 %. Os tecidos cerebrais foram sonicados em
acido perclérico (HCLO,) por 30 s e centrifugados por 15 minutos em centrifuga
refrigerada a 15.000 rpm. Uma aliquota de 20 ul do sobrenadante foi, entéo,

injetada no equipamento de HPLC (Figura 10), para a analise quimica.

Figura 10 - Aparelho de HPLC com deteccéo de fluorescéncia e eletroquimica —

Departamento de fisiologia e farmacologia — Universidade Federal do Ceara.

Para a andlise das monoaminas, uma coluna CLC-ODS (M) com
comprimento de 25 cm, calibre 4,6 mm e didmetro da particula de 3 um, da
Shimadzu-Japdo, foi utilizada. A fase mével utilizada foi composta por tampao
acido citrico 0,163 M, pH 3,0, contendo acido octanosulfénico sédico, 0,69 M
(SOS), como reagente formador do par i0nico, acetonitrila 4 % viv e
tetrahidrofurano 1,7 % v/v. Dopamina (DA), DOPAC (Acido diidroxifenilacético
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(DOPAC), Acido homovanilico (HVA), Serotonina (5-HT), Acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) e Noradrenalina (NA) foram eletronicamente
detectados usando um detector amperométrico (Modelo L-ECD-6A da
Shimadzu, Japdo) pela oxidacdo em um eletrodo de carbono vitreo fixado em

0,85V relativo a um eletrodo de referéncia de Ag-AgClI.

- SOLUCOES REAGENTES

e [Fase Movel

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

e Acido Perclérico 0,1 M
Foram adicionados 1,8 mL de &cido percldrico (Sigma, MO, EUA) em um

baldo volumétrico e completado o volume para 300 mL.

e Padroes

Os padrdes foram preparados em uma concentragédo final de 4 ng de NA,
dopaminérgico, 5-HT, DOPAC, HVA e 5-HIAA (Sigma, MO, EUA). A partir da
altura ou area dos picos desses padrdes, as amostras foram calculadas no
programa Microsolf Excel em um computar PC e os resultados expressos em

ng/g de tecido.
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3.7. CULTURAS DE CELULAS MESENCEFALICAS DE RATO

Ratas fémeas gravidas foram levemente anestesiadas com éter e mortas
por deslocamento cervical e sua area abdominal foi aberta para a retirada dos
embriBes. As culturas de células mesencefalicas contendo células neuronais e
gliais foram obtidas de mesencéfalo de embrides de rato Wistar de 17-20 dias de
gravidez como descrito por CHOI ET al., (1987). As células mesencefalicas
foram entdo dissecadas mecanicamente e suspensas em Meio Essencial de Eagle
(MEM) completado com soro de cavalo 10%, estreptomicina (100 mg/ml),
penicilina (1000 Ul/ml), actinomicina C (2.5 mg/ml), bicarbonato de sodio (24
mM) e glicose (11 mM). A suspensdo de células foi contada, sendo antes a
viabilidade avaliada por Azul de Tripam. Posteriormente estas células plagueadas
em placas multi-well de 96 pocos e 6 pogos previamente tratadas com polylisina
com uma concentracdo de 5 x 10 * células/poco. As culturas foram mantidas a 37
°C em estufa a 5% CO,. Quatro dias depois do plagueamento, as culturas foram

utilizadas para experimentacéo.

3.8. ENSAIO DE NEUROTOXICIDADE - TESTE DO MTT

A neurotoxicidade foi avaliada usando o ensaio MTT (MOSMANN |,
1983), que se baseia no fato do 3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio
(MTT) ser reduzido pelas mitocondrias das células viaveis a um sal (sal de
Formazan), sendo a quantidade deste sal um indicativo da viabilidade celular.
Decorridos 4 dias de cultura, a cocaina nas doses de 0,1, 1, 5, 10 e 50 pg/ml e
deferoxamina (40 uM) (usada como controle positivo) foram adicionados a
cultura, juntamente com 6-OHDA (200 uM). Decorridas 24 h de incubagéo, o
meio foi descartado e incubado um novo meio (200 uL) contendo 10% de 3[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium brometo (MTT), na concentracdo de 5

mg/mL em cada poco, onde estas células foram incubadas por mais 3 h. Apos
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este periodo, descartou-se o sobrenadante e adicionou-se entdo 150 uL de DMSO
puro para a lise das células e solubilizacdo do formazan as placas foram agitadas
em agitador de placas, decorridos 15 min de agitacdo, a absorbéancia foi medida
em leitor de microplacas a 540 nm. A inibicdo da reducdo do MTT indica a

diminuig&o da viabilidade celular.

3.9. DETERMINACAO DO FLUXO SANGUINEO CEREBRAL
ATRAVES DE CINTILOGRAFIA

Ap0s 24 horas do Gltimo dia de tratamento, os animais foram anestesiados
com hidrato de cloral (400 mg/Kkg, ip) e ap0s 2 a 3 h, receberam etilenodicisteina
dietil ester E.VV. marcada com Tc 99, 1mCi (ECD-99Tc), para obtencdo de
imagem cintilografica. Em seguida, cortes transversais, sagitais e coronais (5-6
cortes) de 1,3 mm foram analisados no Programa Scion, para registro grafico da
densidade otica vs. numero de pixels e subsequente determinacdo de cada area

(em pix?) através do Programa Origin.

3.10. DOSAGEM DE NITRITO/NITRATO

O reativo de Griess (N-1-naftiletilenodiamina a 0,1% em &gua bidestilada,
sulfanilamina 1% em 4&cido fosforico 5%) revela a presenca de nitrito em uma
amostra (urina, plasma, homogenato tecidual) conforme descrito por Green et al.
1981, por uma reacdo de diazotizagdo que forma um cromdéforo de cor rosea,
com um pico de absorbancia em 560 nm.

Reagentes Utilizados:
Need 0,1% (N-1-naftiletilenodiamina)
Sulfanilamida 1% em &cido fosforico 5%

Acido fosférico 5%
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Reagentes para uso (Reagente de Griess)
Foram misturadas em partes iguais de Need 0,1%, H,O bidestilada,

Sulfanilamida 1% e Acido fosférico 5%.

Curva padrao

Solucdo estoque de NaNO; (10 mM em tampd&o). Foram pesadas 7 mg e
dissolvidas em 10 mL de &gua destilada. Foram feitas diluicGes em série e usadas
na obtenc&o da curva padréo (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,76 uM).

Protocolo

Para realizacdo do ensaio foram usados 100 pL do reagente de Griess e
adicionados 100 pL do sobrenadante (centrifugado) do homogenato a 10% do
estriado dos ratos em salina ou 100 pL dos padrdes em varias concentracdes.
Para o branco foram usados 100 pL do reagente de Griess e adicionados 100 pL
de salina. A leitura da absorbéancia foi feita em 560 nm. As leituras da
absorbancia dos padrdes (y) foram plotadas contra a concentracdo de cada padrao
(x), entdo se determinou a equacdo da reta, que foi usada para a determinagéo da

concentragédo de nitrito em cada amostra.

3.11. ESTUDO HISTOPATOLOGICO

Animais foram tratados diariamente com cocaina (Coc, 20 mg/Kkg, i.p., por
7 dias) e imipramina (Imi, 25 mg/kg, v.0.) isoladamente ou em associacdo. A
Imipramina foi administrada 30 minutos antes da administracdo de cocaina. Os
animais controle receberam salina (0.4 ml/rato, i.p.). Apo6s 24 h da ultima
injecdo, os animais foram decapitados, e seus cérebros dissecados em gelo.
Secgdes de 5 um do cdrtex e hipocampo foram retiradas de acordo com o Atlas
de Paxinos e Watson, 1986. As seccdes foram pos-fixadas em paraformaldeido e

coradas com Violeta de Cresil.
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3.12. ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica dos dados foi acompanhada por um computador PC,
utilizando o programa Graph Pad Prisma 5. Para comparacdo de dados
paramétricos foi utilizada Analise de Variancia (ANOVA) com Student-
Newman-Keuls como teste post hoc para comparagdes multiplas. As diferencas

foram consideradas estatisticamente significativas em p<0,05.



4. RESULTADOS
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4.0. RESULTADOS

4.1. Teste de atividade locomotora espontanea

Os resultados do teste de atividade locomotora espontanea (ALE) foram
expressos como numero de contagens/15 minutos. A cocaina, como previsto,
promoveu um aumento significativo e dose dependente da atividade locomotora
(72 e 359% de aumento), nas doses de 10 e 20 mg/kg, i.p., respectivamente,
quando comparada ao grupo controle (Controle: 1077,0 £ 102,3; Coc10: 1854,0
+ 325,1, q = 4.660, p < 0,01; Coc20: 4942,0 £ 262,3, q = 23.18, p < 0.001), como
ilustrado na figura 11. Por outro lado, a imipramina isoladamente (12,5 e 25
mg/kg, v.0.) diminuiu de maneira dose-dependente a atividade locomotora em 37
e 60%, respectivamente, quando comparado ao controle (Imil2.5: 679,0 = 104,9,
ns; Imi25: 436,1 + 58,2, n.s.). Na associacdo de cocaina com imipramina tanto
em baixas doses como em altas doses, a imipramina bloqueou os efeitos
psicoestimulantes da cocaina, com os valores de atividade locomotora ficando
préximos ao do grupo controle (Coc + Imi baixas doses: 528,0 + 124,1, ns; Coc +
Imi altas doses: 903,8 + 77,5, n.s.). Em relacdo ao topiramato (Figura 12), este
isoladamente (50 mg/kg, v.0.) promoveu um aumento de 32% na atividade
locomotora quando comparado ao controle (TPM 50: 1423,0 £ 77,8, n.s.). Na
associacao entre cocaina com topiramato (Coc 20mg + TPM 50mg), o topiramato
bloqueou os efeitos psicoestimulantes da cocaina, reduzindo os valores de
atividade locomotora (Coc 20mg + TPM 50mg: 1679,0 + 222,6; n.s.). J& nos
animais tratados com pentoxifilina (Figura 13), esta isoladamente (50 mg/kg,
I.p.) ndo promoveu alteragOes significativas sobre a atividade locomotora, quando
comparado ao controle (Pent 50: 1080,0 + 56,5; n.s.). Na associacdo de cocaina
com pentoxifilina (cocaina 20mg + pentoxifilina 50mg), a pentoxifilina blogueou
os efeitos psicoestimulantes da cocaina, com os valores de atividade locomotora
ficando proximos ao do grupo controle (Coc 20mg + Pent 50: 1204,0 + 123.5;

n.s.).
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Figura 11 - Efeitos da administracdo repetida de cocaina isoladamente e em
associacdo com imipramina sobre a atividade locomotora espontanea em
ratos. A atividade locomotora espontanea foi medida por 15 min 24 h apés a
ultima administracdo das drogas. Ratos Wistar (200-250 g) foram tratados por
via intraperitoneal com cocaina nas doses de 10 e 20mg/kg, imipramina por via
oral nas doses de 12,5 e 25 mg/kg ou a associa¢do destes (Coc 10mg + Imi
12,5mg = associagdo baixas doses; Cocaina 20mg + Imipramina 25mg =
associacdo altas doses). Os valores representam média = EPM (n= 10-12 ratos
por grupo). “a” e “b” vs. Controle e Cocaina 20mg respectivamente, quando
p<0,05 (ANOVA e teste Student-Newman-Keuls, como teste post hoc).
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Figura 12 - Efeitos da administracdo repetida de cocaina isoladamente e em
associacdo com topiramato sobre a atividade locomotora espontanea em
ratos. A atividade locomotora espontanea foi medida por 15 min 24 apés a
ultima administracdo das drogas. Ratos Wistar (200-250 g) foram tratados por
via intraperitoneal com cocaina na dose de 20 mg/kg, topiramato por via oral na
dose de 50 mg/kg e a associacdo destes. Os valores representam média + EPM
(n= 10-12 ratos por grupo). ). “a” e “b” vs. Controle e Cocaina 20mg
respectivamente, quando p<0,05 (ANOVA e teste Student-Newman-Keuls, como

teste post hoc).
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Figura 13 - Efeitos da administracéo repetida de cocaina isoladamente e em
associacdo com pentoxifilina sobre a atividade locomotora espontanea em
ratos. A atividade locomotora espontanea foi medida por 15 min 24 h apés a
ultima administracdo das drogas. Ratos Wistar (200-250 g) foram tratados por
via intraperitoneal com cocaina na dose de 20 mg/kg, pentoxifilina por via
intraperitoneal na dose de 50 mg/kg e a associacdo destas. Os valores
representam média + EPM (n= 10-12 ratos por grupo). “a” e “b” vs. Controle e
Cocaina 20mg respectivamente, quando p<0,05 (ANOVA e teste Student-

Newman-Keuls, como teste post hoc).
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4.2. Teste de esquiva passiva

No teste de esquiva passiva, Coc (20 mg/kg, i.p.) prejudicou
significativamente (p < 0.05) ndo somente a memoria de curto prazo (75% de
reducdo), mas também a de longo prazo (94% de reducédo, p < 0.001), quando
comparado ao grupo controle, indicando uma alteracdo no processo de aquisicdo
e consolidagdo da memoria, respectivamente, como ilustrado na Tabela 1. O
efeito pormovido pela cocaina foi dose-dependente, e na menor dose, a redugéo
na memoria de longo prazo foi menor. A escopolamina, uma droga
antimuscarinica reconhecida por reduzir as fun¢des cognitivas, foi utilizada como
controle positivo, reduzindo tanto a memoria de curto prazo (94%) como a de
longo prazo (86%). Imi, em ambas as doses, reduziu significativamente a
memo©ria de longo prazo em 70% (p < 0.001). Surpreendentemente, enquanto que
a imi reverteu completamente os efeitos da cocaina sobre a memoria de curto
prazo, 0 mesmo ndo ocorreu com a memoria de longo prazo, onde o0 grupo
tratado com a associacdo teve um efeito predominante da cocaina (Memoria de
curto prazo, Coc20 + Imi25: 178,2 + 425 s, n.s.; Memoria de longo prazo,
Coc20 + Imi25: 54,4 + 14,0 s, q = 9.936, p < 0.001), quando comparado ao grupo
controle (Memoria de curto prazo: 232,0+41,0; Memodria de longo prazo:
241,6+27,0).

A Tabela 2 mostra que o TPM ndo alterou de maneira significativa a
memoria de curto e longo prazo (Memdria de curto prazo, TPM50: 217,2 £5,9 s,
n.s.; Memdria de longo prazo, TPM50: 296,2 + 3,8 s, n.s.) hem conseguiu
reverter as acfes promovidas pela cocaina sobre a memoria de curto e longo
prazo no grupo tratado com a associacdo (Memoria de curto prazo, Coc20 +
TPM50: 68,3 £ 21,0 s, q = 5.853, p < 0.001; Memoria de longo prazo, Coc20 +
TPM50: 54,3 + 12,8 s, g = 9,536, p < 0.001) quando comparado ao grupo

controle.
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Em relacdo a Pent, isoladamente a droga ndo alterou significativamente a
mema©ria de curto e longo prazo (Memdria de curto prazo, Pent50: 246, 9+ 32,9 s,
n.s.; Memdria de longo prazo, Pent50: 184,0 £ 49,5 n.s.), porém conseguiu
reverter de manira significativa os efeitos promovidos pela cocaina sobre a
memoria de curto e longo prazo no grupo tratado com a associacdo (Memdria de
curto prazo, Coc20 + Pent50: 300,0 £ 0,7 s, n.s.; Memoria de longo prazo, Coc20
+ Pent50: 192,9 £ 44,6 s, n.s.) quando comparado ao grupo controle (Tabela 3).
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Tabela 1: Efeitos da administracdo repetida de cocaina isoladamente e em
associagao com imipramina no teste de esquiva passiva, em ratos.

Grupos Latencia (15 min) Latencia (24 h)
Controle 232,0 £ 41,0 (8) 241,6 £ 27,0 (13)
Escopolamina 14,9 + 6,0 (7) 35,1 9,6 (11)°
Cocl0 - 53,6 12,0 (8) *°
Coc20 58,9 + 15,0 (8) 14,8 + 2,3 (12)
Imi 12.5 - 72,4+ 14,0 (7)*°
Imi25 215,0 + 41,0 (9)° 68,2 + 23,0 (11)*"
Cocl10+Imi12,5 - 53,6 + 12,0 (6)*"
Coc20+Imi25 178,0 + 42,0 (9)° 67,6 + 19,0 (10)*"

Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. O nimero de animais esta
entre parénteses. Cocl0 e Coc20 e Imil2,5 e Imi25 representam cocaina nas
doses de 10 e 20mg/kg i.p., e imipramina nas doses de 12.5 e 25 mg/kg, v.o.,
respectivamente, administradas como descrito na metodologia. “a” e “b” vs.
Controle e Cocaina 20mg respectivamente, quando p<0,05 (ANOVA e Student-

Newmans-Keuls como teste post hoc).
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Tabela 2: Efeitos da administracdo repetida de cocaina isoladamente e em

associagao com topiramato no teste de esquiva passiva, em ratos.

Grupos Latencia (15 min) Latencia (24 h)
Controle 232,0 £ 41,0 (8) 241,6 + 27,0 (13)
Escopolamina 14,9 + 6,0 (7)*" 35,1 +9,6 (11)*"
Coc20 58,9 + 15,0 (8)° 14,8 + 2,3 (12)
TPM50 217,2 +5,9 (8)° 296,2 + 3,8 (8)°
Coc20+TPM50 68,3 +21,0 (9)° 54,3+ 12,8 (8)°

Os resultados estdo expressos como média = E.P.M. O nimero de animais esta
entre parénteses. Coc20 e TPM50 sdo cocaina na dose de 20mg/kg i.p., e
topiramato na dose de 50 mg/kg, v.o., respectivamente, administradas como
descrito na metodologia. “a” ¢ “b” vs. Controle e Cocaina 20mg respectivamente,

quando p<0,05 (ANOVA e Student-Newmans-Keuls como teste post hoc).
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Tabela 3: Efeitos da administracdo repetida de cocaina isoladamente e em

associagao com pentoxifilina no teste de esquiva passiva, em ratos.

Grupos Latencia (15 min) Latencia (24 h)
Controle 232,0 £ 41,0 (8) 241,6 £ 27,0 (13)
Escopolamina 14,9 + 6,0 (7)*" 35,1 +9,6 (11)°
Coc20 58,9 + 15,0 (8)° 14,8 + 2,3 (12)
Pent50 246, 9+ 32,9 (8)" 184,0 + 49,5 (8)"
Coc20+Pent50 300,0 + 0,7 (8)° 192,9 + 44,6 (8)"

Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. O nimero de animais esta
entre parénteses. Coc20 e Pent50 sdo cocaina na dose de 20mg/kg i.p., e
pentoxifilina na dose de 50 mg/kg, i.p. respectivamente, administradas como
descrito na metodologia. “a” ¢ “b” vs. Controle e Cocaina 20mg respectivamente,

quando p<0,05 (ANOVA e Student-Newmans-Keuls como teste post hoc).
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4.3. Teste de labirinto aquatico

No teste de labirinto aquéatico (water maze), utilizado para avaliar a
memoria espacial, Coc e Imi mostraram efeitos opostos (Tabela 4). Assim,
enquanto a Coc aumentou o tempo de latencia do animal (segundos) para
encontrar a plataforma em 101%, quando comparado ao controle (p < 0.001), Imi
diminuiu significativamente este parametro em 35% (p < 0.05).
Surpreendentemente, nenhuma alteracdo foi observada nos animais tratados com
a combinacéo das drogas (Coc20: 40,5 + 3,3 s, q = 6.240, p <0.001, IMI25: 13,0
+1,0s,9=4.190, p < 0,05, Coc20 + Imi25: 21,0 £ 4,0 s, n.s.), sendo observado
um tempo de latencia para encontrar a plataforma similar ao grupo controle
(Controle: 20,1 + 3,3).

Na tabela 5 podemos observar que o TPM isoladamente aumentou em
57% (p < 0.05) o tempo de latencia do animal para encontrar a plataforma, sendo
este comportamento mantido na associagdo entre Coc20 e TPM50, onde o tempo
de latencia do animal para encontrar a plataforma aumentou em 72% (TPM50:
316 +4,8s,q=2.937, p<0,05 Coc20 + TPM50: 34,7 + 2,3 s, q = 3.590, p <
0,05).

Entretanto, nos animais tratados com Pent, observamos uma reducéo de
50% no tempo de latencia do animal para encontrar a plataforma (Tabela 6). Em
relacdo ao grupo tratado com a associacdo entre Coc20 e Pent50, a pent
conseguiu reverter os efeitos promovidos pela cocaina, ficando os valores de
laténcia para encontrar a plataforma similares aos do grupo controle (Pent50:
10,1 £ 2,6 s, n.s., Coc20 + Pent50: 16,7 + 5,8 s, n.s.).
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Tabela 4: Efeitos da administracdo repetida de cocaina isoladamente e em

associacdo com imipramina no teste labirinto aquatico, em ratos.

Grupos Tempo para encontrar a plataforma
(segundos)

Controle 20,1 +£3,3(21)

Coc20 40,5 + 3,3 (17)°

Imi25 13,0 + 1,0 (18)°

Coc20+ Imi25 21,0 + 4,0 (19)"

Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. O nimero de animais esta
entre parénteses. Coc20 e Imi25 sdo cocaina na dose de 20 mg/kg i.p., e
imipramina na dose de 25 mg/kg, v.o. respectivamente, administradas como
descrito na metodologia. “a” ¢ “b” vs. Controle e Cocaina 20mg respectivamente,

quando p<0,05 (ANOVA e Student-Newmans-Keuls como teste post hoc).
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Tabela 5: Efeitos da administracdo repetida de cocaina isoladamente e em

associacdo com topiramato no teste de labirinto aquético, em ratos.

Grupos Tempo para encontrar a plataforma
(segundos)

Controle 20,1 +£3,3(21)

Coc20 40,5 + 3,3 (17)°

TPM50 31,6 £ 4,8 (10)

Coc20+ TPM50 34,7 + 2,3 (10)

Os resultados estdo expressos como média £ E.P.M. O nimero de animais esta
entre parénteses. Coc20 e TPM50 representam cocaina na dose de 20mg/kg i.p., e
topiramato na dose de 50 mg/kg, v.0. respectivamente, administradas como
descrito na metodologia. “a” vs. Controle quando p<0,05 (ANOVA e Student-

Newmans-Keuls como teste post hoc).
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Tabela 6: Efeitos da administracdo repetida de cocaina isoladamente e em

associacdo com pentoxifilina no teste de labirinto aquatico, em ratos.

Grupos Tempo para encontrar a plataforma
(segundos)

Controle 20,1 +£3,3(21)

Coc20 40,5 + 3,3 (17)°

Pent50 10,1 + 2,6 (08)°

Coc20+ Pent50 16,7 + 5,8 (08)"

Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. O nimero de animais esta
entre parénteses. Coc20 e TPM50 representam cocaina na dose de 20 mg/kg i.p.,
e topiramato na dose de 50 mg/kg, v.0. respectivamente, administradas como
descrito na metodologia. “a” ¢ “b” vs. Controle e Cocaina 20mg respectivamente,

quando p<0,05 (ANOVA e Student-Newmans-Keuls como teste post hoc).
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4.4. Teste de labirinto labirinto em cruz elevado

No teste de labirinto em cruz elevado (tabela 7), Coc nas doses de 10 e 20
mg/kg, i.p. reduziu de maneira dose dependente em 32 (ndo significativo) e 62%
(p < 0,001) e em 62% (p < 0,001) e 89% (p < 0,001) o nimero de entradas nos
bracos abertos (NEBA) e o tempo de permanéncia (segundos) nos bragos abertos
(TPBA), respectivamente, quando comparado ao grupo controle. Estes
pardmetros também foram reduzidos, em menor extensdo, pela Imi, onde NEBA
foi reduzido em 49% (p < 0,05, na dose de 25 mg/kg, v.0.) e 0 TPBA em 55% (p
< 0,01 e 0,001, nas doses de 12,5 e 25 mg/kg, respectivamente). A imi promoveu
ainda uma diminuicdo de 17% no numero de entradas nos bracos fechados
(NEBF). Na combinacdo de Coc com Imi em doses altas, a imi reverteu
completamente os efeitos da Coc no NEBA, e blogueou parcialmente os efeitos
da Coc no TPBA, quando comparado ao grupo controle.

Na tabela 8 observamos que o topiramato ndo promoveu alteracOes
significativas e nenhum dos parametros analisados, nem conseguiu reverter as

acoes da Coc nos grupos tratados com a associacdo Coc20 + TPM50.
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Tabela 7: Efeitos da administracdo repetida de cocaina isoladamente e em

associa¢ao com imipramina no teste de labirinto em cruz elevada, em ratos.

Grupos TPBA
Controle 66,4 + 8,2 (21)
Cocl0  2551+6,8 (19)*"
Coc20 7,6+ 4,4 (19)
Imi125  334+72(19)*°
Imi25 29,6 +83 (20)*°
Cocl0  235+64 (14)*°
+ Imil2.5
Coc20  21,1+8,0(14)*°
+ Imi25

NEBF

TPBF

217,6 £ 17,0 (19)
2426 + 14,1 (19)
259,7 + 17,6 (20)
235,3 + 11,8 (19)
238,7 £ 20,2 (19)
233,2 + 13,6 (14)

249,8 + 14,8 (20)

NEBA

4,7 £0,57 (25)
3,2 +0,6 (19)°
0,78 + 0,3 (24)°
3,9+0,6 (21)°
2.4 +04 (24)*°
4,0+0,6 (11)°

3,7+0,6 (21)°

5,2+ 0,7 (15)
5,1+0,7 (17)
3,1+0,7 (18)
5,5+ 0,8 (14)
4,3+0,6 (16)°
5,2+0,7 (11)

7.6+ 1,1 (16)

Os resultados estdo expressos como média = E.P.M do nimero de entradas nos

bracos abertos (NEBA) e bracos fechados (NEBF), e do tempo de permanéncia

nos bracgos abertos (TPBA) e bracos fechados (TPBF). O numero de animais esta

entre parénteses. Coc10 e Coc20 = cocaina nas doses de 10 e 20 mg/kg i.p.;

Imil12.5 e Imi25 = Imipramina nas doses de 12,5 e 25 mg/kg v.0. “a” ¢ “b” vs.

Controle e Cocaina 20mg respectivamente, quando p<0,05 (ANOVA e Student-

Newmans-Keuls como teste post hoc).
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Tabela 8: Efeitos da administracdo repetida de cocaina isoladamente e em

associagao com topiramato no teste de labirinto em cruz elevada, em ratos.

Grupos TPBA TPBF NEBA
NEBF

Coc20 7,64+ 4,4 (19)° 259,7+17,6 (20) 0,78+0,3(24)"  3,1+0,7 (18)°
TPM50  837+17,5(10° 21524120 (10) 50+09(10)°  4,8+0,8(10)

Coc20  17,2+6,01(10)*° 221,3+81(10) 09+09 (100>  4,9+04 (10)
+ TPM50

Os resultados estdo expressos como média = E.P.M do nimero de entradas nos
bracos abertos (NEBA) e bracos fechados (NEBF), e do tempo de permanéncia
nos bragos abertos (TPBA) e bracos fechados (TPBF). O numero de animais esta
entre parénteses. Coc20 = cocaina na dose de 20 mg/kg i.p.; TPM50 =
Topiramato na dose de 50 mg/kg v.0. “a” e “b” vs. Controle e Cocaina 20mg
respectivamente, quando p<0,05 (ANOVA e Student-Newmans-Keuls como

teste post hoc).
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4.5. Teste de nado forcado

No teste do nado forcado, tanto Coc como Imi diminuiram
significativamente em 42% (Coc, 20 mg/kg, i.p.) e 64% (Imi, 25 mg/kg, v.0.) 0
tempo de imobilidade do animal (Figura 14), quando comparado ao grupo
controle, indicando um efeito antidepressivo de ambas as drogas. A associacdo
das duas drogas néo alterou estes resultados (Controle: 163,4 £+ 15,6; Coc20: 95,1
+ 6,4; q = 6.685; p < 0,001; Imi25: 58,8 £ 6,8; q = 10.33; p < 0,001; Coc20 +
Imi25: 88,4 +9,1; q = 2.986; p < 0,05).
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Figura 14 - Efeitos da administracdo repetida de cocaina isoladamente e em
associacdo com imipramina sobre o tempo de imobilidade no teste de nado
forcado. O tempo de imobilidade (segundos) foi medido 24 horas apds a ultima
administracdo das drogas. Ratos Wistar (200-250g) foram tratados por via
intraperitoneal com cocaina na dose de 20mg/kg, imipramina por via oral na dose
de 25 mg/kg e a associacdo destes. Os valores representam média + EPM (n= 12
ratos por grupo). “a” e “b” vs. Controle e Cocaina 20mg respectivamente, quando

p<0,05 (ANOVA e teste Student-Newman-Keuls, como teste post hoc).
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4.6. Efeitos da administracdo repetida de cocaina, imipramina e a
combinacdo destas sobre as concentracdes de DA, DOPAC, 5-HT e 5-HIAA

em CE de ratos.

Os resultados da analise de monoaminas pela técnica de HPLC com
deteccdo eletroquimica foram expressos em ng/g de tecido. Nossos resultados
mostraram que a cocaina, como esperado, aumentou em 94% os niveis de
dopamina (p < 0.01), enquanto que a imipramina isoladamente ndo demonstrou
efeitos significativos, quando comparado ao grupo controle (Tabela 9). Contudo,
a combinacdo de Imi com Coc bloqueou significativamente os efeitos da Coc,
deixando os niveis de dopamina proximos aos do grupo controle. Nenhum efeito
significativo foi observado apos a administracdo de Imi ou Coc sobre 0s nibeis de
DOPAC (um metabdlito da dopamina), quando comparado ao controle. Contudo,
a combinacdo de Imi e Coc aumentou significativamente os niveis de DOPAC
em 83%. Por outro lado, cocaina, ipramina e a combinacdo destas diminuiu
significativamente em 47% os niveis de HVA, um outro metabdlito da dopamina.
Em relacdo aos niveis de serotonina (5-HT) e seu metabdlito 5-HIAA, ndés
mostramos que imipramina aumentou em 87% os niveis de 5-HT, enquanto que a
cocaina ndo apresentou efeitos significativos (Tabela 10), mas bloqueou o efeito
da imipramina. N&o foram observados efeitos da Coc, Imi ou de sua associagao

sobre os niveis de 5-HIAA, quando comparado ao grupo controle.



92

Tabela 9: Efeitos da administracdo repetida de cocaina isoladamente e em

associacdo com imipramina sobre os niveis de dopamina e seus metabolitos

(ng/g de tecido) em CE de ratos.

GRUPOS DA DOPAC HVA
Controle 2235,0+257,4(10) 17650 + 297,9(8)  2658,0 + 487,2 (6)
Coc20 4353,0 £ 617,0 (13)*  1932,0 + 360,6 (13) 668,1 + 229,3 (12)°
Imi25 2581,0 + 154,5 (13)°  2407,0+£499,9 (10)  1350,0 + 310,0 (11)*"
Coc20 2978,0 + 417,5 (8)" 3231,0 + 887,4 (7)° 1424,0 + 370,9 (10)*"
+Imi25

Os resultados estdo expressos como média = E.P.M (ng/g de tecido). O nimero

de animais esta entre parénteses. Coc20 = cocaina na dose de 20 mg/kg i.p.;

Imi25 = Imipramina na dose de 25 mg/kg v.o0. “a” e “b” vs. Controle e Cocaina

20mg respectivamente, quando p<0,05 (ANOVA e Student-Newmans-Keuls

como teste post hoc).
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Tabela 10: Efeitos da administracdo repetida de cocaina isoladamente e em
associacdo com imipramina sobre os niveis de 5-HT e seu metabdlito (ng/g

de tecido) em CE de ratos.

GRUPO 5-HT 5-HIAA

Controle 1396,0 + 344,4 (6) 2190,0 + 665,6 (7)
Coc20 1656,0 + 546,9 (9) 3461,0 + 631,5 (8)
Imi25 2612,0 + 285,3 (10)* 3346,0 +1041,0 (7)
Coc20+ Imi25 1294,0 + 231,7 (7) 4791,0 + 909,2 (7) P

Os resultados estdo expressos como média = E.P.M (ng/g de tecido). O nimero
de animais esta entre parénteses. Coc20 = cocaina na dose de 20 mg/kg i.p.;
Imi25 = Imipramina na dose de 25 mg/kg v.0. “a” vs. Controle quando p<0,05

(ANOVA e Student-Newmans-Keuls como teste post hoc).
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4.7. Efeitos da administracdo repetida de cocaina, topiramato e a
combinacao destes sobre as concentracgdes de DA, DOPAC e NE em CE de

ratos.

Com relagdo aos animais tratados com TPM, observamos que este
isoladamente néo alterou de maneira significativa as concentragdes de dopamina,
quando comparado ao grupo controle. Entretando, no grupo tratado com a
associacdo TPM e Coc, o TPM reverteu completamente as acGes promovidas
pela cocaina, deixando os valores dos niveis de dopamina proximos aos do grupo
controle (Figura 15). Nenhum efeito significativo foi observado apds a
administracdo de TPM ou Coc sobre os niveis de DOPAC, quando comparado ao
controle. (Figura 16). Os animias tratados com Coc apresentaram um aumento
significativo de 85% nos niveis de noradrenalina. O TPM isoladamente nao
alterou de maneira significativa os niveis de noradrenalina, porem, no grupo
tratado com a associacdo TPM e Coc, o TPM bloqueou totalmente as acdes
promovidas pela Coc, deixando os valores de noradrenalina préximos aos do

grupo controle (Figura 17).
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Figura 15 - Efeitos da administracdo repetida de cocaina isoladamente e em
associacdo com topiramato sobre os niveis de dopamina em corpo estriado
de rato. Os animais foram tratados diariamente por 7 dias com cocaina 20
mg/kg, i.p. e Topiramato 50 mg/kg v.o., sendo decapitados 24 h apds a ultima
injecdo. Os niveis dos neurotransmissores e metabolitos foram determinados em
HPLC. Os valores representam a média + EPM com (n) de 8 a 12 animais em
cada grupo experimental. “a” e “b” vs. Controle e Cocaina 20mg
respectivamente, quando p<0,05 (ANOVA e teste Student-Newman-Keuls, como

teste post hoc).
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Figura 16 - Efeitos da administracdo subcronica de cocaina isoladamente e
em associacdo com topiramato sobre os niveis de DOPAC em corpo estriado
de rato. Os animais foram tratados diariamente por 7 dias com cocaina 20
mg/kg, i.p. e Topiramato 50 mg/kg v.o., sendo decapitados 24 h apds a ultima
injecdo. Os niveis dos neurotransmissores e metabolitos foram determinados em
HPLC. Os valores representam a média + EPM com (n) de 8 a 12 animais em

cada grupo experimental.
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Figura 17 - Efeitos da administracdo subcronica de cocaina isoladamente e
em associacdo com topiramato sobre os niveis de NA em corpo estriado de
rato. Os animais foram tratados diariamente por 7 dias com cocaina 20 mg/kg,
i.p. e Topiramato 50mg/kg v.o., sendo decapitados 24 h apds a ultima injegdo. Os
niveis dos neurotransmissores e metabdlitos foram determinados em HPLC. Os
valores representam a média + EPM com (n) de 8 a 12 animais em cada grupo
experimental. “a” e “b” vs. Controle e Cocaina 20mg respectivamente, quando

p<0,05 (ANOVA e teste Student-Newman-Keuls, como teste post hoc).
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4.8. Efeitos promovidos pela cocaina em células mesencefélicas de ratos

expostas a 6-OHDA 10 pM, determinados pelo teste do MTT.

A figura 18 mostra que a cocaina, quando adicionada 3 h antes da 6-
OHDA 10 uM, reduziu a neurotoxicidade induzida pela 6-OHDA em ceélulas
mesencefalicas de rato, expressa pelu numero de células viaveis presentes na
cultura. Os resultados mostram que a adi¢do de 10 uM da neurotoxina diminuiu
para 64% a viabilidade celular (absorbancia do MTT: controle = 0,3505 + 0,001,
6-OHDA 10 uM = 0,2273 % 0,0135). A Coc na concentragfes de 50ug/ml
preveniu significativamente (p<0,05, ANOVA e teste de Student-Newman-
Keuls) a toxicidade induzida pela 6-OHDA (absorbancia do MTT: Coc 50 + 6-
OHDA =0,3264 £ 0,019 (aumento da viabilidade celular em relagdo a 6-OHDA

10 uM) = (43%);
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FIGURA 18 - Efeito da cocaina em células mesencefalicas de ratos expostas
a 6-OHDA. As células foram cultivadas durante 4 dias. A Coc (0,1; 1; 5; 10 e 50
ug/ml) foi adicionada 3 h antes da 6-OHDA (10 uM). Apds 24 hs, a viabilidade
celular foi determinada pelo MTT. Os valores estdo expressos como media +
EPM, “a” vs. Controle, quando p<0,05 (ANOVA e teste Student-Newman-Keuls,

como teste post hoc).
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4.9. Efeitos da administracdo repetida de cocaina, topiramato e a

combinacao destes sobre o fluxo sanguineo cerebral em ratos.

Em relacdo ao fluxo sanguineo cerebral, observamos na figura 19 que a
cocaina promoveu uma reducdo pequena porem significativa de 13,4% no fluxo
sanguineo cerebral em relacdo ao grupo controle (Controle: 6596,0 £ 50,0;
Coc20: 5712,0 + 70,0 pixels, g = 11.78; p < 0,001).

O topiramato isoladamente ndo promoveu alteragdes significativas sobre o
fluxo sanguineo, mas na associacdo de TPM e Coc, o topiramato reverteu
completamente os efeitos promovidos pela cocaina (TPM50: 6611,0 + 74,0;

Coc20 + TPM50: 6467,0 £ 100,0 pixels, n.s.) em relagdo ao grupo controle.
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Figura 19 - Efeitos da administracéo repetida de cocaina isoladamente e em
associagdo com topiramato sobre o fluxo sanguineo cerebral em ratos. Os
animais foram tratados diariamente por 7 dias com cocaina 20 mg/kg, i.p. e
Topiramato 50 mg/kg v.0. Apos 24 horas do ultimo dia de tratamento, 0s animais
receberam contraste para obtencdo de imagem cintilografica. Os valores
representam a média + EPM do nimero de pixels2 com (n) de 12 animais em
cada grupo experimental. “a” e “b” vs. Controle e Cocaina 20mg
respectivamente, quando p<0,05 (ANOVA e teste Student-Newman-Keuls, como

teste post hoc).
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4.10. Efeitos da administracdo repetida de cocaina isoladamente e em
associacdo com imipramina e topiramato sobre a formacéo de nitrito em

cérebro de ratos.

Observamos na figura 20 que a cocaina na dose de 20mg aumentou
significativamente em 36% a formacéo de nitrito em relacdo ao grupo controle
(Controle: 0,047 + 0,007; Coc20: 0,064 = 0,008; q = 2.949; p < 0.05). No grupo
tratado com Coc + TPM, o topiramato reverteu completamente as acOes
promovidas pela cocaina (Coc20+TPM50: 0,034 + 0,004) e no grupo tratado com
Coc + Imi, a imipramina ndo sé bloqueou os efeitos promovidos pela cocaina
como tambem reduziu significativamente em 51% a formacdo de nitrito em
relacdo ao grupo controle (Coc20+Imi25: 0,023 £ 0,001; g = 4.095; p < 0,05).
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Figura 20 - Efeitos da administracéo repetida de cocaina isoladamente e em
associacdo com imipramina e topiramato sobre a formacéo de nitrito em
cérebro de ratos. Os animais foram tratados diariamente por 7 dias com cocaina
20 mg/kg isoladamente e em associagdo com imipramina 25 mg/kg v.o. e
Topiramato 50 mg/kg v.o. Apds 24 h do ultimo dia de tratamento, os animais
foram dissecados para determinacdo da formacdo de nitrito. Os valores
representam a meédia + EPM com (n) de 8 - 10 animais em cada grupo
experimental. “a” e “b” vs. Controle e Cocaina 20mg respectivamente, quando

p<0,05 (ANOVA e teste Student-Newman-Keuls, como teste post hoc).
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4.11. Andlise histologica de cerebro de animais tratados com cocaina,

imipramina e a associacao destas drogas.

Nos estudos histologicos, a contagem de células neuronais de seccoes
cerebrais coradas com violeta Cresil revelaram que o cerebro de ratos tratados
com Coc mostraram um dano significativo no giro denteado (reducéo de 16% na
viabilidade celular) (Figuras 21 e 22), e no cortex (reducdo de 52,2% na
viabilidade celular) (Figuras 23 e 24), mas ndo nas regibes CAl e CA3 do
hipocampo, quando comparado ao grupo controle (considerado como 100% de
células viaveis).

No grupo tratado com Coc + Imi, a imipramina reverteu os efeitos
promovidos pela cocaina, reduzindo a lesdo do cortex cerebral (39,4% de perda
celular) e da regido GD (reducdo de 1,1% na viabilidade celular), quando

comparado ao grupo controle.
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Figura 21 - Efeitos da administracdo repetida de cocaina isoladamente e em
associagdo com imipramina sobre a viabilidade celular no giro denteado. Os
animais foram tratados diariamente por 7 dias com cocaina 20 mg/kg i.p.
isoladamente e em associagdo com imipramina 25 mg/kg v.o. O teste avaliou 0
numero de células vidveis no giro denteado (GD) do hipocampo dos animais
atraves de coloracédo de fatias do GD hipocampal com violeta cresil. “a” e “b” vs.
Controle e Cocaina 20mg respectivamente, quando p<0,05 (ANOVA e Student-

Newman-Keuls como teste post hoc).
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Controle Cocaina 20mg/kg

Cocaina 20mg/kg + Imipramina 25mg/kg

FIGURA 22 — Efeitos da administracdo repetida de cocaina isoladamente e
em associacdo com imipramina sobre a viabilidade celular. Os animais foram
tratados diariamente por 7 dias com cocaina 20 mg/kg isoladamente e em
associacdo com imipramina 25mg/kg v.o. O teste avaliou o numero de células

viaveis na regido GD do hipocampo dos animais.
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Figura 23 - Efeitos da administracdo repetida de cocaina isoladamente e em
associacdo com imipramina sobre a viabilidade celular no cértex. Os animais
foram tratados diariamente por 7 dias com cocaina 20 mg/kg isoladamente e em
associacdo com imipramina 25mg/kg v.o. O teste avaliou o numero de células
viaveis no cortex cerebral dos animais. “a” Controle quando p<0,05 (ANOVA e

Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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Controle Cocaina 20mg/kg

Cocaina 20mg/kg + Imipramina 25mg/kg

FIGURA 24 — Efeitos da administracdo repetida de cocaina isoladamente e
em associagdo com imipramina sobre a viabilidade celular. Os animais foram
tratados diariamente por 7 dias com cocaina 20 mg/kg isoladamente e em
associacdo com imipramina 25mg/kg v.o. O teste avaliou 0 numero de células

viaveis no cortex cerebral dos animais.
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5.0. DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivo estudar as alteracbes neurobioldgicas
(niveis de monoaminas — DA, DOPAC e 5-HT, e seus metabolitos),
comportamentais e histoldgicas desencadeadas pelo uso sub-crénico da cocaina
isoladamente e em associagdo com imipramina, um antidepressivo triciclico,
topiramato, um anticonvulsivante e pentoxifilina, droga utilizada na claudicagao
intermitente, em ratos 24 h apds a retirada das drogas. Foram analisadas ainda
alteracbes no fluxo sanguineo cerebral e na viabilidade neuronal em areas
especificas do cérebro in vivo e em cultura de células no intuito de se observar
possiveis acOes neurotoxicas da cocaina sobre neurénios dopaminérgicos. Os
protocolos in vitro que simulam esta perda neuronal dopaminérgica utilizaram
cultura primaria de células mesencefalicas de ratos, por serem ricas em neurénios
dopaminérgicos.

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

Neurbnios dopaminérgicos mesolimbicos que se originam na ATV e se
projetam para o nlcleo accumbens e outras areas do mesencéfalo sdo substratos
bem conhecidos para a recompensa e o reforco e sdo também importantes alvos
para a acdo da cocaina e outros psicoestimulantes. Muitos estudos descrevem 0s
efeitos da administragcdo de drogas nesta via (Wise & Bozarth, 1987; Koob &
Bloom, 1988; Kuhar et al., 1991) sendo que 0s mais recentes, feitos em animais,
observaram os efeitos que ocorrem com a retirada apés administracéo repetida de
cocaina nos parametros bioquimicos associados com neurénios mesolimbicos. Os
resultados mostraram mudancas importantes e prolongadas nos neurdnios

durante o periodo de retirada. Alteracbes nos neurotransmissores, receptores ou
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enzimas freqiientemente refletem algumas modificacdes gerais ou perturbaces e
isto pode criar um neurbnio em degeneracdo. Estas mudancas podem ser
similares aquelas que ocorrem em humanos durante a retirada ap6s um uso
cronico e, dessa forma, auxiliar no entendimento das bases ou alguns aspectos do
desejo e recaida ao uso de drogas (Kuhar et al., 1996).

A despeito dos avancos e achados promissores obtidos em estudos pré-
clinicos, ndo existem ainda tratamentos farmacoldgicos aprovados para o abuso
gerado pela cocaina (Preti, 2007). Estudos utilizando moduladores
dopaminérgicos corticomesolimbicos indiretos ndo tem demonstrado eficacia
superior a placebo.

Existem evidencias (Bolla et al., 1999) indicando que usuarios cronicos e
que utilizam altas doses de cocaina apresentam deficiéncia persistente na funcéo
cognitiva. Varios pesquisadores tém avaliado o uso de antidepressivos triciclicos,
como a imipramina, no tratamento de dependentes em cocaina. A base deste uso
seria de que estes agentes revertem alguns sintomas da depressdo. Os
antidepressivos podem também ser utilizados para reverter os sintomas da
retirada no abuso cronico de cocaina devido a sua acdo bloqueadora da
recaptacdo de catecolaminas e estabilizacdo de receptores (see Taylor and Gold,
1990).

Alguns estudos recentes também tém demonstrado um possivel efeito
benéfico do topiramato como neuroprotetor, uma droga anticonvulsivante com
diversos mecanismos de acgdo. Extensas consideragdes em relacdo ao tratamento
da dependéncia a cocaina tem sido feitas com agonistas e antagonistas
dopaminérgicos. Os anticonvulsivantes, como o topiramato, tem sido
considerados opc¢Oes para o tratamento da dependéncia baseado na hipdtese de
que mecanismos ligados a epilepsia podem contribuir para a dependéncia
(Minozzi et al, 2008).

A pentoxifilina, um inibidor da fosfodiesterase tipo 5, tem sido

extremamente empregada em varias patologias cerebrovasculares, incluindo
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ataques isquémicos transitérios, seqlelas de tromboses e hemorragias cerebrais.
A droga demonstra ainda apresentar atividade antiagregante plaquetaria e
redutora da producdo de radicais livres (Savas et al, 2002). Como a cocaina
reconhecidamente pode promover alteracdes isquémicas cerebrais (Hoebert et al,
2006), procuramos avaliar possiveis acfes neuroprotetoras promovidas pela
pentoxifilina em animais tratados com cocaina.

No presente trabalho, nds demonstramos que a cocaina aumenta
significativamente e de maneira dose-dependente a atividade locomotora em
ratos, e este efeito € bloqueado pela imipramina, a qual isoladamente nédo altera
este parametro. Evidencias (Selling et al., 2006) sugerem que psicoestimulantes,
tais como a cocaina, podem exercer efeitos estimulantes sobre 0s mecanismos de
recompensa € atividade locomotora por meio de um incremento na
neurotransmissdo dopaminergica na porcdo ventral do corpo estriado.
Antidepressivos sdo freqientemente utilizados para tentar auxiliar pessoas no
tratamento da depressdo e diminuindo o desejo de consumir a droga (efeito
compulsivo) que ocorrem quando o uso de cocaina é interrompido. Enquanto a
administracdo aguda de cocaina aumenta os niveis de DA, 5-HT e NA, através do
bloqueio das recaptacdes pré-snapticas destes neurotransmissores, usuarios
cronicos de cocaina apresentam uma downregulation no sistema de monoaminas.
A depressdo p6s-uso de cocaina e o desejo de consumir a droga podem estar
relacionados com esta downregulation. A farmacoterapia antidepressiva, atraves
do aumento dos niveis de monoaminas, pode aliviar os sintomas da abstinéncia a
cocaina, bem como a disforia e o desejo de consumo da droga através de sua acao
antidepressiva (Lima et al., 2006). Contudo, ndo existem evidencias conclusivas
que suportem o uso clinico de antidepressivos no tratamento de dependentes em
cocaina.

A administracdo continuada de psicoestimulantes em roedores resulta em
um aumento progressivo na resposta locomotora estimulante a uma subseqiiente

dose adicional do psicoestimulante (Robinson e Becker 1986; Kalivas e Stewart
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1991). Este fenbmeno é referido como sensibilizacdo comportamental e é
utilizado como modelo animal para 0 aumento progressivo da disforia, ansiedade
e parandia que frequentemente estdo associados com o abuso crénico de
psicoestimulantes (Segal e Weinstock 1983; Post e Weiss 1988). Esta
sensibilizacdo a cocaina pode ser produzida por uma Unica exposicao a droga e €
de longa duracédo (Post & Rose, 1976).

NoOs demonstramos ainda que o topiramato também bloqueou as a¢es
estimulantes da cocaina sobre a atividade locomotora, ndo apresentando nenhuma
alteracdo sobre este parametro quando utilizado isoladamente. Alguns autores
tém demonstrado uma acéao redutora da atividade locomotora em animais tratados
com topiramato e uma possivel explicacdo para estas acdes é o antagonismo dos
receptores NMDA glutamatérgicos e a potencializagdo do neurotrasmissor
inibitério GABA. Embora isoladamente o topiramato ndo tenha alterado a
atividade locomotora dos animais, no presente trabalho, quando associado a
cocaina, produziu bloqueio efetivo das a¢Bes estimulantes desta.

A pentoxifilina também promoveu um bloqueio do aumento da atividade
locomotora induzida pela cocaina, mas ndo alterou este pardmetro quando
utilizada isoladamente, demonstrando também uma possivel acdo benéfica em
usuarios de cocaina.

NOs observamos que a cocaina produz uma deficiéncia cognitiva na
memoria de curto prazo (aquisicdo) bem como na de longo prazo (consolidacéo),
conforme dados obtidos no teste de esquiva passiva. Existem evidencias de que
individuos adictos em cocaina apresentam diminui¢do generalizada leve da
funcdo neurocognitiva (Goldstein et al., 2004) e, em relacdo a outras desordens
psicopatoldgicas tais como esquizofrenia, a severidade do prejuizo
neuropsicologico em usuarios de cocaina € modesta, embora ndo seja indicativa
de auséncia de disfuncé@o neurocognitiva.

Embora estudos dos efeitos do abuso de cocaina sejam controversos com

respeito a tipos especificos de deficiéncias observadas, a vasta maioria destes
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estudos indica algum déficit em certos funcdes cognitivas, tais como atencéo,
aprendizado e memoria (Joyanovski et al., 2005). Interessantemente, no presente
trabalho, a imipramina isoladamente alterou somente a memoria de longo prazo e
reverteu parcialmente o prejuizo causado pela cocaina na aquisicdo de memoria,
mas ndo na consolidacdo da memodria.

Vaérias evidencias indicam que alteragfes no processo de formacéo da
mem©aria estdo relacionadas com o estado depressivo, e que a memoria pode
melhorar consideravelmente em pacientes deprimidos apds o tratamento crbnico
com antidepressivos (Burt et al. 1995). Contudo, os antidepressivos, apesar de
aliviarem o0s sintomas da depressdo, podem tambem apresentar impactos
negativos sobre as funcBes cognitivas. Déficits na memoria tém sido observados
com varias classes de antidepressivos. Em estudos clinicos, observou-se que a
administracdo de antidepressivos sedativos com um componente anticolinérgico
marcante, como 0s antidepressivos triciclicos, é prejudicial para a memoria (Van
Laar et al. 2002).

Tem sido também demonstrado que a administracdo pds-treinamento de
imipramina diminui a consolidacdo da memoria no teste de esquiva passiva
(Zarindast et al., 2003) em roedores. Estes autores concluiram que mecanismos
relacionados com o adrenoreceptor a, podem estar envolvidos na diminui¢do da
memdéria induzida por imipramina. Contudo, os autores nao excluem a
participacdo de outros mecanismos, tais como a ativacdo de receptores GABAg
(Zarindast et al., 2004).

Em nosso estudo, o topiramato ndo alterou de maneira significativa a
memoria de curto prazo e de longo prazo, nem tdo pouco reverteu as alteracoes
induzidas pela cocaina nos animais tratados com a associacdo. Alguns autores
relatam alteracdes cognitivas promovidas pelo topiramato, enquanto outros néo
comprovam este evento. O mecanismo preciso pelo qual o topiramato poderia
causar alteragbes cognitivas ndo € bem compreendido, contudo algumas

evidencias sugerem que sua acdo potencializadora sobre o neurotransmissor
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GABA e o0 antagonismo do receptor glutamatérgico NMDA podem estar
envolvidos, gerando acGes inibitdrias sobre o coértex frontal (Petty, 1995;
LaRoche e Helmers, 2004). Porem estas alteracGes no processo cognitivo seriam
dose e tempo-dependentes, o que justificaria auséncia de alteragbes como
observado em nossos resultados.

Ja a Pentoxifilina, embora ndo tenha alterado significativamente o
processo de formacdo de memdria isoladamente, bloqueou completamente as
alteracBes promovidas pela cocaina. Trabalhos recentes tem demonstrado que a
pentoxifilina em doses baixas, moderadas e altas reduz a laténcia para encontrar a
plataforma no teste de labirinto aquéatico e aumenta a laténcia de entrada no teste
de esquiva passiva. A pentoxifilina também tem demonstrado melhorar a
memdaria em animais com déficits cognitivos induzidos pelo etanol (Yuan et al,
2007). Estas acOes podem dever-se em parte as a¢Oes vasodilatadoras cerebrais e
redutoras de radicais livres relacionados com neurotoxicidade em regides
envolvidas com a consolidacdo de memoria. Outros autores relacionam a
melhora cognitiva promovida pela pentoxifilina com sua capacidade de
antagonizar a neurotoxicidade induzida por TNFa, relacionada com prejuizos
cognitivos por lesdes no hipocampo (Bluthé et al, 2005)

No presente trabalho, deficiéncias cognitivas induzidas pela cocaina
também foram observadas no teste de labirinto aquatico, amplamente utilizado
para avaliacdo da memdria espacial. Neste teste, um aumento significativo na
laténcia para encontrar a plataforma foi observado ap6s a administracdo sub-
crénica de cocaina. Este resultado é similar a outros (Quirk et al., 2001), que
mostraram que cocaina causa um aumento significativo na laténcia de fuga, como
acessado pelo teste de labirinto aquético. Estes autores concluem que, embora a
cocaina ndo bloqueie o aprendizado, a eficiéncia com que a tarefa é aprendida foi
comprometida. Por outro lado, n6s mostramos que a imipramina diminuiu este
parametro, indicando uma performance um pouco melhor quando comparado ao

grupo controle, e também bloqueou os efeitos promovidos pela cocaina.
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Evidencias acumuladas correlacionam niveis elevados de glicocorticoides
e reducbes cognitivas, em ratos e humanos mais velhos. Farmacos
antidepressivos aumentam a regulacdo por feedback negativo do eixo
hipotalamo-hipdfise-adrenal e reduzem os niveis plasmaticos de glicocorticoides.
Estudos recentes (Yau et al., 2002) mostram que tratamentos de longo prazo com
antidepressivos triciclicos, tais como imipramina, diminuem a prevaléncia de
prejuizo cognitivo em ratos velhos. Além disso, 0 envolvimento de
catecolaminas cerebrais e seus efeitos facilitatorios sobre o aprendizado sdo bem
documentados (de Barar et al., 1980), e pesquisadores tem mostrado que o
aprendizado e a memdria podem ser modificados por drogas que alteram o
sistema dopaminérgico central (Blatt, 1998). E ainda conhecido que o sistema
mesolimbico dopaminérgico € envolvido com o processo de consolidagdo da
memoria (Blatt, 1988).

NOs demonstramos ainda que o topiramato isoladamente também
promoveu deficiéncias cognitivas no teste de labirinto aquatico e ndo alterou as
acOes promovidas pela cocaina no grupo tratado com a associacdo. Conforme
discutido anteriormente, estas alteracbes cognitivas podem estar relacionadas
com a acdo potencializadora do topiramato sobre o neurotransmissor GABA e 0
antagonismo do receptor glutamatérgico NMDA, gerando ac¢des inibitdrias sobre
o cortex frontal (Petty, 1995; LaRoche e Helmers, 2004).

Ainda em relacdo aos resultados obtidos no labirinto aquatico, a
pentoxifilina isoladamente ndo alterou de maneira significativa 0s parametros
avaliados, mas blogueou completamente as alteragdes promovidas pela cocaina
nos animais tratados com a associa¢do cocaina + pentoxifilina. Os mecanismos
envolvidos ndo sdo totalmente compreendidos, mas assim como nos resultados
obtidos na esquiva passiva, a pentoxifilina foi extremamente eficiente em
bloquear as alteracdes promovidas pela cocaina sobre o processo de formacédo de
memdaria nos animais, sendo que esta acdo pode estar relacionada com

mecanismos neuroprotetores promovidas pela pentoxifilina.
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No6s demonstramos ainda que a cocaina administrada sub-cronicamente
em ratos promove efeitos ansiogenicos, sendo estes atenuados pela imipramina.
A imipramina é um composto dibenzazepinico com uma cadeia lateral terciaria
que bloqueia a captacdo neuronal de serotonina e norepinefrina. Esta droga é
relativamente seletiva para a inibi¢cdo do transportador de noradrenalina e para a
recaptacdo de serotonina, porem ndo bloqueia o transportador de dopamina. No
teste do labirinto em cruz elevado, usado para avaliar atividades ansioliticas e
ansiogenicas, nés demonstramos que a cocaina diminui significativamente nao
somente 0 numero de entradas nos bracos abertos, mas também o tempo
despendido nestes. Ambos os paradigmas foram bloqueados pela imipramina.
Estudos clinicos bem como em animais tem indicado que tanto a administracédo
como a retirada de cocaina aumentam a ansiedade. Varios tipos de drogas e
diferentes protocolos tém sido realizados na tentativa de reduzir a ansiedade
induzida pela cocaina.

Assim, recentemente, Paine et al., (2002), mostraram que
benzodiazepinicos aliviam a ansiedade induzida pela cocaina. Estes autores
reportam que a administracdo de cocaina e a retirada reduzem a porcentagem de
tempo perdido e o numero de entradas nos bracos abertos. Benzodiazepinicos
aliviam a ansiedade induzida pela retirada da cocaina de maneira dose-
dependente, mas ndo atenuam significativamente a ansiedade induzida pela
administracdo de cocaina.

Nos demonstramos também que ainda em relacdo a atividade ansiogenica
da cocaina, 0 topiramato ndo conseguiu reverter as alteracbes promovidas por
esta no teste de labirinto em cruz elevada, ndo apresentando portanto um efeito
ansiolitico. Alguns autores tem demonstrado atividade ansiolitica para o
topiramato quando a ansiedade é gerada como um sinal da retirada ao alcool
(Cagetti et al, 2004). Uma possivel explicacdo para esta atividade ansiolitica seria

a potencializagdo gabaérgica promovida pelo topiramato. Porém, no nosso estudo
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a ansiedade era gerada diretamente pela cocaina, o que pode explicar a ineficacia
do topiramato em reverter o quadro.

Em comum com todas as outras classes de substancias de abuso, a
dependéncia a cocaina tem demonstrado ser fortemente associada com depresséo
por pesquisas clinicas e na comunidade (Rounsaville, 2004).

O abuso de cocaina pode levar a overdose (relacionada com convulsées
e/ou status epilepticus) e a quadros patoldgicos tais como esquizofrenia,
depresséo e ansiedade (Macedo et al., 2004). Antidepressivos sdo comumente
usados por adictos, devido a seu potencial efeito em alguns mecanismos néo
totalmente compreendidos envolvidos com as desordens apresentadas em
usuarios de drogas e no tratamento da co-morbidade depressdo. Contudo mais
estudos sdo necessarios para se ter realmente uma base conclusiva a respeito.

Interessantemente, os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina ndo
tém apresentado vantagens significativas quando comparados com 0S
antidepressivos triciclicos no tratamento das desordens em usudrios de substancia
de abuso (Torrens et al., 2005). Tem sido recentemente reportado (McDowell et
al., 2005) que desipramina, um antidepressivo triciclico, seria um tratamento
efetivo para a depressdo observada em pacientes dependentes de cocaina. No
presente estudo, a cocaina mostrou um efeito antidepressivo similar ao da
imipramina no teste de nado forgcado, possivelmente porque psicoestimulantes
reduzem o tempo de imobilidade. A reducdo no tempo de imobilidade é um
reflexo do aumento na atividade motora.

Evidencias crescentes sugerem que mecanismos dopaminérgicos
isoladamente ndo explicam totalmente os efeitos psicoemocionais e
comportamentais da cocaina (Kiyatkin e Rebec, 2000). Assim, os dados destes
autores suportam a existéncia de mecanismos independentes do sistema
dopaminergico para as acGes da cocaina, envolvendo uma interacdo direta com
canais de sodio que pode contribuir para alteragdes na atividade neuronal, tendo

assim um papel na mediacdo dos efeitos psicoemocionais e comportamentais da
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cocaina. Estudos mais antigos (Rawling and Fozzard, 1979) mostram que a
imipramina tem uma acdo direta sobre a membrana de fibras de Purkinge
cardiacas. Este mecanismo de acdo provavelmente envolve tanto a reducdo do
gradiente de Na® como uma lentificagdo marcante no tempo da constante de
recuperacao de correntes de entrada de sddio no miocardio.

Os efeitos de reforco da cocaina podem ser relacionados com sua
eficiéncia em bloquear o transportador que recapta a dopamina da sinapse
neuronal, levando ao aumento da concentracdo de dopamina em sitios corticais
cerebrais (Ritz et al., 1987).

A acdo primaria da cocaina seria interferir com o transporte de dopamina,
NE e 5-HT (Boja e Mell, 1998; Gawin, 1991; Feldman et al., 1997). A cocaina
parece ndo produzir liberacdo, mas sim atuar aumentando 0s niveis
intersinapticos dos neurotransmissores pelo blogueio da sua recaptacdo (Boja e
Mell, 1998; Gawin 1991; Feldman et al., 1997). Esta elevacdo nos niveis de
neurotransmissores intersinapticos, especialmente a dopamina, pode produzir 0s
efeitos de desejo pelo uso da droga. Boja e Mell, (1998) detalham os efeitos da
cocaina no transportador de dopamina (DAT). O DAT consiste em uma estrutura
que apresenta sitios de ligacdo para uma molécula de dopamina, cloreto e dois
ions sédio. Quando estes compostos estdo ligados, o transportador sofre uma
alteracdo conformacional, liberando dopamina dentro do neurénio pré-sinaptico.
A dopamina é muito importante no sistema de recompensa do cérebro, e seu
aumento provavelmente contribui para o elevado potencial para causar
dependéncia (Katzung, 2006). Contudo, a cocaina também bloqueia a recaptacao
de NE e 5-HT, e o uso crénico de cocaina produz alteragdes nestes sistemas de
neurotransmissores, como mensurado pela reducdo em seus metabolitos
(Goodman e Gilman, 2008).

E bem conhecido que as propriedades psicoestimulantes da cocaina
derivam do aumento de monoaminas, via inibicdo sinaptica do transportador

utilizado na recaptacdo (Broderick et al., 2004). A utilizagdo por curtos periodos
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parece estimular a neurotransmissdo dopaminergica através do bloqueio da
recaptacdo de dopamina. Contudo, evidencias sugerem que a utilizacdo por
longos periodos de tempo de cocaina pode promover nos terminais nervosos a
deplecédo de dopamina.

A deplecdo de dopamina tem sido teorizada como um fator que contribui
para a disforia que se desenvolve na retirada da cocaina e 0 subsequente desejo
por mais da droga. Seguindo esta légica, a neurotransmissao dopaminérgica pode
ser responsavel pelo desenvolvimento de padrdes compulsivos de uso (Agarwal,
2005). No presente trabalho, os efeitos estimulantes sobre a atividade locomotora
sdo relacionados com o0 aumento dos niveis de dopamina no estriado de ratos.

Neste trabalho foi observado que 24 h ap06s a Ultima administracdo de
cocaina isoladamente, os niveis de dopamina aumentaram significativamente,
ocorrendo ainda uma reducdo significativa nos niveis de HVA. Os niveis de
DOPAC ndo foram alterados de maneira significativa pela cocaina isoladamente.

Com relacdo aos metabdlitos da DA, DOPAC e HVA, nossos resultados
estdo parcialmente de acordo com os de Yeh e De Souza, que ao tratarem
animais com cocaina (20 mg/kg, 2 vezes ao dia, por 8 dias) ou salina observaram
que 1, 8, 15 ou 48 dias ap0s a Ultima injecdo de cocaina, as concentracdes de NE,
DA, 5-HT e seus metabdlitos no cértex frontal, hipocampo, corpo estriado,
hipotdlamo, mesencéfalo, tronco encefalico e medula espinhal ndo foram
significantemente diferentes daquelas encontradas nos animais tratados com
salina em nenhum dos periodos de retirada examinados.

Também ndo foram observadas alteracdes significantes nos niveis de
serotonina (5-HT) e seu metabdlito 5-HIAA promovidas isoladamente pela
cocaina, embora o tratamento com imipramina isoladamente tenha aumentado de
maneira significativa os niveis de 5-HT, um resultado esperado devido ao
mecanismo de ac¢do da droga. O aumento da concentracdo de dopamina durante o
tratamento com cocaina em homogenatos de corpo estriado é citado na literatura,

entretanto, os resultados com relacdo a retirada da droga, ainda sdo controversos.
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Alguns pesquisadores encontraram uma persisténcia no aumento desta
monoamina, enquanto outros observaram niveis diminuidos ou inalterados apos
24 h de retirada da cocaina.

Embora a imipramina e o0 topiramato isoladamente ndo tenham
apresentado acOes significativas sobre os niveis estriatais de dopamina, estes
agentes bloguearam completamente os efeitos promovidos pela cocaina nos
animais tratados com a associacdo destas. Trabalhos demonstram que o
tratamento cronico com antidepressivos, como a imipramina, aumenta a
neurotransmissdo dopaminérgica no sistema dopaminérgico mesolimbico
(D'Aquila, 2003), o que difere dos resultados obtidos em nosso estudo, embora
deva ser considerada a diferenca de tempo entre os protocolos adotados. No
nosso estudo os animais foram tratados por apenas 7 dias, tempo talvez
insuficiente para promover alteracdes dopaminérgicas pelo antidepressivo.

J& em relacdo ao topiramato, sua acdo em bloquear as alteracdes
dopaminérgicas promovidas pela cocaina poderia ser explicada por evidencias
que sugerem que este agente inibe a liberacdo de dopamina, reduzindo assim sua
concentragdo extracelular no sistema nervoso central. Este mecanismo pode ser
significativo para o tratamento da dependéncia a cocaina, em virtude de a
dopamina estar relacionada diretamente com o vicio (Olmsted et al, 2008).

Surpreendentemente, um efeito sinérgico foi observado sobre os niveis de
DOPAC ap6s a administracdo da associacdo entre imipramina e cocaina, quando
comparado com o efeito de cada uma destas individualmente. Ja o topiramato
ndo alterou este metabdlito de maneira significativa, embora tenha apresentado
uma tendéncia de reducdo em relacdo aos animais controle. N6s demonstramos
ainda que a cocaina aumentou de maneira significativa os niveis de noradrenalina
no cerebro de ratos, sendo que nos animais tratados com a associagéo de cocaina
e topiramato, o topiramato reverteu este aumento. Alguns trabalhos tem
demonstrado que o topiramato consegue atenuar 0 aumento da liberacdo de

monoaminas promovido pela nicotina (Schiffer et al, 2001), o que pode explicar
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em parte o blogueio das acbes da cocaina sobre os niveis de dopamina e
noradrenalina.

Um estudo recente (Nakamura et al., 2006) mostrou que a administracdo
de cocaina causa um efeito estimulante na atividade locomotora e aumento nos
niveis de 5-HT e DA no cérebro de roedores. Estes autores sugerem que 0
sistema serotoninergico pré-frontal tem um papel no efeito estimulante da
atividade locomotora em camundongos. Contudo, o presente trabalho néo
observou qualquer incremento sobre os niveis de 5-HT ap6s a administracdo de
cocaina em ratos.

A administracdo aguda de cocaina (uma Unica injecdo da droga)
(Broderick et al., 2004) aumenta significativamente a liberacdo de DA e 5-HT,
bem como a locomogdo. Embora nosso protocolo experimental seja diferente
(nés utilizamos administracdo diaria de cocaina durante 7 dias), aqueles
resultados concordam parcialmente com 0S nossos, pois como descrito
anteriormente ndo observamos qualquer incremento nos niveis de 5-HT nos
animais tratados com cocaina.

Outros autores também tém mostrado que a cocaina atua como um
estimulante sobre as monoaminas, DA e 5-HT, e sobre a atividade locomotora.
Assim, Carey et al., (2005), observaram que os efeitos psicoestimulantes da
cocaina dependem criticamente do sistema serotoninérgico, no qual o receptor
serotoninérgico do subtipo 5-HT;» € um componente essencial, e mostraram
contribuicBes divergentes para os efeitos comportamentais da cocaina em varias
populacdes pré e pds-sinapticas de receptores 5-HT 4.

Outros autores (Hoplight et al., 2005) demonstraram que a cocaina facilita
a transmissdo dopaminérgica nos neurdnios da area tegumentar ventral (ATV)
que se projetam para 0 nucleo accumbens, e experimentos prévios sugerem que
0s receptores serotoninérgicos 5-HT.gz estdo envolvidos neste efeito.
Especificamente, a ativacdo de receptores 5-HT,g na ATV durante a exposi¢édo a

cocaina incrementa a liberacdo de dopamina no nucleo accumbens, e aumenta a
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atividade locomotora, o reforco e a recompensa induzidas pela cocaina. Contudo,
a implicacdo da transmissdo serotoninérgica no efeito estimulante da cocaina
sobre a atividade locomotora permanece uma questdo ainda controversa. Assim,
Fletcher et al., (2004), mostraram que um inibidor seletivo da recaptacdo de
serotonina, a fluoxetina, aumenta alguns dos efeitos comportamentais
promovidos pela cocaina, incluindo estimulo da atividade locomotora. De acordo
com estes autores, este efeito ndo parece depender de um aumento na fungdo 5-
HT, pois a fluoxetina foi também efetiva em ratos com deplecéo substancial de 5-
HT, e dois outros bloqueadores seletivos da recaptacdo de serotonina néo
alteraram os efeitos da cocaina.

Estudamos ainda em nosso trabalho uma possivel neurotoxicidade celular
promovida pela cocaina isoladamente. Em decorréncia de sua maior acdo sobre
neurdnios dopaminérgicos, escolhemos trabalhar com cultura de células
mesencefalicas de ratos, utilizando como neurotoxina a 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) isoladamente e em associa¢cdo com cocaina para um comparativo com as
acdes promovidas pela cocaina isoladamente.

A determinagéo da atividade das enzimas mitocondriais pode ser utilizada
como ferramenta para se determinar a viabilidade celular. Dentre elas a
determinacdo da clivagem do sal de tetrazélium (MTT) pelas desidrogenases
mitocondriais formando um sal de tetraz6lium é um étimo modelo para o estudo
de drogas com acéo neuroprotetora (GUANGJUN et al., 2002).

NOs mostramos que a cocaina no intervalo de concentragdes utilizadas ndo
alterou de maneira significativa a viabilidade celular sobre as células
mesencefalicas. Quando associada com a 6-OHDA, a cocaina reverteu
significativamente a neurotoxicidade induzida pela 6-OHDA (10uM), o que pode
ser relacionado com o mecanismo de agdo da cocaina promovendo o bloqueio da
captacdo da 6-OHDA pelos neurénios dopaminérgicos.

Avaliamos ainda possiveis alteracdes sobre o fluxo sanguineo cerebral

através de cintilografia. No presente trabalho, a cocaina promoveu uma reducéo
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significativa do fluxo sanguineo cem relacdo ao grupo controle, sendo este efeito
revertido pelo topiramato. O Abuso de cocaina e outros agentes
simpaticomiméticos tem sido reportado como fator de risco para quadros
isquémicos cerebrais por meio de suas acdes vasoconstrictoras cerebrais (Zandio
et al., 2008; Yoon et al., 2007). Alguns autores sugerem que esta vasoconstric¢ao
possa ser mediada pela liberagdo de uma substancia vasoconstrictora enddgena, a
endotelina 1 (Yoon et al., 2007), mas 0 mecanismo preciso desta agdo permanece
desconhecido. Por sua vez, alguns trabalhos recentes tém demonstrado um efeito
protetor do topiramato em quadros isquemicos, mediado por uma possivel acéo
vasodilatadora mediada pelo bloqueio dos receptores a-adrenérgicos (Choi et al.,
2007), o que esta de acordo com os nossos resultados. Outros trabalhos referem
ainda que esta acdo protetora do topiramato pode estar relacionada com o
bloqueio glutamatérgico, onde a hiperexcitabilidade glutamatérgica € um fator de
risco para a hipoxia (Noh et al., 2006).

Ainda em relacdo a uma possivel acdo neurotdxica, avaliamos as acdes
promovidas pela cocaina sobre a formacdo de nitrito em cérebro de ratos
isoladamente e em associacdo com imipramina e topiramato. Efeitos especificos
do oxido nitrico (NO) no complexo | mitocondrial tém sido demonstrados nos
ultimos anos. Assim, CLEMENTI e cols. (1998) observaram que o NO em
concentracGes micromolares e por longos periodos de tempo, inibe a respiracao e
a atividade do complexo I. Assim, uma longa exposi¢do ao NO induz a produgéo
de O2— e ONOO— nas mitocondrias cardiacas e hepaticas, resultando em inibi¢cao
permanente de NADH, enquanto os complexos Il e Ill permanecem sem
alteracBes. Uma possivel relacdo entre NO e célcio durante a isquemia foi
descrita recentemente (JEKABSONE et al., 2003), tendo sido demonstrado que o
NO e o calcio causaram perda do citocromo ¢ mitocondrial e ativaram a via de
apoptose dependente de caspase 3, eventos que se relacionam com a morte

neuronal.
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A reacdo de Griess € um método de espectrometria para analise de nitritos
(NO2-) em solucdes aquosas. O nitrito € um produto do metabolismo oxidativo
do NO. Assim, é possivel relacionar os niveis de nitrito e nitrato nas amostras
com a formacédo de radicais livres. Enquanto a producdo endogena em niveis
satisfatérios de NO pode ser benéfica para o organismo, sua producdo excessiva
foi implicada na patogenia de muitas doencas envolvendo os sistemas
cardiovascular, imunologicos e nervoso central (BARREIRO et al., 2003).

NOs demonstramos que a cocaina aumentou de maneira significativa a
formacédo de nitrito quando comparado ao grupo controle. Numa et al., 2008,
sugere uma variedade de mecanismos para a neurotoxicidade gerada pela
cocaina, incluindo a possibilidade da cocaina induzir um aumento do estresse
oxidativa, da formacdo de oxido nitrico e derivados e oxidacdo excessiva da
dopamina. Outros trabalhos demonstram que a cocaina promove um aumento na
expressdo da enzima oxido nitrico sintetase induzivel, envolvida com a formacéo
de NO em processos inflamatorios e infecciosos (Elliott et al, 2003). Nos animais
tratados com a associacdo de cocaina com imipramina, a imipramina conseguiu
reverter as acdes promovidas pela cocaina sobre a formacdo de nitrito,
apresentando assim um potencial neuroprotetor. Estes resultados estdo de acordo
com os de Kumar et al., (2007), que tambem demonstraram uma a¢édo redutora do
dano e do estresse oxidativo em animais tratados com imipramina. Ja o
topiramato ndo conseguiu reverter significativamente as acGes da cocaina sobre a
formac&o de nitrito, mas reduziu parcialmente este efeito da cocaina.

Foram realizados ainda estudos histoldgicos na tentativa de observar
possiveis alteracBes histoldgicas nos animais tratados com cocaina isoladamente
ou em associa¢do com imipramina nas regides corticais e hipocampais do cérebro
de ratos. Nossos resultados mostraram que 0s cérebros de ratos tratados com
cocaina apresentaram dano significativo no cértex e giro denteado (DG), mas nédo
nas regides de Ammon (CA1 e CA3) do hipocampo, quando comparado ao grupo

controle. Estes resultados estdo parcialmente de acordo com os de Ismail et al.,
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2007, que observaram uma reducdo da viabilidade celular promovida pela
cocaina em todas as regibes hipocampais analisadas. Estudos prévios
demonstraram que cocaina induz apoptose em cultura de células corticais de
fetos de camundongos (Nassogne et al, 1997). Estudos mais recentes tém
sugerido fortemente que a exposicdo materna a cocaina pode aumentar a morte
celular no sistema nervoso central fetal (Mitchell et al, 2003; Novikova et al,
2008). Novikova et al. tem detectado que a exposicdo a cocaina induz alteracoes
na expressao de alguns genes relacionados a apoptose no cérebro de
camundongos e demonstrado que a exposicdo materna a cocaina pode influenciar
a transcricdo e expressdo de multiplos genes relacionados com apoptose no
cerebro fetal. Outro mecanismo proposto para a perda neuronal esta relacionado
com o receptor glutamatérgico. A exposicdo repetida a cocaina aumenta a
liberacdo glutamatérgica do cortex pré-frontal medial para as regifes subcorticais
cerebrais. A perda do controle inibitério dos neurdnios piramidais corticais pode
parcialmente contribuir para o aumento glutamatérgico cortical, causando
apoptose neuronal (Xie et al, 2008). No presente estudo mostramos que a
imipramina reverteu o efeito promovido pela cocaina, reduzindo a leséo cerebral
induzida por esta droga nas regides cortical e DG do hipocampo. Estudos tem
demonstrado que o0s antidepressivos aumentam promovem um aumento da
neurogenese em hipocampo de ratos adultos. Em parte, esta reducdo na
viabilidade celular pode estar relacionada com as alteragdes promovidas pela
cocaina sobre as espécies reativas de oxigénio, conforme demonstrado neste
trabalho pelo aumento da formacdo de nitrito e reducdo do fluxo sanguineo
cerebral, 0 que concorda com os resultados obtidos por Aksenov et al., 2006.

NOs demonstramos ainda que a imipramina conseguiu reverter a
toxicidade da cocaina sobre a viabilidade celular na regido DG hipocampal,
aumentando a viabilidade celular. Estes resultados estdo de acordo com Chen et
al., 2008, que observaram que a imipramina promoveria um aumento no nimero

de novas conexdes sinapticas e no numero de celulas hipocampais em animais
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tratados durante 14 dias como imipramina. Larsen et al., 2008 demonstraram que
0 tratamento crénico com imipramina apresenta acdes neuroplasticas no giro
denteado através do aumento da expressdo de RNAm o fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF), relacionado com a viabilidade celular.

Vaérios tipos diferentes de antidepressivos, incluindo antidepressivos
triciclicos, inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina e também o litio,
aumentam a proliferacdo neuronal no giro dentado quando administrados
cronicamente (Chen et al., 2000; Malberg et al., 2000). Este efeito é pelo menos
parcialmente mediado pela ativacéo de receptores 5-HT,, pois a deplecéo destes
receptores bloqueia tanto a proliferacdo quanto os efeitos comportamentais da
fluoxetina em testes realizados (Santarelli et al., 2003).

Neurotrofinas, particularmente o fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF), tem sido implicadas no mecanismo de acdo das drogas antidepressivas
(Duman et al., 1997; Altar, 1999; Nestler et al., 2002; Saarelainen et al., 2003;
Castre’n, 2004). O tratamento cronico com antidepressivos, mas ndo o agudo,
promove upregulation do mRNA para BDNF e seu receptor trkB no hipocampo
(Nibuya et al., 1995; Russo-Neustadt et al., 2000), e os niveis de BDNF se
apresentam-se incrementados em amostras de cérebros postmortem de pacientes
depressivos tratados com antidepressivos, quando comparado com pacientes
depressivos ndo tratados (Chen et al., 2001). Além do mais, a ativacdo do trkB é
aumentada pelo tratamento com antidepressivos, indicando que 0s
antidepressivos aumentam a liberacdo de BDNF no cértex pré-frontal e no
hipocampo (Saarelainen et al., 2003).

Os antidepressivos parecem também reduzir a perda de volume
hipocampal em humanos e revertem alteracdes atroficas induzidas pelo estresse
em animais. Sairanen et al, (2007) sugerem que o tratamento com antidepressivos
aumenta a plasticidade e a conectividade sinapticas em regides cerebrais

associadas com varias patologias envolvidas com alterag6es do humor.
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Em conjunto, nossos resultados mostram que alguns, mas ndo todos o0s
efeitos promovidos pela cocaina séo monoamina-dependentes, € é consenso que a
neurotransmissdo dopaminérgica esta certamente envolvida. Contudo, o papel
desempenhado pela neurotransmissdo serotoninérgica ndo esta claro, sendo
possivel sua relacdo com os resultados obtidos nos testes empregados neste
trabalho. Além disso, o bloqueio de alguns efeitos comportamentais,
neuroquimicos e histoldgicos da cocaina pela imipramina, topiramato e
pentoxifilina constitui um importante aspecto, especialmente no que se refere a
atenuacdo do prejuizo cognitivo promovido pela cocaina e a morte neuronal
relacionada a espécies reativas de oxigénio e isquemia cerebral. Porém, a
implicacdo do uso de antidepressivos, anticonvulsivantes e vasodilatadores no
tratamento da dependéncia a cocaina permanece uma questao de debate, e merece
estudos futuros.

Portanto mais estudos devem ser realizados para proporcionar um maior
conhecimento de como essas substancias atuam, em diferentes niveis, no
organismo humano, contando com a investigacdo em animais, principalmente em
relacdo a pentoxifilina que apresentou melhores resultados na reducdo de alguns

efeitos promovidos pela cocaina.
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6 - CONCLUSOES

O estudo das alteragcdes neuroquimicas, comportamentais e histoldgicas
promovidas pela cocaina isoladamente e em associacdo com imipramina,

topiramato e pentoxifilina em ratos nos permitiu as seguintes conclusdes:

1. Foi observado um aumento significativo da atividade locomotora nos
animais tratados com cocaina, sendo que a imipramina conseguiu reverter
estas alteracOes no grupo tratado com a associac¢ao, o que demonstra que a
cocaina atua como um estimulante do SNC e a imipramina pode promover

uma reducdo desta excitabilidade motora.

2. O Topiramato e a Pentoxifilina também conseguiram bloquear as
alteracbes promovidas pela cocaina sobre a atividade locomotora nos
animais tratados com a associacdo, mostrando assim um possivel efeito

benéfico destas drogas no tratamento de usuarios da cocaina.

3. A cocaina prejudicou significativamente ndo somente a memdria de curto
prazo mas também a de longo prazo, indicando uma alteragdo no processo
de aquisicdo e consolidacdo da memoria. Ja a imipramina reverteu
completamente os efeitos da cocaina sobre a memoria de curto prazo,
melhorando o aspecto cognitivo dos animais. O topiramato nao conseguiu
reverter as alteracbes da cocaina sobre as fungdes cognitivas. A
pentoxifilina conseguiu reverter as ages promovidas pela cocaina tanto
sobre a memoria de curto como de longo prazo, mostrando-se uma

excelente opgdo para os prejuizos cognitivos relacionados com a cocaina.
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A cocaina prejudicou a formagdo da memoria espacial dos animais, sendo
este efeito revertido totalmente pela imipramina e pela pentoxifilina e

apenas parcialmente pelo topiramato.

A cocaina promoveu efeitos ansiogenios, sendo estes efeitos revertidos
parcialmente pela imipramina. O topiramato ndo promoveu alteracOes

significativas.

A cocaina aumentou os niveis de DA e reduziu os niveis de HVA no CE
dos ratos, ndo sendo observadas alteracdes nos niveis de DOPAC e 5-HT.
A Cocaina promoveu ainda aumento dos niveis de NA, sendo este efeito
bloqueado pelo topiramato. A imipramina e o topiramato isoladamente
ndo alteraram os niveis de DA e seus metabdlitos, porem a imipramina
promoveu um aumento significativo de 5-HT. Tanto a imipramina quanto
topiramato bloguearam o aumento de DA promovido pela cocaina,

neurotransmissor fortemente relacionado com o vicio.

A cocaina na concentracdo de 50ug/ml reduziu a morte celular induzida
pela 6-OHDA (10 uM) em cultura de celulas mesencefélicas, quando
adicionada 3h antes (modelo de neuroprevencgédo) demonstrando ndo ser

este um mecanismo envolvido com suas a¢Ges neurotoxicas.

A cocaina promoveu de maneira significativa reducao no fluxo sanguineo
cerebral, avaliado por cintilografia, sendo este efeito revertido pelo

topiramato.

A cocaina promoveu ainda um aumento significativo da formacéo de
nitrito, sendo este efeito revertido totalmente pela imipramina e

parcialmente pelo topiramato.
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As andlises histopatoldgicas de fatias de coxtex e hipocampo
evidenciaram que a cocaina promoveu um dano significativo nas regides
do giro denteado do hipocampo (16% de perda celular), e no cortex
(52.2% de perda celular), sendo que a imipramina reverteu estes efeitos,
reduzindo a injuria do giro denteado (1.1% perda celular) e do cortex

cerebral (39.4% de perda celular).

Nossos experimentos evidenciaram portanto importantes efeitos protetores
promovidos pela imipramina, topiramato e pentoxifilina quando
associadas com cocaina, especialmente em aspectos relacionados com 0s
niveis de monoaminas, memoria, fluxo sanguineo cerebral e viabilidade
celular, suscitando a importancia clinica do estudo destas associacGes e
indicando um elevado potencial destas drogas no tratamento de usuarios

de cocaina.
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