UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS

ELISA FRAGA GOMES

EFEITOS COMPORTAMENTAIS E NEUROTOXICOS DO PRODUTO
DA PIROLISE DA COCAINA, ANIDROECGONINA METIL ESTER
(AEME)

VITORIA
2017



UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO CIENCIAS FISIOLOGICAS

ELISA FRAGA GOMES

EFEITOS COMPORTAMENTAIS E NEUROTOXICOS DO PRODUTO
DA PIROLISE DA COCAINA, ANIDROECGONINA METIL ESTER
(AEME)

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-graduacao
em Ciéncias Fisioldgicas do Centro de Ciéncias da Saude
da Universidade Federal do Espirito Santo, como requisito
parcial para a obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias
Fisioldgicas.

Orientadora: Prof2 Dr2 Ester Miyuki Nakamura Palacios
Co-orientadora: Prof2 Dr2 Livia Carla de Melo Rodrigués

VITORIA
2017



Dedico essa dissertacdo aos meus pais e ao meu irmao, por todo amor e apoio

incondicional.



“Ndo sabendo que erva impossivel, foi ld e fez”

Jean Cocteau



Agradecimentos

Primeiramente agradeco a Deus pelo dom da vida, por escutar e atender as minhas

preces.

Aos meus pais, ao meu irmao e a minha avé, por todo amor e apoio incondicional

durante essa caminhada, por serem meu maior exemplo de vida e meu alicerce.
Ao meu amigo e amor Pedro, pela paciéncia, apoio e carinho.

As professoras que me possibilitaram a entrada na vida cientifica: Ester e Livia.
Muito obrigada por tudo que fizeram por mim, pela confianca no meu trabalho, pelo
apoio, dedicacgéo, e principalmente por todo conhecimento compartilhado durante

essa caminhada.

Aos amigos que fiz no laboratério e irei levar para a vida inteira: Cleo, ndo tenho
palavras para agradecer toda ajuda nesses 2 anos, sua dedicacdo e seu amor pela
ciéncia sempre foram um exemplo a ser seguido. Lucas, pelas risadas, implicancias
(que foram muitas rs), apoio e carinho nessa caminhada. Jean, outro implicante, que
ensinou a técnica de AOPP e sempre ajudava quando surgia as duvidas. Minha irma
siamesa Ingryd, por todos os momentos compartilhados (estudos, experimentos,
davidas, preocupacdes, almocgos, primeira viagem para a Argentina, babados e
BOS), enfim minha irmd agradeco a Deus por ter vocé sempre ao meu lado,
obrigada por tudo! Igor, pela ajuda de sempre. Jozué, muito mais que um técnico de
laboratério ele foi um grande amigo, obrigada por sempre me salvar com suas
invencdes (rs), sentirei saudades do Hello de todo dia e também daquela

perguntinha basica “tem café?”.

Aos amigos Jeff, Eliana, Lidia, Dayana pela paciéncia e o grande apoio nessa

jornada.

A todos os IC’s que ajudaram na realizacdo da minha dissertagio em especial ao

Matheus Cavatti e Andrezza. Muito obrigada!

A professora Suely, pelas contribuicdes que fez na minha qualificac&o, que ajudaram

muito a melhorar a minha dissertacao.

Ao professor Nyam, pela paciéncia e dedicagdo em ensinar a técnica de histologia.



Ao Evandro, pela disposicdo em ajudar com a dosagem da AEME.

Ao Fabricio e a Josidéia do Departamento da Policia Civil do Estado do Espirito

Santo por terem cedido a ampola da AEME e possibilitado esse estudo.

Ao Marquinhos, que sempre auxiliou a solucionar as ddvidas que surgiam nos

protocolos de bioquimica.

Aos alunos do laboratério de imunobiologia, que gentilmente possibilitaram o uso do

Varioskan.

Ao Leduc, que gentilmente forneceu o nitrogénio liquido.
A Dani do LHMI, pelo auxilio com o uso do microscépio.
Ao CNPq pelo auxilio financeiro ao projeto.

A FAPES, pela bolsa concedida.

Por fim e ndo menos importante, aos animais utilizados nessa dissertacdo, sem eles

nada disso seria possivel.

A todos vocés minha eterna gratidao!



SUMARIO

RESUMO ...t e ettt e ettt e e ettt e ettt e e et e e eraans I
A B S T R A T e ettt e ettt e e e e e e bbb e e e e aearae Il
LISTA DE FIGURAS ..ottt et e et e e e e eaaans i
LISTA DE TABELAS . ...ttt e e e e ettt e bt e e e e e aaeeenes VI
LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS ...t Vi
L. INTRODUGAO ..ottt 17
00 R O o o7 1 o - L OO PP U PP PRPPPPPP 17
1.2 Historico e caracteristicas farmacoCiNEtiCAS ...........ceeeeeriiiiiiiiiiiiieeeeeiiiieeeeeee 18
1.3 Dad0oS EPIdemMIOIOQICOS .....uueiiiieiiiiiiiiiiiee ettt 19
1.4 Anidroecgonina Metil ESter (AEME) ........cc.ovoiiueeieieeeeeeeeeeeeete e 20
1.5 Sistema de Recompensa Cerebral e Cocaina.........cccceeeveeiiiiiiiiiiiiii e, 23
1.6 Cortex pré-frontal e Memaoria Operacional..............eeeieeeiiiiiiiiiiiiee e 26
1.7 Neurotoxicidade da AEME ... 28
1.7.1 ESIreSSE OXIATIVO ......uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 28
1.7.2 Sistema ANLOXIAANTE ..........vuiiiiiiieeeiii e e e 32

2. OBUIETIVOS .ttt e ettt e et e e e et a e e e e e naaans 35
3. MATERIAIS E METODOS .....couiiiiitiiieieiee ettt ss s ss e e seanes 36
R J0 Y T = TP 36
I B (oo I NPT PP TP PP PPRRPP 36
3.3 Experimento | — Efeitos da AEME sobre a memoria operacional espacial...... 37
3.3.1 Paradigma comportamental - O labirinto radial de oito bracos.................... 37
3.3.2 AQUISIGAO da tarefa ........cccevviiiiiiiii 39

3.4 Cirurgia estereotaxica para implante de canula intracerebroventricular-............. 41
3.5 AdMINIStragao iCV da AEME ...........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiieieineeneeeennenenneenesnneennennnes 44
3.6 Administracao icv de salina € acetonitrila ................uvueuiiiiiiriiiiiiiiiiiiiiis 45

G T o 1153 (o] (o o |- NS 46
3. 8 Experimento Il — Efeitos da AEME sobre os paradmetros de estresse oxidativo 47
3.8.1 ANAlISES BIOQUIMICAS. ... ceeeeeiiiiiiiieie ettt e e ee e es 47

3.8.1.1 ESIreSSE OXIOALIVO. ...ccceiiiiiiieiiieee ettt e et e e e e s e e snnees 47
3.8.1.2 Preparo da amostra e dosagem de proteinas........cccccceeeevevveeereeeeeesneinnns 48

3.8.1.3 Determinagéo dos Produtos Avancados de Oxidag&o Protéica (Advanced
Oxidation Protein Products — AOPP).......ccoooiiiiiii 48

TS I I =T {0 ) (o b= ot= To I T o o [ o= TP 49



3.8.1.5 AtiVidade da €NzZIMa CAT .. et e e e e e rees 50

3.8.1.6 Atividade da enzima GPX.........ccovvviiiiiiiiii 50
3.8.1.7 Atividade da enzima SOD...........oociuiiiiiiiee e 51
3.9 ANALISE ESTATISTICA ..ottt ettt 52
3.9. L EXPEIMENTO L.t e e e s e e e e e e e a e e e e e e aeannes 52
3.9.2 AqUISIGA0 de Tarefa......cccovviiiiiiiiii 53
3.9.3 Efeitos de diferentes doses de AEME ou salina sobre a meméria operacional
espacial de ratos desempenhando tarefas com retardo de 1 horano LR-8 ......... 53
3.9.4 Efeitos da admistracao (icv) de salina e acetonitrila sobre a memdéria operacional
espacial de ratos desempenhando tarefas com retardo de 1 horano LR-8 ......... 53
3. 10 Experimento II- Andlise bioquimiCa .............couiiiiii i 54
4, RESULTADOS ... e e e et e e e e et e e et e e et aeeaneee 54
4.1 Resultados eXPerimeENtO |......ccccciiiiiiiiiei e 54
4.1.1 Pesos corporais durante as fases de treinamento...........cccceevvvvevveveviineennnn. 54
4.1.2 Aquisicao da tarefa no labirinto radial de oito bragos ...........cccccvvvvvvvveeenennn. 55
4.1.3 Sem interposi¢é@o do retardo de 55 (FASE IV).....ccoovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee, 55
4.1.4 Com interposicéo de retardo de 5 segundos (FASE V) .......ccovvvvvvviiiiiniennnn. 57
4.1.5 Agéo das diferentes doses de AEME no ventriculo lateral sobre a memoria
operacional espacial de ratOsS ... 58
4.1.6 Agdo da administragdo de salina e acetonitrila no ventriculo lateral sobre a
memoria operacional espacial de FatoS...........cccuuuvviiiiieeeiiiiieee e 59
v/ W o Tor=1 4= Tor=To o F= W ox= Lo 11 ] - U 60
4.3 Resultados do experimento II- Andlises Bioquimicas ............ccoovrvuviieeeeieennnnnnns 63
4.3.1 Determinacao dos Produtos Avancados de Oxidacao Protéica (Advanced
Oxidation Protein Products — AOPP) ... 63
4.3.2 PeroxXidaGao LIpIdICaA. ......cuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 64
4.3.3 Atividade da enzima CAT .....uuiiii e e e e e e e e e eeaene 65
4.3.4 Atividade da enzima GPX........ooii oo 67
4.3.5 Atividade da enzima SOD .......ccooiiiiiiiiiicie e e 68
B, DISCUSSAD ..ottt 70
B.  CONCLUSOES ..ottt 79

T REFERENCIAS ...ttt 80



RESUMO

Durante a inalacdo do crack, a queima da cocaina gera um produto chamado
anidroecgonina metil éster (AEME). Esse composto € exclusivamente produzido a
partir da pirélise da cocaina, sendo, portanto, um marcador analitico do uso do
crack. Existem poucos dados na literatura sobre os efeitos dessa substancia no
sistema nervoso central, bem como os efeitos sobre a funcdo cognitiva e sua
neurotoxicidade. O objetivo desse estudo foi investigar os efeitos da AEME sobre a
mem©aria operacional espacial e em parametros de estresse oxidativo em estruturas
cerebrais especificas como o cértex pré-frontal (CPF), hipocampo (HPC) e estriado
(STD). Ratos treinados no labirinto radial de 8 bracos (LR-8) e com canulas
implantadas no terceiro ventriculo (AP: - 0,3 mm; L: 1 mm; B: 3,6 mm) foram
submetidos a administrac@o intracerebroventricular (icv) aguda de AEME nas
doses de 10, 32 ou 100 pg e ap6s 5 minutos foram submetidos a testes com retardo
de uma hora no LR-8. Um grupo independente de animais recebeu administracdo
icv aguda de AEME nas doses de 10 (n=5), 32 (n=5), 100 pg (n=5) ou salina (n=5)
para andlise dos seguintes parametros de estresse oxidativo: produtos avancados
de oxidacao protéica (AOPP); peroxidacao lipidica, através da analise de espécies
reativas ao &cido tiobarbitirico (TBA-RS); atividade das enzimas antioxidantes,
catalase (CAT); glutationa peroxidase (GPx) e superoxido dismutase (SOD), no CPF,
HPC e STD. Animais apresentaram significativamente maior nimero de erros no
desempenho de tarefas com retardo de 1 hora quando receberam AEME icv nas
doses de 32 ug (P < 0,05) e 100 pug (P < 0,05) quando comparados ao grupo
controle (salina). Animais que receberam AEME icv na dose de 100 pug
demonstraram aumento (P < 0,05) dos niveis de AOPP quando comparados aos
animais que receberam a dose de 10 ug no STD, e também demonstraram aumento
(P < 0,05) na atividade da enzima GPx no STD quando comparado ao grupo
controle, e aos grupos que receberam as doses de 32 ug (P < 0,05) e 10 ug (P <
0,01). Como conclusao dos resultados desse estudo pode-se sugerir que a AEME
prejudicou a memoria operacional espacial de longa duragcdo de maneira dose-
dependente, induziu 0 aumento da oxidacao proteica e alterou os niveis de uma das

enzimas antioxidantes, a GPXx, no estriado.



ABSTRACT

During the inhalation of crack, the burning of cocaine content generates a product
named anhydroecgonine methyl ester (AEME). This compound is exclusively
produced in the process of cocaine pyrolysis, which has been used as an analytical
marker for crack use.There are few data in the literature on the effects of the
substance on the central nervous system, as well as the effects on cognitive function
and its neurotoxicicity. The aim of this study was to investigate the effects of AEME
on spatial working memory and on parameters of oxidative stress in specific brain
structures such as prefrontal cortex (PFC), hippocampus (HPC) and striatum (STR).
Rats well-trained in an 8-arm radial maze (8-RM) and with a cannula implanted into
the third ventricle (AP: -0.3 mm; L: 1 mm; B: 3.6 mm) underwent to acute
intracerebroventricular (icv) administration of AEME at doses of 10, 32 or 100 ug and
were tested 5 minutes later in 1-hour delayed tasks in the 8-RM. An independent
group of animals received acute icv administration of AEME at doses of 10 (n = 5),
32 (n = 5) or 100 pg (n = 5) or saline (n = 5) for analysis of oxidative stress
parameters such as advanced oxidation protein products (AOPP); lipid peroxidation
through the analysis of reactive species the thiobarbituric acid (TBA-RS); activity of
antioxidant enzymes, catalase (CAT); glutathione peroxidase (GPx) and superoxide
dismutase (SOD), in the PFC, HPC and STR. Animals showed significantly higher
number of errors in the post-delay performance of 1-hour delayed task when they
received AEME icv at doses of 32 ug (P < 0.05) and 100 pg (P < 0.05) when
compared to the control treatment (saline). Animals receiving AEME icv at the dose
of 100 pug showed increased (P < 0.05) AOPP levels when compared to animals
receving the dose of 10 ug in the STR, and also showed increased (P < 0.05) activity
of GPx enzime in the STR when compared to the control group, and to groups
receiving the doses of 32 ug (P < 0.05) and 10 ug (P < 0.01). As a conclusion results
of this study showed that the AEME impairs long-termed spatial working memory in a
dose-dependent manner and induced increased protein oxidation and changed the

levels of one of antioxidant enzymes, the GPX, in the striatum.
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1. INTRODUCAO

1.1Cocaina

A cocaina (COC) é um alcaloide extraido das folhas da planta Erythroxylon coca. A
partir dessas folhas, sdo produzidos a pasta base de cocaina, o cloridrato de
cocaina, a merla, o crack e o oxi (Figura 1) (STEWART apud KINTZ et al., 1995).

Macerando as folhas de coca com solventes organicos (como o éter), forma-se a
pasta base de cocaina. No processo de refinamento, a pasta base é tratada com
acido cloridrico formando o cloridrato de cocaina, que pode ser absorvido por
mucosas (digestiva, nasal e retal) e ainda ser diluido em agua para aplicacdo
endovenosa (DONATO et al., 2001).

A merla consiste na cocaina remanescente na pasta base, presente junto a outros
sedimentos residuais do processo de refino. JA o termo “Oxi” provém da abreviacéo
de oxidacdo e o produto deriva do cozimento de pasta base de cocaina com
proporcdes variaveis de gasolina ou querosene e cal virgem (CaO) (BASTOS et al.,
2011; DONATO et al., 2001).

O crack é obtido a partir da pasta base de cocaina, ou seja, ndo conjugada a
molécula de cloridrato. O processo é feito pela adicdo da pasta base de cocaina a
uma substancia béasica, geralmente o bicarbonato de sédio, formando o “crack”, o
qual tem esse nome devido ao som do estouro da droga quando fumada
(GOLDSTEIN et al., 2009).
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Folhas da Planta do Género Erytroxy fum:
{Contém Cocaina)

Agua
Solugdo Basica
Extragao com Solvente
1 1
Fase Aquosa Fase Orgédnica
Solucio Acida
L] ¥
Fase Organica Fase Aquosa
lSqugz’icr Basica
Pasta de COCA
Solucio Acida
Solvente

Cloridrato de Cocaina

Agua o
Solugédo Basica
Aquecimento

Substancia "oleosa™

Resfriamento
(Banho de gelo)

Prec ipitﬂ%ﬁ& [E‘I::-ase livre

Figura 1. Fluxograma da producdo de cloridrato de cocaina e crack, a partir da planta Erythroxylon
coca (GARCIA, 2009).

1.2 Histoérico e caracteristicas farmacocinéticas

A coca é utilizada pelos indios Amara, no Peru, ha mais de 1000 anos. No final da
década de 60, principalmente na Europa, a cocaina teve sua comercializacdo sob
diferentes formas, como, por exemplo, o vinho de coca Mariani, e a “coca- cola”, a
qgual era uma bebida isenta de alcool, mas continha cocaina. Entretanto o grande
consumo de cocaina enquanto droga de abuso se popularizou na América do Norte
na década de 1980 (CAULKINS apud KARCH, 1999).

O crack foi introduzido nos bairros pobres e marginalizados de Los Angeles, Miami e

Nova York em meados da década de 80, enquanto no Brasil, as primeiras
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apreensbes de crack foram registradas a partir do inicio da década de 90
(REINARMAN; LEVINE, 1997; DONATO, 2011). Aparentemente, o facil acesso, o
baixo custo e o perfil farmacocinético semelhante ao da cocaina injetada (com riscos
menores de transmisséo de doencas infectocontagiosas) possibilitaram ao crack alto
poder comercial, superior ao do cloridrato de cocaina para uso aspirado
(HATSUKAMI; FISCHMAN, 1996).

Outro fator que possibilita maior poder comercial ao crack seria 0 seu efeito
imediato. Isto se deve ao fato da cocaina ser volatilizada durante o fumo do crack,
sendo rapidamente inalada e absorvida pelo pulm&o, o qual € um orgdo muito
vascularizado e com grande area superficial, 0 que leva a uma absor¢cdo imediata.
Através do pulmao, a cocaina passa para a circulacéo cerebral e chega rapidamente
ao sistema nervoso central, fato que explica o surgimento dos efeitos estimulantes
da cocaina, como a euforia e agitacdo. Os primeiros efeitos surgem entre 10 a 15
segundos, enquanto os efeitos apds a via nasal ocorrem apés 10 a 15 minutos
(GARCIA, 2009)

1.3 Dados Epidemioldgicos

Segundo estimativas recentes do Escritério das Nacdes Unidas sobre Drogas e
Crimes (UNODC, 2015), agéncia da Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU)
encarregada de coordenar as atividades internacionais de fiscalizagdo de
entorpecentes, a estimativa de utilizacdo de drogas ilicitas no ano de 2013 foi de 0,4
por cento da populagcao mundial adulta com idades entre 15 e 64 anos. Dentre essas
drogas ilicitas, os maiores mercados e as taxas mais altas de prevaléncia de
consumo da cocaina sé&o encontrados na Ameérica do Norte, América do Sul, e as
regides da Europa Ocidental e Central. Entretanto, na América do Sul, a prevaléncia
anual do uso da cocaina teve um aumento estimado de 0,7 por cento em 2010 (1,84
milhdes de usuarios) para 1,2 por cento em 2012 (3,34 milhdes de usuarios), e o

Brasil representa o maior mercado de cocaina da América do Sul.
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Para a andlise da prevaléncia do consumo de drogas no Brasil, foi realizado em
2005 o Il Levantamento Domiciliar sobre o Uso de Drogas Psicotrépicas em 108
cidades com mais de 200 mil habitantes, na faixa etaria de 12 a 65 anos,
encomendado pela Secretaria Nacional de Politicas sobre Drogas (SENAD) ao
Centro Brasileiro de Informacdes sobre Drogas (CEBRID). Nesse estudo,
demonstrou-se que a prevaléncia do consumo de cocaina na vida foi de 2,9% e o
consumo do crack foi de 0,7%; pode-se afirmar que houve um aumento significante
no consumo em relacdo a um outro levantamento realizado no ano de 2001 nas 107
cidades brasileiras com populacdo acima de 200 mil habitantes, em que o consumo
de cocaina foi de 2,3% e o de crack 0,4%. A faixa etaria para maior consumo de
cocaina e crack na vida foi entre 25 e 34 anos tanto no levantamento realizado em
2001 quanto no realizado em 2005. Em relacdo ao género, o sexo masculino teve a
maior prevaléncia no consumo tanto de cocaina quanto de crack nos dois

levantamentos.

Mais recentemente Laranjeira e colaboradores (2012) realizaram um estudo
populacional sobre os padrbes de uso de alcool, tabaco e drogas ilicitas na
populacao brasileira, no qual demonstraram que a prevaléncia do uso uma vez na
vida da cocaina em po6 pela populacdo adulta (18 anos ou mais) foi de 3,8%,
representando cerca de 5 milhdes de brasileiros, enquanto a prevaléncia do uso do

crack uma vez na vida foi de 1,3%, ou seja 1,7 milhdes de brasileiros.

1.4 Anidroecgonina Metil Ester (AEME)

A Anidroecgonina Metil Ester (AEME) ou Metilecgonidina (MEG) é o principal
produto da degradacédo térmica da cocaina, ou seja, € produzida quando ocorre 0
aguecimento da base de cocaina durante o fumo do crack. Aproximadamente 50 a
80% de cocaina é convertida em AEME e acido benzoico, nas temperturas entre
255-440 °C, podendo sofrer variacbes de acordo com as condigbes experimentais.
(Figura 2). Esse produto da pirdlise pode ser detectado na urina, cabelo, saliva,
transpiracdo e sangue de usuarios de crack (SCHEIDWEILER et al., 2000). Porém

nao é encontrado em amostras bioldégicas de usuéarios de cocaina, por isso é
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considerado um marcador especifico do uso de crack (TOENNES et al.,, 2003;
MARTIN et al., 1989; NAKAHARA e ISHIGAMI, 1991).
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Acido benzoico Metilecgonidina

Figura 2. Esquema da conversdo da cocaina em acido benzéico e AEME, ou Metilecgonidina.
Extraido e traduzido de (MARTIN et al., 1989).

Em relacdo aos parametros farmacocinéticos da AEME, sabe-se que o volume de
distribuicdo médio de cocaina apds a administracdo intravenosa de 4 mg/kg da
droga em ovelhas foi de 3,11 L/kg, enquanto o volume de distribuicio médio apds a
administracao intravenosa de 3 mg/kg de metilecgonidina variou entre 6,6 L/kg e 10
L/kg e a meia-vida ficou em torno de 16,3 a 17,8 minutos (SCHEIDWEILER et al.,
2003). Com isso, tanto a cocaina quanto a metilecgonidina tém o volume de
distribuicdo maior que o volume sanguineo de ovelhas, indicando que se distribuem

do sangue para 0s outros tecidos.

Pouco se sabe sobre as vias de biotransformacdo da AEME, Fandifio e col. (2002)
em um estudo utilizando microssomas de figado e pulméo de ratos, demonstraram
que a AEME pode ser biotransformada em: anidronorecgonina metil éster (ANEME),
anidroecgonina metil éster N-6xido (AMENO), anidronorecgonina etil éster (ANEEE)
e na presenca de etanol, sofre uma transesterificagcdo formando a anidroecgonina
etil éster (AEEE). Sabe-se também que a AEME é rapidamente biotransformada a
ecgonidina (AE), o qual é o principal metabdlito excretado na urina (FANDINO, et al.,
2002).
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Em relacdo ao mecanismo de acdo da AEME, Jacob e col. (1990) mostraram a
similaridade estrutural da AEME com as estruturas da arecolina e anatoxina-A,
sugerindo que a AEME possa ter uma atividade colinérgica (Figura 3). Erzouki e col.
(1995), demonstraram que a administracdo intravenosa da AEME diminuiu a
pressdo arterial e os batimentos cardiacos de coelhos, porém aumentou a
frequéncia respiratéria. Esta hipotensdo, em geral de inicio rapido, foi
competitivamente antagonizada pela atropina; dai a hipotese de que a AEME pode
atuar como um agonista muscarinico, in vivo. Assim, é possivel presumir que a
exposicdo repetida a AEME possa produzir alteracfes cognitivas associadas ao
consumo de crack (SCHEIDWEILER et al., 2003).
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Figura 3. Estruturas da cocaina (1), AEME (2), arecolina (3) e anatoxina-A (4). A figura demonstra a
similaridade entre a estrutura da AEME com a arecolina e a anatoxina-A. Extraido e traduzido de
(JACOB, et al., 1990)
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Yang e col. (2001) demonstraram que tanto a cocaina quanto a AEME afetam
significativamente a producdo de AMP ciclico e GMP ciclico, e isso foi observado,
através de estimulagdo de receptores colinérgicos muscarinicos em cultura de
células HEL299 que expressavam receptores do tipo M2. Outro estudo in vitro, o
qual utilizou cultura de células hipocampais de ratos, demonstrou que através do
ensaio de viabilidade neuronal, os antagonistas seletivos de M1 e M3 preveniram a
neurotoxicidade apos 24 horas de exposicdo a AEME, sugerindo que a toxicidade é

devida ao efeito agonista parcial dos receptores M1 e M3 (GARCIA et al., 2015)

Sobre a neurotoxicidade da AEME, Garcia e col. (2012), realizaram um estudo in

vitro sobre a viabilidade celular em cultura primaria de células hipocampais de ratos,
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no qual revelaram que a AEME apresentou um potencial neurotdéxico muito maior do
que a propria cocaina, e que, quando associados, ocorreu um efeito sinérgico,
sugerindo um maior risco de neurotoxicidade com o uso do crack em comparacao ao
uso da cocaina em po. Inclusive, 0 aumento da atividade da caspase-3 (responsavel
pela morte celular) em cultura de neurdnios hipocampais apds 6 horas de exposi¢ao
a AEME pode ser um dos principais mecanismos de neurotoxicidade (GARCIA et al.,
2015).

Existem poucos relatos na literatura sobre os efeitos comportamentais da AEME.
Entretanto, foi realizado um teste para a avaliagdo da atividade locomotora em que
ratos foram submetidos a administracbes agudas de AEME (1; 3; 10 e 30 mg/kg
intraperitoneal IP) ou solucdo controle (salina). Os resultados mostraram que
comparados a salina, animais que receberam AEME apresentaram um aumento
discreto na atividade locomotora, porém néo foi observada uma correlacdo entre o

aumento da locomocédo com doses crescentes da AEME (GARCIA et al., 2014).

Sabe-se que quando o usuario fuma o crack, além de estar exposto a cocaina ha o
produto da pirélise, a AEME, e que essas drogas de abuso produzem alguns efeitos
em comum no sistema nervoso central, destacando-se a ativagcdo do sistema
mesolimbico dopaminérgico, o qual é considerado parte integrante do sistema de
recompensa (NESTLER, 2001).

1.5 Sistema de Recompensa Cerebral e Cocaina

A base do comportamento humano envolve reacdes a estimulos ambientais que
ativam os sentidos, além de estimulos internos como pensamentos, sensacoes,
necessidades, etc. Em conjunto, esses estimulos alteram as atitudes e motivacdes
do individuo, conduzindo-o a agir ou reagir de forma a alcancar um objetivo

especifico ou uma recompensa (CHEN et al., 2010).

O sistema mesolimbico é considerado parte integrante do sistema de recompensa,
modulando as respostas comportamentais a estimulos que ativam sensacdes de

prazer. E constituido em parte pela area tegmental ventral (ATV) e o nucleo
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accumbens (NAcc) (GOLDSTEIN e VOLKOW 2002) e o cortex pré-frontal (CPF)
(GOLDSTEIN e VOLKOW 2011). Neurdnios dopaminérgicos da ATV projetam-se
para as areas do NAcc, amigdala, tAlamo, hipocampo, além do CPF. Juntas, essas
regides desempenham um papel critico na adaptacdo e realizacdo de
comportamentos que envolvem uma recompensa (GOLDSTEIN e VOLKOW, 2002;
HYMAN e MALENKA, 2001) (Figura 4).

——<  Glutamatérgico
——<  Dopaminérgico
———| GABAérgico

Figura 4. Sistema de recompensa em roedores. Um esquema simplificado das principais conexdes
entre a area tegmental ventral (ATV) e o nucleo accumbens (NAcc). (dopaminérgico = verde;
glutamatérgico = vermelho; e gabaérgica = azul) do cérebro de roedor. Cértex pré-frontal (CPF),
hipocampo (HPC), amidala (AMI), estriado (EST) (Extraido e traduzido de RUSSO e NESTLER, 2013)

A liberacdo de dopamina no NAcc e CPF ocorre quando um determinado estimulo
leva a uma sensacao de prazer, sendo que esse estimulo pode ser desde o cheiro
de um alimento, quando estamos com fome, ou um estimulo quimico, como
acontece no uso de drogas psicoativas, como a cocaina e o crack. Independente da
via de administracdo, a cocaina € um potente bloqueador da recaptacdo da
dopamina, serotonina e noradrenalina no NAcc, produzindo os sintomas classicos de
euforia e agitacdo associados a utilizacdo da droga (DI CHIARA e IMPERATO,
1988; KOOB e BLOOM, 1988). A liberacdo de dopamina estimula também a procura
pela sensacdo de prazer obtida com o uso da droga, o que faz com que 0 usuario

volte a fazer o uso da substancia responsavel por essa sensacdo. Dessa forma,
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guanto maior a capacidade de inducdo da adicdo de uma droga, maiores serdo 0s
esforgos do usuério para consegui-la novamente (NESTLER, 2001).

Entdo, pode-se presumir que o circuito de recompensa cerebral esteja fortemente
implicado nos processos neurais subjacentes a adicdo a drogas, a qual € em geral,
acompanhada de varias deficiéncias neurolégicas, tais como: déficits na cognicao,
motivacdo, percepcdo e atencdo, desinibicdo comportamental, instabilidade
emocional, depressao, anedonia, impulsividade e agressividade (MAJEWSKA, 1996;
PAU et al., 2002; GARDNER, 2005 ).

Como ja citado anteriormente o HPC e o STD sao regides cerebrais que fazem parte
do sistema de recompensa cerebral e extensas evidéncias indicam funcdes criticas
para o HPC e o estriado dorsal em toxicodependéncia e recaida para uma variedade
de drogas de abuso (revisto por GOODMAN e PACKARD, 2016). O hipocampo
dorsal parece desenvolver um papel no contexto de controle de drogas, relacionado
com a cocaina, enquanto a regido lateral do estriado dorsal (DLS) medeia a relacdo
estimulo resposta (S-R) para cocaina e alcool (revisto por GOODMAN e PACKARD,
2016).

A conectividade em série entre NAcc, mesencéfalo e estriado dorsal pode influenciar
na transicdo de comportamentos habituais observados na progressao da adicdo. O
estriado dorsal codifica associacdes entre estimulos relacionados com a droga e
respostas comportamentais (JOFFE et al., 2014; revisto por GOODMAN E
PACKARD, 2016).

No contexto de multiplos sistemas de memoria, sabe-se que o HPC e o corpo
estriado dorsal podem codificar componentes exclusivos de memoarias relacionadas
com a droga. O HPC né&o codifica respostas comportamentais, mas as informacoes
adquiridas pelo HPC podem ser usadas para gerar as respostas comportamentais
apropriadas relacionadas a dependéncia (revisto por GOODMAN e PACKARD,
2016).

Além do HPC e o STD, o CPF também faz parte do sistema de recompensa

cerebral, o qual emite projecdes glutamatérgicas para a ATV e o NAcc e essas
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projecbes excitatérias possuem um papel critico no estabelecimento de
comportamentos aditivos (CHEN et al., 2010) Figura 4. J& foi observado que o
aumento da funcdo glutamatérgica nas regifes da ATV e NAacc esta associado a
um comportamento compulsivo (craving) em usuarios de entorpecentes. A utilizagéo
de antagonistas glutamatérgicos sugere que a inativagdo do ATV e NAcc previna
esse comportamento (CHEN et al., 2010).

O CPF é responsavel pelas avaliacbes e decisbes tomadas pelo individuo perante
uma determinada situacdo, analisando os riscos e beneficios antes dessa deciséo.
O uso cronico de drogas de abuso afeta o CPF e torna o usuario incapaz de
considerar as consequéncias dos seus atos. Além disso, estudos de neuroimagem
tém demonstrado atividade neuronal alterada no CPF de dependentes de cocaina, e
os efeitos neurocognitivos estéo relacionados com dificuldades na aprendizagem e
memoria e também nas funcdes executivas (LEHRMANN et al., 2003; ENGLOT et
al., 2010, GOLDSTEIN e VOLKOW 2002; BOLLA et al., 1999).

1.6 Cortex pré-frontal e Memaoria Operacional

Como descrito anteriormente o CPF é parte integrante do sistema de recompensa
cerebral, anatomicamente ele esta localizado rostralmente as areas motoras do
cortex cerebral, é subdividido em trés maiores regides: orbital, medial e lateral. As
regides orbital e medial estdo envolvidas no comportamento emocional, enquanto a
regido lateral promove o suporte cognitivo a organizacdo temporal de

comportamento, fala e raciocinio (FUSTER, 2001).

Como o CPF é uma area de grande variedade e heterogeneidade de conexdes,
sugere-se que ele esteja relacionado ao controle do estado geral do cortex cerebral
e atividades complexas, como planejamento e controle comportamental e emocional
do individuo (LURIA, 1981).

O CPF esta envolvido em uma diversidade de processos cognitivos e executivos,
incluindo atencédo, tomada de decisfes, controle da resposta inibitéria e integracao

temporal do comportamento voluntario (DALLEY et al., 2004). Contribui para o
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funcionamento executivo, para o processamento de controle cognitivo, essencial

para a manutencao de representacdo de mémorias “online” (DALLEY et al., 2004).

No CPF de roedores, sao consideradas trés regides: medial, lateral e ventral, sendo
que a regido medial estéa relacionada ao controle das fun¢gdes executivas centrais e a
memoria operacional, fungdo cognitiva muito estudada, tanto em roedores quanto
em primatas (GOLDMAN-RAKIC, 1990; BADDELEY, 2003; DALLEY et al., 2004,
KESNER, 2000; UYLINGS et al., 2003).

O termo memoria operacional foi inicialmente proposto por Miller e col. (1960), sendo
adotado posteriormente por Baddeley e Hitch em 1974 (apud BADDELEY, 2001),
entretanto foi modificado e complementado ao longo do tempo por outros

pesquisadores.

A memoria operacional (ou de trabalho) processa e armazena temporariamente uma
determinada informacdo sensorial (recente e relevante) que serd manipulada
durante a execucédo de tarefas cognitivas que envolvem aprendizado, compreensao
e raciocinio, além disso, ela fornece uma interface entre percepcdo, memoria de
longo prazo e acao, alids, este € um tipo de memdria que diferencia-se das demais,
por ndo deixar tracos e nao produzir arquivos. Um exemplo comum do
funcionamento da memdria operacional € o armazenamento temporario de um
namero de telefone até que o mesmo seja discado e, entdo, imediatamente
esquecido (IZQUIERDO, 2002; BADDELEY, 2003).

Fuster (2002), ao estudar sobre as fungdes cognitivas do lobo frontal, evidenciou a
associacdo do CPF (funcdo executiva) com o coértex posterior (funcbes sensoriais)
de forma a manter um circuito de reverberagdo durante a execu¢cdo da memoria
operacional, um processo crucial para sustentacdo da informacéo enquanto durar

uma fungao.

Na neurociéncia comportamental e em estudos sobre o comportamento animal, por
exemplo, o termo memaria operacional é associado ao paradigma do labirinto radial
(MIYAKE e SHAH, 1999). Porter e col. (1997) observaram prejuizos na memoaria

operacional em animais com lesdo no CPF, em testes com retardo, no modelo do
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labirinto radial de oito bragos. Lesdes no CPF medial (CPFm) de ratos produzem
varios déficits na aquisicdo e retencdo em testes de memaria operacional, tais como
resposta com retardo, alternacdo com retardo, e outras tarefas relacionadas
(UYLINGS et al., 2003).

1.7 Neurotoxicidade da AEME

1.7.1 Estresse Oxidativo

O termo "estresse oxidativo" pode ser definido como um sério desequilibrio entre a
producdo de ER (espécies reativas) e o sistema antioxidante, como pode ser visto
na figura 5. O termo “espécies reativas” muitas vezes é utilizado para identificar
radicais livres, os quais podem ser definidos como qualquer espécie que contém um
ou mais elétrons ndo pareados, ou seja, 0s elétrons ocupam isoladamente um orbital
atomico ou molecular. As ER podem ser de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN).
As ERO mais importantes sdo: o anion superoxido (02 "), radical hidroxila (OH") e 0
anion hipoclorito (OCI), j& as ERN mais relevantes sdo o 6xido nitrico (NO) e o
peroxinitrito (ONOQ") (Figura 5) (CLARK et al., 2010; HALLIWELL e WHITEMAN,
2004).

A producédo de ERO e ERN é parte integrante do metabolismo humano, e em baixas
concentracbes exercem importantes fungdes biolégicas, como na fagocitose,
fenbmeno em que essas espécies sdo produzidas para eliminar o agente agressor.
(VASCONCELOS et al., 2007). Entretanto, quando ocorre 0 aumento das espécies
reativas, o estresse oxidativo pode causar danos oxidativos, como: a peroxidagao
lipidica, oxidacdo de proteinas, danos ao DNA e varias deficiéncias de enzima
produzindo efeitos negativos a nivel celular e sistémico (HALLIWELL, 2007,
POMIERNY-CHAMIOLO, 2013).
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Figura 5. Espécies reativas ao oxigénio e sistema antioxidante. Esquema com as fontes de espécies
reativas ao oxigénio e o sistema antioxidante. Extraida e traduzida de (HALLIWELL, B. 2011).

Dentre os danos oxidativos, a peroxidacdo lipidica é caracterizada pelo ataque de
radicais livres aos acidos graxos poliinsaturados na membrana celular, dando origem
a uma cadeia de reacdes quimicas, que resultam na formacédo de hidroperéxidos
lipidicos os quais sofrem degradacédo formando o malondialdeido (MDA) (Figura 6).
Historicamente, os primeiros biomarcadores de danos oxidativos de lipidios do
cérebro que foram medidos sdo o malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxinonenal
(HNE), (CHERUBINI, et al., 2005; URSO e CLARKSON, 2003). A peroxidacao
lipidica parece ter uma contribuicdo significativa para o desenvolvimento de lesbes
isquémicas no cérebro ou na medula espinhal (HALLIWELL e CHIRICO, 1993).
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Figura 6. Peroxidacao Lipidica. Extraida e modificada de (FONSECA, 2007)

Outro dano oxidativo prejudicial é aquele relacionado as proteinas. Uma das
maneiras de se avaliar esses danos é a medida dos produtos avancados de
oxidacdo de proteinas (AOPP), que tem sido relatada como um marcador importante
de dano oxidativo a proteina (WITKO-SARSAT et al., 1996). O nivel de AOPP é uma
medida de proteinas altamente oxidadas, especialmente a albumina (SELMECI,
2005). O principal mecanismo de formag&o do AOPP é através do acido hipocloroso
produzido pela enzima mieloperoxidase (MPO) (KALOUSOVA et al., 2005), como
pode-se observar na figura 7. Além de serem marcadores de estresse oxidativo, o
AOPP também é considerado marcador de inflamagdo (ALAGOZLU et al., 2012).
Niveis elevados de AOPP sao encontrados em diversas doencas, tais como:
diabetes, doenca arterial coronariana, esclerose sistémica, cancer colo-retal, doenca
de Parkinson e Alzheimer (SELMECI, 2011; ALTUNOGLU et al., 2014; MEDEIROS
et al., 2016).
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Figura 7.Enzimas antioxidantes e formacéo do acido hipocloroso pela MPO. Extraida e traduzida de
(NIEDZIELSKA et al., 2016).

Os radicais livres e outras ER tem um papel importante na patogénese de diversas
doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer, Esclerose Amiotréfica
Lateral, Doenca de Huntington e Doenca de Parkinson (HALLIWELL e WHITEMAN,
2004; PRATICO, 2001; PERAILE, et al., 2013). Isso se justifica pelo fato de o
sistema nervoso central ser particularmente vulneravel aos danos oxidativos, uma
vez que possui uma alta exigéncia de energia, uma alta taxa de consumo de
oxigénio e um déficit relativo de sistemas de defesa antioxidantes em comparacao
com outros orgaos (FLOYD, 1992).

Em relacdo aos danos oxidativos no sistema nervoso central associados a
administracdo de cocaina, sabe-se que a maioria dos mecanismos propostos esta
relacionada com a acdo da dopamina. A dopamina é metabolizada néo-
enzimaticamente (através de auto-oxidagdo) para gerar o peroxido de hidrogénio
(H20;) e um anion superoxido (O,7), ou enzimaticamente pela monoamina oxidase
para formar H,O,. Ambos radicais livres podem reagir através da reacdo de Fenton

com ions de metais de transicdo (Fe*) para produzir o radical hidroxila, o qual é



32

altamente toxico para as células (HERMIDA-AMEIJEIRAS, apud POMIERNY-
CHAMIOLO, 2013)

Entretanto, ndo existem estudos in vivo que relatam o efeito da AEME no sistema
nervoso central relacionado com o estresse oxidativo, mas com relagédo aos efeitos
da cocaina j& existem alguns dados. Lloyd e col. (1993) demonstraram a producao
de ERO, como o radical hidroxila, no tecido encefélico de ratos ap6s administracéo
de cocaina, e Poon e col. (2007) em seu estudo in vitro analisou 0 aumento de
estresse oxidativo em células progenitoras neuronais humanas expostas a 1 pM de

cocaina.

1.7.2 Sistema Antioxidante

Antioxidante pode ser definido como qualquer substancia que retarda, impede ou
remove o dano oxidativo a uma molécula alvo. Os antioxidantes podem ser
moléculas complexas, tais como a superoxido dismutase, catalase ou mais simples
tais como &cido Urico e glutationa (HALIWELL e GUTTERIDGE, 2007; revisto por
GUTTERIDGE e HALLIWELL, 2010).

Os antioxidantes podem ser divididos em dois tipos principais, 0s enzimaticos e 0s
nao enziméaticos. Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo compostos por vitamina A
(retinol), vitamina E (a-tocoferol), vitamina C (acido ascorbico), glutationa reduzida
(GSH), cisteina, tioredoxina e também os minerais, como cobre, ferro, selénio,
manganés e zinco. Enquanto os antioxidantes enzimaticos sdo representados pelas
enzimas: superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPx) (YU, 1994; VASCONCELOS, et al., 2007).

As principais formas de superoxido dismutases encontradas em humanos séo a
SOD-cobre-zinco (Cu/ZnSOD) localizada no citosol (dimérica), e a SOD-manganés
(Mn/SOD) localizada na mitocondria. Esta enzima catalisa a dismutacdo do radical
superoxido em H,O, e O, na presenca de protons H+, como representado nas
figuras 7 e 8 (ROSS e MOLDEUS, 1991; VASCONCELOS et al., 2007).
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A catalase, cujo sitio ativo contém o grupo heme, esta localizada nos peroxissomos,
e também é encontrada nas mitocéndrias das células do tecido cardiaco. E uma
enzima antioxidante que catalisa a reducao de H,O, a H,O e O,, como representada
pelas figuras 7 e 8 (VASCONCELOS et al., 2007).

Diferente da superoxido dismutase e da catalase a GPx nos mamiferos expressam
oito tipos de isoformas, que em sua maioria sdo peroxidases dependentes de GSH,
gue sao capazes de reduzir H,O, e perdxidos organicos a agua ou alcool, através da
oxidacdo da glutationa reduzida (GSH), formando glutationa oxidada (GSSG) como
representado nas figuras 7 e 8. Dentre as oito isoformas conhecidas, a GPx 1- 4 e
GPx 6 sdo selenoproteinas, enquanto a GPx 5, 7 e 8 apresentam uma cisteina no
sitio catalitico (VASCONCELOS et al., 2007, CONRAD, 2009).

20, 2H*_S9D__ HO, + O, (1)
2HO, Catalase, 2HO +0, (2)
2GSH +H,0,_GPx _ 2H O + GSSG (3)

Figura 8. Reac¢des cataliticas das enzimas antioxidantes. (1) Superéxido dismutase (SOD). O radical
superoxido é dismutado em perdxido de hidrogénio e em oxigénio molecular. (2) Catalase.
Degradacdo do peréxido de hidrogénio a oxigénio molecular e agua. (3) Glutationa peroxidase.
Glutationa reduzida e peréxido de hidrogénio sdo oxidados a agua e glutationa oxidada. Extraida de
(VASCONCELOS et al., 2007).

Em relacdo aos efeitos da cocaina e o sistema antioxidante enzimatico, existem
alguns dados na literatura que apontam que o tratamento agudo e cronico (1
injecdo/dia) de 20 mg/kg de cocaina por 10 dias, provoca a inducdo da atividade da
GSH-Px e da SOD no cortex frontal e estriado dos ratos, os autores ainda salientam
gue 0s mecanismos compensatérios, como as atividades das enzimas antioxidantes
em relacdo ao aumento do estresse oxidativo, foram capazes de prevenir o dano
celular, j& que ndo ocorreu nenhuma morte celular nas estruturas cerebrais
estudadas. Outro estudo também observou que o tratamento com cocaina em doses
baixas (10 e 30 mg/kg IP) diminuiu a atividade da catalase no estriado de ratos,
consequentemente o aumento da producdo de H,0,. J& em um protocolo com
autoadministracao repetida de cocaina (0,05 ml/ infusdo), ocorreu o aumento da

atividade da SOD no HPC, cortex frontal e STD de ratos. Com isso destaca-se a
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associacdo entre biomarcadores de estresse oxidativo e processos motivacionais
relacionados a ingestdo voluntaria da cocaina em ratos (DIETRICH et al., 2005;
MACEDO et al., 2005; POMIERNY-CHAMIOLO et al., 2013).

Devido aos poucos estudos in vivo sobre os possiveis efeitos neurotéxicos da AEME
bem como as suas alteragcbes comportamentais, € de extrema importancia que
existam trabalhos que abordem os parametros bioquimicos e comportamentais para
um melhor entendimento de processos relacionados a dependéncia de drogas de

abuso, como a cocaina e o crack.
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2. OBJETIVOS

Geral

Investigar os efeitos comportamentais e neurotoxicos do produto da pirdlise da

cocaina, a anidroecgnonina metil éster (AEME).
Especificos

(1) Avaliar os efeitos da AEME sobre a memoria operacional espacial de ratos
desempenhando tarefas com retardo de 1 hora no labirinto radial de oito
bracos;

(2) Avaliar os efeitos da AEME sobre parametros oxidativos no cortex pré-frontal,
hipocampo e estriado de animais através da analise de:

Produtos avancados de oxidacao protéica (AOPP);

Peroxidagdo lipidica, através da andlise de espécies reativas ao &cido
tiobarbittrico (TBA-RS);

Atividade das enzimas antioxidantes, catalase (CAT); glutationa peroxidase

(GPx) e superdéxido dismutase (SOD);
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 48 ratos Wistar, machos, pesando entre 250 e 300 g, provenientes
do biotério central do Centro de Ciéncias da Saude (CCS), Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES). Os animais foram mantidos em gaiolas individuais no biotério
do Laboratério de Ciéncias Cognitivas e Neuropsicofarmacologia (LCCNPF) do
Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias Fisiolégicas em ambiente climatizado (22°
C = 2) em um ciclo claro-escuro artificial de 12 h (luzes acesas as 7 h). Para os
procedimentos comportamentais, os animais tiveram livre acesso a agua, e sob
restricdo parcial de alimento, entretanto mantendo 85% de seu peso inicial ajustado

ao crescimento.

Neste estudo foram respeitados os principios éticos do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA, www.cobea.org.br), que estd em conformidade
com normas internacionais de pesquisa envolvendo animais. Este projeto foi
submetido & Comissdo de Etica de Uso e Experimentacdo Animal (CEUA) do
CCSJ/UFES, aprovado sob o numero 10/2015.

3.2 Droga

A AEME vem acondicionada em ampola de 1 mg AEME/mL acetonitrila (Cerilliant ®)
e foi adquirida pela Policia Civil do Estado do Espirito Santo, ja que se trata de
substancia de uso restrito (Portaria 334/98 da ANVISA). A escolha das doses de
AEME utilizadas nesse estudo foram de acordo com Toennes e col. (2003) em que a
concentragdo maxima de AEME encontrada em amostra de sangue post-mortem de
usuarios foi de 472 ug/l, a partir dessa analise foi determinado que as doses

utilizadas seriam de 10 pg, 32 pug e 100 ug.

Os animais receberam administracbes agudas intracerebroventriculares nas doses
de 10 pg, 32 pg ou 100 pg; como solugdo controle foi empregada a salina. Para a
solucédo estoque das diferentes doses foi realizada uma diluicdo de 1:10, utilizando a

acetonitrila como solvente, e as aliquotas foram armazenadas a temperatura de 4°C.



37

Para os procedimentos da administracéo intracerebroventricular (icv) das diferentes
doses de AEME, a acetonitrila foi evaporada e o residuo foi ressuspenso em salina
(0,9%) fazendo uma diluicdo 1:1. A quantificacdo da AEME foi realizada por
cromatografia gasosa acoplada ao espectrofotdbmero de massa (GS-MS). Além do
controle feito com salina (icv), a acetonitrila (LiChrosolv®) também foi utilizada como
controle nos experimentos comportamentais, pelo fato de ser o solvente presente na
ampola de AEME e para confirmar que esse solvente possivelmente ndo prejudicaria
o desempenho comportamental dos animais. Para os procedimentos, a acetonitrila

foi evaporada e o residuo foi ressuspenso em salina (0,9%) com diluicdo 1:1.

3.3 Experimento | — Efeitos da AEME sobre a memodria operacional
espacial

3.3.1 Paradigma comportamental - O labirinto radial de oito bragos

Para avaliagdo da memoéria operacional espacial foi utilizado o labirinto radial de 8
bracos (LR-8) modelo proposto inicialmente por Olton and Samuelson (1976). Este
instrumento tem sido muito utilizado para avaliacdo de aprendizagem e memoria,
permitindo o direcionamento de pesquisas para aspectos mais especificos e sutis
das funcbes cognitivas (OLTON et al., 1980). Varios estudos tém demonstrado o
valor deste paradigma nos efeitos de drogas sobre a memoéria operacional
(NAKAMURA et al., 1991; NAKAMURA-PALACIOS e ROELKE, 1997, RODRIGUES
et al, 2011), sugerindo sua eficiéncia como ferramenta nos estudos de farmacologia
comportamental (OLTON, 1987).

O LR-8 possui uma base octogonal com 33 cm de didametro e é construido em
acrilico transparente. Da base octogonal partem 8 bracos simétricos com 65 cm de
comprimento, 10 cm de altura e paredes laterais de 4 cm de altura. No final de cada
bragco do labirinto esta localizado um receptaculo de acrilico preto (11 cm de
comprimento, 5 cm de largura e 3 cm de profundidade), onde é colocado o reforgo

(pedacos de amendoim).

A plataforma central do labirinto € constituida por paredes de acrilico transparente
de 30 cm de altura, onde ha portas deslizantes em formato de guilhotina, ligadas a

fios de nylon, que ficam sob o controle do pesquisador, o qual fica a uma certa
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distancia do labirinto para a abertura e fechamento das portas. Para que o animal
evite atravessar de um braco a outro do labirinto, existem placas de acrilico
transparente de 20 cm de altura, fixadas na entrada das portas.

O aparato do labirinto é montado sobre uma armacdo de madeira compensada
revestida por férmica branca e sustentado por um suporte de metal que fica a 100
cm do chédo. O labirinto fica sempre posicionado no mesmo local, numa sala com
temperatura controlada, iluminacao propria e sem a presenca de ruidos que possam

interferir na execugéo do procedimento (Figura 9).

Uma vez que a memoria operacional espacial foi avaliada nesse estudo, todos os
oito bracos do labirinto eram similares entre si, diferindo apenas por sua localizacéo
espacial em relagcdo aos outros bragcos, o que era sinalizado por pistas espaciais
fixas (quadros, mesas, portas, etc.) de facil discriminacéo e visualizacdo a partir do

labirinto.

Figura 9. Fotografia do labirinto radial de oito bracos, com visdo de toda a sua estrutura (Acervo
pessoal).
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3.3.2 Aquisicao da tarefa

Os animais (n=28) foram submetidos a uma sessédo de treinamento diaria (cinco
vezes por semana) no LR-8 sob privacdo parcial de alimento, mantendo
aproximadamente 85 % do peso corporal inicial, para possibilitar a aquisicdo das
tarefas no decorrer dos treinos. Os pesos foram ajustados de acordo com o
desempenho do animal nas seguintes fases para aquisicdo da tarefa:

Fase | — Os animais foram colocados no centro do labirinto com todas as portas
abertas para exploracdo e adaptacdo no ambiente durante 10 minutos por duas
sessdes consecutivas. Nao havia (reforgo) nos receptaculos.

Fase Il — Pedacos de amendoim foram colocados nos receptaculos e 0os animais
tiveram livre acesso aos bracos, a fim de localizar e consumir o reforgo no final de
cada braco, em um periodo de 10 min. Sempre que o refor¢co foi consumido, um

novo pedaco de amendoim era devidamente reposto no receptaculo de origem.

- Fase lla — No percurso do labirinto, nos bracos, havia pequenos pedacos de
amendoim, sendo essa fase denominada de “com trilha”. Essa fase perdurou até
gue o animal aprendeu a ir até o receptaculo. Importante ressaltar que nessa fase os

animais tinham livre acesso a todos os bracos.

- Fase llb — Fase semelhante a anterior (fase lla), com o detalhe de que havia
reforco apenas no receptaculo, sendo portanto denominada “sem trilha”.

Fase Ill — Nessa fase o animal foi colocado no centro do labirinto com todas as
portas abertas. Apos entrar em um dos bracos, a porta que permitia 0 acesso aquele
braco era fechada. O animal era colocado novamente no centro do labirinto e todas
as portas eram abertas, exceto a(s) que ja tenha(m) sido visitada(s) na sesséo. Essa
fase terminava quando o animal percorria todos os 8 bragos, e obtinha os reforcos,

em no maximo 10 minutos, em uma mesma sSessao.

Fase IV — E a fase de aquisi¢do da tarefa propriamente dita. Todas as portas eram

abertas a cada recolocacéo do animal no centro do labirinto. Nessa fase n&o havia a
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reposicdo dos reforcos e os animais deveriam aprender a ndo repetir bracos ja
visitados, em um periodo de 10 min. Considerava-se erro de desempenho a
repeticdo de um braco ja visitado pelo animal. Os animais foram treinados nessa
fase até atingirem o critério de zero a um erro por sessdo durante trés sessdes
consecutivas. Foram necessarias cerca de 10 sessfes, para que 0S animais

atingissem esse critério.

Fase V — Os animais foram submetidos ao treinamento de memoria operacional
espacial. Nesta fase, foi introduzido um intervalo de retencdo (retardo), entre o
quarto e o quinto bracgos visitados. Neste procedimento, apenas quatro portas,
escolhidas aleatoriamente a cada sessédo de treinamento, foram abertas a cada
posicionamento do animal na plataforma central e os reforcos estavam disponiveis
nos respectivos bracos. Esta etapa € denominada de pré-retardo ou de primeira
corrida. Uma vez percorridos os quatro bragos selecionados, o animal retornava a
sua gaiola-casa por 5 s (retardo de 5 s) e, posteriormente, era reposicionado na
plataforma central. Nesse momento, todas as 8 portas eram abertas e os reforcos
estiveram presentes somente nos receptaculos dos quatro bracos que ndo foram
visitados anteriormente. Esta etapa foi denominada de pdés-retardo ou de segunda
corrida. A repeticdo de um braco visitado no pré- ou pés-retardo foi considerado erro
de desempenho e os animais foram treinados nessa fase até atingirem um critério
de zero ou um erro, no pré- e pos-retardo, por sessdo durante trés sessdes

consecutivas, (figuras 10 e 11).
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PRE-RETARDQ POS-RETARDQ

INTERVALO DE
RETENCAO

@) BRACO COMREFORCO
(O BRACO SEM REFORCO
—— BRACOFECHADO

Figura 10. Desenho esquemético do labirinto radial na fase V, mostrando o pré- e pos retardo.
(Extraido de NAKAMURA et al., 1991)

Figura 11. Fotografia de um rato no labirinto radial de oito bracos, durante treinamento da fase V. Na
figura, pode-se ver o animal comendo o reforgo no receptaculo de um dos bracos do LR-8 (Acervo
pessoal)

3.4 Cirurgia estereotaxica para implante de canula intracerebroventricular

Apds os animais atingirem o critério de aprendizagem na fase V do labirinto radial,
foi realizada a cirurgia estereotaxica para implante de canula intracerebroventricular
(icv). As canulas foram confeccionadas artesanalmente a partir de agulhas
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hipodérmicas descartaveis (0,80 x 25 mm 21G1, Becton Dickinson Industrias

Cirurgicas, Ltda., PR, BR). A agulha foi cortada na extenséo de 5,0 mm de sua base

de plastico, porém preservando-se 5,0 mm desta, com o objetivo de ser empregada

para a sustentacdo da canula em uma protese cirargica (descricdo detalhada a

frente). Protetores internos para as canulas foram confeccionados a partir de um fio

de aco inoxidavel para ortodontia n°® 5 (Nmartins, PR, BR). Seguem o0s passos da

cirurgia estereotaxica.

As

etapas da realizacdo da cirurgia estereotaxica para implante de cénula no

ventriculo lateral s&o mostradas na figura 12.

|
1

A céanula foi acoplada a uma canula-guia fixada no estereotaxico digital (Insight
EFF 338);

Os animais foram anestesiados com ketamina (75 mg/kg) e Xilasina (10 mg/kg)
em um volume de 0,1 mL/100g do peso corpdoreo pela via intraperitoneal (IP) e
submetidos a tricotomia da parte superior da cabeca (Figura 12A);

A cabeca do animal foi fixada no aparelho estereotaxico (Insight EFF 338). Foi
realizada a assepsia do local com alcool iodado e em seguida realizada
anestesia local adicional por meio de um botdo subcutaneo constituido de 0,2
mL de lidocaina a 1% com epinefrina (Figura 12B);

Uma pequena area ovalada de pele e tecido subcutaneo foi retirada, expondo a
calota craniana e localiza¢do do bregma (Figura 12C);

Limpeza e secagem da regido exposta,

As medidas estereotaxicas em relacdo ao bregma para o posicionamento da
canula no ventriculo lateral foram : AP: - 0,3 mm (antero-posterior), L: 1 mm
(lateral) e B: 3,6 mm (profundidade);

Perfuracdo de trés orificios na calota craniana: dois anteriores e um posterior por
intermédio de uma mini-furadeira (Dremelmultipro + Kit, Stoelting, IL, USA) para
o implante de parafusos de aco inoxidavel (0,8 x 1,8 mm, MX-080-2FL,
SmallParts Inc., FL, USA) que serviram para fixar a protese (Figura 12D);
Posicionamento do cranio de modo a situar o bregma e lambda no plano
horizontal e a canula (icv) foi implantada no ventriculo lateral de acordo com as

coordenadas em relacdo ao bregma apresentadas acima;
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9- Preenchimento do campo cirlrgico com resina acrilica auto-polimerizavel de
secagem rapida (Polimero de metil metacrilato, JET, S&o Paulo, Brasil),
soldando as pecas numa protese sélida (Figura 12E);

10-Colocacéo do protetor interno na canula.

Figura 12. Cirurgia estereotaxica para implante de canula intracerebroventricular. (A) tricotomia da
parte superior da cabeca. (B) assepsia com alcool iodado e botdo subcutédneo de anestésico local. (C)
calota craniana exposta para as medidas das coordenadas estereotaxicas feitas em relagdo ao
bregma (AP: - 0,3 mm; L: 1 mm; B: 3,6 mm). (D) perfuracédo de dois orificios anteriores e um posterior
para implante de parafusos. (E) fixagdo da canula com resina acrilica e colocagéo de protetor interno
na canula (Acervo pessoal).



44

Ao término da cirurgia o animal era colocado em sua gaiola-casa, mantido em local
aguecido, com agua e comida ad libitum por alguns dias até sua completa
recuperacdo. Todos foram submetidos a trés dias de tratamento com o anti-
inflamatorio ndo esteroidal FluniximMeglumine® 1,0 mg/Kg subcutaneo (uma vez ao
dia), e cinco dias de tratamento com o antibiético Enroflorxacina® 2,5% subcutaneo

(uma vez ao dia).

Apoés 5 dias de recuperacao cirlrgica os animais voltaram a sessfes diarias de
treinamento no LR-8 na fase V para retorno a linha de base comportamental, ou
seja, 0 a 1 erro por sessao, tanto no pré- como no poés-retardo, em 3 sessdes

consecutivas.

3.5 Administracao icv da AEME

Os animais que perderam a canula (n=6) ou adquiriram infec¢bes (n= 2) ao longo
dos experimentos foram excluidos e substituidos por outros com o objetivo de

completar a amostra.

A sequéncia de doses administradas para cada animal obedeceu a um
contrabalanceamento parcial, realizado através da selecdo aleatéria de um

guadrado latino.

O uso deste modelo é de grande valor quando se utilizam amostras dependentes
como no caso dos protocolos comportamentais realizados neste estudo. Deste
modo, cada animal é submetido a uma ordem de administracdo diferente,
diminuindo um possivel viés consequente de sequenciamento, comum quando se

administram doses em ordem crescente para todos os animais.

Para as administracgdes icv foi utilizada uma canula de infusdo confeccionada a partir
de um cateter de 22 GA (Becton, Dickinson Ind. Cirtrgicas Ltda, MG, BR), adaptada
de tal forma a se projetar 1 mm da extremidade da canula implantada no ventriculo
lateral. Esta canula de infusdo foi conectada a uma canula de polietileno (PE 50),
gue por sua vez foi conectada a uma seringa Hamilton (Stoelting 53431, CO., IL,

USA) de 10 pL. O volume total de AEME ou salina injetados foi de 5 pL, e o tempo
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de infusdo foi de 60 segundos (60 s), que foi determinado manualmente com o
auxilio de crondmetro. A canula injetora permaneceu por mais 60 s para garantir a

difusdo da droga (Figura 13).

Figura 13. Administracdo intracerebroventricular (icv) de AEME. Foto demonstrativa do procedimento
de administracdo de droga icv antes do teste de memodria operacional espacial no LR-8 (Acervo
pessoal).

Cinco minutos apds a administracdo de AEME ou salina o animal era levado ao LR-8
para a realizacdo de tarefas com retardo de 1 hora. Os animais passaram por
esquemas de administracbes agudas diretamente no ventriculo lateral, sendo
submetidos a uma Unica sessdo de administragdo de drogas por dia. Foi
estabelecido um intervalo de dois dias sem administracdo de drogas entre as
sessbes com droga. Neste periodo, eles realizavam uma sessao interdroga para
verificar se havia algum efeito residual da droga sobre o seu desempenho. Sé
estariam aptos a uma nova administracdo de drogas aqueles animais que

mantivessem o critério de 0 a 1 erro por sessao na sessao interdroga (Figura 14).

3.6 Administracao icv de salina e acetonitrila

A metodologia utilizada para a administracéo icv de salina e acetonitrila foi a mesma
do item 3.5, porém a randomizacéo foi feita de maneira diferente, pois como foram
somente dois grupos (n = 10), foi feito o crossing over depois de 7 dias da
administracdo icv, ou seja, 0 mesmo animal recebeu a administracéo icv de salina e

acetonitrila (Figura 14).
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3.7 Histologia

Este procedimento teve como objetivo observar a exata localizacdo das canulas

apos a realizacao do experimento I.

Os animais foram anestesiados com altas doses de Ketamina (75 mg/kg) e Xilasina
(10 mg/kg) pela via intraperitoneal (IP), para a perfusédo intracardiaca de salina
(0,9%) seguida de solucéo de formaldeido 10%, e logo apds um volume de 5 uL de
solucéo de azul de metileno a 1% (Biotec, PR, Brasil) foi administrado no ventriculo

lateral por um periodo de 90 s acrescidos de 90 s para melhor difusdo da solugéo.

Os cérebros foram entdo removidos e mantidos em solucdo de formaldeido a 10%
por um periodo minimo de 48 horas. E importante ressaltar que uma hora antes de
serem seccionados o0s cérebros permaneceram em solucdo crioprotetora de

sacarose a 5%, que minimiza os efeitos agressivos do congelamento.

Os cérebros foram seccionados em cortes coronais de 40 um de espessura em um
microtomo de congelamento (JUNG-AG, Germany) e montadas em laminas
gelatinizadas. Ap6s um periodo de 12 horas em estufa de secagem foi realizada a
coloracdo das laminas em vermelho neutro e a localizacdo das canulas no ventriculo
lateral foi realizada através da visualizagdo em um fotomicroscépio (Leica DM 2500)
nas objetivas de 10x e 40x e também foi feita visualizacdo dos cortes coronais em
lupa (Axiocan Erc 5s- ZEISS).
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Figura 14. Desenho experimental I.

3. 8 Experimento Il — Efeitos da AEME sobre os parametros de estresse
oxidativo
3.8.1 Analises Bioguimicas
3.8.1.1 Estresse Oxidativo

Para as andlises bioguimicas de estresse oxidativo foram realizadas cirurgias
estereotaxicas para implante de céanulas intracerebroventriculares (icv) em 20
animais. Foi realizada uma administrac@o Unica de AEME nas doses de 10 pg (n =
5), 32 pg (n =5), e 100 pug (n =5) e salina (n = 5) como solugéo controle. O volume
total de AEME ou salina injetado foi de 5 uL, e o tempo de infusédo foi de 60 s, que foi
determinado manualmente com o auxilio de cronbmetro. A céanula injetora
permaneceu por mais 60 segundos para garantir a difusdo da droga. Apds 15
minutos da administracdo da droga, os animais foram decapitados para a retirada do
cérebro e posterior dissecagdo das seguintes areas: CPF, HPC e STD, os quais
foram colocados em eppendorff previamente identificados, congelados em nitrogénio
liguido e posteriormente armazenados em freezer -80°C. O tempo de eutanasia

utilizado foi de acordo com Garcia e col. (2015) (Figura 15).
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AEME 10 pg (n=5) CPF

Cirurgiaicv AEME 32 pg (n=5) Eutanasia HPC  Analise bioquimica

AEME 100 pg (n=5) STD

Salina (n=5) ] -
Administragdoicv | 15 min dissecacdo
(n=20)

Figura 15. Desenho experimental Il

3.8.1.2 Preparo da amostra e dosagem de proteinas

Estruturas cerebrais (CPF, HPC e STD) foram pesadas e homogeneizadas (com
auxilio do macerador de tecidos Ten Broeck) 1:10, (peso/volume) em tampéao fosfato
de sédio 20 mM contendo KCI 140 mM, pH 7,4. Homogenatos foram centrifugadas a
3500 x g durante 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi reservado em aliquotas e
armazenado a -80 °C até o momento das andlises bioquimicas. Para a dosagem de
proteinas foi utilizado o método de Bradford (1976), usando albumina de soro bovino

como padrao.

3.8.1.3 Determinacao dos Produtos Avancados de Oxidacgéo
Protéica (Advanced Oxidation Protein Products — AOPP)

Os Produtos Avancados de Oxidacao Protéica (AOPP) foram avaliados utilizando o
método descrito por Witko-Sarsat e colaboradores (1998) (WITKO-SARSAT et al.,
1998). Uma aliquota de 40 yL do homogenato tecidual do CPF, HPC e STD de 20
animais, foram diluidos (1:3) em solucdo tampéao fostato de sédio 20 mM com KCI
140 mM, pH 7,4, ou solucdo de Cloramina T (0 a 10 pymol/L) e foram pipetados em
cada poco de uma placa de microtitulacdo de 96 pogos. Logo apés, 10 puL de 1,16
mol/L de iodeto de potassio (KI) foram entdo adicionados, seguido de 20 pL de acido
aceético glacial. A absorvancia da mistura de reacédo foi lida a 340 nm, medido por
espectrofotometria  em um leitor de microplacas (modelo Varioskan®
Flash),contrastado por um branco contendo 200 pyL de PBS, 10 uL de Kl e 20 L de
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acido acético. A absorvancia de Cloramina T a 340 nm foi linear dentro do intervalo
de 0 a 100 ymol/L. O AOPP foi determinado no coeficiente de correlacdo maior que

0.95. O resultado foi expresso em pmol/mg de proteina.

3.8.1.4 Peroxidacdao Lipidica

A peroxidacdo lipidica foi avaliada pela quantificacdo de malondialdeido (MDA)
utilizando-se o acido tiobarbitlrico (TBA). O MDA reage com TBA e forma um
cromogeno de cor rosa fluorescente, medido por sua absorvancia em 532 nm, ou
por fluorescéncia em 553 nm (Figura 16) (VASCONCELOS, et al., 2007).

HS N OH

\"/ S *I:H'D
2 N\TJ T {FHE
CHO
TBA OH l MDA
Sy"k _OH HD\)_N
N /‘H{’J H—SH + 2H,0
—N
OH /=
A 532 nm

Figura 16. Reacdo do MDA com o TBA na formac&o do cromogeno. Extraida de (VASCONCELOS, et
al., 2007).

A formacéo de lipoperoxidos foi analisada pela medida de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBA-RS) conforme descrito por Esterbauer & Cheeseman
(1990). Em aliguotas, 50 pL do sobrenadante das amostras de CPF, HPC e STD de
20 animais foi desproteinizado por preciptagdo com 100 pL acido tricloroacético a
10%, homogeneizado com 150 pL de acido tiobarbiturico 0,67% na proporgéo de 1:1
(volume/volume) e aquecido em banho-maria a 100° C durante 2 horas, e depois
resfriado em temperatura ambiente. Em seguida foram adicionadas a amostra 400
puL de butanol e vortexizadas por 20 segundos. Apds este periodo, foram
centrifugadas a 5000 x g por 3 minutos. Aliquotas de 250 uL da fase superior (em
rosa) foram pipetadas em placa de ELISA preta e o TBA-RS foi medido pela

absorvancia obtida através da coloracao rosea que foi medida em espectrofotdmetro
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(modelo Varioskan® Flash) a 535 nm. Concomitantemente, foi feita uma curva de
calibragdo com diferentes concentracbes de 1,1,3,3-tetrametoxipropano, na qual
todos os pontos foram tratados da mesma forma que as amostras. Os resultados
foram expressos em nmol de malondialdeido por mg de proteina (nmol / mg de

proteina).

3.8.1.5 Atividade da enzima CAT

A atividade da enzima CAT foi determinada segundo o método proposto por Aebi
(1984), e o principio da técnica baseia-se na reducdo da absorvancia devido ao
consumo de peroxido de hidrogénio pela acdo da enzima catalase (Figura 17). Em
um eppendorf foram pipetados 50 pL do sobrenadante das amostras de CPF, HPC e
STD de 20 animais, com 5 L Triton X- 100 0,1% seguido de agitacdo e esta mistura
foi conservada em gelo durante 15 minutos. Posteriormente em um tubo de ensaio,
480 pL de tampao fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0 foi adicionado a 480 pL de
H,O, 30% (volume/volume). Este meio de reacao foi transferido para uma cubeta de
quartzo e o branco foi feito separadamente com tampéo fosfato. Apés a adicdo da
amostra, foi realizada a leitura da diminuicdo da absorvancia do H,O, em
espectrofotometro (modelo Biospectro-SP 220) a 240 nm e a atividade enzimatica foi
medida durante 3 minutos e 30 segundos. Para o célculo da CAT, utilizou-se o
coeficiente de extingdo do H,0O, de 43,6 mM 'cm™. Os resultados da atividade da

CAT foram expressos em (nmol.min™ L. mg de proteina™).

2 H O, Catalase , 2 H O + O,

Figura 17. Reacao catalitica da enzima catalase. Extraida de (VASCONCELOQOS, et al., 2007).
3.8.1.6 Atividade da enzima GPx

A atividade da enzima GPx foi determinada pelo método de Wendel (1981), usando

hidroperoxido de tert - butila como substrato, e o principio da técnica baseia-se no
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consumo de NADPH pela enzima glutationa redutase, que sera proporcional a
atividade da glutationa peroxidase (Figura 18). Em cubeta de quartzo, foram
pipetados 560 puL de tampdo de fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, EDTA 1.0
mM,14 uL de GSH 1.0 mM, 14 pL de glutationa redutase 0.1 U/mL, 7 yL de azida
sédica 1.0 mM, 7 pL de NADPH 0.2 mM, 35 pL de hidroperéxido de tert-butila 0,5
mM e 63 pL do sobrenadante das amostras de CPF, HPC e STD de 20 animais. Os
brancos foram preparados substituindo-se a amostra por 700 pL de tampéao fosfato.
Foi realizada a leitura da diminuicdo da absorvancia em espectrofotdmetro (modelo
Biospectro-SP 220) a 340 nm e a atividade enzimatica foi medida durante 3 minutos
e 30 segundos. A atividade da GPx foi calculada utilizando-se o coeficiente de
extingdo do NADPH a 340 nm de 6,2 mM™ cm™. Os resultados da atividade da GPx

foram expressos em (nmol.min™ '.mg de proteina™).

2 GSH+H,0, GPx__ 2H O + GSSG

Figura 18. Reacdao catalitica da enzima glutationa peroxidase. Extraida de (VASCONCELOS, et al.,
2007).

3.8.1.7 Atividade da enzima SOD

Atividade da SOD foi determinada segundo o método de Bannister e Calabrese
(1987), e o principio da técnica baseia-se na inibicdo da auto-oxidagédo da adrenalina
pela SOD, a qual é medida por espectrofotometria em um leitor de microplacas
(modelo Varioskan® Flash) (Figura 19). Primeiramente foram feitas trés curvas para
a analise, sendo elas: Curva 1- foram pipetados em placa de ELISA (5 uyL do
sobrenadante das amostras de CPF, HPC e STD de 20 animais com 185 pL de
tampéao glicina 50 mM, pH 10,2, e 5 pL de catalase 0,1 mM), curva 2 (10 pL do
sobrenadante, com 180 pL de tampé&o glicina pH 10,2, e 5 yL de catalase) e por fim
a curva 3 (15 pL do sobrenadante, com 175 pL de tampao glicina pH 10,2, e 5 pL de
catalase). O branco foi feito com 190 pyL tampéo glicina e 5 pL de catalase. A
reacao ocorreu a 32 ° C e a leitura pontual (endpoint) em 480 nm. Posteriormente

adicionou-se 5 pL de adrenalina 1 mM em todos 0s pocos e a inibicdo da sua



52

oxidacéo foi verificada durante 20 minutos com leitura de 40 em 40 s em 412 nm. Os
resultados da atividade da SOD foram expressos em (nmol.min~ *.mg de proteina™).

2 0+ 2H" SO0 _ HO, + O,

Figura 19. Reacao catalitica da enzima superéxido dismutase. Extraida de (VASCONCELOS, et al.,
2007).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

3.9.1 Experimento |

Os pesos corporais dos animais foram registrados semanalmente ao longo do
protocolo experimental com o objetivo de que mantivessem entre 80 e 85% ajustado
ao crescimento. Os pesos corporais foram expressos como média (em gramas) e
erro padrdo da média (e.p.m.). Foi utilizada analise de variancia (ANOVA) de uma
via para medidas repetidas seguida de post-hoc de Bonferroni.

Para analise de desempenho no LR-8 foram observados o numero de erros
cometidos e o tempo gasto em cada braco visitado numa sesséo de treinamento ou

de teste.

A andlise do numero de erros cometidos foi realizada através da entrada em bragos
ja visitados numa mesma sessao de treinamento, enquanto a analise de tempo
gasto em cada braco foi avaliada pela relacdo entre tempo total de permanéncia no

labirinto (em segundos) e o numero de bragos visitados.

Tanto os dados de desempenho como os de tempo de permanéncia nos bracos
foram representados pela média + erro padrdo da média (e.p.m.). Para todas as

analises estatisticas foi empregado um nivel de significancia para P < 0,05.

Os programas SPSS versao 17.0 e GraphPadPrism versao 6.0 foram utilizados para

a andlise estatistica e representagdo grafica, respectivamente.
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3.9.2 Aquisicéao de Tarefa

O desempenho dos animais na fase de aquisicao de tarefa (fase IV) no LR-8 foi
avaliado pela analise dos erros cometidos nas 10 ultimas sessfes de treinamento.
Os erros foram definidos como a repeticdo de bracos ja visitados em uma mesma
sessdo de treinamento e sdo apresentados na forma de média de erros + erro
padrdao da média (e.p.m). Foi empregada analise de variancia (ANOVA) de uma via
para medidas repetidas, seguida do teste de Bonferroni para localizacdo das
diferencas estatisticamente significantes, tendo sido adotado um nivel de
significancia de 5%. Ainda, utilizou-se uma analise de regressao linear para verificar

se houve uma diminui¢do progressiva no namero de erros.

No desempenho de tarefas com retardo de 5 segundos (fase V) foram analisados os
nameros de erros cometidos pelos animais e o tempo de permanéncia em cada
braco no pré- e pos-retardo. Para ambos os dados foi empregado ANOVA de uma
via para medidas repetidas com post-hoc de Bonferroni. Aqui também foi realizada

uma andlise de regressao linear.

3.9.3 Efeitos de diferentes doses de AEME ou salina sobre a meméria
operacional espacial de ratos desempenhando tarefas com retardo de 1 hora
no LR-8

Para essas analises foram considerados os numeros de erros cometidos e o tempo
gasto em cada braco no pré- e pos-retardo de 1 h. Foi utilizada analise de variancia
(ANOVA) de uma via para medidas repetidas seguidas de teste post-hoc de

Bonferroni.

3.9.4 Efeitos da admistracdo (icv) de salina e acetonitrila sobre a
memaoria operacional espacial de ratos desempenhando tarefas com retardo de
1 horano LR-8

Para essas analises foram considerados 0os numeros de erros cometidos e o tempo
gasto em cada bragco no pré- e pés-retardo de 1 h. Foi utilizada test t de Student

para amostras pareadas.
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3. 10 Experimento II- Analise bioquimica

Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo da média (e.p.m).
Amostras de vinte animais, de homogenato de CPF, HPC e STD foram avaliadas em
duplicata ou triplicata e a média foi utilizada para a analise estatistica.Foi empregada
andlise de variancia (ANOVA) de uma via para amostras independentes, seguida do
teste de Bonferroni para localizacdo das diferencas estatisticamente significantes,
tendo sido adotado um nivel de significancia de 5%. Os programas SPSS verséo
17.0 e GraphPadPrism versdo 6.0 foram utilizados para a analise estatistica e

representacdo grafica, respectivamente.

4. RESULTADOS

4.1 Resultados experimento |

4.1.1 Pesos corporais durante as fases de treinamento

Os animais foram pesados antes do inicio do treinamento e semanalmente ao longo
das cinco fases de treinamento no LR-8 a fim de que os mesmos mantivessem um

peso corporal no minimo entre 80 a 85% do peso inicial.

A ANOVA de uma via para medidas repetidas detectou diferencas estatisticamente
significantes [F(5,85) = 6,958; P < 0,0001] na comparacao dos pesos corporais entre
as fases de treinamento. O teste de Bonferroni revelou que houve uma diminui¢cédo
do peso corporal dos animais ao longo das sessoes I, [Il comparados ao peso inicial
e a fase | de treinamento. Essa diminuigdo € esperada, uma vez que a privacao de
alimentos nessas fases iniciais € intensificada jA& que o grau de motivacdo é
importante para que os animais aprendam a tarefa de forma satisfatoria. Uma vez
atingido o critério de aprendizagem, a privacéo era diminuida e 0os animais voltavam
a adquirir peso de acordo com a idade, o que se pode verificar nos dados da Fase V

(Figura 20).
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Figura 20. Média dos pesos corporais (g) + e.p.m. durante as fases de treinamento no LR-8. *** P <
0,0001 comparado ao peso inicial e ao da Fase | pela ANOVA de uma via para medidas repetidas
com post-hoc de Bonferroni.

4.1.2 Aquisicao da tarefa no labirinto radial de oito bragos

4.1.3 Sem interposicao do retardo de 5s (FASE V)

Os animais (n = 18) apresentaram uma melhora progressiva de desempenho no LR-
8 com a evolugcdo dos treinos, representada por uma diminuicdo gradativa do
namero de erros ao longo de 10 sessfes de treinamento, atingindo o critério pré-
estabelecido para aprendizagem, ou seja, 0 a 1 erro por sessao ao longo de 3

sessdes consecutivas (Figura 21).

A ANOVA de uma via para medidas repetidas detectou diferencas estatisticamente
significantes na comparacdo do numero de erros cometidos entre as sessdes de
treinamento [F(9,153) = 3,784; P < 0,01]. O teste de Bonferroni mostrou que as trés
Ultimas sessdes apresentaram uma diminuicéo significativa (P < 0,01) do nimero de

erros em relagéo a primeira sessao (Figura 21)
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Aquisicéo datarefa

Média de erros £ e.p.m

+++

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sessdes

Figura 21. Média de erros * e.p.m. nas 10 Ultimas sessdes de treinamento na fase IV (aprendizagem)
no LR-8 (n = 18). +++ P < 0,0001 (Analise de regressao linear). ** P < 0,01 comparada as sessodes 8,
9 e 10 (ANOVA de 1 via para medidas repetidas, seguida do teste de Bonferroni).

A andlise de regresséo linear demonstrou uma diminuicdo progressiva do numero de
erros até a Ultima sesséo, atingindo o critério pré-estabelecido para aprendizagem
[F(1,8) = 13,31; Y=-0,1657X+2,2111, r= 0,6246; P < 0,0001] (figura 21).

Na analise do tempo gasto em cada braco nas 10 sessdes de treinamento da fase IV
(aprendizagem), a ANOVA de 1 via para medidas repetidas detectou diferencas
estatisticamente significantes [F(9,153) =3,338; P = 0,0001] entre as sessfes de
treinamento (Tabela 1). O Teste de Bonferroni para comparagfes multiplas
demonstrou que o tempo gasto em cada braco foi significativamente menor nas
sessfes 4 e 8 quando comparadas a sessédo 1 (P < 0,05), demonstrando que houve

uma reducéo no tempo de desempenho no decorrer da aquisicao da tarefa.

Tabela 1. Média do tempo gasto (segundos) + e.p.m em cada bracgo visitado nas 10 ultimas sessfes
de treinamento na fase IV (aprendizagem) no LR-8 (n = 18).

Tempo gasto em cada braco (média em segundos * e.p.m.)

Sessbes Média + e.p.m. Sessbes Média + e.p.m.
1 25,8+ 34 6 215+£3,2
2 22,0+ 3,4 7 18,8+ 2,0
3 18,6 £+ 2,3 8 18,1 + 2,5**
4 16,5+ 1,7* 9 18,8+ 2,6
5 20,2+ 25 10 18,9+ 3,8

** P <0,05 comparado a sesséo 1
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4.1.4 Com interposicao de retardo de 5 segundos (FASE V)

Na fase V, ainda para a aquisicdo da tarefa no LR-8 com a introdugao dos retardos
de 5 segundos, 0s animais apresentaram, no pré- e no poés-retardo, bom
desempenho (0 a 1 erro) nas ultimas 3 sessdes de treinamento, que é pré-requisito

para o aprendizado nesta fase.

A ANOVA de 1 via para medidas repetidas, detectou a existéncia de diferencas
estatisticamente significantes entre as sessdes de treinamento [F(5,85) = 8,096; P =
0,0144]. O teste de Bonferroni demonstrou que houve uma diminuicdo do nimero de
erros (P < 0,01) quando comparadas a primeira sessao (Figura 22).

Pré-retardo
Po6s-retardo

Média de erros + e.p.m
Média de erros + e.p.m

0 +++

T T T T

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Sessdes Sessdes

Figura 22. Média de erros + e.p.m. dos animais (n = 18) antes (pré-retardo) e apds o retardo de 5
segundos nas sessdes de treinamento da fase V para aquisi¢cdo das tarefas no LR-8. +++ P < 0,0001
(Analise de regresséao linear) ** P < 0,01 comparada a primeira sessdo (ANOVA de 1 via para
medidas repetidas, seguida do Teste de Bonferroni).

A andlise de regressao linear demonstrou que houve diminuicdo progressiva do
namero de erros somente no pos-retardo [F(1,4) = 24,02; Y = - 0,3698X + 2,2389; r =
0,3963; P < 0,0001] no decorrer das 6 sessdes de treinamento nesta fase (Figura
22).
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Em relagcdo ao tempo gasto em cada bragco, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significantes neste parametro tanto para o desempenho do pré-
quanto do poés-retardo de 5 segundos no decorrer das 6 sessdes de treinamento
(Tabela 2).

Tabela 2. Média do tempo gasto (segundos) + e.p.m. em cada braco visitado no pré e pos-retardo de
5 segundos nas ultimas 6 sessdes de treinamento na fase V (n = 18).

Tempo gasto em cada bragco (média em segundos + e.p.m.)

Sessoes Pré-retardo Po6s-retardo
1 14,4+ 25 18,0+ 3,0
2 14,7+ 2,3 245+ 4,3
3 20,3+4,9 18,7+ 3,4
4 225+5,1 23,8+4,6
5 18,4+ 2,6 21,2+27
6 16,8+ 3,0 22,1+3,5

4.1.5 Acao das diferentes doses de AEME no ventriculo lateral sobre a
memaoria operacional espacial de ratos

A figura 23 apresenta o desempenho dos animais (n = 18) no LR-8 no periodo de
pré-retardo e pos-retardo de 1 hora, apos a administracdo icv de AEME ou salina
(Sal).

No periodo de pré-retardo ndo houve diferenca significativa no desempenho dos
animais nas doses de 10 ng, 32 ug e 100 ug da AEME quando comparadas ao

grupo controle (Figura 23, gréafico da esquerda).

A ANOVA de uma via para medidas repetidas, entretanto, detectou diferencas
estatisticamente significantes entre as doses da AEME no desempenho apds o
retardo de 1 h [F(3,51) = 3,422; P=0,0239].

Animais submetidos a administracdo icv da AEME apresentaram significativamente
maior numero de erros nas doses de 32 ug (P < 0,05) e 100 ug (P < 0,05) quando
comparados ao grupo controle (salina) (Fig. 23, grafico da direita), sugerindo que a
AEME administrada no ventriculo lateral, principalmente nas doses de 32 e 100 ug

prejudicou a memoria operacional espacial avaliada no LR-8.
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Figura 23. Efeitos da administrag&o intracerebroventricular (icv) da AEME (10 pg, 32 pg e 100 pg) ou
de solucdo controle (salina) no desempenho (média de erros + e.p.m) de animais (n = 18) no pré-
(grafico da esquerda) e poés-retardo (grafico da direita) de tarefas com retardo de 1 h no LR-8. *P <
0,05 comparado ao grupo salina.

A tabela 3 representa o tempo gasto em cada braco no pré- e pés-retardo de 1 hora.
A ANOVA de 1 via para medidas repeditas n&o identificou diferencas
estatisticamentes significantes no tempo gasto (em segundos) em cada braco, de
animais submetidos a diferentes doses de AEME ou solucédo controle (salina), tanto

no pré- quanto no poés-retardo de 1 hora de tarefas realizadas no LR-8.

Tabela 3. Média do tempo gasto (segundos) + e.p.m. em cada braco visitado antes (pré- retardo) e
apos (pos-retardo) o retardo de 1 hora no LR-8 sob a administracdo intracerebroventricular de AEME
ou salina (n = 18).

Tempo gasto em cada brago (média em segundos + e.p.m.)

Doses de AEME/ Sal Pré-retardo Pés-retardo
Sal 24,2 +5,7 22,5+ 3,9
AEME 10 pg 24,4+ 47 27,1+5,0
AEME 32 pg 32,2, +8,9 27,845
AEME 100 pg 28,4 +6,1 25,3+ 4,8

4.1.6 Acdo da administracdo de salina e acetonitrila no ventriculo lateral
sobre a memdéria operacional espacial de ratos
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A figura 24 apresenta o desempenho dos animais (n = 10) no labirinto radial de oito
bracos no periodo de pré-retardo e pos retardo de 1 hora, apos a administracdo (icv)

de salina ou acetonitrila.

O teste t de Student para amostras pareadas, nao detectou diferencas
estatisticamente significantes no desemprenho dos animais tanto no periodo de pré-

retardo quando no pos-retardo de 1 hora no LR-8.
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Figura 24. Efeitos da administragdo intracerebroventricular (icv) de salina e acetonitrila no
desempenho (média de erros * e.p.m) de animais (n = 10) no pré- (grafico da esquerda) e pos-retardo
(gréfico da direita) de tarefas com retardo de 1 h no LR-8.

4.2 Localizacéo da canula

Os locais de implante da canula no ventriculo lateral marcados com azul de metileno
1% estao ilustrados em diagramas extraidos do Atlas de Paxinos e Watson (2007),
como demonstrado na figura 25. Observa-se que a maioria das canulas estava

localizada na area de interesse.
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Figura 25. Cortes coronais de cérebro de rato. Nota-se que as cénulas se localizaram
predominantemente na &rea do ventriculo lateral. Os pontos em preto representam a localizagdo da
canula em uma amostra de animais utilizados neste estudo. Extraido de (PAXINOS e WATSON,

2007).

Figura 26. Fotografia de corte coronal, demonstrando a localizacdo da céanula com destaque para a
presenca de azul de metileno. (Acervo pessoal).
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Local de passagem da canula
para o ventriculo lateral.

Figura 27. Fotografia de fatia cerebral corada em vermelho neutro, em destaque a localiza¢do da
canula no ventriculo lateral.( Acervo pessoal).

Figura 28. Fotomicrografia de corte histoloégico corado com vermelho neutro, mostrando o trajeto da
céanula localizada na area do ventriculo lateral.( Acervo pessoal).
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4.3 Resultados do experimento II- Analises Bioquimicas

4.3.1 Determinacdo dos Produtos Avancados de Oxidacdo Protéica
(Advanced Oxidation Protein Products — AOPP)

Foram avaliados os produtos avancados de oxidacdo protéica (AOPP) em
homogenato tecidual do CPF, HPC e STD de animais submetidos a administracao
aguda icv da AEME nas doses de 10 ug (n =5), 32 ug (h =5) e 100 pug (n = 5) ou
salina (n = 5). Os valores da concentracdo (média £ e.p.m.) de AOPP (umol/mg de

proteina) nas areas cerebrais estudadas estdo expressos na figura 29.
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Figura 29. Concentracdo (média + e.p.m.) dos produtos avancados de oxidagdo proteica (AOPP) do
CPF, HPC e STD de animais submetidos a administragéo icv aguda de AEME nas doses de 10 ug (n
=5), 32 ug (n = 5) e 100 ug (n = 5) ou salina (n = 5). Os valores estdo expressos em pmol/mg de
proteina. "P < 0,05 comparado & dose de AEME 10 ug.
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A ANOVA de 1 via para as amostras independentes ndo detectou diferencas
estatisticamentes significantes no CPF e HPC nas diferentes doses da AEME ou

salina.

Entretanto a ANOVA de uma via para amostras independentes detectou diferencas
estatisticamente significantes [F(3,16) = 4,363; P = 0,0200] na concentracdo de
AOPP em animais submetidos a administracdo aguda icv da AEME ou salina no
estriado. O teste de comparacbes multiplas de Bonferroni demonstrou que a
concentracdo de AOPP no STD de animais do grupo que recebeu a dose de 100 pg
de AEME foi maior (P < 0,05) comparado ao grupo que recebeu AEME na dose de

10 pg.

4.3.2 Peroxidacdao Lipidica

Foram avaliados a formacao de lipoperoxidos analisados pela medida de TBA-RS
em homogenato tecidual do CPF, HPC e STD de animais submetidos a
administracdo aguda icv da AEME nas doses de 10 ug (n = 5), 32 ug (n = 5) e 100
ug (n =5) ou salina (n = 5). Os valores da concentracdo (média + e.p.m.) de nmol de
malondialdeido por mg de proteina (nmol / mg de proteina) nas areas cerebrais

estudadas estdo expressos na figura 30.
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Figura 30. Concentracdo (média + e.p.m.) das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBA-RS)
do CPF, HPC e STD de animais submetidos a administracao icv aguda de AEME nas doses de 10 ug
(n=5), 32 pg (n =5) e 100 pg (n = 5) ou salina (n = 5). Os valores estdo expressos em nmol/mg de
proteina.

A ANOVA de 1 via para as amostras independentes ndo detectou diferencas
estatisticamentes significantes em nenhuma das areas cerebrais analisadas nas
diferentes doses da AEME em relacdo ao grupo controle (salina) na peroxidacao

lipidica.
4.3.3 Atividade da enzima CAT

A atividade da enzima antioxidante CAT foi analisada em homogenato tecidual do
CPF, HPC e STD de animais submetidos a administracdo aguda icv de AEME nas
doses de 10 ug(n =5), 32 ug (n =5) e 100 pg (n =5) ou salina (n = 5). Os valores da
concentracdo (média = e.p.m.) (hmol.min™ '.mg de proteina™ ') nas areas cerebrais

estudadas estdo expressos na figura 31.
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Figura 31. Concentracdo (média + e.p.m.) da atividade da enzima CAT no CPF, HPC e STD de
animais submetidos a administragcéo icv aguda de AEME nas doses de 10 ug (n =5), 32 ug (n=5) e
100 pug (n = 5) ou salina (n = 5). Os valores estéo expressos em nmol.min™ *.mg de proteina™ ".

A ANOVA de 1 via para as amostras independentes nao detectou diferencas
estatisticamentes significantes em nenhuma das &reas cerebrais analisadas nas
diferentes doses de AEME quando comparados ao grupo controle (salina) em

relacéo a atividade da enzima antioxidante CAT.
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4.3.4 Atividade da enzima GPx

A atividade da enzima antioxidante GPx foi analisada em homogenato tecidual do
CPF, HPC e STD de animais submetidos a administracdo aguda icv da AEME nas
doses de 10 ug(n =5), 32 ug (n =5) e 100 pg (n =5) ou salina (n = 5). Os valores da
concentracdo (média = e.p.m.) (nmol.min™ ".mg de proteina™ ') nas areas cerebrais

estudadas estéo expressos na figura 32.
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Figura 32. Concentracdo (média + e.p.m.) da atividade da enzima GPx no CPF, HPC e STD de
animais submetidos a administragdo icv aguda de AEME nas doses de 10 ug (n =5), 32 ug (n =5) e
100 pg (n = 5) ou salina (n = 5). Os valores estdo expressos em nmol.min™ *.mg de proteina™ *. *P <
0,05 comparado ao grupo salina. ‘P < 0,05 comparado & dose de 10 ug e “'P < 0,01 comparado a
dose de 10 pg.
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A ANOVA de 1 via para as amostras independentes ndo detectou diferencas
estatisticamentes significantes no CPF e HPC nas diferentes doses da AEME ou

salina.

Entretanto a ANOVA de uma via para amostras independentes detectou diferencas
estatisticamente significantes [F(3,16) = 4,955; P=0,0128] na concentracdo da
atividade da enzima GPx em animais submetidos a administracdo aguda icv da
AEME ou salina no estriado. O teste de comparacdes mdultiplas de Bonferroni
demonstrou que a concentracédo da atividade de GPx no STD de animais do grupo
que recebeu a dose de 100 pg (P < 0,05) foi maior quando comparadas ao grupo
controle (salina) e também foi maior na dose de 32 pg (P < 0,05) e 100 ug (P < 0,01)

guando comparados a dose de 10 ug.

4.3.5 Atividade da enzima SOD

A atividade da enzima antioxidante SOD foi analisada em homogenato tecidual do
CPF, HPC e STD de animais submetidos a administracdo aguda icv de AEME nas
doses de 10 ug (n =5), 32 ug (n =5) e 100 pg (n = 5) ou salina (n = 5). Os valores
da concentracdo (média + e.p.m.) (hmol.min™ *.mg de proteina™) nas areas cerebrais

estudadas estédo expressos na figura 33.
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Figura 33. Concentragdo (média + e.p.m.) da atividade da enzima SOD no CPF, HPC e STD de
animais submetidos & administragéo icv aguda de AEME nas doses de 10 ug (h=5),32 ug(n=5) e
100 pg (n = 5) ou salina (n = 5). Os valores estdo expressos em nmol.min™ *.mg de proteina™ ".

A ANOVA de 1 via para as amostras independentes ndo detectou diferencas
estatisticamentes significantes em nenhuma das areas cerebrais analisadas nas
diferentes doses de AEME quando comparados ao grupo controle (salina) em

relacdo a atividade da enzima antioxidante SOD.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que a administracdo intracerebroventricular do produto
da pirdlise da cocaina, AEME, nas doses de 32 e 100 pug prejudicaram a memoria
operacional espacial de longa duracdo e aumentou de forma significante os produtos
avancados de oxidacdo protéica e a atividade da enzima antioxidante GPx no

estriado de ratos.

Sabe-se que a prevaléncia da utilizacdo de drogas de abuso € algo alarmante no
Brasil. Como citado anteriormente, o levantamento sobre consumo de drogas
coordenado por Laranjeira e colaboradores (2012) demonstrou que a prevaléncia de
uso da cocaina em p6 uma vez na vida pela populacdo adulta (18 anos ou mais) foi
de aproximadamente 5 milhdes de brasileiros, enquanto a prevaléncia do uso do
crack foi de 1,7 milhdes de brasileiros. Importante ressaltar que, o crack € seis vezes
mais prejudicial e causa uma maior dependéncia do que a cocaina em po (PIRES, et
al., 2012). Além disso, houve o aumento da procura por atendimeto médico em
clinicas especializadas pelos usuarios de crack (DUNN, et al., 1996). Porém quando
o usuario fuma o crack, além da cocaina ele também estara exposto ao produto da

sua pirélise, a AEME.

Os estudos que existem sobre drogas de abuso e as altera¢gdes comportamentais
em grande parte abrangem os efeitos da cocaina, ou crack. Animais apresentaram
prejuizo de memoria operacional numa tarefa em um labirinto aquatico em T apés a
auto-administracdo de 1,5 mg/kg de cocaina (SUDAI et al., 2010). Semelhante
resultado foi observado por George e col. (2008) com uma dose menor de cocaina,
0,5 mg/kg, onde os animais também apresentaram prejuizo de memaoria operacional

numa tarefa de labirinto em T apds auto-administracdo da substancia.

Ja em relacdo especificamente a AEME, Scheidweiler e col. (2003) relatam que
exposicdes repetidas a AEME possivelmente cause um déficit cognitivo associado

ao crack.

Areal e col. (2015) realizaram um estudo em que camundongos eram submetidos a

inalacdo de 5 gramas de crack ,duas sessdes por dia, por um periodo de onze dias,
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tendo como resultado uma hiperlocomoc¢ao e também um comportamento peculiar
caracterizado como “jumping”. Os autores ressaltam que a analise de sangue dos
animais tratados feita por GC-MS detectou uma concentragcdo de AEME muito maior
gue a cocaina, sugerindo que as alteracbes encontradas nesse estudo sejam mais

decorrentes da acdo da AEME do que a cocaina (AREAL et al., 2015).

Como pode ser observado, apesar de existirem estudos que correlacionam a
cocaina e o crack com alteragcbes comportamentais, em relacdo a AEME, nédo ha
nenhum dado na literatura que tenha relatado os efeitos dessa substancia sobre a
memoéria operacional espacial de ratos. Por isso, um dos nossos objetivos foi avaliar
os efeitos da administracdo icv de diferentes doses da AEME sobre a memoria

operacional de ratos desempenhando tarefas com retardo de 1 hora no LR-8.

O modelo experimental deste estudo utilizou o LR-8 como paradigma para avaliar a
memoria operacional espacial em roedores. O LR-8 que foi inicialmente proposto por
Olton e Samuelson (1976) continua sendo uma das ferramentas mais sensiveis e
confidveis para avaliar a memoéria operacional espacial em ratos. Todos 0s animais
inseridos no protocolo comportamental atingiram o critério de aprendizagem,
alcancando melhora gradativa do desempenho tanto nas tarefas sem o retardo
qgquanto nas tarefas com o retardo de 5 segundos, utilizadas para avaliar o
desempenho dos animais e estes dados estdo de acordo com os estudos de
aprendizagem animal descritos na literatura (OLTON e SAMUELSON, 1976; OLTON
et al., 1977; OLTON, 1979).

Os resultados obtidos foram que nas doses de 32 e 100 pg houve um prejuizo na
memoria operacional de ratos, quando avaliados no desempenho da tarefa com
retardo de 1 hora em relacdo a salina como solugéo controle. Também foi usado
como solugéao controle a acetonitrila, pelo fato de ser o solvente da AEME e para
confirmar que este solvente ndo prejudicaria 0 desempenho dos animais em tarefas
com o retardo de 1 hora. Os resultados demonstraram que ndo foi encontrado

nenhum prejuizo comportamental quando comparado com a salina.

O CPF apresenta inervacdo dopaminérgica particularmente proeminente. E sabe-se

que a densidade dos receptores dopaminérgicos do tipo D; sdo predominantes,
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gquando comparados com a densidade dos receptores D,. Essas inervacdes
dopaminérgicas tem um papel modulador importante em processos cognitivos,
dentre eles a memoaria operacional a qual envolve particularmente os receptores do
tipo D; sendo que uma atividade excessiva destes receptores é prejudicial para esta
funcédo cognitiva (JUCAITE, 2002; ZHART et al., 1997; GASPAR, 1995).

Os neurbnios dopaminérgicos da ATV expressam receptores nicotinicos e
muscarinicos e a ativacdo colinérgica nesta estrutura estd associada a aumento
dos disparos dopaminérgicos na ATV. Esses neurdnios dopaminérgicos, por sua
vez, projetam-se para diversas areas cerebrais dentre elas o CPF, o qual contribui
para o funcionamento executivo, para o processamento de controle cognitivo,
essencial para a manutencdo de representacdo de mémorias “online”. De acordo
com algumas evidéncias recentes, essa especificidade de inervacdo ATV-CPF-ATV
pode estar relacionado com aspectos importantes da aprendizagem e das funcdes
do CPF como um todo (YOU et al., 2008; BRIAND et al., 2007; DALLEY et al.,
2004).

O CPF regula o comportamento em colaboragcdo com um conjunto de outras
estruturas corticais e subcorticais, dentre elas o HPC e o STD, que juntas constituem
a maquinaria cerebral para a cogni¢ao espacial e memoria (FLORESCO et al., 1997;
GOLDMAN-RAKIC, 1994). E com relacdo ao desempenho de tarefas com retardo,
os resultados de Floresco e col. (1997) sugerem que as interacdes entre o CPF e 0
STD ventral estdo envolvidas na transformacdo da memoaria espacial, processada
por circuitos corticais hipocampais, em uma sequéncia eficiente de respostas
motoras direcionadas para objetivos (FLORESCO et al., 1997). O STD também tem
papel fundamental no aprendizado motor, como na aquisicdo de respostas

sequénciais como virar a esquerda ou a direita em labirintos (MYHER, 2003).

Diversos estudos indicam que a AEME apresenta atividade colinérgica (ERZOUKI, et
al.,1995; GARCIA et al, 2015; YANG et al, 2001; JACOB et al., 1990;
SCHEIDWEILER et al., 2003). A acetilcolina (ACh) tem um papel importante como
neuromodulador chave na aprendizagem e na memdria, consequentemente a sua
deplecdo esta ligada a disturbios de memoaria, tais como a doenca de Alzheimer
(ECKART et al.,, 2016; WILLIAMS e ADINOFFI, 2008). Estudos experimentais
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demonstram que a interrup¢cdo da mediagdo colinérgica em ratos adultos leva a
desempenho deteriorado em modelos que utilizam labirintos (RAUCH e RASKIN,
1984). O HPC contém as concentracdes mais elevadas de ACh no sistema nervoso
central, e este neurotransmissor € um componente critico na formacdo da memoria
hipocampal (WILLIAMS e ADINOFFI, 2008).

O sistema colinérgico estda também envolvido nos efeitos de drogas. Niveis
extracelulares de ACh sdo aumentados na ATV durante a auto-administracao de
drogas, como a cocaina. Além disso a sinalizacao colinérgica no STD e no NAcc tem
um papel critico na compulséo (“craving”) por drogas (PICCIOTTO et al., 2012; YOU
et al., 2008). Dentro do circuito de recompensa cerebral, 0s sistemas mesolimbicos
dopaminérgicos e colinérgicos atuam estreitamente na ATV, CPF e NAcc
(SOFUOGLU e MOONEY, 2009).

Como citado anteriormente, Jacob e col. (1990) mostraram a similaridade estrutural
da AEME com a estrutura da arecolina, a qual € um agonista colinérgico. Devido a
similaridade das estruturas e por nao ter na literatura dados comportamentais que
envolvam o efeito da AEME, houve a necessidade de procurar estudos sobre o
efeito da arecolina relacionado a parametros comportamentais, para verificar se
essa substancia também provocou algum prejuizo no desempenho de animais ao

realizar alguma tarefa.

Flood e col. (1981), realizaram um estudo em que camundongos foram treinados a
realizar tarefas no labirinto em T, no qual o objetivo era percorrer um dos bragos do
labirinto sem levar choques e avaliar a capacidade de retencdo da tarefa apés 7
dias. Para isso, foram administradas arecolina icv nas doses de 0,05; 0,10; 0,50; 1
Mg e salina como solugao controle. Os autores observaram que a porcentagem de
“‘esquecimento” da tarefa na dose de 1 ug foi maior quando comparado ao controle.
Segundo os autores uma possivel explicacdo para isso estaria relacionada com o
fenbmeno da dessensibilizagdo do receptor, que ocorre quando o receptor tem uma
atividade prolongada (geralmente induzida pela aplicacdo direta de ACh ou um

agonista).
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Outro estudo envolvendo um agonista colinérgico foi realizado por Bunce e col.
(2003), em que avaliaram o efeito da administracdo intra septal ( nucleo septal
medial) de oxotremorina no desempenho de animais ao realizar tarefas com retardo
(DNMTS- delayed-non-match-to sample) no labirinto radial. As doses utilizadas
foram de 0,1; 5,0; 10 ug e salina como controle. Os resultados demonstraram que ao
realizar a tarefa, a dose de 10 ug foi a que provocou maior efeito amnésico nos

animais quando comparado ao controle.

Pode-se perceber que assim como a AEME os estudos que envolveram agonistas
colinérgicos tiveram maior prejuizo comportamental nas maiores doses quando
comparado ao controle, ou seja, os efeitos de prejuizo colinérgico sobre o

desempenho cognitivo foram dose-dependente.

Também é importante ressaltar que o0 prejuizo comportamental provocado pelo
efeito de drogas de abuso pode estar relacionado com o estresse oxidativo no
sistema nervoso central, como foi sugerido por BASHKATOVA e col. (2005). Neste
estudo os autores relataram que o estresse oxidativo observado em ratos jovens
ap0s a exposicdo no utero a cocaina possa estar envolvido em déficits
comportamentais. Além disso, Pomierny-Chamiolo e col. (2013) enfatiza que o
estresse oxidativo desempenha um papel na memdéria e no aprendizado, e
deficiéncias nessas fun¢des podem estar envolvidas em mecanismos de toxicidade
e adicdo ocasionados pelos efeitos de drogas (BASHKATOVA et al.,, 2005;
POMIERNY-CHAMIOLO et al., 2013).

Ainda ndo existem estudos in vivo sobre os efeitos neurotdéxicos da AEME no
sistema nervoso central relacionados com o estresse oxidativo, sejam por meio do
dano oxidativo, como por exemplo, a peroxidagao lipidica e o AOPP, ou mesmo com
a atividade das enzimas antioxidantes. Entretanto, em relacdo a producdo de
estresse oxidativo no sistema nervoso central pelos efeitos da cocaina, ja existem
alguns dados. Por exemplo, a administragao intraperitoneal (IP) aguda de 20 mg/kg
de cocaina aumentou a producao de hidroperéxidos e peroxidagao lipidica no cortex
frontal e no STD de ratos (DIETRICH et al., 2005). A peroxidagao lipidica também foi
aumentada no HPC de ratos jovens, quando expostos a cocaina (mées receberam
20 mg/kg ip) durante a gestacdo (BASHKATOVA et al.,, 2005). Este aumento foi
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observado no CPF e NAcc de ratos apds a administracdo sistémica aguda de
cocaina (30 mg/kg) (NUMA et al., 2008). Existem evidéncias sobre a relacdo do
estresse oxidativo na patogénese e no desenvolvimento da dependéncia da cocaina
e outras substancias (LOPEZ-PEDRAJAS et al., 2015). E é importante ressaltar, que
as estruturas cerebrais em questdao (NAcc, CPF e HPC) estdo relacionadas aos
efeitos recompensatérios relacionados a cocaina, bem como processos
motivacionais que estdo implicados na dependéncia de drogas de abuso
(POMIERNY-CHAMIOLO et al., 2013).

Com isso nosso objetivo foi avaliar os efeitos da administracao
intracerebroventricular de diferentes doses da AEME sobre parametros oxidativos no
CPF, STD e HPC de animais através de: peroxidacao lipidica (TBA-RS), produtos
avancados de oxidacdo protéica (AOPP), e a atividade das enzimas antioxidantes
CAT, SOD e GPx.

Um dos danos oxidativos que foram analisados nesse trabalho foi dos produtos
avancados de oxidacdo protéica (AOPP), que correspondem as proteinas que séo
danificadas por estresse oxidativo, mais especificamente a albumina e seus
agregados. O AOPP é formado principalmente por oxidantes clorados, incluindo o
acido hipocloroso e cloraminas, que resultam de atividade da mieloperoxidase
(KORKMAZ et al., 2013). Niveis elevados de AOPP contribuem para o aumento da
producdo de ERO e sdo encontrados em algumas doencas neurodegenerativas
como doenca de Alzheimer e de Parkinson. Altunoglu e col. (2014) analisaram o
plasma de pacientes com doenca de Alzheimer e perceberam que o0s niveis de
AOPP estavam mais elevados quando comparados com o0 grupo controle.
Resultados de outro estudo demonstraram niveis significantemente mais elevados
de AOPP no soro de pacientes com doenca de Parkinson quando comparados ao
grupo controle (MEDEIROS et al., 2016).

A fim de avaliar os efeitos da administragcéo icv de diferentes doses da AEME e
salina como solucdo controle, no estresse oxidativo, especificamente o AOPP,
percebemos que no STD de ratos houve diferencas estatisticamente significantes na

dose de 100 pg em relacéo a dose de 10 pg da AEME, ou seja, houve uma maior
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oxidacdo de proteinas na dose de 100 pug em relacédo a dose de 10 pg. Entretanto,
no CPF e HPC de ratos n&o houve diferenga estatisticamente significante.

Um estudo realizado em nosso laboratério que ainda nao foi publicado apresentou
resultados semelhantes, em que ratos expostos a inalacao repetida (5 dias) do crack
(3 g/dia) tiveram aumento dos niveis de AOPP no estriado dos animais tratados e
também apresentaram prejuizo significativo na memoria operacional espacial. Além
disso, foram feitas analises no sangue desses animais por GC-MS onde foi
detectada somente a presenca da AEME, sugerindo que os efeitos observados
possam ser mais decorrentes da acédo dessa droga (LIPAUS, 2017).

Esse aumento nos niveis de AOPP no estriado possivelmente tenha ocorrido pelo
fato de o sistema nervoso central ser particularmente vulneravel aos danos
oxidativos, e uma das razdes para isso é a sensibilidade aos ataques de radicais
livres, além de ter uma alta taxa de consumo de oxigénio, e um déficit relativo de
sistemas de defesa antioxidante em comparag¢do com outros érgdos (FLOYD, 1992;
HALLIWELL, 1992; HALLIWELL, 2006). Além disso, o STD é uma regido cerebral
que tem projecdes dopaminérgicas, e vale ressaltar que a auto-oxidacdo da
dopamina pode gerar radicais livres como o peroxido de hidrogénio (H,O,) e o0 anion
superéxido (O;") (HERMIDA-AMEIJEIRAS, apud POMIERNY-CHAMIOLO, 2013,
DIETRICH et al., 2005). Sugere-se que o0 prejuizo da memadria operacional espacial
observado no experimento comportamental tenha correlacdo com o aumento da
producdo de ERO no estriado, ja que essa regido esta integrada com o CPF, o qual
também apresenta inervac6es dopaminérgicas (JUCAITE, 2002; ZHART et al., 1997;
GASPAR, 1995; FLORESCO et al., 1997).

Destaca-se que ndo houve aumento significativo dos niveis de TBA-RS no CPF,
HPC e STD de ratos, da mesma forma que o0s niveis de AOPP também ndao
estiveram aumentados no CPF e HPC. Entretanto, ja foi descrito anteriormente que
a cocaina produz peroxidacao lipidica no sistema nervoso central (DIETRICH et al.,
2005; BASHKATOVA et al.,, 2005; NUMA et al., 2008), com isso, uma possivel
explicacdo para os resultados desse estudo seja pelo fato da AEME ter sido
administrada isoladamente, pois de acordo com o estudo in vitro de Garcia e col.

(2012) a AEME quando associada com a cocaina possui um efeito neurotdxico
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aditivo, desse modo propbe-se que no estudo in vivo aconteca 0 mesmo efeito é
somente a administracdo de AEME né&o foi suficiente para poder causar a

peroxidacao lipidica.

Uma das atividades enziméaticas avaliadas no trabalho foi a atividade da GPx, essa
enzima fica localizada no citosol e na matriz mitocondrial e é responsavel pela
reducdo do peroxido de hidrogénio e outros peroxidos a agua ou alcool, utilizando
como cofator a glutationa reduzida (GSH) (VASCONCELOS et al., 2007). Como ja
foi citado anteriormente, alguns autores observaram a inducdo da atividade da
glutationa peroxidase reduzida (GSH-Px) no cortex frontal e no STD de ratos apés
uma dose Unica ou administracdo cronica (1 injecdo/dia) de 20 mg/kg de cocaina por
10 dias. Em outro estudo houve a diminui¢do da atividade da GPx em HPC de ratos
apos administracdo de cocaina (15 mg/kg IP). Resultado semelhante foi encontrado
por Lopez-pedrajas e col. (2015) onde houve diminuigcdo da atividade da GPx em
cerebelo de ratos ap6s administracdo diaria de cocaina (15 mg/kg IP) por 18 dias
(DIETRICH et al., 2005; MURIACH et al., 2010).

Ja em relacéo ao efeito da AEME e o sistema antioxidante enzimatico, Garcia (2009)
avaliou a atividade da enzima GPx em cultura primaria de células hipocampais
expostas a 1 mM de AEME e 2 mM de cocaina e percebeu uma reducdo da
atividade da GPx apés 3 horas de incubacéo, tanto apds a exposicdo a AEME e
cocaina, quanto a associacdo entre as duas. O autor salienta que talvez este fato
tenha ocorrido devido as diminui¢cdes da quantidade de GSH, que segundo Poon e

col. (2007) é o maior componente do sistema antioxidante no cérebro.

Para investigar os efeitos da administragdo icv de diferentes doses da AEME e
salina como solucdo controle, na atividade de enzimas antioxidantes,
especificamente a enzima GPx, percebemos que no STD de ratos houve uma
inducdo da atividade da GPx na dose de 100 pg quando comparados ao grupo
controle, e também na dose de 32 ug e 100 ug da AEME quando comparado com
a dose de 10 pg. Porém, no CPF e HPC ndo houve diferencas estatisticamente

significantes.
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Dietrich e col. (2005) observaram o aumento da producdo de ERO no STD de ratos
apos a administracdo de cocaina, bem como a indugéo da atividade de GSH-Px. Os
autores ressaltam que existem mecanismos compensatorios, como as atividades
das enzimas antioxidantes que ocorrem em resposta ao aumento do estresse
oxidativo. Dessa forma, uma possivel explicacdo para o efeito da AEME na inducdo
da atividade da GPx no estriado, tenha ocorrido devido a um mecanismo

compensatorio em resposta ao aumento de ERO produzido pelo AOPP no STD.

O efeito da administracéo icv de diferentes doses da AEME sobre a atividade das
enzimas antioxidantes (CAT e SOD) no CPF, HPC e EST de ratos e também a
atividade da enzima GPx no CPF e no HPC néo foram suficientes para detectar
diferencas estatisticamente significantes. Destaca-se que o tratamento utilizado no
estudo foi agudo, pelo fato da AEME ser uma substancia de uso restrito e de dificil
acesso para fins cientificos.

E importante ressaltar que esse estudo é o primeiro que aborda sobre os efeitos da
administracdo icv da AEME sobre a memoéria operacional de ratos bem como o
primeiro estudo in vivo que analisou o efeito da AEME sobre parametros bioquimicos
de estresse oxidativo. A partir dos resultados encontrados pode-se dizer que a
AEME prejudicou a memoéria operacional espacial de ratos de maneira dose-
dependente, aumentou os niveis de AOPP e induziu um aumento da atividade da
enzima GPx. Estes dados em conjunto demonstram que o0 usuario, ao fumar o crack,
ndo esta exposto somente aos efeitos deletérios da cocaina em po, mas também
aos efeitos do seu produto de pirdlise. E necessario que existam mais estudos que
abrangem outros tipos de tratamento, como o tratamento crénico com a AEME, com
analise de parametros comportamentais, bioguimicos, imunohistoquimicos e
moleculares para uma melhor compreenséo dos efeitos neurotoxicos produzidos por

essa substancia.
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6. CONCLUSOES

Os achados deste estudo permitem as seguintes conclusdes:

— A administracdo intracerebroventricular de AEME nas doses de 32 ug e 100
Hg prejudicou a memodria operacional espacial de ratos em tarefas com
retardo de 1 h no LR-8;

— No STD de ratos, a AEME induziu o aumento da oxidacdo de proteinas e a
atividade da enzima GPXx, sugerindo um efeito compensatério em resposta ao
aumento da producao de ERO no STD;

— Na&ao ocorreu aumento significativo nos niveis de TBA-RS no CPF, HPC e STD
da mesma forma que ndo aumentou os niveis de AOPP no CPF e HPC,
possivelmente pelo fato de que nesse estudo a AEME foi administrada

isoladamente, ou seja, ndo estava associada com a cocaina.
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