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RESUMO

A cocaina ¢ uma droga ilegal que se apresenta como um grave problema social e de saude
publica. A agdo da cocaina se da por meio do bloqueio dos transportadores dopaminérgicos
(DATs) que sdo responsaveis pela recaptacdo da dopamina (DA) liberada na fenda sinéptica.
Com sua atividade inibida, a DA se acumula na fenda aumentando a sinalizagdo
dopaminérgica no sistema nervoso central (SNC). No SNC, os neuronios dopaminérgicos se
localizam na Area Tegmental Ventral (VTA), projetando-se para o Nucleo Accumbens (NAc)
e o Cortex pré-frontal (CPF), compondo a via mesolimbica. Essa via ¢ responsavel pela
codificagdo cerebral de processos de avaliacdo de recompensa, comportamento e tomada de
decisdo. A constante evocagdo dessa via provoca modulagdes no SNC que causam os
estagios de dependéncia e fissura. Hoje ndo ha um tratamento eficaz para a dependéncia da
cocaina. Em casos de dependéncia, a inica ag@o ¢ a abstinéncia. Com isso, ha a necessidade
do estudo de novos farmacos para esse fim, uma vez que a abstinéncia reune uma série de
efeitos colaterais como vomitos, febre e depressdo. O acido rosmarinico (AR), um composto
derivado de temperos como alecrim, salvia, manjericdo entre outros; tem apresentado um
papel fundamental como antioxidante, anti-inflamatoério e neuroprotetor. Dessa forma, o
presente estudo objetivou atrelar as acdes ja observadas no AR como proposta de um farmaco
para a dependéncia quimica de cocaina. Utilizamos um modelo animal com camundongos
C57BL/6 machos que receberam cocaina durante cinco dias. Apds a etapa de indugdo a
dependéncia da droga, os animais foram deixados cinco dias em abstinéncia e um modelo de
recaida foi feito a partir da reexposicdo a droga. O potencial farmacéutico do AR foi
analisado em trés diferentes contextos: um pré-tratamento, um tratamento constante ¢ um
tratamento apenas durante a abstinéncia. Foram analisados os efeitos comportamentais a
partir do teste de campo aberto e o &mbito bioquimico com avaliagdo da expressdao génica dos
marcadores de adigdo (CREB, BDNF ¢ AFosB) na regido do CPF por qRT-PCR. Foi
identificado uma atenuagdo no aumento da atividade locomotora em todos os grupos tratados
com o AR. Um efeito positivo em relagdo a primeira exposi¢do foi visto nos grupos
pré-tratados. Porém, o AR demonstrou um efeito temporario visto pelo comportamento do
grupo que recebeu o composto apenas no pré-tratamento quando relacionado ao grupo
controle. Quanto a reexposi¢do, o grupo tratado continuamente demonstrou uma atividade

locomotora menor em relacdo aos demais, mostrando uma resisténcia a droga em um cenario



de recaida. O perfil bioquimico nao mostrou alteragdo na expressio de CREB. Foi
identificado um perfil diferencial nos animais tratados com AR durante a abstinéncia com os
efeitos da cocaina no dia do desafio, mostrando um aumento na expressdo de AAFosB ¢
BDNF nesses grupos. O AR se mostrou com um bom potencial para ser utilizado como
farmaco para a dependéncia quimica em cocaina, porém os estudos moleculares devem ser
ainda melhor explorados e, adicionalmente, o AR deve ser testado no ambito de protocolos

que utilizam a procura voluntaria pela droga.

Palavras-chave: cocaina, AR, coértex pré-frontal, sistema dopaminérgico, atividade

locomotora, marcadores de adigao.



ABSTRACT

Cocaine is an illegal drug that presents itself as a serious social and public health problem.
Cocaine acts by blocking dopaminergic transporters (DATs) that are responsible for the
reuptake of dopamine (DA) released in the synaptic cleft. With its activity inhibited, DA
accumulates in the cleft, increasing dopaminergic signaling in the Central Nervous System
(CNS). In the CNS, dopaminergic neurons are located in the Ventral Tegmental Area (VTA),
projecting to the Nucleus Accumbens (NAc) and the Prefrontal Cortex (PFC), composing the
mesolimbic pathway. This pathway is responsible for the brain encoding of reward
evaluation, behavior and decision-making processes. Today there is no effective treatment for
cocaine addiction. In cases of dependence, the only action is abstinence. Thus, there is a need
to study new drugs for this purpose, since abstinence brings together a series of side effects
such as vomiting, fever and depression. Rosmarinic acid (AR), a compound derived from
spices such as rosemary, sage, basil, among others; has shown a key role as an antioxidant,
anti-inflammatory and neuroprotective. Thus, the present study aimed to link the actions
already observed in RA as a proposal for a drug for cocaine addiction. We used an animal
model with male C57BL/6 mice that received cocaine for five days. After the drug
dependence induction step, the animals were left for five days in abstinence and a relapse
model was made from drug re-exposure.The pharmaceutical potential of RA was analyzed in
three different contexts: a pre-treatment, a constant treatment and a treatment only during
abstinence. The behavioral effects from the open field test and the biochemical scope were
analyzed with evaluation of the gene expression of addition markers (CREB, BDNF and
AFosB) in the CPF region by qRT-PCR. An attenuation in the increase in locomotor activity
was identified in all AR-treated groups. A positive effect with respect to the first exposure
was seen in the pre-treated groups. However, the AR demonstrated a temporary effect seen
by the behavior of the group that received the compound only in the pre-treatment when
related to the control group. As for re-exposure, the group treated continuously showed lower
locomotor activity compared to the others, showing drug resistance in a relapse scenario. The
biochemical profile showed no change in CREB expression. A differential profile was
identified in the animals treated with RA during abstinence with the effects of cocaine on the
day of challenge, showing an increase in the expression of AFosB and BDNF in these

groups. AR has shown good potential to be used as a drug for cocaine addiction, but



molecular studies must be further explored and, additionally, AR must be tested within the

scope of protocols that use the voluntary search for the drug.

Keywords: cocaine, AR, prefrontal cortex, dopaminergic system, locomotor activity,

addiction markers.
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1. INTRODUCAO
1.1 A cocaina

Em 2019, cerca de 20 milhdes de pessoas fizeram uso de cocaina e seus derivados ao redor
do mundo, conforme demonstrado na Figura 1. Estima-se que na América do Sul, quase 3
milhdes de pessoas entre 15 a 64 anos foram usudrios de cocaina em 2019 (WORLD

DRUG REPORT 2021).
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FIGURA 1. Estimativa global do nimero de usudrios de cocaina e prevaléncia anual do uso de cocaina,

2010-2019. Adaptado de: WORLD DRUG REPORT 2021.

O Brasil ¢ o maior mercado de cocaina da América do Sul e a prevaléncia do uso de crack e
cocaina em 2020 era de 2,2% da populagdo adulta (WORLD DRUG REPORT 2021).
Durante a pandemia, de acordo com dados do Ministério da Saltde, os hospitais
credenciados pelo Sistema Unico de Satde (SUS) tiveram um aumento de 54%, em 2020,

no atendimento de dependentes quimicos se compararmos a 2019 (UNIAD, 2021).

O uso da cocaina se iniciou a partir dos povos Incas, na regido dos Andes na América do Sul
que religiosamente consumiam a folha como chaé e atribuiam os efeitos psicoestimulantes ao
contato com os deuses. Com o passar dos anos, a folha de coca foi utilizada nessa regido na
sua forma mascavel para auxiliar os trabalhadores em grandes altitudes, diminuindo a

sensagao de frio e de fome (BIONDICH, JOSLIN, 2016).
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A cocaina foi isolada e nomeada pela primeira vez pelo quimico alemdo Albert Niemann
(ISENSCHMID, 2010) e se popularizou na Europa a partir da criagdo de uma mistura de
vinhos e folhas de coca, o Vin Mariani (SMITH, 2008). Em 1885, o psicanalista Freud
publicou o livro “Uber coca”, listando os efeitos benéficos da cocaina como remédio para a
depressdo. Também em 1885, Karl Koller identificou a cocaina como um anestésico local
(REIS, 2009; MARKEL, 2011). Em 1886, a primeira formulagdo da Coca-Cola era composta
por noz de cola e folhas de cocaina, tendo sua composi¢ao modificada somente em 1906,
com a substituicdo da cocaina por cafeina (BAHLS, 2002). O uso de cocaina na sociedade
aumentou e os perigos do uso continuo da droga se tornaram mais evidentes. Em 1912 foram
registradas 5.000 mortes relacionadas a cocaina em um ano nos Estados Unidos. Em 1922, a

droga foi determinada como ilegal nos EUA. (ISENSCHMID, 2010; MARKEL, 2011).

A cocaina (C;H, NO,) é uma substancia ativa na composi¢do de uma variedade de
psicoestimulantes, sendo encontrada principalmente na sua forma de base e como o sal
cloridrato de cocaina (UNODC, 2021). E um alcal6ide produzido a partir da maceragio das
folhas da planta Erythroxylum coca, nativa da América do Sul, tratadas com diversos
solventes orginicos (NESTLER, 2005). A féormula quimica da cocaina e seus principais

componentes ¢ demonstrado na Figura 2.

Folha de coca "
_..\
A Cl- _p

) +HOl — © oA -

Cocaina

(pasta base) Cloridrato de cocaina (p6) Forma alcalina (crack)

FIGURA 2. Composi¢do quimica dos principais componentes da cocaina. Adaptado de: ROSARIO et al,
2019.

ApoOs a maceragao das folhas, o processo de fabricacio comeca com a adigdao de acido
sulfurico (H,SO,) e carbonato de sddio (Na:CO:s), produzindo a cocaina na forma de base. O

posterior tratamento da forma base com mais solventes organicos como o querosene ou a
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gasolina, origina a pasta base de coca que, por sua vez, pode ser tratada com outros solventes
para a producdo da merla ou refinada para a producdo do p6 de cocaina. O refinamento ¢
realizado com acido cloridrico (HCI) formando o sal cloridrato de cocaina, conhecido como
cocaina em poé. O sal de cocaina ¢ neutralizado pela reagao do cloridrato de cocaina com uma
solugdo aquosa de um 4alcali (aménia ou bicarbonato de s6dio) aquecido, posteriormente
resfriado e quebrado, resultando no crack (NIDA, 2004; ZACCA, 2014; DRAKE, SCOTT,

2018). Esse processo de producgdo foi demonstrado na Figura 3.

Folhas de
coca

Oxido de calcio
Querosene

Acido Sulfarico
Carbonato de sodio

Acido Sulfdrico
Permanganato de Potassio

Acido Clorédrico
Carbonato de sodio
Hidroxido de aménio B
} Acido Clorédrica

Agquecimento/Resfriamento ¥

Carbonato de sodio

Pasta base Aguecimento/Resfriamento
de cocaina
(Refinada)
| Acido Cloridrico
Carbonato de sodio
Merla e - Crack
Acido Cloridrico
Acetana
Y Carbonato de sodio

Aguecimento/Resfriamento

Hidrocloridrato |

de cocaina

FIGURA 3. Processos de producé@o da cocaina e seus derivados psicoativos. Adaptado de ZACCA, 2014.

As diversas etapas de fabricagdo fazem com que a cocaina traficada possua uma pureza
baixa e elevada toxicidade caracterizadas pela adulteracdo dos solventes e dos aditivos

potencializadores de efeitos (EVRARDA, 2010).

A cocaina e seus subtipos sdo administrados por diversas vias. Pela facil dissolu¢cdo em
agua e alta absor¢do pela mucosa nasal, sua forma de po ¢ utilizada de forma intravenosa ou

aspirada. Ja o crack e a pasta base/merla sdo fumados (DRAKE, SCOTT, 2018;
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FATTINGER et al., 2000). A cocaina também pode ser utilizada misturada com outras
drogas, como por exemplo, o uso injetavel em uma mistura com a heroina (“speedball”) ou

a pasta base misturada com tabaco e maconha (“basuco”) (BOTELHO, 2014).
1.2 Mecanismo de acao da cocaina

A agdo da cocaina no SNC ocorre através do bloqueio dos transportadores de dopamina
(DAT) que impedem a recaptacdo do neurotransmissor, aumentando a concentracdo de
dopamina (DA) na fenda sinaptica. Esse processo resulta na hiperestimula¢ao dos neurdnios
pOs-sindpticos e provoca efeitos de euforia e agitagdo (CALIPARI, et al., 2013). A cocaina
também age aumentando os neurotransmissores norepinefrina (NE) e serotonina (5-HT),
além de interagir paralelamente com multiplos sistemas como o GABAérgico,

glutamatérgico e endocanabindide (SAMMUT, WEST, 2008).

A dopamina ¢ sintetizada a partir da descarboxilacao da DOPA (3,4 — hidroxifenilalanina),
produzida pela interacdo da enzima tirosina hidroxilase com o aminoacido tirosina
(CERNAT et al. 2020) (Figura 4). Ela ¢ transportada para vesiculas - através da acdo do
transportador vesicular de monoaminas 2 (VMAT?2) -, onde fica armazenada nos terminais
pré-sindpticos; apds um estimulo elétrico, essas vesiculas se fundem com o terminal

neuronal, liberando o neurotransmissor na fenda sinaptica (LERNER et al., 2021).

Uma vez na fenda sindptica, a dopamina se liga aos receptores dopaminérgicos. Os
receptores dopaminérgicos sdo tipos de receptores acoplados a proteina G (GPCR). A
proteina executa trés vias de sinalizacdo principais mediadas pelas suas isoformas: Gs
(responsavel pela ativagdo da adenilato ciclase), Gq (ativacdo da enzima fosfolipase C) e Gi

(responsavel pela desativacdo da adenilato ciclase) (BEAULIEU et al., 2015; BAIK, 2013).

Os receptores dopaminérgicos sdo subdivididos de acordo com sua fun¢do de modular
bioquimicamente a atividade da adenilato ciclase para geracdo do segundo mensageiro
adenosina monofosfato ciclico (AMPc) (BAIK, 2013). Os receptores do tipo D1 (D1-like)
agem na isoforma Gs e sdo compostos pelos receptores DIR e DSR. A agdo da familia de
receptores D1 resulta no desencadeamento de abertura dos canais i6nicos de célcio, levando

a excitacdo neuronal e a consequente propagacdo do impulso elétrico. Os receptores da
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familia D2 (composto pelos receptores D2R, D3R e D4R) sdo considerados inibitorios e
agem na isoforma Gi. Sua atividade resulta na hiperpolarizacdo do neurdnio, impedindo a
propagacdo do impulso elétrico. Os receptores tipo D1 sdo encontrados, em sua maioria, nos
neurdnios poés-sinapticos. Os receptores do tipo D2 estdo localizados pré e

pos-sinapticamente (XIA et al,,2019; REGUILON et al, 2017; WORHUNSKY et al., 2021).

Pés-sinapticamente, a DA age como um primeiro mensageiro no complexo
dopamina/receptores dopaminérgicos D1 (XIA et al., 2019). A cascata de sinalizagdo se
inicia pela subunidade o se dissociando do dimero Py da isoforma Gs. A subunidade o
interage com o nucleotideo guanilico que catalisa a troca de GDP por GTP e assume a forma
ativa da isoforma. A forma ativa age acionando o sistema de efetores, composto por enzimas
como a fosfolipase C e a adenilato ciclase. A adenilato ciclase ¢ responsavel por catalisar a
formag¢ao da AMPc a partir do trifosfato de adenosina (ATP) com o auxilio de um cofator. O
aumento na concentragdo de AMPc intracelular resulta na ativagdo da proteina cinase
dependente de AMPc (PKA) que ¢ responsavel pela fosforilagdo de residuos de serina em
outras proteinas na cascata de sinalizacdo (BEAULIEU et al., 2015; DUC et al., 2015). A
fosforilacdo consiste na transferéncia de um grupo fosfato, a partir do trifosfato de
adenosina, para residuos especificos de aminoacidos. A subunidade ativa da PKA catalisa a
fosforilacdo de fatores de transcri¢gdo que atuam regulando a expressdo génica (TARRANT
& COLE, 2009). A ativacao constante dessa cascata de sinalizagdo resulta na modulagao da
expressao génica de genes-alvo da PKA, como CREB, c-Fos e BDNF, caracteristicos de cada
estagios de fissura, vicio, abstinéncia e recaida da cocaina, identificados como marcadores de
adicdo (FREEMAN et al. 2002; FREEMAN et al. 2010; LULL et al. 2008; WALKER et al.,
2018)

Apos a ligagdo com os receptores dopaminérgicos, a dopamina ¢ retirada da fenda por meio
de dois processos basicos: a degradagdo por enzimas e a recaptagdo para o terminal
pré-sinaptico. A recaptagdo ¢ realizada pelo DAT, que captura para o neurdnio pré-sinaptico
grande parte da dopamina liberada para ser reciclada em vesiculas e usada subsequente na
neurotransmissdo. A parte ndo reciclada ¢ degradada pela agdo da enzima monoamina

oxidase (MAO), principalmente pela isoforma B (MAO-B), produzindo o 4cido
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dihidroxifenilacético (DOPAC). A dopamina que permanece na fenda ¢ degradada pela agao
da catecol-O-metil transferase (COMT) que produz o 4cido homovanilico (HVA) (BAIK,
2020; AHMED, 2006; CHOW et al., 2021).
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FIGURA 4. Cascata de sinalizagdo dopaminérgica (KNAB, LIGHTFOOT, 2010).

O metabolismo da dopamina, principalmente a sua degradacdo, esta fortemente relacionado
a geragao de espécies reativas de oxigénio (ERO) (MEISER, et al., 2013). A recorrente
evocacao do sistema dopaminérgico com uso cronico de cocaina, eleva o estresse oxidativo
no cérebro, enfatizando disfungdes como a peroxidagao lipidica no hipocampo e a oxidacao
de proteinas no cortex pré-frontal (CPF) e no ntcleo accumbens (NAc) (PREEDY, 2017).
Além disso, o incremento de ERO esta relacionado a diversos disturbios neuronais como a
doenca de Parkinson (DORSZEWSKA et al., 2016), depressio (OLGUIN et al., 2016) ¢ o
Alzheimer (YANG, LIAN, 2020; SAEEDI, RASHIDY-POUR, 2021).

A alta atividade do sistema dopaminérgico relacionado ao uso cronico da cocaina,
compromete todo o SNC, principalmente os neurdénios da via mesolimbica, alterando sua
estrutura e resultando nos estdgios de fissura e dependéncia (FRANCIS et al., 2019;
CAMERON et al., 2019) (Figura 5). Os neur6nios dopaminérgicos estdo localizados
principalmente em trés regides cerebrais: o Campo Retrorubral (RRF), a Substancia Negra

pars compacta (SNc) e a Area Tegmental Ventral (VTA). Os neurdnios do VTA se projetam
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do mesencéfalo para o NAc e o CPF, compondo a via mesolimbica (SOLINAS, et al. 2019).
Essa interligacdo das regides ¢ fortemente envolvida com a codificacdo cerebral de
processos de avaliagdo de recompensa, comportamento e tomada de decisdo, e por isso,

ligada a diversos disturbios cerebrais (CHOW et al., 2021).

No ambito do abuso de drogas, a dopamina esta envolvida na mediacdo das mudancas
funcionais e estruturais da circuitaria, incluindo o CPF (SERAFINI et at., 2020). O CPF
gerencia aspectos cognitivos, emocionais, de recompensa € comportamentais,
desempenhando um papel fundamental na resolugdo de problemas, mudanca de estratégia e
predicao de erros (CHAN et al., 2019). Sob situacdes de estresse, a modulacao do sistema
dopaminérgico monitora e seleciona o processo ideal para lidar com as situacdes que
regulam negativamente o sistema (BAIK, 2020). O uso de cocaina, nas suas mais diversas
formas, ¢ amplamente conhecido por ativar as regides de recompensa cerebral (DI
CHIARA, 2002). Durante a fase de efeito da droga, essas regides estimuladas geram um
efeito de euforia, sensacao de prazer e felicidade (BUFFALARI, SEE, 2010). Assim que
seu efeito termina, as regides voltadas aos processos emocionais, como a amigdala e o Nac,
entram em um modo negativo de estimulagdo, reduzindo a energia e tornando-se mais
sensiveis ao estresse, depressao e ansiedade (WISE, 2008). Em compensagdo desse efeito
negativo, as regides responsaveis pela tomada de decisdo, como o CPF, sdo ativadas para
buscarem meios de retornar ao estagio de euforia e prazer inicial, gerando desejo e obsessao

pela droga (WEISS, 2005; SEE, 2005; DRAKE, SCOTT, 2018).
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FIGURA 5. Comunica¢do dopaminérgica através do circuito mesolimbico a partir de distirbios neuronais.

Adaptado de SERAFINI et at., 2020.

A constante evocacao desse neurocircuito a partir do uso cronico da droga arquiteta rapidas
alteragdes nos mecanismos fisiopatologicos no SNC, conhecidas como plasticidade
neuronal (SWEATT, 2016; PREEDY, 2017). A plasticidade neuronal ¢ um fenomeno
natural descrito pela capacidade do sistema nervoso de se modificar funcionalmente e
estruturalmente para responder mais rapidamente aos estimulos, tanto negativos quanto
positivos, que sao variavelmente e persistentemente experimentados pelo cérebro (VON

BERNHARDI et al. 2017; CRAMER et al, 2011).

As alteragdes causadas pela exposi¢do recorrente a cocaina se desdobram principalmente
em duas esferas: alteracdes na capacidade transmissora, caracterizada pelas mudancas na
transmissdo sinaptica, e alteracdes na capacidade estrutural, definida pela alteragdo na
estrutura e propriedades elétricas dos neurdnios (FAUTH, TETZLAFF, 2016). Essas
neuroadaptagdes levam o cérebro a uma nova condicao de taxas de disparo e regulagdo do

trafego de neurotransmissores (TURRIGIANO, 2008).
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FIGURA 6. Plasticidade sinaptica baseada no impacto na altera¢do da velocidade das atividades neuronais (alta
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e baixa atividade). Adaptado de: VON BERNHARDI et al., 2017.
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FIGURA 7. Plasticidade sinaptica baseada na duragio do estimulo (segundos até minutos e horas até dias).

Adaptado de: VON BERNHARDI et al., 2017.

Devido a plasticidade, um novo condicionamento cerebral fazendo com que os neurdnios
DA disparem quando expostos as pistas preditivas da droga, preparando o palco para as
respectivas mudangas comportamentais buscando uma resposta de recompensa e habituagdo
que caracterizam o vicio, incluindo um risco persistente de recaida que torna o tratamento

tdo desafiador.

Modelos animais tratados com psicoestimulantes, como a cocaina, sdo utilizados com base
no processo de sensitizacdo (FARRELL et al.,, 2018; VADASZ, GYETVAI 2020). A
sensitizacdo comportamental ou psicomotora ¢ um processo definido por um aumento do
efeito das substancias psicoativas apds doses repetidas, evidenciado pelo aumento da
atividade locomotora. (VANDERSCHUREN, KALIVAS, 2000). Nesse contexto, a
habilidade da cocaina de elevar a locomocao apds uma administragdo aguda ¢ aumentada

quando a exposicao ¢ repetida, idealizando um estado de dependéncia humana (VEZINA,
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LEYTON, 2009). No estado sensitizado, ha o aumento na liberacdo de DA mesolimbica
(hipersensibilidade neuronal) a niveis maiores do que os produzidos anteriormente devido a
plasticidade produzida pelo uso recorrente, elevando o desejo patologico e aumentando a

necessidade de busca da drogas, o que contribui para episddios de recaida (TEUNS, 2015).

Assim, devido a todas as consequéncias provenientes do uso de cocaina, segue necessaria a
continuagdo de estudos que proporcionem maior sucesso nos tratamentos e/ou prevencao da
dependéncia (CHAN et al., 2019; KAMPMAN, 2019).A busca por tratamentos
farmacoldgicos e ndo-farmacologicos para a dependéncia quimica de cocaina tem sido alvo
de estudo durante séculos. Porém, a gama de farmacos utilizados ¢ direcionada para a
atenuacdo dos efeitos colaterais causados pela abstinéncia, como convulsdes e depressao,

carecendo de tratamentos eficazes para a dependéncia em si (CHAN et al., 2019).
1.3 Acido Rosmarinico

O 4cido rosmarinico (AR) tem se evidenciado como tratamento promissor de diversas
doencgas neurodegenerativas tanto in vitro quanto in vivo (FACHEL et al., 2019). O AR ¢
um ¢éster do acido cafeico e do acido R-(+)-3-(3,4-dihidroxifenil) latico (Figura 8) cujo
nome deriva da planta da familia Lamiaceae em que foi isolado pela primeira vez,
Rosmarinus officinalis (Alecrim) (AMOAH et al., 2016). O AR ¢ extraido de muitas plantas
além R. officinalis L, como a Lavandula angustifolia (lavanda), Mentha arvensis (horteld),
M. piperita (horteld pimenta), Lippia alba (erva cidreira, cha de tabuleiro) e L. graveolens
(orégano mexicano), ¢ a presenca do AR nestas ervas e temperos € responsavel, pelo menos
em parte, pelos efeitos benéficos destas plantas e também por suas importantes agdes na
promocgao da satide (BULGAKOV et al, 2012; ROY, MUKHOPADHYAY, 2012; SALTAS
etal., 2013)

A estrutura quimica do AR confere a propriedade de liberacao de protons que agem de
maneira direta sobre espécies oxidantes, diminuindo o estresse oxidativo e inibindo a morte

de células neuronais (HABTEMARIAM, 2018).
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FIGURA 8. Estrutura quimica do AR (AMOAH et al., 2016).

O AR tem se evidenciado em diversos estudos relacionados as desordens neuronais atuando
em diversas vias (AMOAH et al., 2016). Machado et al. (2009) estudaram os efeitos do AR
como antidepressivo no ambito do sistema monoaminérgico e demonstram o efeito
antidepressivo do extrato hidroalcodlico das folhas e caules de alecrim (100 mg/kg) por 14
dias em testes comportamentais em camundongos, a partir da dependéncia na interagcdo com
os sistemas noradrenérgicos, dopaminérgicos e serotoninérgicos. Hase et al. (2019)
demonstrou a supressao do desenvolvimento de Alzheimer pela reducao de agregados de
proteina f-amildide pelo aumento na secrecdo monoaminérgica mediada pelo AR. Ghaffari
et al. (2014) avaliaram o efeito do AR como neuroprotetor contra os efeitos de danos
celulares induzidos por H,0O,, o resultado foi positivo, sugerindo que o AR potencialmente
possui acdo de prevengdo em diversas doencas neurodegenerativas causadas pelo estresse
oxidativo. Além disso, nosso grupo também demonstrou a eficacia do AR na prevencao de
alteracdes comportamentais em modelo animal da Doenga de Parkinson (Presti-Silva,
2018). Alguns outros mecanismos de agdo do AR j& encontrados na literatura estdo

descritos na Figura 9.
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Figura 9. Mecanismo de a¢do do AR em disordens do sistema nervoso central. (GHASEMZADEH e
HOSSEINZADEH, 2020).

Essas propriedades evidenciadas no SNC demonstram um potencial na eficiéncia do AR no
tratamento da dependéncia quimica. A utilizacdo do AR para esse fim carece de estudos.
Dessa forma, o presente projeto busca avaliar o potencial efeito do AR na atividade
locomotora de camundongos tratados com cocaina em diferentes estdgios do processo de
dependéncia, assim como buscar os mecanismos moleculares envolvidos nesse eventual

efeito através na andlise da expressao génica de marcadores de dependéncia quimica.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Analisar o potencial efeito do AR na prevengdo e tratamento da dependéncia quimica de
cocaina através de estudos comportamentais e moleculares em modelo animal usando

camundongos C57BL/6 tratados ou ndo com a droga.
2.2 Objetivos Especificos

° Avaliar se o AR previne as alteracdes locomotoras exploratdrias induzidas pela
cocaina (sensitizagdo comportamental) através do teste de atividade locomotora em Campo

Aberto.

° Avaliar se 0 AR previne as possiveis alteragdes na expressao génica dos marcadores

de adi¢do AFOSB, CREB e BDNF no cortéx pré-frontal por qRT-PCR.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6, com idade de 8-12
semanas. Os animais foram provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do
Espirito Santo e, mantidos em caixas de acrilico (38cm x 20cm x 13 c¢m) acopladas a
estante ventilada, numa temperatura controlada (22 + 2°C) com fornecimento de racdo e
agua ad libitum. Condicionados sob ciclo claro-escuro 12:12h. Os experimentos realizados
foram aprovados pelo Comité de Etica dos Animais da Universidade Federal do Espirito

Santo (CEUA/UFES) sob o protocolo 34/2019.
3.2 Farmacos

A cocaina (Sigma-Aldrich, CAS 53-21-4) utilizada apresenta pureza analitica confirmada a
partir de analises realizadas no Departamento Médico Legal do Espirito Santo (DML/ES).
A administracdo da dose ocorreu via intraperitoneal (i.p.) em uma concentracdo de 15
mg/kg durante 5 dias consecutivos (Dia 4-8) e também para o teste desafio (Dia 14) em
todos os grupos (excluso o grupo controle), conforme literatura (ZHOU et al., 2019;
BAIMEL et al., 2019) e estudos no proprio laboratério (AREAL et al. 2019). A
solubilizacdo do p6 de cocaina foi realizada em solu¢do salina (0.9 % NaCl). A

administracdo foi feita uma vez ao dia, anteriormente ao inicio dos testes comportamentais.

O AR (Sigma-Aldrich, CAS 20283-92-5) foi administrado via oral a partir da dissolugao
em veiculo (5% Tween 80 em salina). A concentra¢do da dose foi de 20mg/kg conforme
estudos prévios do nosso laboratorio para modelos da Doenga de Parkinson e com base em
estudos em modelos animais ja publicados (PRESTI-SILVA, manuscrito em preparagao;
WANG et al., 2012; RAHBARDAR et al., 2018). A dosagem foi aplicada em diferentes
dias, de acordo com cada grupo, para andlise do melhor efeito preventivo do AR. A
administragdo foi realizada durante as primeiras horas da manha, no inicio da fase clara do

ciclo claro-escuro.
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3.3 Delineamento Experimental

O delineamento experimental foi dividido em quatro fases que durou 13 dias consecutivos,

conforme Figura 10:

Deszafio
Habituacido Abstinéncia

123 s 5 6 7 B8 9 10 11 12 13 14

Administracdo da droga Eutanasia e dissecagdo

FIGURA 10. Delineamento experimental dividido pelas etapas da sensitizagao.

1) Habituacao (dias 1-3): para a estabiliza¢do da linha de base antes do inicio dos
tratamentos, os animais foram injetados com salina e submetidos ao teste de campo

aberto (1h) para familiarizagdo com o aparato e com a forma de administragao.

2) Administracdo da droga (dias 4-8): durante o periodo todos os animais receberam
injecdes da droga [excluso grupo de Controle, que recebeu salina] e imediatamente

foram testados em campo aberto uma vez ao dia, durante 1h.

3) Abstinéncia (dias 9-13): os animais foram mantidos em suas gaiolas sem receber a
administracdo de cocaina. Nessa etapa, o grupo Abstinéncia iniciou a administracao

de AR.

4) Desafio (dia 14): os animais foram novamente injetados apenas com cocaina (exceto
no grupo Controle) e testados no campo aberto por lh para avaliar a sensitizacdao
comportamental. Apds o teste, os animais foram eutanasiados e imediatamente
dissecados em gelo seco para a coleta do NAc e CPF. As amostras foram guardadas

armazenadas a temperatura de -80 +1 °C.

De acordo os tipos de tratamento que queriamos averiguar, os animais foram divididos

randomicamente em 5 grupos:
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e Controle - Grupo que recebeu salina durante os cinco dias de administracdo da

droga e do desafio, e o veiculo durante todo o experimento

e C(Cocaina - Grupo que recebeu cocaina durante os cinco dias de administracdo da

droga e no desafio, e o veiculo durante todo o experimento.

e Pré-tratamento - Grupo que recebeu cocaina durante os cinco dias de administragao
da droga e no desafio e recebeu AR durante os trés dias da habituagao (dia 1-3) para
verificarmos se o composto, quando administrado precocemente, possui um efeito

preventivo.

e Abstinéncia - Grupo que recebeu cocaina durante os cinco dias de administragao da
droga e no desafio e recebeu AR apenas durante o periodo de abstinéncia (dia 9-13)
de modo a verificar se o composto, quando administrado durante o periodo de

abstinéncia, atenua os efeitos da mesma.

e (onstante - Grupo que recebeu cocaina durante os cinco dias de administra¢do da
droga e no desafio e recebeu AR durante os 14 dias de tratamento para analisar se o
AR interfere no efeito da cocaina e, principalmente, se o uso continuo do composto

revertia os efeitos da cocaina.

Os grupos foram escolhidos com a finalidade de verificarmos o momento adequado para a
utilizacdo do composto ativo e sua maior eficiéncia para a prevencao e/ou tratamento da

dependéncia. A administragdo da cocaina foi realizada conforme Figura 11:
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Acido Rosmarinico
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FIGURA 11. Delineamento experimental dividido pelas etapas da sensitizagcdo com os respectivos tratamentos.

3.4 Teste de Campo Aberto

O Teste de Campo Aberto foi utilizado para a avaliagdo da atividade locomotora do animal
durante a administragdo da droga para a avaliacdo da sensitiza¢do devido a hiperlocomog¢ao
caracteristica da administragdo de cocaina (AREAL, 2019; EISENER-DORMAN, 2011).
Foi realizado em caixas (41x34x16 cm) e computadas pelo Software Any Maze® durante

1h. A distancia percorrida foi expressa em metros.
3.5 Analise Bioquimica

A andlise bioquimica objetivava a investiga¢do do perfil de expressdo génica dos
marcadores de adigdo (BDNF, CREB ¢ AFosB). Apos a dissecagdo, os tecidos biologicos
foram colhidos e imediatamente congelados em gelo seco. As amostras ficaram estocadas
no freezer -80°C até o dia da analise. A andlise bioquimica foi feita a partir da técnica do

PCR em tempo real (QPCR) para a avaliacdo da expressdo génica dos marcadores de adicdo.

O RNA total foi extraido utilizando TRI Reagent RNA Isolation Reagent (Sigma-Aldrich,

MO, USA). Os tecidos foram solubilizados em trizol (ImL) com o uso de um
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homogeneizador elétrico. A separagdo ocorreu a partir da centrifugagdo (12.000 x g, 10min,
4°C). Foi adicionado cloroféormio (200ul) ao sobrenadante, misturado por inversao e
incubado por 5 minutos (temperatura ambiente). Novamente foi centrifugado (12.000 x g,
15 min, 4°C) e a fase aquosa foi coletada. A essa fase foi adicionado isopropanol (5001)
para a precipitacio do RNA. Ap6és 5 min a temperatura ambiente, foi centrifugado pela
terceira vez (12.000 xg, 10min, 4°C). O precipitado foi lavado com ImL de etanol 75%,
agitado e centrifugado (7500 xg, Smin, 4°C). O etanol foi removido. O RNA foi
ressuspendido em agua deionizada previamente tratada com dietilpirocarbonato (DEPC).
Foi utilizado o NanoDrop (ThermoScientific, Wilmington, USA) para medir a concentracao
e a pureza do RNA. A sintese do cDNA foi realizada utilizando o kit iScript cDNA
synthesis kit (Biorad, CA, USA).

Posteriormente, a reagdo de PCR em tempo real foi feita utilizando um CFX96 Real Time
PCR (Biorad, CA, USA) e o kit iQ SYBR Green Supermix (Biorad). A quantificagdo da

Z*AACt

expressdao génica foi feita pelo método , utilizando o gene da [B-actina para a

normaliza¢do dos dados. Os primers utilizados estdo descritos na Tabela 1:

TABELA 1. Caracterizagao dos primers utilizados nas reagdes de qPCR.

Gene Sequéncia (5°-3) TM (°C)

F: TGC AGC TAA GTG CAG GAACCGT 64
/AFosB

R: GAG GACTTGAACTTC ACC TGG CCA 64

F: GGA GCT TGT ACC ACC GGT AA 59
CREB

R: GAT GTT GCA TGA GCT GCT GG 59

F: GGC TGA CAC TTTT GAG CAC GTC 76
BDNF

R: CTC CAAAGG CACTTGACT GCT G 76
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F: TGG AAT CCT GTG GCATCC ATG A
Actina
R: AAT GCC TGG GTA CAT GGT GGT A

61

61

3.6 Analises Estatisticas

Para as analises estatisticas e criagdo dos graficos foi utilizado o software GraphPad Prism

v.8.4.3. Todos os dados foram apresentados como média + erro padrao da média (EPM) e o

nivel de significancia utilizado foi de p<0,05. Os dados comportamentais foram analisados

utilizando Anova mista de duas vias com pos-teste de Bonferroni e o dado bioquimico foi

analisado a partir da Anova mista de uma via, com pos-teste de Tukey.
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4. RESULTADOS
4.1 Analise comportamental

O protocolo comportamental da sensitizagdo frente a cocaina foi avaliado a partir de uma
ANOVA de duas vias relacionando ao grupo Controle [F (7, 112) = 15,52, p<0,0001]. A
sensitizacdo mostrou um crescimento linear com o aumento da atividade locomotora no
comparativo distancia percorrida ao longo dos dias administrados indicando o efeito ja
demonstrado em modelos animais relacionados ao abuso de cocaina. Os resultados podem

ser vistos na Figura 12.

500
- -6~ Controle (n=9)

400+ - Cocaina (n=9)
*x

300+
200+

100

Distancia percorrida (m)

FIGURA 12. Animais que receberam cocaina apresentaram sensitizacdo comportamental a droga. Média =
erro padrao da distancia percorrida por sessdo ao longo de cinco dias de administragdo da droga e no desafio

(dia 14). ANOVA de duas vias com post-hoc de Bonferroni. *p<0,05; **p<0,01

Para a verificagdo dos possiveis tratamentos com o AR, foi realizada uma nova analise por
ANOVA de duas vias. Em relagdo ao grupo Controle [F (21, 238) = 2,021, p<0,0001], foi
identificado um perfil de atenuagdo das curvas dos grupos pré-tratados com o AR (grupo
Pré-tratamento e grupo Constante). Todos os tratamentos apresentaram diferenga significativa
na distancia percorrida no dia do desafio (grupo Pré-tratamento p<0,0001; grupo Constante p
= 0,0016; grupo Abstinéncia p<0,0001). O comparativo com o grupo Controle foi

demonstrado na Figura 13.
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FIGURA 13. Os tratamentos frente ao grupo Controle. O pré-tratamento e o tratamento constante com AR
mostraram um perfil atenuante em comparagdo ao grupo controle [(x) para o grupo Pré-tratamento, (#) para o
grupo C e (¥) para o grupo Abstinéncia). Média + erro padrdo da distancia percorrida por sessdo ao longo de
cinco 5 dias de administracdo da droga e no desafio. ANOVA de duas vias com post-hoc de Bonferroni.

*p<0,05, **p<0,01

Em comparativo com o grupo Cocaina [F (21, 238) = 2,021, p=0,0063] foi encontrada uma
tendéncia de atenuacdo no perfil das curvas de tratamento, porém os resultados ndo
mostraram significancia entre os tratamentos frente ao grupo Cocaina. Essa tendéncia em

rela¢do ao grupo Cocaina estd demonstrada na Figura 14.
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FIGURA 14. Os tratamentos frente ao grupo Cocaina. Média + erro padrdo da distancia percorrida por sessdo

ao longo de cinco 5 dias de administragdo da droga e no desafio. ANOVA de duas vias com post-hoc de

Bonferroni.
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Foi analisado o potencial do tratamento com AR em um primeiro episoddio de uso da droga
avaliando a diferenga da distancia percorrida no ultimo dia de habituagdo (dia 3) e o
primeiro dia de administragdo de cocaina (dia 4) [F (3, 34) = 6,711, p=0,0011]. Dentro do
mesmo grupo, todos os grupos que receberam cocaina apresentaram diferenga significativa.
Uma tendéncia foi identificada no grupo Pré-Tratamento (p=0,0014) e no grupo Controle
(p=0,0133). No comparativo entre grupos, quando relacionados ao grupo Controle, nao foi
identificado diferenca significativa no grupo Pré-tratamento. O perfil do grupo Abstinéncia,
que nao havia recebido nenhum tratamento até entdo, teve uma mudanca notavel de
distancia percorrida tanto comparada dentro do grupo (p<0,0001), quanto relacionada ao

controle (p<0,0001), conforme Figura 15.
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FIGURA 15. Efeito positivo do tratamento no primeiro episddio de uso da droga quando comparado com o
grupo controle. (*) Comparativo entre o dia 3 (Gltimo dia de habituagdo) e o dia 4 (primeiro dia de
administracdo de cocaina). (#) Comparativo entre os dias 4 (primeiro dia de administracdo de cocaina) dos
tratamento com o controle. Média + erro padrdo da distidncia percorrida por sessdo ao longo de 2 dias de
administracdo da habituacdo e administragdo da droga. ANOVA de duas vias com post-hoc de Bonferroni.

#p<0,05, **p<0,005, ****p<0,0001; p< 0,05, “*p < 0,0001.

Em comparagdo com o grupo Cocaina [F (3, 34) = 1,338, p=0,2782], ndo houve diferenca

significativa em nenhum dos tratamentos, de acordo com a Figura 16.
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FIGURA 16. Efeito neutro do tratamento no primeiro episddio de uso da droga quando comparado com o
grupo cocaina. Comparativo entre o dia 3 (ultimo dia de habituacdo) e o dia 4 (primeiro dia de administra¢éo
de cocaina). Média + erro padrdo da distancia percorrida por sessdo ao longo de cinco 2 dias de habituagdo e
administracdo da droga. ANOVA de duas vias com post-hoc de Bonferroni. *p<0,05, **p<0,005,
***p<0,0005, ****p<0,0001.

Para uma construgdo do efeito do tratamento em um cenario de recaida, foi analisado o
comparativo entre o dia 8 (tltimo dia de administra¢ao da droga) e o dia 14 (desafio) [F (3,
34) = 6,004, p=0,0021]. Todos os grupos apresentaram diferenga significativa quando
comparados com o controle (Pré-tratamento p<0,0001; Constante p<0,0001; Abstinéncia
p<0,0001). Quando comparados entre o mesmo grupo, o grupo que recebeu o tratamento de
forma continua (grupo Constante, p=0,1784) e o tratamento apenas durante a abstinéncia
(grupo Abstinéncia, p >0,9999) foi identificado um platd entre o dia 8 e o desafio. O grupo
Pré-tratamento apresentou uma diferenga expressiva entre o dia 8 e o dia 14 (p<0,0001).

Esses resultados estao descritos na Figura 17.
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FIGURA 17. Efeito neutro do tratamento em um episodio de recaida quando comparado com o grupo
controle. (*) Comparativo entre os dias 8 (ultimo dia de administragdo) e o 14 (desafio) dentro de um mesmo
grupo. (#) Comparativo entre o dia 14 (desafio) dos tratamento com o controle. Média + erro padrdao da
distancia percorrida por sessdo ao longo de dois dias, habituagdo e desafio. ANOVA de duas vias com

post-hoc de Bonferroni. ****p<0,0001; “p<0,0001.

Quando comparados com o grupo Cocaina [F (3, 34) = 2,292, p=0,0957], ndo encontramos
diferencas significativas entre o dia 8 (Ultimo dia de administracdo da droga) e o dia 14
(desafio) dos grupos Pré-tratamento e grupo Abstinéncia. Porém, o grupo que recebeu o
tratamento continuo (grupo Constante, p=0,0010) apresentou um comportamento atenuante,
mostrando um efeito positivo na constidncia do tratamento para eventos de recaida. Os

resultados estdo descritos na Figura 18.
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FIGURA 18. Efeito positivo do tratamento constante em um episoédio de recaida quando comparado com o
grupo cocaina. (*) Comparativo entre os dias 8 (Gltimo dia de administragdo) e o 14 (desafio) dentro de um

mesmo grupo. (#) Comparativo entre o dia 14 (desafio) dos tratamento com a cocaina. Média + erro padrdo da
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distancia percorrida por sess@o ao longo de 2 dias de habituacao e desafio. ANOVA de duas vias com post-hoc

de Bonferroni. **p=0,001.

5.2 Analise bioquimica dos tratamentos

Utilizamos o PCR em tempo real para a avaliacao das possiveis alteracdes transcricionais no
cortex pré-frontal do tratamento com o AR para a dependéncia de cocaina, os dados obtidos

foram demonstrados na Figura 19.
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FIGURA 19. Expressdao génica dos genes do CPF relacionados a adic¢do em comparativo entre os
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tratamentos. Média + erro padrio de 3-4 animais por grupo. Para o BDNF, os asteriscos representam
diferencas estatisticamente significantes em relagdo ao grupo Abstinéncia e para o /\FosB em relacdo ao

grupo Controle (*). ANOVA de uma vias com post-hoc de Tukey. *p<0,05; “p<0,01.

Como as amostras bioquimicas de todos os animais foram coletadas somente apds o desafio,
foi encontrada uma tendéncia significativa quanto aos grupos que foram tratados com o AR
durante o periodo de abstinéncia do delineamento experimental. Nao houve alteragdo na
expressao génica do CREB. O BDNF [F (4, 14) = 5,859, p=0,0055] apresentou um aumento
quando comparado o grupo Abstinéncia com os grupos que ndo foram tratados com o AR
durante a abstinéncia (Cocaina [p=0,0083], Controle[p=0,0119], Pré-tratamento [p=0,0124].
A expressdo do AFosB foi aumentada nos grupos tratados com o AR durante o periodo de
abstinéncia (Abstinéncia [p=0,0452], Constante [p=0,0175]), quando comparado com o

grupo Controle.
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5. DISCUSSAO

O delineamento experimental se mostrou eficaz quanto ao perfil de sensitizacdo
comportamental frente ao abuso de cocaina em modelos animais encontrados na literatura
(MILLER et al. 2009; BLANCO et al. 2014; YANG et al. 2019). A sensitizagdo depende
diretamente do padrdo de administracdo e da dose administrada (CALIPARI et al., 2014;
ALGALLAL et al.,, 2019). Calipari et al. (2013) demonstrou que esses padrdes de
administracdo trazem diferentes perfis para a tolerdncia e a sensitizagcdo pois modulam
diferentemente as alteracdes na atividade do DAT. Porém, o comportamento crescente da
sensitizacdo ao longo da curva ¢ tipico da sensitizagdo com cocaina como demonstrado por

Liu et al. (2018) em seu estudo com a mesma dose da droga (i.p. 15mg/kg).

O desenvolvimento da sensitizagdo locomotora ¢ associado pelo aumento da atividade
dopaminérgica mesolimbica (Liu et al, 2018). Esse comportamento estereotipado do uso da
cocaina a partir do aumento da atividade locomotora foi observado. A eficicia dos
tratamentos quanto ao perfil comportamental foi demonstrada a partir da atenuagdo da
hiperlocomog¢do induzida pelo uso da cocaina nos grupos pré-tratados e continuamente

tratados com AR quando comparados ao grupo controle.

Para uma melhor analise dos efeitos da cocaina sobre a locomogdo, foi investigada a
diferenca na distancia percorrida em dois momentos distintos: a resposta aguda a cocaina
(comparando-se o ultimo dia de habituacdo com o primeiro dia de exposi¢do a cocaina) e a
resposta a reexposi¢do a cocaina apos um periodo de abstinéncia comparando-se o ltimo

dia de administra¢do da droga com o desafio) .

A resposta aguda foi atenuada nos grupos que receberam o pré-tratamento com o AR, grupo
Pré-tratamento e grupo Constante. No comparativo com o grupo Controle, vemos uma
tendéncia no comportamento dos grupos pré-tratados. Essa tendéncia nao foi observada no
grupo Abstinéncia. Em relagdo ao grupo Cocaina, nenhum grupo apresentou diferenca
significativa, porém as curvas dos grupos pré-tratados se mostraram mais amenas que a
curva do grupo Cocaina. Os resultados mostraram um efeito positivo em relacdo ao

pré-tratamento com o AR. Nossa hipdtese para esse efeito primdrio se baseia em
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neuroadaptagdes cerebrais antecipadas ao uso de cocaina devido o aumento dos
neurotransmissores na fenda sinaptica derivada da a¢do do AR, responsavel por inibir a
expressdo das enzimas de degradacdo, principalmente MAO-B. Andrade et al. (2016)
verificaram a acdo inibitoria reversivel do AR sobre as enzimas de degradagdo das
monoaminas - a MAO-A, MAO-B ¢ COMT - para explicar o perfil de acréscimo na
concentragdo das monoaminas. Com esse aumento, a plasticidade neuronal iniciaria-se

previamente, sendo responsavel pelo comportamento dos grupos pré-tratados com AR.

Quanto a reexposi¢do, nenhum grupo ultrapassou a média do grupo Cocaina no desafio. Os
grupos Abstinéncia e Constate apresentaram um perfil mais brando em relagdo a
re-exposi¢do, ndo apresentando diferenga significativa dentro do grupo quando comparados
o ultimo dia de administragdo da droga com o dia do desafio. Esse perfil demonstra a
eficacia do AR também durante a abstinéncia na preveng¢do de uma recaida mais severa.
Hase et al. (2019) demonstrou que um tratamento de 11 dias com AR adicionados a dieta
dos animais elevou a concentragao de DA no cortex cerebral e no estriado. O estudo ajuda a
identificar que o possivel motivo para que o uso do AR durante a abstinéncia tenha
mostrado um efeito positivo ¢ relacionado ao aumento do nivel de DA no SNC. Esse
acréscimo faz com que o periodo de abstinéncia ndo gere uma resposta tdo negativa no
sistema, uma vez que o aumento de DA supre as demandas da neuromodulacio sofrida
durante o uso da droga. Com isso, evita-se que, em um cendrio de recaida, exista uma
ativacdo exagerada das vias dopaminérgicas. O grupo Pré-tratamento apresentou diferenga
significativa dentro do grupo entre o tltimo dia de administragdo da droga e o desafio. Isso
leva a hipotese de que o efeito compensatorio nos primeiros dias de habituacao atua de
forma contraria em um cenario de recaida, enfatizando a necessidade do tratamento

continuo.

Para compreender melhor os mecanismos moleculares dos tratamentos, avaliou-se a
expressao génica de alguns genes no CPF. Os genes analisados possuem alteracdes no seu
perfil bioquimico relacionados ao abuso de cocaina, sendo considerados marcadores de

adi¢do, sao eles: CREB, BDNF ¢ AFosB (MCCLUNG, NESTLER, 2003; CHANG et al.,
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2018; BLANCO et al., 2014, SOARES-SIMI et al. 2013) .

Drogas estimulantes como a cocaina ativam o CREB em diversas regides cerebrais
importantes para a adicdo e esta ativagdo, em geral, reduz a sensibilidade aos efeitos
recompensadores das drogas e medeia o estado emocional negativo observado durante a
abstinéncia (NESTLER, 2005). Castro-Zavala et al. (2021) em um estudo sobre as
diferencas sexuais na vulnerabilidade dos efeitos viciantes a cocaina apds estresse precoce
na infincia em camundongos, sugeriram que apds a exposi¢do cronica a cocaina,
camundongos machos possuem um aumento na razdo pCREB/CREB como um efeito
compensatorio para evitar os efeitos negativos da droga. Mattson et al. (2015) identificaram
que o aumento nos niveis de fosforilacio de CREB induzido pelo uso de cocaina sdo
maiores no NAc apos sete dias de administragcdo repetida de cocaina. Porém, ndo foram
identificadas alteragdes nos niveis de CREB no CPF em nenhum dos tratamentos deste
estudo. De acordo com Sun et al. (2014), as fosfoproteinas induzidas pela abstinéncia, como
o pCREB no CPF dorsomedial sdo normalizados apo6s reexposicdo apoOs sete dias de
abstinéncia, sugerindo que a recaida alivia a atividade da PKA induzida pela abstinéncia no
CPF. Valzachi et al. (2013) identificaram que a abstinéncia de cocaina aumentou
substancialmente os niveis de CREB no PFC e hipocampo e pCREB no hipocampo em
compara¢gdo com a administragdo repetida em camundongos adolescentes, mas ndo em
camundongos adultos. Esses resultados demonstram que o fator CREB possui uma

atividade mais marcante quanto a exposi¢ao a curto prazo.

O BDNF ¢ um membro da familia de neurotrofinas sintetizado inicialmente como um
propeptideo (pro-BDNF) e, posteriormente, clivado em sua forma matura (PITTS et al.,
2016). E um gene responséavel por regular a atividade neuronal e a plasticidade estrutural,
sendo crucial em cendrios de aprendizado, memoria e em desordens neuroldgicas como
depressdo e transtorno obsessivo-compulsivo (LU et al.,, 2014; LEAL et al., 2016).
Fumagalli et al., (2007) desmontaram que uma exposicao repetida a cocaina (5 mg/kg/dia; 5
dias) aumenta a expressdo e fosforilagdo do BDNF e de CREB em até duas horas apos a
ultima exposi¢do a cocaina. Sadri-Vakili et al. (2010) mostraram que o uso repetido de

cocaina auto-administrada (2 h/dia; 14 dias) aumenta a expressao do BDNF, mantendo esse
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aumento quando analisado em até 1 semana apds a Ultima exposicdo. Zhang et al. (2015)
demonstraram que o uso continuo de cocaina (25 mg/kg/dias; 5 dias) aumenta os niveis
BDNF e a expressdo do trkB 25 dias ap6s a administracdo. Porém, esse aumento ¢
reversivel. Li et al. (2013) demonstrou que o uso prolongado de cocaina por
auto-administracdo (6 h/dia; 10 dias) ndo modifica a expressao do BNDF quando testado 45
dias apds a exposicdo. Hearing et al. (2008) indicaram que apds 15 dias de abstinéncia, o
BDNF ¢ regulado positivamente. No cortex, estudos demonstram um aumento na expressao
do BDNF (CAFFINO et al., 2019; FARRELL et al., 2018). O efeito do AR na expressao do
BDNF foi demonstrado por Jin et al. (2013) que encontraram que o AR (10 mg/kg/dia; 14
dias) reverteu comportamentos do tipo depressivo em ratos a partir da restauragdo da
expressdo da proteina pERK1/2 que resultou no aumento do BDNF no hipocampo dos
animais submetidos a um método de estresse cronico imprevisivel. No presente estudo, ndo
identificamos alteragdes nos niveis de expressio de BDNF no CPF no grupo cocaina
quando comparado ao grupo controle. Porém, foi visto um aumento na expressao génica do
BDNF no grupo Abstinéncia. Esse grupo apenas ndo apresentou diferenca significativa
quando comparado com o grupo C, que também recebeu AR durante o periodo de
abstinéncia. Comparando-se com a atividade locomotora dos animais com relagdo ao ultimo
dia de administragdo da droga e o desafio, o grupo Abstinéncia e C foram os unicos tipos de

tratamento que ndo apresentaram diferenga significativa dentro do grupo entre os dias.

O AFosB é um fator de transcri¢do que tem sido proposto como a molécula chave na
transicao do uso recreativo para a adicdo em drogas, tendo em vista que a elevagdo nos seus
niveis também eleva as propriedades recompensadoras das drogas (NESTLER, 2012;
KUFAHL, 2015; GRINSPUN, 2019). No desafio, quando comparado com o controle foi
encontrado uma tendéncia no aumento do AFosB no grupo Cocaina, porém, ndo houve
diferenca significativa entre esses grupos. Essa diferenca foi observada apenas nos dois
grupos tratados com o AR durante a abstinéncia (Abstinéncia e Constante). Fallarini et al.
(2009) demonstraram que o perfil neuroprotetor do AR ¢ mediado pela prevencdo do
estresse oxidativo a partir de uma sobrecarga de Ca(2+) intracelular € aumento na expressao

de c-fos, o qual ¢ resultado da fosforilagdo do /AAFosB. Como ndo houve administragdo de
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AR no desafio, a variagdo no nivel de expressdo de /AFosB nos grupos Abstinéncia e
Constante e relacionado ao fato dos grupos ndo terem apresentado diferenca significativa
quando comparado o dia 8 e o desafio, pode ser atribuido ao efeito compensador do AR.
Esse efeito seria derivado também do fato do AR inibir as enzimas de degradacao durante a

fase de abstinéncia, que como consequéncia despotencializa o efeito da auséncia da droga.
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6. CONCLUSAO

O AR se mostrou um bom candidato como tratamento farmacoldgico para a dependéncia

quimica, principalmente no uso continuo.

No ambito comportamental, os resultados do pré-tratamento mostraram que o AR quando
administrado ndo causa efeito na atividade locomotora dos animais. Foi identificada uma
tendéncia de atenuacdo dos efeitos relacionados ao abuso de cocaina a partir de uma
diminui¢do da atividade locomotora dos animais tratados com AR. A hipoétese levantada a
partir dessa observacao pode ser devido ao efeito compensatorio causado pela inibi¢do das

enzimas degradadoras da DA, conforme literatura.

Bioquimicamente, o AR também apresentou uma tendéncia positiva como uma boa opg¢ao
para diminuicdo dos efeitos da abstinéncia conforme mostrado a partir do resultado dos
marcadores de adigdo. Esses resultados trazem a hipotese que os efeitos anti-inflamatérios e
antioxidantes se mostraram primordiais na agdo positiva do AR durante a abstinéncia. Com
os resultados obtidos, podemos concluir que a utilizacdo do AR deve ser continua e que o
abandono do tratamento seguido de um cenario de recaida pode gerar efeitos somatorios das
alteracdes cerebrais provenientes do uso AR com as alteracdes rapidas provocadas pelo uso

de cocaina.

Desenvolvimentos futuros nesta linha de pesquisa incluiriam um aprofundamento nos
efeitos do AR durante cada fase de uso e o efeito de doses distintas de AR com a
perspectiva de construir um feedback de acdo do AR durante todas as fases da dependéncia
quimica; e a realizacdo de testes para a avaliacdo da fissura e busca pela droga para
identificar o efeito do AR na procura espontdnea da droga por meio de testes

comportamentais de preferéncia, como a preferéncia condicionada por lugar (CPP).
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