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RESUMO

Alcides AG. Alteragbes anatomopatolégicas em coragcbes de camundongos
submetidos a inalagdo crénica de cocaina crack [tese]. Sao Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2009. 111p.

A cocaina crack é a forma popular da cocaina nos dias de hoje, em
decorréncia do baixo custo relativo da droga e da rapidez dos seus efeitos
no sistema nervoso central. Sdo conhecidas alteragdes provocadas pela
cocaina no coragdao de humanos e animais, sendo frequentes graves
transtornos no sistema cardiovascular, muitas vezes fatais. Mas diante do
crescente e preocupante aumento do uso dessa forma fumada da cocaina,
particularmente pelos jovens, tornam-se necessarios estudos experimentais
utilizando-se a droga in natura, que nao se encontra habitualmente
disponibilizada para experimentos, diante das dificuldades legais.
Este estudo objetivou a avaliagao dos efeitos da inalagao crénica da cocaina
crack no coragao de camundongos, tendo sido utilizados 24 animais BALB/c
machos, jovens e adultos, 6 animais de cada grupo (n= 6), que foram
expostos a fumacga originada da queima de 5 g de cocaina, por 5 minutos,
5 dias da semana, durante 39 dias, em um periodo de dois meses; utilizou-
se uma camara de inalagdo para a manutencdo dos animais durante as
sessdes e os animais do grupo controle, em igual n° (n= 6), foram mantidos
no biotério em condi¢des favoraveis. A droga teve como origem a apreenséo
policial (195,2 g) e 0 seu uso, na pesquisa previamente autorizada pela
justica. A analise farmacologica da droga constatou a presencga de 57,66 %
de cocaina nas pedras de crack, satisfazendo as necessidades para a
experiéncia. A quantificagdo de cocaina de 212,5 ng/ml no sangue dos
animais também foi considerada representativa para os nossos objetivos de
pesquisar alteragcbes morfolégicas no coracdo dos camundongos.
Os resultados foram analisados pela One-Way-Anova e Modelo Linear
Generalizado, e as diferengas consideradas significativas quando p< 0,05.
Os estudos mostraram diminuicao significativa da media (£tDP) de peso dos
coragdes nos animais expostos a droga, adultos e jovens, quando
comparados com 0s grupos controles correspondentes. No grupo jovem, o
aumento do numero de nucleos, por area ventricular, pode ser relacionada
com atrofia miocardica dos ventriculos, direito e esquerdo (p< 0,001),
demonstrada pela morfometria das fibras musculares estriadas cardiacas,
utilizando-se o sistema de reticulo de pontos. Nos adultos expostos, apesar
da diminuicdo de peso do coracdo, a morfometria ndo constatou atrofia de
miocardio de nenhum dos lados (p> 0,05). Nos exames microscopicos das
paredes ventriculares, com a coloragdo da hematoxilina-eosina, foi
detectado, discreto numero de fibras musculares cardiacas, com perda das
estriagbes e hialinizagdes do citoplasma, favorecendo apoptose.
A morfometria dos vasos coronarianos intramurais, com medicdes das luzes,
camadas meédias e adventicias demonstrou diminuigdo significativa da



proporgao (razao) luz/parede nos animais expostos, independente da idade,
quando comparado com os grupos controle (p= 0,001). Esses dados
caracterizam a vasoconstricdo por provavel acdo simpaticomimética da
droga, justificando uma isquemia relativa no coragdo e consequente
aumento da apoptose, bem documentada pela imunoistoquimica através da
coloracdo do TUNEL. Esta imunocoloragdo marcou extensamente os
nucleos de células apoptéticas, nos ventriculos direito e esquerdo dos
animais expostos, quando comparado aos animais ndo expostos (p< 0,001).
A microscopia 6ptica com H&E e Picro-sirius sugeriu fibrose peri-adventicial
nos animais expostos adultos A quantificacdo do colageno, apos a
polarizacdo, mostrou aumento nao significativo, nos ramos coronarianos
dos animais expostos adultos e intersticio do ventriculo direito dos dois
grupos expostos (p> 0,05). As pesquisas realizadas com um modelo
experimental inédito confirmam alteragbes anatomopatoldgicas ja descritas
na literatura, como a vasoconstricdo com isquemia aguda e aumento da
apoptose e mostram alteragdes ainda nao referidas, em efeitos crénicos da
cocaina, como a diminuicdo de peso do coragado e atrofia do miocardio.
Os estudos, embora tenham limitacbes por nao ter sido isolada outra
substancia eventualmente presente na amostra teste, constataram achados
morfolégicos importantes para a saude publica, que devem ser pesquisados
nas autopsias. Novos estudos sdo recomendados, utilizando-se outros
tempos e ambientes de exposigdo, com e sem a associacdo de drogas,
assim como porcentagens diferentes de cocaina no crack e isolando-se as
substancias presentes na droga in natura.

Descritores: 1.Cocaina crack/toxicidade 2.Anatomia & histologia
3.Vasoespasmo coronariano 4.Apoptose 5.Atrofia 6.Camundongos.



SUMMARY

Alcides AG. Anatomopathological alterations in hearts of mice submitted to
chronic inhalation of crack cocaine [Thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2009. 111p.

Crack cocaine is the currently popular form of cocaine, due to its low cost
and rapid effects on the central nervous system. Alterations caused by
cocaine on the hearts of humans and animals are well known and severe
disorders in the cardiovascular system, which are sometimes fatal, are
frequent. Considering the growing concern regarding the increase in the use
of this smoked form of cocaine, especially by young individuals, it becomes
necessary to carry out experimental studies using the drug in its natural form,
which is not usually available for experiments due to legal difficulties.
The present study aimed at assessing the effects of the chronic inhalation of
crack cocaine on the hearts of mice. A total of 24 BALB/c male animals were
used in the experiment, both young and old, with 6 animals in each group
(n=6), which were exposed to crack cocaine smoke that resulted from the
burning of 5 g of cocaine, for 5 minutes, 5 days a week, for 39 days, except
on weekends and holidays, during a two-month period. An inhalation
chamber was used to keep the animals during the sessions, whereas the
same number of animals from the control group (n=6) were kept at the
animal facility of the institution under favorable conditions. The drug had
been originally apprehended by the police in the course of criminal
investigations and its use in research was previously authorized by the
Department of Justice. The pharmacological analysis of the drug verified the
presence of 57.66% of cocaine in the crack rocks, which satisfied the
criterion used for the experience. The quantification of cocaine at
212.5 ng/mL in the blood of the animals was also considered representative
for our objectives of assessing morphological alterations in the hearts of
mice. The results were analyzed by One-Way-ANOVA and Generalized
Linear Model, and the differences were considered significant when p< 0.05.
The studies showed a significant difference in the mean (£SD) weight of the
hearts of the animals exposed to the crack cocaine smoke, both young and
adult ones, when compared to the corresponding control groups. In the
young group, the increased number of nuclei per ventricular area might be
related to the myocardial atrophy of the right and left ventricles (p< 0.001),
demonstrated by the morphometry of the striated heart muscle fibers, using
the system of point reticulum. In the exposed adult animals, in spite of the
decreased heart weight, the morphometry did not show myocardial atrophy in
neither side (p> 0.05). The microscopic assessment of the ventricular walls,
carried out with hematoxylin and eosin (H&E) staining, showed a small
number of heart muscle fibers with loss of striations and hyalinization of the
cytoplasm, which favored apoptosis. The morphometry of the intramural
coronary vessels, with lumen, medial and adventitial layer measurement,
showed a significant decrease in the lumen/wall ratio in exposed animals,
regardless of age, when compared to the control group (p=0.001).



These data  characterize  vasoconstriction, due to the probable
sympatheticomimetic action of the drug, which justifies a relative ischemia of
the heart and a consequent increase in apoptosis, well documented by
immunohistochemistry through TUNEL staining. This immunostaining
extensively identified the nuclei of apoptotic cells in the right and left
ventricles of the exposed animals, when compared to the non-exposed
animals (p< 0.001). Optical microcopy with H&E and Picrosirius suggested
periadventitial fibrosis in the adult exposed animals. Collagen quantification
after polarization showed a non-significant increase in the coronary branches
of the adult exposed animals and in the right ventricular interstitium in the two
exposed groups (p> 0.05). The present study, carried out using a novel
experimental model, confirmed the presence of anatomopathological
alterations that had been previously described in the literature, such as
vasoconstriction with acute ischemia and increased apoptosis and showed
alterations that had not been previously reported as being chronic effects of
cocaine, such as decreased heart weight and myocardial atrophy. Although
there were limitations, considering that other substances eventually present
in the test sample were not identified, the present study demonstrated
important morphological findings for public health, which must be studied in
autopsies.  Further studies are recommended, using other exposure
durations and environments, with and without the association of drugs, as
well as different percentages of cocaine in crack rocks and isolating the
substances present in the drug in its natural form.

Descriptors: 1.Crack cocaine  2.Anatomy & histology  3.Coronary
vasospasm 4.Apoptosis 5.Atrophy 6.Mice
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1.1 Conceitos, efeitos e tipos de drogas

E oportuno serem apresentados inicialmente alguns conceitos gerais
sobre drogas ilicitas.

Ha controvérsia sobre a origem da palavra droga, as referéncias mais
citadas relacionando o seu étimo ao holandés antigo (neerlandés) “droog”,
que significa folha seca, pois, antigamente, a maioria dos medicamentos era
a base de vegetais (CEBRID, 2003). Consta também, como origem do
francés “drogue”, designacao genérica de toda substancia usada em quimica
e farmacia.

A palavra foi usada, primitivamente, como toda substancia organica
ou inorganica, empregada como ingrediente de tinturaria, quimica ou
farmacia. O termo, entretanto, sé comecou a ser usado na Idade Média.

Hoje em dia, droga poderia ser definida como qualquer substancia
capaz de modificar a fungdo dos organismos vivos, resultando em mudancgas
fisiolégicas ou de comportamento (CEBRID, 2003). Trata-se de toda e
qualquer substancia, natural ou sintética que, introduzida no organismo,
modifica suas funcgdes.

Segundo a OMS, a droga é uma substancia que, quando administrada

ou consumida por um ser vivo, modifica uma ou mais de suas fungdes, com
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excecao daquelas substancias necessarias para a manutengdo da saude
normal (Ghodse, 1995).

Ha drogas naturais, obtidas através de determinadas plantas, de
animais e de alguns minerais, por exemplo: a cafeina do café; a nicotina do
tabaco; o Opio da papoula; o tetraidrocanabinol da Canabis sativa
(maconha); e drogas sintéticas fabricadas em laboratério.

As drogas sao classificadas em trés categorias: as estimulantes, as
depressoras e as perturbadoras das atividades mentais. As estimulantes
aumentam o processamento cerebral, resultando em situagcdes de éxtase e
grande agitacdo, como é o caso da cocaina, ecstasy, anfetaminas e cafeina.
As depressoras alteram o processamento de captacao das informagdes pelo
cérebro, sendo exemplos o alcool, o épio e a morfina. As alucindgenas
despersonalizam os usuarios, como a maconha, LSD e heroina.

A Organizacdo Mundial da Saude define toxicomania ou toxicofilia
como “um estado de intoxicagao periddica ou crdnica, nociva ao individuo e
/ou a sociedade, produzida pelo repetido consumo de uma droga natural ou
sintética”. Suas caracteristicas sao irresistivel desejo causado pela falta da
mesma, que obriga a pessoa a continuar a usar a droga, tendéncia a
aumentar a dose e dependéncia de ordem psiquica e, as vezes fisica, dos
efeitos da mesma (Moreau,1996).

A dependéncia a uma droga é definida como o condicionamento do
individuo a ela e que, quando na falta da mesma, desencadeia a crise ou
sindrome de abstinéncia. Isto faz com que o usuario busque rapidamente

nova dose, aumentando a frequéncia e a quantidade de uso (Moreau, 1996).
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Dependéncia é uma sindrome biopsicosocial manifestada por um
padrao de comportamento no qual a procura e uso da droga tém uma
prioridade extrema sobre outros comportamentos anteriormente valorizados.
Ela pode ser psiquica e fisica, condicionando o individuo a ela e que, quando
da falta, desencadeia a crise ou sindrome de abstinéncia. Esta sindrome é,
portanto, um conjunto de sinais e sintomas contrarios aos provocados pela
droga, que ocorre quando uma pessoa interrompe abruptamente o consumo
constante a que seu organismo ja estava adaptado. Ela ndo é apenas o uso
de grandes quantidades, ela comeg¢a quando uma pessoa faz uma escolha
consciente de usar droga. Pesquisas tém demonstrado que as drogas nao
somente interferem no funcionamento normal do cérebro, com as sensacdes
de prazer, mas, em longo prazo, provocam mudancgas cerebrais que levam o
abuso a dependéncia.

As drogas podem causar uma série de sintomas e sinais,
relacionados com os seus componentes.

Delirio pode ser definido como uma condicdo que conduz a
compreensao e raciocinio errados, da situacdo ou do ambiente (objetos e
pessoas).

Alucinagéao é percepgao sensorial (tatil, olfativa, auditiva e visual) falsa
que ocorre na auséncia de um estimulo concreto.

llusdo € uma confusao e uma distor¢cao de percepcoes e estimulos.

O abuso e a dependéncia da drogas nos dias de hoje é um grande problema
que a sociedade vem enfrentando, pois além de enormes prejuizos sociais

ela causa graves disturbios fisicos. Portanto, o conhecimento dos seus
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efeitos danosos a saude pode ajudar na prevencao e tratamento, que pode
ter um efeito significativo, ndo apenas para os usuarios, mas também na
sociedade, com diminuicdo da criminalidade e violéncia, reducdo da
contaminagdo pela SIDA (AIDS), queda do numero dos acidentes
automobilisticos e consequentemente, das estatisticas de internagdes
hospitalares ndo s6 decorrentes de traumas, como por complicacdes fisicas
e psiquiatricas.

No [° Levantamento Domiciliar Nacional sobre o Uso de Drogas
Psicotropicas, realizado em 1999 pelo CEBRID (Boletim n° 40, 2000),
envolvendo as 24 maiores cidades do estado de Sao Paulo, constatou-se
que o uso de qualquer tipo de droga psicotrdpica, exceto alcool e tabaco, foi
de 11,6%, porcentagem préxima ao Chile, superior a Coldmbia e muito
inferior aos EUA (34,8%).

As principais substancias utilizadas pelos usuarios de drogas nos dias
atuais sao:

Maconha: também conhecida por varios nomes entre eles, marijuana,
haxixe, diamba, liamba, birra, erva maldita, baseado. E uma droga extraida
das folhas da Canabis sativa, planta em forma de arbusto, que cresce
facilmente nos climas tropicais, muito cultivadas no Nordeste brasileiro e
cujo consumo é elevado pelo baixo custo. E consumida, principalmente em
forma de cigarros e o seu principio ativo, o tetra-hidrocanabinol, (THC) é
psicodisléptico, causando sintomas gerais, neuroldgicos e psiquicos, com
alteragdes comportamentais; o usuario pode chegar a cometer atos

delituosos graves como homicidio. No sistema cardiocirculatério, pode
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provocar palpitagdes, taquicardia, desconforto retroesternal e alteragdes
vasculares graves de membros (Sterne e Ducastaing, 1960). Embora sendo
aceito que nao gera dependéncia fisica (toxicomania ou vicio), portanto
crises de abstinéncia ou fendmeno de adi¢ao, ela leva o usuario a associar
outro tipo de droga, como € o caso do zirré ou craconha, mistura de crack e
maconha, com efeitos mais intensos.

Morfina: € um alcaldide derivado do 6pio, de nucleo fenantrénico; um
narcotico, com agao sobre o coértex cerebral, suprimindo a dor e causando,
no inicio, euforia, alegria, disposi¢cao, sensacado de letargia, bem-estar e,
posteriormente, resultando emagrecimento, envelhecimento precoce,
angustia, impoténcia sexual, inapeténcia e vomitos. O uso é por via
parenteral, sendo que, quando injetada em veias do antebrago e mao podem
determinar infecgdes, cicatrizes e necrose.

Heroina: € um produto sintético, a diacetilmorfina, oriunda da substituicao de
dois atomos de hidrogénio por dois radicais acetila da molécula da morfina, e
tem a forma de pd branco e cristalino. A droga € utilizada injetada apos a
diluicdo ou sendo misturado ao fumo do cigarro; € mais potente que a
morfina, com ag¢ao despersonalizante, alucinégena e levando ao estado de
embriaguez, seguido de abolicdo de sensacbes desagradaveis como fadiga,
fome, medo e angustia, porém tem uma duracéo fugaz.

LSD ou Acido Lisérgico: é uma potente droga psicodisléptica e
psicomimética, conhecida também como dietilamida do Acido Lisérgico ou

LSD 25, um produto semi-sintético extraido da ergotina do centeio, tem
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grande poder alucinégeno; consumida geralmente por via oral apos ser
dissolvido na agua.

Mescalina: droga também psicodisléptica, encontrada em um cacto no
México, o mescal (Lophophora williamisii), cujas pontas secas eram
comidas pelos curandeiros das tribos; de uso restrito e com efeitos
semelhantes ao LSD.

Psilocibina: outro potente psicodisléptico, com efeitos semelhantes aos do
LSD e Mescalina, encontrada em cogumelos mexicanos, conhecidos como
téo-nacatyl ou “carne dos deuses” pelos Astecas desde Montezuma, em cuja
coroacao foi distribuido ao povo para maior movimentagao a solenidade.
Anfetaminas: drogas com uso crescente nos ultimos anos, a mais
conhecida o Ecstasy, também conhecida com droga do amor; seu uso tendo
se iniciado em boates e raves, e atualmente cada vez mais usada em varios
eventos sociais; € uma droga sintética e psicoativa, consumida em forma de
comprimidos, com agua ou bebida alcodlica, sendo utilizada, além da via
oral, a via parenteral, como supositério e por inalacdo. Causa euforia,
desinibicdo e perda do sono, em decorréncia do aumento da concentragao
da dopamina e serotonina no cérebro. O Ecstasy € neurotéxico e em altas
doses pode causar elevagao aguda da temperatura corporal, causando a
Hipertemia Maligna, com lesdo muscular e insuficiéncias, renal e
cardiovascular.

Inalantes: substancias quimicas volateis com efeitos psicoativos, de uso
crescente e preocupante, pois durante muito tempo nao foi considerada

como droga, sendo uma variedade delas usadas no ambiente doméstico
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como, tintas spray, colas e fluidos de limpeza, e pelo acesso facil das
criangas e adolescentes, o0 grupo de maior risco. Entre os inalantes
encontram-se, os solventes como thinner, removedores, fluidos de limpeza,
gasolina, cola — a conhecida cola de sapateiro -, e gases como, por exemplo,
butano, propano, aerossois e gases anestésicos. Produzem efeitos similares
aos anestésicos, com duragdo de poucos minutos, inicialmente sendo
estimulantes, com perda da inibicdo, e o uso continuo determinando perda
da consciéncia e podendo induzir a parada cardiaca.

Cocaina: droga que participa como material teste nesta pesquisa, um
alcaldide de fungcdo amina, de uso crescente nos dias atuais através da sua
forma inalada, o crack. A prevaléncia do uso de cocaina no Estado de Sao
Paulo é de 1,7%, e esta bem proxima a de alguns paises da América do Sul
como Chile e Colémbia, além de Holanda e Dinamarca; porém €& bem inferior

a prevaléncia dos EUA (CEBRID, 2000).

1.2 Cocaina

A cocaina, benzilmetilecgonina - C17. H21. N04 -, é um alcaloide
natural, considerada um psicodisléptico em decorréncia dos efeitos
despersonalizantes ou alucinégenos; é extraida da folha de um arbusto, o
Erythroxylum coca (Egred e Davis,2005), planta conhecida como coca ou
epadu, este Uultimo nome dado pelos indios do Brasil (Ferreira e

Martini,2001) (Figura 1).
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Ha referéncia de mais de 200 espécies de Erythroxylum, 17 delas
podendo produzir a cocaina, a mais utilizado sendo, o Erythroxilum
novogravatense com cultivo destinado a industria farmacéutica na produgéao
de anestésico ou a industria alimenticia como constituinte de chas e a
espécie Erythroxylum coca a responsavel pela producédo da cocaina (Costa

e Andrade,1999).
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Figura 1. Folhas, frutos e galhos do arbusto Erythroxylum coca

A)Pode ser observado as diferentes partes da planta da coca; B) com mais
detalhe é mostrado o fruto avermelhado (Imagem cedida por U.S. Drug
Enforcement Administration); C) assim como os galhos, e as folhas que sao
a matéria prima da elaboragao da cocaina.
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Ela é nativa dos Andes, regiao da América do Sul, predominantemente
Bolivia, Colédmbia e Peru, utilizada pelos nativos ha milénios em forma de
cha ou mastigando-se as folhas, tendo sido considerada como planta
sagrada, havendo relatos de ter sido utilizada em ritos religiosos; a
populacao a usa como forma de aliviar a fome, a sede e o cansaco (Costa e
Andrade,1999) e também em cidades de grandes altitudes com a finalidade
de suportar a rarefagao de oxigénio. Turistas que visitam cidades como
Cuzco e Machu-Pichu relatam se sentirem aliviados da sintomatologia
respiratoria, quando tomam cha feito de folhas da coca e sem manifestarem
efeitos colaterais. Esse cha é uma infusdo de folhas de coca, bastante
diluido e, portanto, € servido legalmente em qualquer restaurante, assim
como o habito de mastigar as folhas é visto nas ruas das cidades andinas da
Coldémbia, Peru e Bolivia.

A pequena quantidade do principio ativo na folha da referida planta
nao produz as consequéncias funestas que ocorrem quando da utilizagao
da cocaina por qualquer das vias conhecidas de consumo da droga, oral
(ingerida), intranasal (aspirada, cheirada), intravenosa (injetada,
endovenosa) e respiratéria (fumada). Portanto ela pode chegar até o
consumidor em forma de um sal, o cloridrato de cocaina, que & aspirada
ou dissolvida em agua para uso endovenoso, ou sob a forma de uma
base, que origina o crack, que é pouco soluvel em agua, mas que se
volatiliza quando aquecida e, por isso, sendo fumada e inalada; os
usuarios utilizam, para isso, tipos de cachimbos ou acessoérios

improvisados (Oliveira e Napo,2008).
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Outro subproduto da cocaina, também em pasta, mas preparada de
forma diferente, é a “merla” que predomina no Distrito Federal,
particularmente na periferia, mas seu uso vem sendo substituido
gradativamente pelo crack.

Se o crack inalado vier associado a ingestao de alcool, podemos ter,
no figado, a produgcdo de uma substéncia quimica chamada cocaetileno,
mais toxica e potencialmente fatal (Bai et al., 1996).

O uso do crack também tem sido combinado com outras substancias
como o cigarro e a maconha. A combinagao crack-tabaco, conhecida como
“capetinha, pitilho ou cisclado”, tem um efeito mais fraco que o da pedra
isolada, mas com a vantagem, para o usuario, de usa-la em lugares publicos
(Oliveira e Nappo, 2008).

Uma nova associacdo de drogas vem sendo comercializada nos
ultimos anos, predominantemente no Rio de Janeiro e, como novidade,
vem atraindo o usuario: € a mistura do crack com maconha, chamada de
zirré, mesclado, melado ou craconha. A procura por essa novidade tem
sido crescente por causar mais euforia do que quando as drogas sao
consumidas isoladamente; o contato com o sangue ocorre rapidamente no
primeiro minuto. Esse uso combinado tem sido empregado também com a
finalidade de diminuir a fissura e demais efeitos ansiogénicos do crack, na
tentativa de descontinuar, permitindo as atividades normais da rotina
(Oliveira e Nappo, 2008). Para os especialistas as chamadas dependéncias
cruzadas, ou seja, 0 uso de duas ou mais drogas simultaneamente, sao as

mais perigosas, porque nao temos idéia de quantos receptores sao
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estimulados ao mesmo tempo. Uma potencializa o efeito da outra como

ocorre com o zirré (Werner, 2008).

1.3 Histérico da cocaina

A cocaina é uma substancia natural, um alcaldide extraido das folhas
do arbusto, o Erytroxylum coca, nativa dos altiplanos dos paises andinos,
América do Sul, onde a folha é costumeiramente mastigada (Leite e
Andrade,1999).

Ha referencias de que ela seja consumida pela humanidade ha pelo
menos cinco mil anos (Escohotado, 1996) e que 3000 a.C era considerada
como um presente dos deuses, sendo utilizada em servigos religiosos e que
ja era conhecida mesmo em civilizagdes pré-incaicas, no século X a.C.
(Escohotado,1966; Johanson,1988).

A etimologia da palavra “coca” provém da lingua aymara, originando
de “Khoka” que significa arvore, planta ou arbusto (Karch, 1989).

No século XVI (1505), Américo Vespucio fez na Europa os primeiros relatos
sobre 0 uso da coca e, com a conquista das Américas, os espanhdis
passaram a taxar suas plantacées. Na Europa, a cocaina ndo se popularizou
de inicio devido a deterioragdo da planta durante o transporte,
permanecendo o seu uso como um costume restrito indigena até o século
XIX (Grinspoon et al.,1985; Johanson,1988). Devido as suas propriedades

estimulantes centrais que abrandam a fome, a sede e o cansago, 0s
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habitantes dessa regido, ha milénios, a utilizam em forma de cha ou
mastigando a folha in natura.

Em 1708, Herman fez a primeira publicacdo cientifica sobre o
assunto, na revista Institutiones Medicae (The Vaults of Erowid).

Entre 1850 e 1855, a coca passou a ser usada como uma forma de
anestesia em cirurgias de garganta.

Albert Neimman, em 1859, identificou e isolou a cocaina das folhas do
Erythroxylum coca, obtendo o principio ativo, de natureza basica e fungao
amina, publicou os resultados em uma tese em 1860, e ela passou a ser
usada na clinica e em carater experimental (Das, 1993).

Em 1863, Angelo Mariani produziu um vinho com extrato de folhas da
coca, que passou a ser conhecido como “Vin Mariani” (Das, 1993;
Karch,1989).

Karl Kdller, em 1884, comprovou a propriedade anestésica da cocaina
ao realizar uma série de experimentos, instilando cocaina na cornea de
animais e de pacientes e utilizou-a em procedimentos oftalmoldgicos (Byck,
1974; Van Dyke e Byck, 1982).

Freud, também em 1884, foi o primeiro a notar os efeitos
neuroestimulantes centrais da droga e comecgou a utiliza-la em tratamentos
de pacientes com varios disturbios, notadamente psiquiatricos, assim como
recurso terapéutico nos viciados em morfina (Chasin e Salvadori, 1996).

Em 1885, John Styth Pemberton preparou um vinho para concorrer

com o Vin Mariani, utilizando as folhas de coca, denominado “French Wine
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Cola” patenteou como um ténico cerebral, dando origem a um refrigerante
muito consumido (Pemberton, 1885).

Em 1890 foi relatado o primeiro caso de morte induzida por cocaina
(Karch,1989).

Em 1905, cheirar cocaina torna-se popular e, em 1910, sao relatados
0s primeiros casos de lesdes nasais causados pela droga.

Em 1910, presidente americano William Howard Taft declarou a
cocaina como inimiga publica nimero um (Das, 1989).

Em 1911, foi relatado dano letal no miocardio, pelo uso da cocaina em
procedimento anestésico para cirurgia odontolégica (Laposata,1991).

Em 1914, foram proibidas bebidas contendo coca nos Estados Unidos
e Europa assim como ela foi retirada dos medicamentos nos Estados
Unidos. No inicio da década de 30, ocorreu diminuicdo do consumo,
deixando a droga de ser um problema social (Costa e Andrade, 1999).

Nos anos 70, o consumo volta a aumentar em decorréncia da
restricdo ao consumo das anfetaminas, dos efeitos rapidos e a equivocada
divulgacdo de nao causar dependéncia e, por isso, sendo considerada
perfeita para ser usada no meio social (Costa e Andrade, 1999).

Em 1973, the Strategy Council on Drug Abuse, nos Estados Unidos,
declarou que a morbidade associada ao abuso de cocaina nao parecia ser
grande e que nao havia mortes confirmadas atribuidas a overdose.

O ano de 1984, no Bronx, Estados Unidos, é considerado como sendo
origem do crack, da pasta basica da cocaina; seu efeito mais rapido e

potente causou um aumento significativo do seu consumo.
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1.4 Formas de uso da cocaina

A cocaina encontra-se disponibilizada para o consumo em formas de
pasta (pasta basica), p6 (refinada) e pedra (crack). Ela é usada por vias oral,
intranasal, intravenosa e respiratoria. Por via oral, é facilmente hidrolisada no
sistema digestorio; a absorcao € pequena, resultando discreto efeito e, por
isso, pouco usada. Pela via nasal, a droga em forma de p6 é aspirada
(cheirada); ha baixa velocidade de absor¢cdo devido as propriedades
vasoconstritoras, responsaveis por ulceragées nas narinas e perfuracdo do
septo nasal. A via parenteral € a endovenosa, pois a intramuscular pode
determinar necrose tecidual local (Chasin e Salvadori, 1996).

A via preferida, atualmente, € a via respiratéria, a forma fumada
através da queima do crack, de uso crescente em todas as camadas sociais;
o baixo custo favorece a disseminagao nas classes mais baixas.

Devido ao alto custo da cocaina refinada, em forma de pd6, a droga é
frequentemente adulterada, misturando-se uma variedade de substancias
como, p6é de marmore, giz e talco, com isso barateando o prego e tornado-a

mais acessivel (Chasin e Salvadori,1996).

1.5 Cocaina crack

Crack é a forma de cocaina preferida pelo usuario nos dias de hoje;

ela é consumida pelo ato de fumar e os usuarios utilizam um tipo de

cachimbo, conhecido também como maricas, ou estruturas improvisadas
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como latas, tubos plasticos ou de papelao, papel aluminio, pegas hidraulicas
ou mesmo embalagens de produtos alimenticios (Figuras 2). Independente
do material utilizado, na cidade de S&o Paulo esses acessorios sao
denominados “cachimbo de aluminio”. Considerando que a lata de aluminio
€ a principal matéria prima, o uso repetido deste tipo de cachimbo, aquecido,
pode provocar bolhas e ferimentos, na lingua, labios, faces e dedos; essas
lesdes poderiam aumentar nos usuarios que compartilham os “cachimbos”, o
risco das transmissdes de doencgas infectocontagiosas (Oliveira e Nappo,
2008). A droga, em quantidades tidas como adequadas, em torno de 200 mg
(Wood et al.,1996) é queimada nesses receptaculos, utilizando-se de uma
chama, e a fumaga aspirada (Figura 3). Apés o uso continuo, por alguns
dias, pode ser constatada a deposi¢cao de um residuo enegrecido, na parte
interna desses cachimbos, denominada “borra, raspa, resina ou sarro”. Esse
residuo pode conter uma forma concentrada de cocaina, em decorréncia da
sua sublimacado e impregnacado na parede interna do cachimbo; uma vez
removida e fumada possibilita efeitos mais intensos que os da pedra de
crack (Oliveira e Nappo,2008). A cocaina inalada (pd) ou fumada (crack) ao
atingir a corrente sanguinea tem efeitos comparados aos da via intravenosa
(Seibel e Toscano Jr, 2001), porém o crack é seis vezes mais potente do
que a cocaina em po inalada, agindo no Sistema Nervoso Central entre 5 a
10 segundos. O seu baixo custo, associado ao fato de ndo deixar vestigios
externos e ndo expor o usuario as doengas transmitidas por seringas tem
elevado significativamente o seu consumo. O uso compulsivo de cocaina

pode se desenvolver mais rapidamente nessa forma de consumo.
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Figura 2. Cachimbos e artefatos improvisados,utilizados para se fumar o

crack, apreendidos pela Delegacia de Investigagdo Sobre Entorpecentes

(DISE) de Marilia

Podemos observar os diferentes tipos de cachimbos que sao utilizados para
a queima e o consumo do crack, chamados popularmente de “maricas”.
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il

Figura 3. Menino fumando cocaina crack
Detalhe da improvisagao para queima da pedra da cocaina crack (fonte: foto
publicada no Jornal Folha de Sdo Paulo em 1992)
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1.6 Cocaina crack como problema sécio-econdmico, criminal e de

saude publica

A cocaina é uma das drogas mais utilizadas em todo mundo; o seu
consumo aumenta constantemente desde 1987, principalmente na forma
popularmente conhecida como crack (Das, 1993; Dunn et al., 1997; Ferri et
al., 1997; Ferreira Filho et al., 2003).

O seu uso recreativo alcangou proporcdes epidémicas, com aumento
tragico de mortes por problemas cardiovasculares em jovens saudaveis,
tornando-se nos paises ocidentais a droga preponderante nos atendimentos
nas urgéncias hospitalares (Billman, 1995b).

Na ultima década do século XIX, houve diminuicao do uso da cocaina
em decorréncia dos problemas relacionados com dependéncia,
comportamento psicético, convulsdes e mortes (Gold, 1993). A volta do
consumo ocorreu nos anos 70 por varios motivos, entre eles as maiores
dificuldades na comercializagdo das anfetaminas e a divulgagcéo equivocada
de que a droga ndo causaria dependéncia.

A cocaina crack por ter se tornado uma droga barata, facil de
obtencdo e de se consumir, e com rapidez dos efeitos, tem tido um
preocupante crescimento do consumo, principalmente entre aqueles de
menor poder econémico (Ferreira Filho et al., 2003).

Em 1997, Woof e seus colaboradores estimaram que, 25-30
milhdes de americanos faziam uso de cocaina e em 1999, Li e

colaboradores, constataram que numeros semelhantes ja haviam usado a
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droga nos Estados Unidos, e que, aproximadamente 6,6 milhdes, eram
usuarios regulares.

Em 2003, o U.S. Department of Health and Human Services estimou
em 34.9 milhdes o numero de americanos que usaram cocaina pelo menos
uma vez, e que 7.9 milhdes desses eram usuarios de crack.

No Brasil, até o inicio do século XX, ndo havia relato de consumo
excessivo e dependéncia da cocaina. A substancia era vendida em farmacia
para alivio de laringites e tosse (agcao anestésica).

Nas décadas de 10 e 20 (1910/20), iniciou-se o0 uso nao médico da
cocaina nas grandes cidades como Sao Paulo e Rio de Janeiro.

Apesar do nosso pais nao ser considerado um produtor importante de
cocaina, ele faz parte da rota colombiana do trafico para os Estados Unidos
e Europa (Carlini et al.,1995;Ferreira Filho et al., 2001); consta a participagao
na conexao nigeriana, e outras rotas como a paraguaia e a boliviana,
envolvendo interior do Estado de Sao Paulo e recentemente noticiado rota
envolvendo a cidade de Fortaleza (CE). Embora nos ultimos anos tenha
ocorrido aumento no combate ao trafico, ainda é grande a quantidade
ofertada para o consumo interno e externo e o publico-alvo sendo uma idade
cada vez menor.

Tem sido demonstrado o aumento crescente do consumo de crack
entre os jovens (Dunn et al., 1996; Ferri et al.,, 1997; Strang et al., 1990
apud Ferreira Filho et al., 2003), de forma epidémica nos Estados Unidos,
sendo que no fim dos anos 80, apds a descoberta do crack, um de cada

quatro americanos tinha usado cocaina, na classe média com predominio
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da raca branca; foi constatado que 15 % usaram cocaina ou crack e 18 %
tendo consumido mais de 50 vezes (Schwartz et al., 1991). No Canada,
usuarios de crack entre 13 e 18 anos, representam 2% dos estudantes de
Ontario e British Columbia (Spitz e Rosecan, 1987; Smart, 1991apud
George et al., 1996).

Pesquisa realizada no Estado de Sao Paulo em 2001, por Ferreira
Filho (Ferreira Filho et al., 2003) revelou que 45,8% dos usuarios referiram
ser facil obter cocaina; 36,1% informaram da facilidade de se obter o crack e
98,8% dos envolvidos na pesquisa estavam cientes das graves
consequéncias do consumo dessa droga.

Levantamentos realizados pela Delegacia de Investigagcdes sobre
Entorpecentes da Policia Civil do Estado de S&o Paulo, da regido do
DEINTER IV (Bauru), compreendendo 89 municipios, entre eles o que
originou a droga para essa pesquisa (Marilia), registrou a apreensao de
125,983 Kg de crack no ano de 2008. Segundo dados da Secretaria de
Seguranga Publica do Estado de S&o Paulo, houve um aumento de 6,9% em
relacdo a 2007 e 34% em relagdo a 2006, na apreensao de entorpecentes
de uma maneira geral.

Ainda pouco se sabe do perfil do usuario, pois um numero significativo
permanece na clandestinidade pelo uso de droga ilegal e frequente
participacao em crimes, o que dificulta realizacdo de estudos com énfase ao
problema de saude (Ferri et al., 1997; Ferreira Filho et al., 2001). Uma
porcentagem deles pode ser encontrada em centros especializados de

tratamento da dependéncia quimica, em delegacias de policia, cadeias,
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presidios e hospitais, neste ultimo estando os casos mais graves de saude
relacionados a droga (Ferreira Filho et al.,, 2003). Ha grande numero de
artigos que relatam a associacao da cocaina com infarto do miocardio.

O perfil dos dependentes de crack, quando comparado com os
usuarios de outras vias de administragdo, mostra pior condigao
socioecondmica, maior desemprego, um grande numero sendo moradores
de ruas, escolaridade mais baixa, consumidores de maior quantidade de
droga, envolvimento mais frequente com violéncia e criminalidade e, por
isso, preso maior numero de vezes (Ferreira Filho et al,2003).

Pesquisas no Brasil constataram aumento do consumo da droga em
oito de dez capitais e analise da populacdo de meninos de rua em seis
capitais mostrou que 47% ja tinham usado pelo menos uma vez. As
estatisticas ainda revelam que 2 % dos estudantes brasileiros ja usaram
cocaina mesmo que eventualmente e 0,8 % s&o usuarios frequentes.

Um levantamento realizado pelo Centro Brasileiro de Informacgdes
sobre Drogas Psicotropicas (CEBRID, 2007), do Departamento de
Psicobiologia da Universidade Federal de Sdo Paulo, UNIFESP, no periodo
compreendido entre 1987 e 1993, mostrou um aumento significativo do
percentual de estudantes de 1° e 2° graus que usaram cocaina, em po ou
pedra, pelo menos uma vez na vida, passando de 0,5% em 1987 para 1,2%
em 1993.

Em 2003, Ferreira Filho e colaboradores fizeram uma pesquisa do
perfil sécio-demografico e das formas de uso da cocaina, em usuarios

hospitalizados e em recuperagao na grande Sao Paulo/Brasil. De um total de
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440 pacientes internados, 85 % eram menores de 35 anos, a idade variando
de 18 a 51, com uma media de 27,5 anos, 95,9% do sexo masculino, 69,8%
das classes sociais C, D e E. Desse grupo 38,4% fumavam crack e 1,6%
usavam a droga de forma injetavel. A faixa predominantemente jovem é
decorrente da maior exposicao e facilidade para se experimentar as drogas
(Ferreira Filho et al., 2003).

Em 2005, nova pesquisa do CEBRID, registrou que 0,7% da
populacido entre 12 e 65 anos dizia ter provado a droga, quase o dobro de
quatro anos atras.

Na cidade de Sao Paulo, a Secretaria da Saude estima que 0,9 % da
populacdo acima de 12 anos usa a droga regularmente.

Segundo a Secretaria da Saude do Rio Grande do Sul, ha,
atualmente, 50000 dependentes no Estado.

Os efeitos do crack sdo os mesmos das outras formas de uso da
cocaina, pois se trata da mesma droga, porém mais potente, devendo ser
considerado as outras substancias presentes no preparo da mesma (Francga,
2001). Ao atravessar a membrana alveolar, ela provoca efeitos semelhantes
aos da via endovenosa, com propriedades simpaticomiméticas e anestésicas
locais e com repercussdes cardiovasculares. O efeito anestésico é obtido
por bloqueio do inicio e transmissdo dos sinais elétricos, mediante uma
inibicdo da permeabilidade para o sdodio, durante a despolarizacdo da
membrana em células nervosas (Laposata, 1993; Egred e Davis, 2005). Por
outro lado, os efeitos no Sistema Nervoso Central, sdo por bloqueio nos

receptores pré-sinapticos, da recaptura dos neurotransmissores,
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noradrenalina e dopamina (Laposata,1993) e em nervos periféricos por
bloqueio na recaptura dos neurotransmissores serotonina e dopamina
(Egred e Davis, 2005). As acdes simpaticométicas da cocaina nas células
sdo mediadas por estimulagdo de receptores a e B adrenérgicos (Egrad e
Davis, 2005). A cocaina tem a capacidade de liberar catecolaminas,
particularmente adrenalina, de reservas teciduais e estimular a adrenal,
influenciando o sistema renina-angiotensina (Franga, 2001).

A cocaina pode elevar a temperatura corporal pela maior atividade
muscular, vasoconstricdo por estimulagdo central com redugao da perda de
calor e, por fim, pela acédo direta sobre o centro termo-regulador,
estimulando o aumento de temperatura (Franca, 2001).

A metabolizacio resulta a metilecgonidina que tem atividade bioldgica
sistémica.

Cook et al., (1985) constataram que 50 mg de crack fumados em
intervalos de 30 segundos e por 5 minutos, tém efeitos psiquicos e cardiacos
semelhantes a 20 mg de cocaina por via endovenosa.

Consta que a média de uso do dependente seja de 4 a 5 g por
semana. O uso cronico da cocaina crack leva a tolerancia, havendo relatos
de que o uso diario excedendo 1g pode ser considerado letal para o adulto
(Chasin e Salvadori, 1996). A overdose para humanos varia de 1,0 a 5,0g.
Sao conhecidos, entretanto, efeitos toxicos com doses menores, assim como
usuarios resistentes a doses maiores (Franca, 2001).

Em uma overdose, o usuario, em pouco tempo, torna-se excitado,

inquieto, ansioso e perturbado, com reflexos exacerbados, cefaléia,
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taquicardia e, por vezes, com fibrilagcdo ventricular e dispnéia, hipertermia,
midriase e exoftalmia. Podem ser observados também nauseas, vomitos e
dores abdominais, delirio, respiragdo de Cheyne-Stokes, convulsées e

inconsciéncia. A morte é decorrente de parada cardiorrespiratoria.

1.7 Preparo da cocaina crack e aspectos fisico-quimicos

A pasta basica da cocaina € preparada normalmente acondicionando-
se as folhas da coca em tambores com um solvente como éter, gasolina,
querosene, acido sulfurico, resultando uma pasta que contém de 40 a 85%
de sulfato de cocaina (Figura 4). Adicionando-se a essa pasta acido
cloridrico, com o objetivo de refinar o produto e limpar as impurezas, obtém-
se um po6 branco inodoro, soluvel em agua, o cloridrato de cocaina (Figura
5), de custo elevado ao consumidor e, portanto, frequentemente adulterado
na comercializagao, adicionando-se entre outras substancias farinha, talco,
giz, p6 de marmore, cafeina; por isso ela € denominada como cocaina de
rua e tem elevado ponto de fusao (198° C) e nao pode ser fumada.

A base livre e o crack sao alcaldides com semelhangas quimicas, mas
sintetizados de formas diferentes; com ponto de fusdo de 98°C, pode ser
fumado.

O crack é preparado a partir da mistura da pasta basica da cocaina
(folha da coca + acido sulfurico) com bicarbonato de calcio, em propor¢des
iguais, utilizando-se agua, mistura essa, que apds ser aquecida origina um

tipo de sabao de cor bege ao amarelo que, com a evaporagdo da agua,
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endurece e forma como produto final a “pedra” (Figura 6). A pedra ao ser
queimada faz um barulho crepitante (estalo) caracteristico que deu origem a
palavra crack; a fumaca gerada ¢é inalada pelo usuario (Corradini, 1996).

A metilecgonidina é o maior produto metabdlico da cocaina (formado
pela pirélise da base aquecida) tem atividade bioldgica sistémica e age na

comunicagao entre os neurdnios, prolongando a agdo da dopamina.
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Figura 4. Preparo da pasta base de cocaina

Forma de preparagdo da pasta base, onde pode se observar a forma
precaria do acondicionanmento da matéria prima - folhas de coca (A); que
sdo colocadas em tambores e misturadas a solventes, como: éter, gasolina,
querosene, acido sulfurico, etc (B).
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Figura 5. Preparo da pasta base de cocaina e purificagao

Refinamento artesanal, rudimentar e sem higiene do produto, na tentativa de
se livrar das impurezas (A), obtendo-se um p6 branco, inodoro e soluvel em
agua (B).
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Figura 6. Cocaina Crack
A) Amostra constituida por pedras grandes e de diferentes tamanhos.
B) Amostra utilizada no experimento.
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2.1 Efeitos da cocaina no sistema cardiovascular

A cocaina tem sido associada a doengas cardiovasculares, aguda e
crbnica, como infarto do miocardio, angina, aceleracdo de aterosclerose,
miocardites, cardiomiopatias dilatada e hipertrofica, arritmias, hipertensao
arterial, aneurisma dissecante da aorta, trombose, endocardite, aumento da
apoptose e malformacbes em fetos de animais expostos a cocaina na
gestacdo. Ela tem sido responsabilizada pelo crescente indice de morte
subita em jovens.

H4, na literatura, um grande numero de artigos fazendo referéncia aos
efeitos e consequéncias da cocaina no sistema cardiovascular, em humanos
e em animais submetidos a experiéncias com a droga.

Young e Glauber (1947) mostraram pela primeira vez, evidéncias
eletrocardiograficas de disritmias ventriculares intratdveis e severas,
provocadas pela cocaina utilizada durante cirurgia nasal.

Willian Hammond, cirurgido geral nos Estados Unidos, provocou
aumento rapido e irregular da sua frequéncia cardiaca ao se auto-
administrar alta dose de cocaina; ele, portanto, especulou que a reacio letal

da cocaina poderia ser consequéncia de efeitos cardiacos (Byck, 1974).
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Desde 1978, o uso de cocaina de forma recreativa tem sido associado a
desordens ritmicas cardiacas fatais, particularmente a fibrilagcdo ventricular
(Benchimol et al., 1978).

Estudos experimentais em animais anestesiados também
demonstraram que a administracdo de cocaina provocava fibrilacdo e
taquicardia ventricular durante infusdo de catecolaminas (Catravas e Waters,
1981); e que as arritmias sao mais facilmente induzidas por estimulo elétrico
do coragao apos cocaina intravenosa (Ganterbeg e Hageman, 1992).

Woods et al. (1989), constataram aumento da pressao arterial e
diminuicao do fluxo sanguineo uterino, em ovelhas prenhas sob efeito da
cocaina.

Hale et al. (1989), concluiram, em modelo experimental com
cachorros, que uma rapida administragdo de cocaina deprime a fungao
ventricular esquerda, dilata o referido ventriculo e estd associada com
vasoconstricdo da coronaria e reducao do fluxo sanguineo no miocardio.

Peng et al. (1989), apds analises de biopsias de endocardio, em
pacientes jovens com insuficiéncia cardiaca congestiva associada ao crack,
sugeriram que a cocaina teria efeito toxico direto. As bidpsias mostraram
necrose multifocal, sem bandas de contragdo, o comprometimento focal de
miodcitos desfavorecendo etiologia isquémica. Os danos dos miécitos seriam
decorrentes dos efeitos do aumento das catecolaminas por bloqueio da
recaptura dos neurotransmissores.

Virmani et al. (1989), descreveram os efeitos cardiovasculares da

cocaina, em 40 autopsias de pessoas que apresentaram cocaina ou
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metabdlitos em fluidos do corpo; foi constatada trombose com oclusao total
da artéria descendente anterior esquerda associada a aterosclerose leve em
um caso, miocardites em oito casos (20%) e necrose em banda em 25%.

Kuhn et al. (1990), demonstraram em cachorros que a cocaina
intravenosa produz vasoconstricio em coronarias, nao associada com
isquemia do miocardio, e que o mecanismo farmacoldgico é a estimulagao
do receptor a adrenérgico, enquanto que os efeitos hemodinamicos
sistémicos sao por combinacdo de estimulos dos receptores a e P
adrenérgicos. Os efeitos simpaticomiméticos, com vasoespamos das
coronarias sao, portanto, decorrentes de estimulos de receptores a
adrenérgicos presentes nas paredes dos vasos sanguineos.

Billman (1990), em revisao dos mecanismos dos efeitos cardiotoxicos
da cocaina, referiu que o estimulo dos receptores 3 adrenérgicos no coragao
ativa adenilciclase, com aumento subsequente dos niveis do AMP ciclico e
ativacao da proteina cinase AMP ciclico dependente, com fosforilizacdo das
proteinas reguladoras (canal de calcio, fosfolamban), que aumentam o nivel
do calcio livre nas células miocardicas.

Laposata (1991) sumarizou o mecanismo de agdo da cocaina, com
énfase nas sequelas cardiovasculares. Fez referéncia aos multiplos
mecanismos de acgdo da droga, salientando que, quando eles estavam
combinados com os efeitos deletérios de substéncias adulterantes,
presentes no crack, aumentavam os riscos de vida por respostas
cardiovasculares a cocaina. Citou também a grande variedade de

adulterantes, conhecidos na época, como procainamida, quinidina,
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anfetaminas, lidocaina, benzocaina, fenopropanolamina, pseudoefedrina,
agucar e substancias inertes como talco e derivados do milho. O autor,
citando Ellennhorn (1998), refere que a porcentagem de cocaina no crack
apreendido variava de 15 a 90 % e as substancias contaminantes
(impurezas) podendo contribuir para as reagdes adversas da droga.

Cregler (1991) apontou a cocaina como um novo fator de risco de
doencgas cardiovasculares.

Billman (1995), em revisao sobre as acbes toxicas da cocaina na
funcdo cardiaca referiu que, uma interacdo complexa de propriedades
anestésicas locais e efeitos adrenérgicos poderiam provocar as reacdes
adversas cardiovasculares da droga.

Lee et al. (1995), relataram caso de trombo intraventricular apds
infarto do miocardio induzido por cocaina.

Edward et al. (1995), em estudos realizados em seis voluntarios do
sexo masculino, submetidos a exposicao passiva de vapor de 100 a 200mg
da cocaina base aquecida a 200 °C, em uma sala pequena e nao ventilada,
nao demonstraram efeito farmacolégico da droga; a pesquisa no sangue foi
negativa para cocaina e metabolitos e a quantificacdo na urina estava abaixo
do valor considerado padrdo no estudo (300 ng/ml), variando de 22 a 123
ng/ml. Nessa pesquisa, os estudos mostraram que eles absorveram
aproximadamente 0,25 mg de cocaina, sendo que para se ter resultado
positivo haveria a necessidade de 1mg de absor¢gédo como constatado apés a

injecao dessa quantidade por via venosa.
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Bai et al. (1996), demonstraram, em cardiomiécitos de ratos, que o
cocaetileno, metabdlito da associacdo de cocaina com alcool, tem efeito
mais intenso que a cocaina isoladamente, com agao inotropica negativa
muito mais potente.

Regalado et al. (1996), constataram em criangcas que foram expostas
a cocaina no pré-natal, variabilidade da frequéncia cardiaca durante o sono
e a vigilia, sugerindo diferencas no controle cardiovascular nas criancas
expostas em relagao aquelas cujas maes nao tinham sido expostas a cocaina.

Zafar et al. (1997), publicaram trabalho sobre complicacbes agudas
da intoxicagao por cocaina.

Kleerup et al. (1997), publicaram estudo sobre efeito agudo da
cocaina intravenosa na pressao arterial pulmonar e frequéncia cardiaca em
usuarios habituais de crack.

Woolf et al. (1997), em estudos experimentais, usando a
metilecgonidina em animais (Ferret) e em miocardio humano, demonstraram,
relacionado com a concentracdo da droga, diminuicdo da frequéncia
cardiaca (efeito cronotrépico negativo), diminuicdo na taxa de conducéo nos
nodulos sinoatriais e atrioventriculares (efeito dromotrépico negativo) e
diminuicao da forga de contragao cardiaca (efeito inotropico negativo), sendo
esse o achado mais importante e correspondendo a diminuicdo do calcio
intracelular e sugerindo agdo nos receptores colinérgicos. O bloqueio de
recaptura dos neurotransmissores adrenérgicos em neurdnios periféricos
contribui  para a  hiperatividade simpatica, com repercussdes

cardiovasculares, alteragdes ritmicas via aumento do calcio intracelular,
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isquemia miocardica por vasoespasmo e aumento da demanda de oxigénio,
e necrose em banda também por aumento do calcio. A cocaina também esta
relacionada com alteracdo na funcdo célula endotelial e plaquetas,
predispondo a trombose da coronaria com isquemia, alteragdes na funcgao
imune da killer cells favorecendo a miocardite de varias etiologias; por fim, o
efeito toxico direto nas fibras musculares pode provocar disfuncao cardiaca.

Wang (1999), descreveu a cardiotoxidade induzida por cocaina, pH
dependente, demonstrando acidemia e alteragdes eletrocardiograficas em
quatro pacientes, que tiveram reversao do quadro, com normalizagdo da
conducgao cardiaca, apds a corregao do pH sanguineo.

Sofuoglu et al. (2000), realizaram estudo dos fatores preditivos da
resposta cardiovascular da cocaina fumada em humanos; a pesquisa
demonstrou como variaveis associadas com aumento da frequéncia
cardiaca e da pressao arterial, 0 sexo masculino, raga negra, maior peso
corporeo e associagao com a maconha.

Houser et al. (2000), relataram caso de impacto da cocaina em
coracdo de doador, que desenvolveu cardiomiopatia, constatada na
autdpsia, salientando a importancia da histéria clinica e do exame
toxicolégico do doador.

Xiao et al. (2000), demonstraram que a cocaina induz a apoptose em
células miocardicas fetais através da via mitocéndria dependente.

Xiao et al. (2001), concluiram que a cocaina administrada na
gestagao provoca aumento - dose dependente - da apoptose, em coragao de

feto de rato, associada ao aumento da atividade da caspase 9, 8 e 3, que
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seria responsavel por redugcdo importante e permanente de cardiomidcitos,
levando a uma variedade de disfungdes cardiacas apds o nascimento.

Gill et al. (2002), descreveram o papel da apoptose no aparecimento
de doencas cardiacas.

Bae e Zhang (2005) sugeriram que a exposig¢ao pré-natal de ratas a
cocaina aumentou a apoptose em neonatos.

Bae et al. (2005), demonstraram também pela primeira vez, em
trabalho experimental com ratas expostas a cocaina no pré-natal, aumento
da suscetibilidade ligada ao sexo, para isquemia e injuria de reperfusdo do
coragao dos animais na fase adulta. Embora o mecanismo desse efeito sexo
dependente, seja provavelmente multifatorial, a pesquisa sugere que a
exposicao a cocaina, no periodo de desenvolvimento fetal, pode determinar
uma programacao intra-uteros, do padrao de expressdo do gen PKCg, que
teria papel importante no aumento da sensibilidade do coragao a isquemia e
a injuria nos animais adultos machos.

Li et al. (2005), descreveram que a cocaina determina apoptose em
células do miocardio de fetos de ratos através do p38 MAPK e da via
mitocondrial/ citocromo c.

Portanto, sdo conhecidos efeitos da cocaina — inclusive do crack, a
sua forma fumada -, em humanos e animais submetidos a pesquisas, e as
suas consequéncias para o sistema cardiovascular, decorrentes ndo so6 da
cocaina propriamente dita, como também dos seus metabdlitos, assim como
a possibilidade de efeitos toxicos de outras substancias presentes no

preparo da droga. Como ja exposto, seu uso prolongado pode determinar,
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hipertrofia ou dilatagdo ventricular, aterosclerose, vasoespasmo, apoptose
de cardiomidcitos, miocardites, necrose em banda, necrose focal por agao

direta das catecolaminas e trombose.

2.2 Anatomia e histologia do coracdo de camundongos

Embora muito menor em tamanho, o coragdo de camundongos
apresenta, em comum com o0s mamiferos maiores, muitos processos
patologicos; o desenvolvimento de animais transgénicos torna o
camundongo animal de escolha para pesquisas dessa natureza.

Comparando com cachorro, o camundongo adulto tem o peso
corporeo 1000 vezes menor (25kg vs 0,025 Kg), a mesma diferenga
existente para o peso médio dos coragbes ou seja de 250 g e 0,25g. Os
maiores ramos da aorta de camundongos sao semelhantes aos de
humanos. As maiores diferencas, quanto ao coragdo e aos vasos de
camundongos, estdo no arranjo do sistema venoso do coragao; as veias
cardiacas sdo mais proeminentes na superficie epicardica do ventriculo
esquerdo, excedendo, quanto a visibilidade, as artérias coronarias (Michael
LH et al.,, 2004). A arquitetura venosa pode ser confundida com as
coronarias, que estdo em meio a musculatura, ou seja, intramurais. A
observagdo dos ramos coronarianos em camundongos, portanto, € mais
dificil e exige analise microscépica com maior aumento e luz mais intensa.
Uma particularidade anatémica no coragdo de camundongos € que a artéria
circunflexa esquerda, que € o maior ramo da coronaria esquerda em outros

animais e nos humanos, ndo € o maior vaso nos murinos, mostrando-se



REVISAO DE LITERATURA 40

inclusive de forma rudimentar nesses animais. O atrio dos murinos é
constituido por pequena massa, apresentando dificuldades para estudos de
fibrilagdo atrial (Wakimoto et al., 2001); a valvula atrioventricular direita ndo &
triscupide e a valvula mitral é servida por dois musculos papilares que nao
sao independentes da parede ventricular, assemelhando-se mais a trabécula
carnea do que musculo papilar verdadeiro (lcardo e Colvee,1995). O
coracédo de camundongos tem aproximadamente 20 a 30 % de células
miocardicas e o restante sendo compostos de células endoteliais, células
musculares lisas vasculares e fibroblastos (Soonpaa et al.,1996). Os
cardiomiocitos nos ventriculos podem ser divididos em trés camadas, as
miofibrilas, na camada média, dispondo-se de maneira preferencialmente
circunferencial, enquanto as camadas externa e interna estdo dispostas de
maneira paralela ou obliqua ao eixo base-apice (Mclean e Prothero, 1991).

O miocardio tem uma rica vascularizacdo, composta de arteriolas de
paredes relativamente delgadas, vénulas e uma rede bem organizada de
capilares (Figura 7). Os pericitos vasculares do miocardio de camundongos
sao células extensamente ramificadas, que formam uma camada incompleta
em torno do endotélio dos capilares e vénulas pos-capilares (Forbes et al.,
1977). Células inflamatdrias, como macrofagos e mastocitos, sdo raras em
coragdes de camundongos, quando comparadas com outras espécies
(Gersch et al., 2002), sendo encontradas, ocasionalmente, no pericardio e
junto dos vasos. Em contraste, uma grande quantidade de mastécitos, é
encontrada nas adventicias nos troncos arteriais e podem estar envolvidos

na regulagao do tonus vascular.
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Figura 7. Parede do miocardio de camundongos (aumento de 400x)
Vascularizagdo normal subepicardica mostrando o proeminente componente
venoso(V) da regidao, em relagdo ao componente arterial (A).
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A cocaina crack representa um grave problema social, policial e de
saude publica. O comprometimento das fungdes cardiovasculares tem tido
um crescimento preocupante no indice de mortalidade, principalmente entre
jovens.

Apesar de a literatura registrar um grande numero de artigos fazendo
referéncias a complicagdes cardiovasculares da cocaina, ha ainda pontos a
esclarecer. A sua frequente associagdo com outras drogas, as limitagdes em
se quantificar e qualificar a composi¢cao do crack consumido, as formas
diferentes do seu uso e a faixa etaria predominante jovem do usuario
justificam novas pesquisas, para se ampliar os conhecimentos sobre os

efeitos dessa droga, particularmente em coragoes.



4. OBJETIVO
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Avaliar o efeito cronico em doses nao letais da cocaina crack de uso
popular, apreendido na rua, no coracdo de camundongos, expostos a
fumacga da droga e modulados pela idade (pré-puberal e adulta); e utilizando-
se um modelo experimental, construido de modo a simular como a droga é

consumida habitualmente.



5. METODOS
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O presente estudo (Protocolo de Pesquisa n° 581/05) teve aprovagao
da Comiss&o de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (HC-FMUSP), em sessédo de 28 de Julho de

2005, conforme documentagao apresentada no Apéndice A.

5.1 Protocolo do estudo

5.1.1 Animais

Foram utilizados 24 camundongos machos da linhagem isogénica
BALB/c, de duas diferentes idades, 21 dias representando animais jovens e
60 dias representando animais adultos, provenientes do Biotério de Criacao
da Faculdade de Medicina USP e mantidos no Biotério do Departamento de
Patologia da FMUSP, durante o periodo experimental. Essas instalagdes
estdo de acordo com as normas do Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals, Intitute of Laboratory Animal Resources, National
Academy of Sciences, Washington, D.C. 1996 e junto aos principios éticos
da legislagdo brasileira e Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal

(COBEA).
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5.1.2 Material teste - droga utilizada no projeto

A droga teste, cocaina crack, foi conseguida através de autorizacao
Judicial, concedida pela 32 Vara Criminal, Execuc¢des Criminais -
Corregedoria dos Presidios e da Policia Judiciaria — Poder Judiciario da
Comarca de Marilia/SP, para uso exclusivo neste estudo (Apéndice B).

A droga teve como origem uma unica fonte, tendo sido apreendida
pela Delegacia de Investigacdo sobre Entorpecentes de Marilia (D.l.S.E.),
pertencente a Policia Civil de Sdo Paulo, DEINTER IV Bauru — Secretaria
dos Negdcios da Seguranga Publica e o lote lacrado pelo Nucleo de Pericias
Criminalisticas de Marilia — Sdo Paulo (lacre n°® 0047430), contendo 195,2 g
da droga “in natura” (Apéndice C). Esse lote, contendo o material-teste foi
submetido a andlise quanto a porcentagem de cocaina presente em sua
composicdo, pelo Nucleo de Toxicologia Forense (NTF) do Instituto Médico
Legal de Séo Paulo (IML/SP), sendo detectado pela cromatografia gasosa,

57,66 % de cocaina na composigdo da amostra (Apéndice D).

5.1.3 Grupos experimentais

Vinte e quatro camundongos machos BALB/c, jovens e adultos, foram
previamente adaptados as condigdes do laboratério durante trés dias e,
posteriormente, separados em quatro grupos, dois para a exposi¢ao e dois
como controles, denominados:

* Grupo Exposto Jovem: (n=06) camundongos BALB/c, macho de 21 dias

de idade - submetidos a exposicao da cocaina crack.
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* Grupo Exposto Adulto: (n=06) camundongos BALB/c, macho de 60 dias
de idade - submetidos a exposi¢cao da cocaina crack.

* Grupo Nao Exposto Jovem: (n=06) camundongos BALB/c, macho de 21
dias de idade — ndao exposto a cocaina crack.

* Grupo Nao Exposto Adulto: (n= 06) camundongos BALB/c, macho de 60

dias de idade. - ndo exposto a cocaina crack.

5.1.4 Exposicéao

Os dois grupos de animais, jovem e adulto, escolhidos como
expostos, foram submetidos a exposigdo da fumacga gerada pela queima da
droga apreendida, utilizando-se um  dispositivo  confeccionado
exclusivamente para o experimento.

Os animais foram expostos a queima diaria de 5g da droga, por 5
minutos, exceto os fins de semana e feriados, perfazendo um total de 39
dias em um periodo de dois meses.

A amostragem (5g) foi pesada, acondicionada em recipientes

apropriados de aluminio (formas de empadas) e protegida por um invélucro
de plastico delicado, até sua utilizagdo no experimento (Figura 8).
O modelo de exposicado (dispositivo) foi projetado e montado, de maneira
que oferecesse condi¢cdes para que 0s animais inalassem a cocaina crack
queimada, simulando a maneira como o crack é usado nas ruas, ou seja, na
sua forma fumada.

O modelo é composto de:
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1. Suporte de apoio, lamparina, recipientes para queimar a droga e funil -
Suporte de ferro, para sustentar o recipiente de aluminio (forma de
empada), onde a droga € acondicionada para a queima (5g). Lamparina
como geradora de chama, produzida por alcool etilico 92,8° INPM. A
chama com finalidade de provocar o aquecimento da base do recipiente,
e promover a queima das pequenas pedras de crack da amostragem, e a
fumaca gerada direcionada ao funil de pirex, localizado sobre o suporte
(Figura 9).

2. Camara de inalacdo - caixa de acrilico transparente de 45 cm de
comprimento, 35 cm de largura e 13,5 cm de altura, hermeticamente
fechada, local onde foram mantidos os animais para a exposicao (Figura
10). Os grupos jovens e adultos foram separados por uma rede de malha
grossa, subdividindo a camara em dois ambientes de dimensdes
proporcionais. Para que a fumaca produzida pela queima do crack fosse
direcionada a camara de inalagao, um funil coletor, sobre o recipiente de
aluminio aquecido, foi conectado a uma mangueira de silicone e essa

adaptada a um orificio lateral da camara de inalagao.
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Figura 8. Recipientes para queima da droga
Recipientes metélicos (tipo formas de empadas) com a quantidade diaria da
droga a ser inalada (5g), cobertos por invélucros (filme) de plastico.
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Figura 9. Componentes utilizados para a queima e producado de fumaca da
cocaina crack

a) lamparina; b) pedras de crack em recipiente de aluminio; c) funil de
captura de fumacga; d) mangueira de silicone; e) conectorem Y.
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Figura 10. Camara de inalagao

Camara de inalacdo, confeccionada em acrilico, onde os animais foram
colocados e divididos em dois grupos, jovens e adultos, separados por uma
malha divisoria.
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3. Controle do fluxo da fumaga-bomba de vacuo, conectada por mangueira a
camara de inalacado, em orificio destinado a saida da fumaca, localizado
na parede lateral em posi¢cao oposta ao orificio de entrada, criando-se
pressdo negativa de ar dentro da camara. A pressao foi controlada por
valvula de vazao e medida por um fluxémetro, estabelecendo-se um fluxo
considerado ideal de 20 litros/minuto (Figura 11). A fumaca oriunda da
queima do crack, portanto, foi direcionada para dentro da camara, pela
pressao negativa controlada, permitindo a entrada, total dissipagéo e a
saida da fumaga capturada pelo funil.

Para se manter a cAmara com oxigénio, um conector em forma de “Y”
foi adaptado a mangueira de entrada da fumaca, permitindo que ar ambiente
e a fumacga, oriunda da queima do crack, entrassem na camara em igual
proporgao.

Todo o periodo de duragcédo da exposigao foi realizado em capela de
exaustao, sob pressao negativa de ar, para que o residuo da fumacga toxica
fosse eliminado, para o exterior (Figura 12).

Os grupos-controle, dos animais ndo expostos, permaneceram no
biotério, em condi¢des favoraveis, durante todo periodo experimental.

Todos os animais receberam alimentacdo comercial balanceada para

camundongos e agua ad libitum. Foram realizadas pesagens periddicas

(semanal e quinzenal) e andlises diarias do comportamento, assim como

eventual registro de morte de animais.
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Figura 11. Controle de fluxo da fumaca

Aparelhagem utilizada para controle de presséo negativa, do fluxo de ar e da
fumacga, no interior da cémara de inalagdo. a) bomba de vacuo; b)
fluxbmetro; c¢) valvula controladora de vazao.



METODOS 56

Figura 12. Modelo experimental completo

Modelo experimental completo sob capela de exaustdo, constituido por
lamparina, suporte de ferro, recipiente para a droga, funil de pirex, cadmara
de inalagdo com as mangueiras de entrada e saida da fumaga, bomba de
vacuo, fluxémetro e valvula de controle de vazao.
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5.2 Pesagem e coleta do sangue para analise

Apods os 39 dias de exposicado, excetuando-se os fins de semana e
feriados (periodo de dois meses), os animais foram pesados por grupos,
anestesiados com pentobarbital (50 mg/kg de peso corpéreo) e submetidos
a eutanasia e autdpsia, sendo coletados para analises sangue dos expostos
e coragdes de todos os animais.

Foram submetidos a coleta de 1 ml de sangue da aorta abdominal,
colocados em tubos previamente heparinizados, refrigerados a 4°C, para
determinagao da cocaina sérica, através da cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massa, exame realizado no Departamento de
Toxicologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de

Sao0 Paulo/SP.

5.3 Exames anatomopatoldgicos dos coragcdes

5.3.1 Preparo do tecido

Os coragdes apos serem retirados da cavidade toracica foram lavados
com soro fisioldgico, pesados, analisados macroscopicamente e imersos em
formalina tamponada (formol a 10 %) pelo periodo de 24 horas. Apos a
fixagdo, os coragdes foram seccionados perpendicularmente (cortes
transversais), em trés niveis: o superior, proximo aos vasos da base; o
médio, na regido das valvulas e o inferior acima da ponta, submetidos a

desidratacao, diafanizagao e incluidos em parafina.
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Foram realizados cortes histologicos de 3-4 micras de espessura,
sendo colocados os trés niveis de cada coracdo na mesma lamina e

submetidos as coloragdes histoquimicas e imunoistoquimica.

5.3.2 Técnicas de coloracao

Foram utilizadas as colaracbes histoquimicas de Hematoxilina —
Eosina e Picro Sirius e a Imunoistoquimica através do TUNEL.

As técnicas de coloragdo empregadas foram as seguintes:

5.3.2.1 Técnica de coloracao da hematoxilina eosina — H&E

Apos corte do material em micrétomo, a 4 micras, o tecido foi
montado em laminas as quais foram colocadas na estufa a 58°C; uma vez o
tecido aderido as laminas foram desparafinizadas em xilol, submetidas a
hidratagdo, passando por banhos de alcool em concentragcbes de 99%, 95%
e 70%; a seguir foram lavadas em agua corrente e coradas com solugao de
Hematoxilina de Harris por 5 minutos. Foram lavadas novamente com agua
corrente e colocadas na solugdo de Eosina por um minuto; em seguida
submetidas ao processo de desidratacdo em alcool em concentragdes
crescentes de 70%, 95% e 99%, passagem pelo xilol, e montadas com

balsamo do Canada.
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5.3.2.2 Técnica empregada na colorac¢éo das fibras de coldgeno — Picro-
sirius

Apo6s a microtomia, as laminas desparafinadas, foram submetidas
ao Picro-sirius por uma hora, lavadas em agua, imersas na hematoxilina
de Harris por cinco minutos e lavadas novamente em agua; e em seguida
com passagens pelo alcool 95%, 100% e xilol e montadas em balsamo ou
entelan.

Nas avaliagbes controles, as estruturas do tecido conjuntivo contendo
colageno coram-se em vermelho,os nucleos em azul e o tecido muscular e o

epitélio em rosa ou amarelo.

5.3.2.3 Técnica empregada na marcagdo de nucleos em apoptose -
TUNEL

O metodo do TUNEL foi realizado usando a deoxinucleotidil
transferase (TdT) (Boehringer Mannehein, Mannehein, Germany) (Gavrieli et
al.,, 1992; Wijsman et al.,1993), seguindo o protocolo do Laboratério de
Imunoistoquimica do Departamento de Patologia da FMUSP: as laminas
desparafinizadas em trés banhos de xilol de 5 minutos cada (um a 60 graus
e dois a temperatura ambiente), reidratadas em gradiente de etanol,
incubadas em Proteinase K por 15-30 minutos, a temperatura ambiente,
lavadas duas vezes em PBS por 5 minutos e secadas as areas em torno da
amostra; logo apds, pipetado uma quantidade de 50 pl da mistura (reagao
TUNEL), - 5 pl da solugao de enzima (tubo 1) e 45ul da solugédo de marcador

(tubo 2) - por amostra, e incubadas sob parafiime em camara umida a 37° C
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por 60 minutos; as laminas s&o entdo lavadas seis vezes por 3 minutos em
PBS (neste ponto as amostras podem ser observadas no microscépio de
imunofluorescéncia), secadas novamente em torno da amostra, incubadas
cada uma com 50 ul do conversor de Peroxidase sob parafiime em camara
umida a 37° C por 30 minutos; em seguida, lavadas 3 vezes em PBS por 5
minutos, incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos com 50 ul de
DAB (0,2% + H202 0,05% em PBS); lavadas por 3x em PBS, contra
coradas com verde de metil, secadas ao ar, submetidas a banhos rapidos
em alcool anidro e xilol; posteriormente foram submetidas a desidratagao por
butanol e banho de xilol e montadas em laminulas apés lavagem em agua
destilada. Para o controle negativo foi pipetado s6 o niumero 2 do KIT.

As avaliagbes de laminas controles evidenciaram os nucleos das
células em apoptose coradas em marrom e as ceélulas sem apoptose com os

nucleos corados em azul.

5.3.3 Anélise morfométrica

5.3.3.1 Quantificacdo morfométrica dos vasos sanguineos e dos
cardiomidcitos

Foram realizadas analises morfométricas quantitativas, dos vasos
sanguineos arteriais, em l|aminas coradas pelo Picrus-sirius e fibras
miocardicas coradas pelo H&E e TUNEL, utilizando-se reticulo de pontos,
confeccionado em acetato e acoplado em um monitor SM 20 Gradiente e um
microscopio Nikon Eclipse E 200. Foi utilizada objetiva de 40x,

correspondendo a um aumento de 400x e o campo equivalente a
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aproximadamente 5625 uym?. Foram analisados trés a seis ramos arteriais
intramurais, do ventriculo esquerdo de cada lamina, quantificando-se a luz, a
meédia e a adventicia e trés campos microscopicos de cada parede
ventricular, tanto esquerda como direita, perfazendo o maximo de dezoito
campos microscopicos por lamina, quando estavam todos os cortes
representados, tendo em vista as dimensdes do ventriculo direito. As leituras
foram feitas por dois observadores, com um coeficiente de erro menor do
que 5 %.

A morfometria, por esse sistema de reticulo dos pontos, dos ramos
arteriais intramurais, avaliou a relagao (proporc¢ao) entre a luz e a parede dos
vasos sanguineos (L/P), em cortes transversais, determinando-se o numero
de pontos atingindo as luzes ou as paredes. Os ramos arteriais selecionados
foram centrados e posicionados dentro dos limites do reticulo e as areas do
lumen e da parede calculadas (Figura 13).

A morfometria das paredes ventriculares, nas laminas coradas pelo
H&E, foi utilizada para contar o numero de nucleos das fibras miocardicas,
coincidentes com as linhas do reticulo, excluindo-se a primeira linha vertical
a esquerda e a superior, em relacdo ao observador; o objetivo, a pesquisa
de adaptacao celular (remodelamento cardiaco).

A morfometria pelo reticulo nas laminas coradas peloTUNEL, pela
mesma metodologia acima, teve o objetivo avaliar injuria celular, através do

numero de nucleos com apoptose.
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Figura 13. Reticulo de pontos

Grade reticulada e acoplada ao monitor, utilizada para as analises
morfométricas. Pode-se observar na tela do monitor um ramo coronariano
intramural.
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5.3.3.2 Quantificacéo das fibras colagenas

As laminas coradas pelo Picro-sirius, foram submetidas a polarizagao
e as imagens capturadas, utilizando-se um Sistema Analisador de Imagem,
consistindo de uma camara Olympus, acoplada ao microscopio Olympus, e
as imagens foram enviadas a um monitor LG e processadas por um
software, (Image Pro-Plus 6.0) (Figura 14), através de sistema de
digitalizagdo (Oculus TCX, Coreco Inc; St Laurent, Quebec, Canada),
inserido em um computador (Pentium 1330 Mhz). Para cada lamina,
contendo os trés niveis de clivagem do coragao, foram analisadas, todas as
camadas de 3 a 6 ramos arteriais coronarianos intramurais do ventriculo
esquerdo e até dezoito campos microscopicos do instersticio, de ambos os
ventriculos, sempre em aumento de 400x. Deve ser salientado, que a
espessura do ventriculo direito, em decorréncia de varias microtomias, nao
permitiu a analise de dezoito campos microscépicos em algumas laminas. A
quantidade de fibras colagenas, no compartimento vascular e no intersticio
do miocardio, foi medida e expressa, como uma relacdo entre a quantidade
de fibras dividida pelo total das areas estudadas, das artérias e intersticio,
respectivamente. Os resultados finais demonstraram a quantidade de fibras

colagenas per total (area) (Rizin et al., 2005).
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Figura 14. Programa Image Pro-Plus
Mostrando a quantificagdo do colageno na parede do ramo coronariano
intramural.
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5.3.4 Andlise estatistica

Todos os dados obtidos foram analisados mediante testes estatisticos
para comparagao, baseados nos tipos de distribuicdo das variaveis. Os
dados estatisticos desta forma foram submetidos as Anaélises pela One-Way-
ANOVA e Modelo Linear Generalizado, usando-se como variaveis
dependentes cada um dos parametros patoldgicos medidos e considerando
como variaveis preditivas, indicadores categéricos da exposigéo e idade. Foi
utiizado o programa estatistico SPSS v.15.0 As diferencas foram

consideradas significantes quando p<0,05.
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6.1 Dados gerais e comportamento dos animais

Nos registros diarios dos animais, no biotério e na camara de
exposicao, nao foram constatadas alteragdes, no comportamento dos
animais, em quaiquer dos grupos, assim como nao foi registrado nenhum

oObito.

6.2 Peso dos animais

Nao houve variacao significativa do peso nos animais adultos tanto
expostos como controle e o aumento de peso nos animais jovens nao foi
influenciado pela exposi¢cao da cocaina crack, como pode ser mostrado na
Tabela 1.

Durante o periodo de dois meses da pesquisa e trinta e nove
dias de exposicao a fumacga de cocaina crack, a variagcdo de peso dos
animais, nos diferentes grupos experimentais, ndo foi significativa

(Figura 15).
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Tabela 1. Peso médio dos animais nos diferentes grupos experimentais.

Grupo

Peso inicial (g)

Peso final ()

Controle Adulto
Controle Jovem
Exposto Adulto

Exposto Jovem

21,80
12,10
20,80
11,50

25,90
24,20
23,40
22,60

Peso dos animais no

inicio e no final

do experimento, mostrando
equivaléncia dos grupos; portanto ndo foram encontradas diferengas entre
0s grupos controles e expostos. Pesagem realizada por grupos.
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Figura 15. Peso médio dos animais
Representagdo grafica dos pesos médios dos animais dos grupos
experimentais, com medidas semanais ou quinzenais. O peso médio dos
animais do grupo exposto jovem (EJ), durante a 22 42 e 6 semanas do
experimento, alcangou valores maiores em relacdo aos animais do grupo
controle jovem (CJ). Os animais do grupo exposto adulto (EA) mantiveram
0s pesos médios menores em relagdo ao grupo controle adulto (CA).
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6.3 Concentracdo sérica de cocaina

A coleta de sangue dos animais expostos mostrou um valor médio de
212,5 ng de cocaina/ml, utilizando-se a anadlise de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa.

Para fins comparativos, a dose letal de cocaina em humanos é de

1000 a 25000 ng/ml de sangue.

6.4 Andlise dos coragbes — exame anatomopatoldgico

6.4.1 Peso dos coragdes

Ambos o0s grupos de animais expostos, adultos e jovens,
apresentaram diminuicdo do peso dos coragdes, quando comparados
respectivamente aos grupos controles: Exposto jovem (0,117 = 0,010),
exposto adulto (0,133 + 0,012), controle jovem (0,124 + 0,012, p<0,019) e
controle adulto (0,164 + 0,019), p=0,001), (Tabela 2).

Nao foram evidenciadas alteragbes macroscépicas nos ramos
coronarianos principais, hiperemia em pericardio ou alteragcbes da cor do

miocardio, assim como valvulopatias.
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Tabela 2. Pesos médios dos coragdes por grupos.

Grupo Peso (Média) Peso (Desvio padrao)
Controle Adulto 0,164 0,019
Controle Jovem 0,124 0,012
Exposto Adulto 0,133 0,012
Exposto Jovem 0,117 0,010

Mostrando diminui¢ao significativa dos pesos dos coragdes, dos grupos dos
animais expostos adultos (p= 0.001) e jovens (p< 0.001).
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6.4.2 Estudo das fibras cardiacas — microscopia convencional (H&E)

Em ambos os ventriculos, foi observado pequeno numero de fibras
miocardicas com aumento da eosinofilia do citoplasma e irregularidades
nucleares, predominantemente nas regides do endocardio e proximas ao

pericardio, sugerindo apoptose (Figura 16).

Figura 16. Apoptose de células miocardicas
Areas de hialinizagdo citoplasmatica (setas) de fibras miocardicas
caracterizando apoptose celular (Hematoxilina Eosina, 400x).
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6.4.3 Estudo das artérias coronarias intramurais - morfometria

Na microscopia do coracdo, em laminas coradas pelo Picro-sirius,
observou-se nos animais expostos discreto espessamento da parede de
alguns ramos arteriais intramurais, alguns com alteracbes favorecendo
diminuicdo das luzes por vasoespasmo, ou seja, vasoconstrigdo (Figura 17).

A contagem dos pontos coincidentes na luz e parede dos ramos
coronarianos intramurais mostrou uma redugado significativa na relagao
luz/parede (L/P) nos animais expostos, independente da idade, quando
comparados com os grupos controles, favorecendo o vasoespasmo, com p<
0,01. Exposto jovem e controle jovem (1,70 £ 0,26 vs 2,21 + 0,30). Exposto

adulto e controle adulto (1,19 £ 0,17 vs 1,87 £0,19) (Figura 18).
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Figura 17. Remodelamento da parede vascular
Diminuicdo da Iluz vascular sugestiva de vasoespasmo em artéria
coronariana intramural (Picro sirius 400x).



RESULTADOS 74

3,01

2,5+

2,0

1,51

1,01

Lumem/area da parede da coronaria esquerda (%)

Figura 18. Relagao luz/parede da coronaria esquerda

Representagdo grafica das médias da relagdo luz/parede de artérias
coronarias intramurais, determinadas para os quatro grupos experimentais.
As barras representam o erro padrao da média. A exposicdo ao crack
promoveu redugdao desta relagcdo para ambos os grupos (p<0,01)
independentemente da idade de exposicao, favorecendo vasoconstricido.
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6.4.4 Estudo das paredes ventriculares — morfometria (H&E)

A morfometria pelo reticulo de pontos das paredes ventriculares, em
coloracéo pelo H&E, constatou aumento significativo do numero de nucleos
(densidade nuclear) das fibras miocardicas de ambos os ventriculos dos
animais expostos jovens, o mesmo nao acontecendo nos animais expostos
adultos. Os achados de maior numero de nucleos no grupo exposto jovem
caracterizam atrofia, quando comparado com o grupos-controle, tanto no
ventriculo direito (Exposto jovem 19,49 £4,72 vs controle jovem 14,39 + 3,16,
p<0,001), como esquerdo (Exposto jovem 16,54 + 3,56 vs controle jovem
14,03 = 2,81, p<0,002). Nos animais expostos adultos ndo se constatou
maior numero de nucleos quando comparados com respectivo grupo
controle, ndo sendo caracterizado, portanto, atrofia de fibras miocardicas

(Figuras 19 e 20).
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Figura 19. Relac&o nucleo/area das fibras miocardicas do ventriculo direito
Representacado grafica do valor médio (+ DP) do numero de nucleos, em
5675 pym? de midcitos no ventriculo direito de camundongos expostos a
inalacao de crack, antes da puberdade e na fase adulta, bem como os seus
respectivos controles. Houve aumento significativo (p< 0,01) da densidade
numeérica de nucleos de midcitos nos animais expostos, na fase pré-puberal,
sugerindo atrofia miocardica.
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Figura 20. Relagdo nucleo/area das fibras miocardicas do ventriculo
esquerdo

Representacédo grafica do valor médio (+ DP) do numero de nucleos, em
5675 ym? de midcitos no ventriculo esquerdo de camundongos expostos a
inalagao de crack, antes da puberdade ou na fase adulta, bem como os seus
respectivos controles. Houve aumento significativo (p< 0,01) da densidade
numérica de nucleos de midcitos nos animais expostos, na fase pré-puberal,
sugerindo atrofia miocardica.



RESULTADOS 78

6.4.5 Estudo da apoptose pela marcacdo doTUNEL - imunoistoquimica

A contagem pelo reticulo, das fibras miocardicas, analisando-se o
numero de nucleos corados pelo TUNEL (Figura 21 e 22), evidenciou um
aumento significativo nos animais expostos, adultos e jovens, quando
comparados com os respectivos grupos controles, favorecendo apoptose.
(Exposto jovem 12,47 + 3,23 vs Controle jovem 7,44 t 3,45, p=0,003;
Exposto adulto 13,56 + 2,93 vs Controle adulto 7,59 + 3,50, p= 0,001),

(Figura 23).
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Figura 21. Apoptose em células cardiacas pela técnica do TUNEL nos
grupos controle jovem e adulto

Escassos nucleos em apoptose imunomarcados, dos grupos controle jovem
(A) e controle adulto(B).
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=

Figura 22. Apoptose em células cardiacas pela técnica do TUNEL nos
grupos expostos

Grande numero de nucleos corados, caracterizando apoptose aumentada
nos grupos, exposto jovem (A) e exposto adulto (B).
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Figura 23. Densidade de apoptose em células miocardicas

Representagédo grafica do valor médio (x DP) do n° de nucleos de fibras
miocardicas corados pela técnica do TUNEL, nos ventriculos direito e
esquerdo, dos camundongos expostos a inalagao crbénica de crack, antes da
puberdade e na fase adulta, bem como os seus respectivos controles. Houve
aumento significativo (p< 0,01) do numero de nucleos corados em ambos os
ventriculos dos dois grupos estudados.
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6.4.6 Estudo das fibras colagenas — Picro sirius

A quantificagdo do colageno, da parede dos ramos arteriais
intramurais, mostrou aumento das fibras colagenas nos animais expostos
adultos, porém, sem significancia estatistica, quando comparado com os
animais expostos jovens e os respectivos controles (0,15 £ 0,01 vs 0,13
10,01 vs 0,14 £ 0,01 vs 0,13 £ 0,01, p>0,05), (Figura 24 e 25).

A quantificacdo do colageno intersticial dos ventriculos mostrou um
aumento de fibras no ventriculo direito dos animais expostos jovens e
adultos, mas as diferengas ndo foram estatisticamente significativas, quando
comparadas com os respectivos grupos controles (Figura 26 e 27), (9,0

5,56 vs 7,56 £8,20 vs 5,91 4,18 vs 5,65 +3,24, p> 0,05).
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Figura 24. Colageno na parede vascular nos grupos controle e exposto
Colageno vascular em artéria coronariana intramural em animal adulto do
grupo controle (A) e do grupo exposto (B). Aumento da intensidade de
marcagao das fibras colagenas na camada adventicial da artéria coronariana
intramural (Picro sirius sob luz polarizada 400x).
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Figura 25. Fibras colagenas da coronaria esquerda

Representagédo grafica da quantificagdo de colageno na parede de artérias
intramurais de camundongos expostos a inalagao crénica de crack, antes da
puberdade e na fase adulta, bem como seus respectivos controles. A
quantificacdo mostra aumento néo significativo (p>0,05) de fibras colagenas
na parede das artérias dos animais expostos adultos.
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Figura 26. Colageno no intersticio do miocardio do grupo exposto
Aumento da intensidade de marcagcdo das fibras colagenas na parede
vascular e no intersticio miocardico de grupo exposto adulto (Picro sirius sob

luz polarizada em aumento de 400x).
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Figura 27. Densidade de fibras colagenas no intersticio cardiaco
Representacao grafica da fracao de areas ocupada por fibras colagenas (+
DP), a quantificagdo no intersticio dos ventriculos direito e esquerdo, dos
dois grupos expostos e controles, sendo realizada com digitalizagdo das
imagens apos polarizagdo A quantificagdo mostra um aumento de fibras
colagenas, no ventriculo direito dos animais expostos jovem e adulto, porém
sem significancia estatistica.
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Os resultados do presente estudo apontam que a inalagao cronica e
continua de crack, promoveram absorcdo de cocaina em quantidade
detectada nas amostras sanguineas, alteragées na morfologia cardiaca, com
atrofia de fibras miocardicas, aumento do colageno intersticial e peri-vascular
arterial intramural e aumento da taxa de apoptose.

Os resultados obtidos serao discutidos nos seguintes topicos:

a) o modelo experimental; b) as caracteristicas da droga utilizada; c)

resultados gerais; d) achados anatomopatoldgicos.

7.1 Modelo experimental

Sao conhecidos e descritos na literatura, os efeitos da cocaina em
varios orgaos, inclusive resultados de pesquisas em animais, porém nao ha
estudos das consequéncias da cocaina crack de uso popular, proveniente do
usuario de rua, no coragdo de camundongos.

A camara (dispositivo) de inalagdo projetada atendeu as
necessidades, pois a queima do crack disponibilizou quantidade suficiente
de droga para todos os animais, fato comprovado pela presenga de cocaina

no sangue dos animais expostos.
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O animal de escolha foi o camundongo por reproduzir muitos
processos em comum com mamiferos maiores, inclusive os maiores ramos
da aorta sendo semelhantes, além da facilidade de se manipular os mesmos
em experimentos (Pires et al., 2006; Hodges-Bell et al.,, 2007). Foram
selecionados animais machos por ndo apresentarem variagdes hormonais
representativas, pois ha evidéncias dos horménios femininos interferirem nos

niveis séricos da cocaina (Collins et al., 2007).

7.2 Caracteristicas da droga utilizada

A analise preliminar da cocaina crack, em forma de pedras, realizada
pelo Nucleo de Toxicologia Forense do IML de Sao Paulo, detectou, pela
técnica de cromatografia a gas, 57,66 % de cocaina no lote disponibilizado,
porcentual considerado adequado para utilizagao da droga como substancia
teste no nosso estudo. Essa porcentagem normalmente é variavel nos lotes
apreendidos pela policia, havendo relato de valores que vao de 15 a 90 %
(Laposata, 1991), estando esses valores intimamente relacionados com a
presenca de uma maior ou menor quantidade das substancias
contaminantes, utilizadas habitualmente pelo trafico com fins lucrativos.
Neste estudo essas substancias nédo foram identificadas.

A quantidade diaria queimada da droga (5g) e o tempo de exposigao a
inalagao (cinco minutos diarios, cinco dias da semana, no periodo de 39 dias
do experimento), foram suficientes para a cocaina ser detectada, com uma

dosagem média de 212,5 ng/ml. A quantificacdo no sangue foi considerada
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uma concentragao comparavel a uma dose de 0,69 a 1,37 mg/ kg, nao letal
em humanos (Collins et al., 2007); em roedores a dose a ser utilizada em
experimento é proporcionalmente maior. Portanto, essa dose diaria, baseada
na dose diaria dos usuarios de crack (Chasin e Salvadori, 1996) nao foi letal
para os animais utilizados no experimento, permitindo que a pesquisa

alcangasse seus objetivos.

7.3 Resultados gerais

Os dados gerais, coletados de todos os animais antes das autopsias,
como nao evidenciaram alteragdes de comportamento em nenhum dos
grupos, mostram, também, que a concentragdo e o tempo de uso da droga,
nao foram suficientes para interferir no relacionamento entre os animais
expostos; nos grupos controle, como esperado, também ndo foram
registrados alteragdes.

Os animais foram pesados em conjunto por grupos e divididos pelo
numero; os valores meédios iniciais sendo de 12,1g e 11,59 respectivamente
para controle e exposto jovens e 21,8g e 20,8g para os respectivos grupos
adulto controle e exposto. Os pesos médios, no final da experiéncia, dos
grupos jovens foram 24,2g para o controle e 22,69 para o exposto, com
equivaléncia evidente; nos grupos adultos os valores finais foram de 25,99
para o controle e 23,4 para o exposto, porém o peso médio inicial antes da
exposicdo mostra que a diferenca é mantida, ndo podendo ser

responsabilizado como efeito da droga. Portanto o peso corpéreo médio
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final, ndo mostrou alteragdes significativas, ndo se constatando uma
diminuicdo ponderal, como seria esperado nos animais expostos
cronicamente, pois, habitualmente, a cocaina causa inapeténcia e
emagrecimento (Ferreira Filho et al., 2001; Seibel e Toscano Jr, 2001). O
peso inicial menor nos grupos expostos trata-se de coincidéncia, e deve ser
salientado que, na ultima pesagem, todos os grupos encontravam-se na fase
adulta. Quando analisamos os pesos meédios alcangados nos grupos
expostos a droga, os adultos apresentam curva de crescimento
proporcionalmente menor aquela do respectivo grupo controle ao longo do

periodo da exposicao sem, entretanto, caracterizar emagrecimento.

7.4  Achados anatomopatologicos do coragao

Consta na literatura que a maioria das consequéncias cardiotoxicas,
agudas e cronicas, induzidas pela cocaina crack, estdo relacionados aos
seus dois maiores efeitos farmacoldgicos: o aumento da atividade simpatica
(catecolaminas) e a reducgao do transporte do sédio (Kloner et al., 1992). No
primeiro, ha bloqueio a recaptura dos neurotransmissores adreneérgicos,
como a noradrenalina e a dopamina (catecolaminas), em neurénios, dos
sistemas nervosos, central e periférico, com repercussdes cardiovasculares;
isso pode causar alteragdes ritmicas e necrose em banda via aumento do
calcio intracelular, isquemia miocardica por vasoespasmo e aumento da
demanda de oxigénio, com infarto agudo do miocardio, trombose e morte

subita. O aumento do fluxo do calcio estaria relacionado com a
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vasoconstricdo (Kloner et al., 1992). No segundo, a propriedade
farmacoldégica da cocaina afeta o coracdo em decorréncia do efeito
anestésico local, bloqueando o canal de sédio no miocardio, resultando em
alteragdes na eletrofisiologia e, consequentemente, arritmias. A cocaina
pode também estar relacionada com alteragdo na funcao célula endotelial-
plaqueta, predispondo a trombose da coronaria e isquemia, alteragdes na
funcdo imune da killer cells, com miocardites de varias etiologias e efeito
toxico direto nas fibras musculares com disfungdo cardiaca (Woof et al.,
1997). Outros achados que tém sido descritos sédo hipertrofia ou dilatagao
ventricular, aterosclerose, ruptura de aorta, endocardite e apoptose de
cardiomidcitos (Kloner et al., 1992).

No experimento, constatou-se diminuicdo significativa de peso dos
coragdes, nos dois grupos de animais expostos, jovens e adultos, ndo se
evidenciando outras alteracbes macroscopicas. Esse achado, de diminuigcao
de peso dos coragdes, demonstra alteragdo adaptativa que nao esta descrita
na literatura como efeito da cocaina, em humanos ou em pesquisas com
animais, e pode estar relacionada com isquemia crénica do o6rgdo. A
alteracao adaptativa, frequentemente referida, e que nao foi encontrada nos
nossos estudos, € a hipertrofia do ventriculo esquerdo. Também néo se
caracterizou dilatagdo das camaras cardiacas, outra alteracdo anatomica
frequentemente relacionada com o uso de cocaina crack.

A quantificacdo pela morfometria de reticulo de pontos, do niumero de
nucleos, por areas das paredes ventriculares, nas laminas coradas pelo

H&E, constatou maior numero de nucleos nos animais expostos jovens.
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Esse resultado caracteriza atrofia de fibras musculares estriadas
miocardicas, em ventriculos direito e esquerdo (p<0,01), justificando o menor
peso do coragado desses animais, quando comparados com o grupo controle.
Nos animais expostos adultos, embora com diminuicdo de peso dos
coragdes (p=0,001), o estudo morfométrico ndo constatou atrofia de fibras;
uma possibilidade para esse resultado pode estar relacionada com
alteragcdes nos demais componentes das paredes ventriculares, haja vista as
fibras musculares estriadas representarem apenas 20 a 30% da celularidade
do coragdo de camundongos, o restante correspondendo a células
endoteliais, fibras musculares lisas de paredes vasculares e fibroblastos
(Soonpaa et al.,, 1996); o aumento, nao representativo, de colageno no
intersticio do ventriculo direito, ndo teve resultado compensador, pois houve
perda de peso, significativa, dos coragdes desses animais. A atrofia pode ser
decorrente da hipoxia crénica, o predominio a direita, encontrado no animal
jovem, nao estando relacionado ao fato da artéria circunflexa ser
considerada normalmente hipodesenvolvida em camundongos (Michel et al.,
2004), ja que essa artéria € ramo da coronaria esquerda, que irriga a parede
posterior e lateral do ventriculo esquerdo.

No exame microscopico, pela H&E, foi possivel notar, em ambos os
grupos expostos, discreto numero de fibras miocardicas, predominantemente
em regides subepicardicas e perivasculares, com o aumento da eosinofilia
do citoplasma, por vezes com aspecto coagulado, hialinizado, e com perda
das estriacbes, achados consistentes com apoptose e que foram

corroborados pela técnica do TUNEL; ndo se detectaram outras alteragdes
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histopatolégicas que podem estar associadas a cocaina como, necrose
coagulativa, infiltrado inflamatdrio, fibrose ou arteriosclerose.

Foram observadas também, artérias intramurais, com diminui¢do das
luzes, sugerindo vasoespasmo. Os resultados morfométricos mostraram
alteragdes na relacdo das luzes com as paredes dos vasos (luz/parede),
achados ja descritos na literatura (Hale et al.,1989). A avaliacao estatistica
através do modelo linear generalizado (GLM) demonstrou diminuigdo das
luzes das coronarias nos animais expostos, independente da idade (p<
0,01); isso favorece vasoconstricdo por provavel agao simpaticomimética
mediada por estimulagdo dos receptores alfa-adrenégicos, presentes nas
paredes vasculares coronarianas (Khun et al., 1990). O vasoespasmo esta
relacionado geralmente com efeito agudo da cocaina, podendo provocar
isquemia do miocardio, hipoxia e apoptose. Essa diminuicdo do calibre dos
vasos tem sido documentada; pesquisas mostraram que o diametro pode
variar de 15 a 29%, em experimento com caes anestesiados (Hale et al.,
1989); a queda do fluxo sanguineo para o miocardio foi da ordem de 38% na
regido subepicardica e 27% na subendocardica (Kloner et al.,1992).

A analise mostrou também, um aumento estatisticamente nao
significativo de colageno, na parede das artérias intramurais dos animais
expostos adultos, com tendéncia a fibrose periadventicial. A quantificagao do
colageno, apés polarizagado, nas laminas coradas pelo Picro-sirius, tanto da
parede dos ramos coronarianos esquerdos como do intersticio dos dois
ventriculos, apresentou aumento ndo significativo do colageno,

respectivamente nos vasos dos animais expostos adultos e na parede dos
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ventriculos direitos dos dois grupos (p>0,05). Esse aumento no intersticio,
apenas do lado direito do coragdo, pode estar relacionado com
comprometimento pulmonar desses animais expostos ao crack, como
descrito por Herculiani (Herculiani et al., 2009); ela constatou que a cocaina
crack promoveu em pulmao de camundongos, atrofia do epitélio brénquico,
aumento da hemossiderina pulmonar, aumento da densidade dos
macrofagos e vasoconstricdo. Uma provavel hipertensdo pulmonar poderia
justificar a fibrose intersticial do ventriculo direito, favorecendo a ocorréncia
de remodelamento cardiaco.

Com as evidéncias de apoptose no H&E, em discreto numero de
fibras cardiacas, realizou-se estudo imunoistoquimico pela coloragdo do
TUNEL, e as laminas analisadas por dois observadores, utilizando-se a
mesma metodologia do reticulo de pontos. Os resultados mostraram
concordancia interobservadores e foram representativos em ambos os
ventriculos, dos dois grupos de animais expostos (p<0,01), comprovando
que a cocaina crack potencializa essa morte celular programada. A apoptose
€ caracterizada por mudangas morfologicas que incluem o encolhimento
celular progressivo, com condensacao e fragmentagcado da cromatina nuclear
e formacéo de vesiculas, com eventual fragmentagdo da célula, formando
corpos apoptoticos que sao fagocitados sem que haja reagao inflamatdria,
diferentemente da morte por necrose. A liberacdo desses corpos da nome
ao mecanismo, pois do grego significa queda, como as folhas que caem de
uma arvore (Kerr et al.,, 1972). A apoptose tem como uma das suas

principais vias, as caspases, uma familia de proteinas, consideradas como
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moléculas da via efetora comum (Henkart e Grinstein, 1996), que
encontram-se inativas nas formas de pro-caspases.

Um dos conceitos que emerge dos estudos sobre a apoptose é que a
célula deve constantemente receber sinais de algum tipo (por exemplo, um
fator de crescimento especifico para o tipo celular em questado; a eventual
remog¢ao do mesmo detona os eventos que levam a apoptose) para reprimir
a maquinaria que leva a morte celular programada. Na auséncia de tais
sinais a célula se autodestruiria.

Embora, a coloragao pelo TUNEL, ndo seja especifica para apoptose,
podendo marcar também a necrose — outro tipo de morte celular -, as
caracteristicas microscopicas na H&E com auséncia de reacao inflamatoria,
assim como o fato de n&o ter sido constatado necrose coagulativa,
favorecem apoptose o demonstrado na imunocoloragao. A reagao do TUNEL
marca preferencialmente segmentos de DNA clivados durante a apoptose,
podendo diferenciar da necrose propriamente dita e das clivagens primarias
de DNA, induzidas por drogas citostaticas ou por irradiagcdo. Ha falsos
negativos, pois o DNA clivado pode ser isento ou incompleto em algumas
formas de apoptose, assim como ocorrem falsos positivos, pois a
fragmentacado extensiva de DNA pode ocorrer em estados tardios de
necrose.

Os nossos estudos, utilizando uma metodologia inédita, confirmam
conhecimentos ja existentes relacionados com exposi¢ao a cocaina crack,
como a apoptose decorrente de isquemia por provavel vasoespasmo,

constatado na diminui¢cao da relacao luz/parede ou por efeito téxico direto da
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droga no cardiomiécito. Esse efeito tdxico direto da droga foi sugerido
através de estudos com biopsias endocardicas (Peng et al.,1989). A
apoptose, com perda representativa de células, também favorece a perda da
capacidade funcional miocardica e, consequentemente arritmias,
responsaveis por paradas cardiacas e morte. Mostram também alteracdes
que ainda nao foram descritas em efeitos cronicos da cocaina em
camundongos, a atrofia com perda de peso em coragdes. Os resultados
demonstraram que os efeitos da droga foram mais representativos nos
animais jovens, reforcam que a cocaina crack representa problema de saude
publica e podem ser utilizados em analises comparativas com o6rgaos
provenientes de autdpsias. Deve ser salientado que n&o houve associagao
de outras drogas de uso comum no dia-a-dia, como alcool, maconha e
tabaco, que poderiam ter influenciado nos resultados. Entretanto, a pesquisa
tem limitagdes, em decorréncia do numero de animais utilizados na pesquisa
e por nao ter sido isolado do material teste - crack -, outra substancia que
poderia estar presente na amostra, haja vista as frequentes misturas nas
drogas comercializadas pelo trafico. Como referido € conhecida uma grande
variedade de substancias contaminantes, que podem contribuir para as
eventuais reacgdes adversas, aumentando os riscos de complicacbes

cardiovasculares.
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Apos ter sido comprovada a absorgao sistémica de cocaina, na
dosagem empregada e no periodo de exposigdo estabelecido, as nossas
pesquisas mostraram que os camundongos expostos a fumaga da droga
sofreram alteracbes estruturais no miocardio; e relacionadas com a fase de
desenvolvimento dos animais. Diante dos resultados obtidos concluimos que
a inalacéo do crack promoveu:

- diminuicdo das luzes coronarianas, sugerindo vasoespasmo, em artérias
intramurais dos corag¢des dos animais expostos, independente da idade.

- atrofia de fibras miocardicas dos coragdes, com diminuicdo de peso, nos
animas expostos jovens.

- diminuicdo de peso dos coracdes, mas sem atrofia comprovada de fibras
miocardicas, nos animais expostos adultos.

- aumento de apoptose de cardiomidcitos nos camundongos expostos jovens
e adultos.

- evidéncias qualitativas de aumento de fibras colagenas, mas sem
diferencas estatisticas entre os grupos, no intersticio do miocardio do
ventriculo direito dos animais expostos jovens e adultos.

- evidéncias qualitativas de aumento de fibras colagenas periadventiciais,
mas sem diferencas estatisticas entre os grupos, nas artérias coronarianas

intramurais, do ventriculo esquerdo dos animais expostos adultos.
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APENDICE A

Aprovacdo do Protocolo de Pesquisa n° 581/05, pela Comissdo de Etica

para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq), em 28.07. 2005.

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sé&o Paulo, em sessdo de 28.07.05, APROVOU
o Protocolo de Pesquisa n® 581 /05, intitulado: "Efeitos do crack no coragdo.”

apresentado pelo Departamento de PATOLOGTA.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar &
CAPPesq, os relatérios parcial e final sobre a pesquisa (Resolugdo do Conselho
Nacional de Satide n® 196, de 10.10.1996, inciso IX.2 letra "c")

Pesquisador(a) Responsdvel: Prof® Dr® Paulo Hildrio Nascimente Saldiva

Pesquisador{a) Executante: Dr® Aicides Giiberto Moraes

CAPPesq, 28 de Julho de 2005.

Ly
PROF \BR.“CEAUDTO LEONE
Vice-Presidente da Comissdo de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa

Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Diretoria Clinica do Hespital das Clinicas da de i da Uni idade de Sdo Paulo
Rua Ovidie Pires de Campos. 225, 5% andar - CEP 05403 010 - 580 Paulo - SP

Fone: 011 - 30696442 fax : 011 - 3069 6492 - e-mail : netusp br / secretar usp.br
VN
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APENDICE B

Aprovacgao da Liberagédo da droga pelo Poder Juridico de Marilia (Processo

266/003).

JUDICIARIO

FAT PaULD

PODER
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APENDICES

APENDICE C

Autorizagao da entrega da droga.
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APENDICES

APENDICE D

Resultado da analise do crak-cocaina para ser utilizada no protocolo de
estudo.

SECRETARLA DA SEGURANCA UBLICA .
_b SUPERINTENDENCIA DA POLICIA TECNICO-CIENTIFICS,

AS|PE

RESULTADO DE ANALISE

Recebemos neste Niacleo de Toxicologia Forense (NTF) do Instituto
Médico Legal de Sdo Paulo uma aliquota de crack para analise, que
nos foi fornecida pelo Sr. Nilio Cezar Zorzetto, médico legista,
lotado no Nicleo de Pericias Médico-Legal de Marilia, a fim de
qualificar a referida amostra para experimentos em camundongos
cm sua tese de doutorado no Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sio Paulo.

Resultado:

As analises cromatogrificas realizadas pela téenica de ceromatografia
a gas forneceram resultado qualitativo POSITIVO para COCAINA
¢ a quantificacdo evidenciou um percentual de 57.66% {cingiienta e
sete, sessenta e seis por cento) de cocaina.

580 Paulo, 12 de fevereiro de 2004.

o ey
i

1'+£,_ t{jﬂnh SR TS
Dra. Débora Gongalves de Carvalho
“Perito Criminal
Nicleo de Toxicologia Forense NTF - TML.
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APENDICE E

Trabalho submetido para publicagao

Moraes AG, Parra ER, Siqueira HMB, Pires A, de Moraes ESP, Farhat C, de
Souza W, Herculiani PP, Zorzetto JC, Mauad T, Saldiva PHN. Chronic
inhalation of crack cocaine induces myocardial remodeling in a murine

experimental model. Toxicological Pathology, 2008.



