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REsumMO

O uso da cocaina na forma de crack vem crescendo nos ultimos anos quando
comparado as demais vias de administracao. Contribuem para esse fato a obtengéo
guase imediata de efeitos e a maior facilidade de uso, que dispensa a necessidade
de material injetavel. O usuario de crack sofre os efeitos ndo sé da cocaina, mas
também de seu produto de pirdlise, a metilecgonidina (AEME). Existem evidéncias
de que a cocaina leva a neurodegeneracdo, entretanto a participacdo da AEME
nesse processo ainda nado foi estudada. A proposta deste estudo foi investigar a
participacdo da AEME no processo neurodegenerativo utilizando cultura primaria de
hipocampo realizada a partir de fetos de ratos. Foram realizados ensaios de
viabilidade celular (MTT) e da atividade da lactato desidrogenase (LDH), além da
avaliacdo morfologica por microscopia de fluorescéncia. Foi estudada também a
participacdo do dano oxidativo no processo de neurodegeneragao, como a formagao
de aduto de DNA; atividade das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase (GPx),
glutationa redutase (GR) e glutationa S-transferase (GST); e a producdo de
malonaldeido (MDA), um biomarcador de peroxidacao lipidica. Tanto a cocaina
quanto a AEME mostraram-se neurotéxicas. A partir dos ensaios de viabilidade e da
avaliagdo morfolégica foi possivel inferir que, em células hipocampais, a cocaina
leva a morte celular tanto por necrose quanto por apoptose e que a provavel via
envolvida na neurodegeneracao da AEME é a apoptose. A AEME n&o causou lesao
direta ao DNA, uma vez que nao foi observada a formacédo de adutos nem com a
desoxiguanosina (d-G), a base nitrogenada mais reativa, nem com DNA comercial.
Mais ainda, nossos resultados mostraram que a AEME e a cocaina, nas
concentracbes de 1 e 2 mM, respectivamente, foram equipotentes e a incubacao

concomitante das duas substancias nessas concentracdes apresentou efeito aditivo



apos 48 horas de exposicdo. A morte de células hopocampais evidenciada a partir
de 24 horas de exposicéao foi precedida pela diminuicdo da atividade da GPx apés 3
horas de incubacgéo tanto com a AEME e a cocaina, quanto com a associacao entre
essas substancias. A atividade da GST também diminuiu, no entanto, somente apos
6 horas de exposicdo, antecedendo a morte celular. Nao foi observada alteracdo na
atividade da GR. Houve um aumento, porém, ndo estatisticamente significativo, de
MDA ap0s 48 horas de incubacdo. Nossos resultados sugerem uma maior
susceptibilidade a neurodegeneracdo com o uso de crack do que com a cocaina

isoladamente.

Palavras-chave: metilecgonidina, produto de pirdlise da cocaina, crack,

neurotoxicidade, neurodegeneracao, cultura primaria de hipocampo.



ABSTRACT

Smoking crack has increased in the last years when compared to the other routes
of cocaine administration. Its advantage is the quicker and stronger high effects and
its ease of use without the need of needles. Smoking crack involves inhaling not only
cocaine, but also its pyrolysis product, methylecgonidine (AEME). There are
evidences that cocaine causes neurodegeneration, but AEME involvement in this
process has not been studied yet. The aim of this study was to investigate AEME
participation in neurodegeneration using a primary hippocampus culture made from
rat fetuses. Cellular viability assays (MTT), lactate dehydrogenase activity (LDH) and
morphological evaluations with fluorescence microscopy were performed. The
involvement of oxidative injury in the neurodegeneration process was also studied
through DNA adduct formation; the evaluation of antioxidants enzymes activities as
glutathione peroxidase (GPx), glutathione reductase (GR) and glutathione S-
transferase (GST); and the production of malonaldehyde (MDA), a lipoperoxidation
biomarker. Both cocaine and AEME showed neurotoxic effects. Through viability
assays and morphologic evaluations we can suggest that, in hippocampal cells,
cocaine cell death mechanism involves not only necrosis, but also apoptosis and that
AEME pathway involved in neurodegeneration is only apoptosis. AEME did not
produce a direct DNA injury, as no DNA adduct was observed with desoxyguanosine
(d-G), the most reactive nitrogenous base, nor with commercial DNA. Moreover, our
results showed that 1 and 2 mM of AEME and cocaine, respectively, were equipotent
and the concomitant incubation of both compounds in those concentrations showed
additive effect after 48 hours of exposure. Hippocampal cell death at 24 hours was
preceded by a decrease in GPx activity after 3 hours of incubation with AEME,

cocaine and association between these two compounds. GST activity also decreased



but only after 6 hours of exposure, also before cell death. There was no alteration in
GR activity. There was an increase, although not statistically significant, in MDA after
48 hours of exposure. As smoking crack abusers are exposed to both cocaine and
AEME, our results suggest a higher susceptibility to neurodegeneration in smoking

crack than with cocaine alone.

Keywords: methylecgonidine, cocaine pyrolysis product, crack cocaine,

neurotoxicity, neurodegeneration, hippocampal primary culture.



1. Introducdo-



1. Introducéo

1.1. DROGAS DE ABUSO

A utilizagdo inapropriada de qualquer substancia, intencional ou
inadvertidamente, pode causar problemas a saude. Inserido neste contexto estdo as
drogas de abuso, que s&o substancias ou preparacdo destas utilizadas
indiscriminadamente com a finalidade de se obter um efeito prazeroso e/ou
estimulante, porém néo terapéutico. O uso de drogas de abuso é considerado um
problema de saude publica, afetando ndo sé o individuo que as utiliza, mas também
a sociedade ao seu redor (GIL et al., 2008).

O | Levantamento Domiciliar Sobre o Uso de Drogas Psicotropicas no Brasil foi
feito em 2001 pelo Centro Brasileiro de Informacdes Sobre Drogas Psicotropicas
(CEBRID) da Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP), avaliando 107
cidades, com populagéo superior a 200 mil habitantes cada, sendo entrevistadas
8.589 pessoas entre 12 e 65 anos. O estudo estimou que 19,4% da populagéo
brasileira ja fez uso de alguma substancia quimica pelo menos uma vez na vida (uso
na vida), excetuando-se o alcool e o tabaco. Esta porcentagem é proxima a do Chile
(17,1%), cerca de trés vezes maior que a da Colémbia (6,5%) e quase a metade do
percentual dos Estados Unidos (38,9%). Comparando com os resultados da ultima
pesquisa realizada em 2005 pelo CEBRID no Il Levantamento Domiciliar Sobre o
Uso de Drogas Psicotropicas no Brasil, que entrevistou 7.939 pessoas, entre 12 e 65
anos, em 108 cidades, 0 uso na vida para qualquer droga, com excec¢ao do alcool e
do tabaco, foi de 22,8%, muito proximo ao Chile, que obteve 23,4%. O indice obtido
pelo Brasil foi novamente a metade do valor obtido nos Estados Unidos, que foi
45,8%. Comparando os dados obtidos em 2001 com os dados de 2005, observa-se

gue houve um aumento importante de 3,4% no uso de drogas de abuso.



O grafico apresentado na Figura 1 mostra a prevaléncia, em porcentagem, da

utilizacao de drogas de abuso no Brasil em 2001 e 2005.

C3J 2001
@l 2005

%
a1
1

Figura 1 — Prevaléncia (em %) da utilizacdo de drogas de abuso no Brasil em 2001 e 2005
(Adaptado do Il Levantamento Domiciliar Sobre o Uso de Drogas Psicotrdpicas no Brasil —
CEBRID 2005). BDZ = benzodiazepinico; EAs = esterdides anabolizantes.

1.2. CocAiNA

A cocaina, um alcalbide presente nas folhas provenientes de espécies do género
Erytroxylum (E. novogranatense e E. coca), € um anestésico local potente, que
também atua como um poderoso agente simpatomimético, cujos efeitos sé&o
estimulantes sobre o Sistema Nervoso Central (SNC). Dentre 0s agentes naturais, a
cocaina possui 0 maior poder estimulante central, razdo pela qual € utilizada como
farmaco de abuso, sendo atualmente considerada um problema de saude publica
mundial (CRITS-CHRISTOPH et al., 2008).

Estima-se que 14 milhdes de pessoas no mundo utilizem indiscriminadamente a
cocaina (CUNHA et al.,, 2004). Como pode ser observado na Figura 1, o Il
Levantamento Domiciliar Sobre o Uso de Drogas Psicotrépicas no Brasil (CEBRID

2005) aponta que a prevaléncia de utilizacao das diferentes formas de administracéo



de cocaina atinge 3,8%: 2,9% referente a administracdo pelas vias intranasal e
intravenosa; 0,7 e 0,2% correspondentes ao uso do crack e da merla,
respectivamente, ambas administradas pela via inalatéria. As regides do pais que
apresentaram maiores indices de uso de cocaina foram a Sul e a Sudeste,
correspondendo a 3,1% e 3,7%, respectivamente. As mesmas regides apresentaram
as maiores prevaléncias em relagdo ao uso do crack, sendo 0,9% para a regiado
Sudeste e 1,1% para a regiao Sul.

Mais ainda, dados epidemioldgicos recentes mostraram que o uso de cocaina na
forma de crack cresceu nos ultimos anos, principalmente entre os estudantes do
ensino médio e fundamental, além de ser a droga de abuso com mais procura por
atendimento médico em clinicas especializadas (CUNHA et al., 2004; DUNN et al.
1996; FILHO et al., 2003).

A administracdo da cocaina na forma de crack traz algumas vantagens para o
usuario, entre eles, a alta velocidade de absorcdo devido a extensa area de
superficie pulmonar e sua irrigacdo. O inicio dos efeitos € quase imediato,
alcancando sua intensidade maxima em cerca de 5 minutos, com duragao
aproximada de 30 minutos (JULIEN, 1995). A administracdo pela via respiratéria é
equivalente a intravenosa em relacdo a rapidez e intensidade dos efeitos
farmacoldgicos (CHASIN & MIDIO, 1997). Além disso, a conveniéncia e a facilidade
de aquisicdo, a ndo utilizacdo de aparatos relacionados as drogas injetaveis e a

seguranca quanto a néo transmissdo de doencas infecto-contagiosas constituem

fatores sdcio-ambientais que contribuem para o uso indiscriminado do crack.



1.3.  VIAS DE ADMINISTRAGAO

A cocaina é frequentemente encontrada em sua forma salina, conjugada a uma
molécula de cloridrato. O cloridrato de cocaina € obtido por meio da maceracao das
folnas de Erytroxylum coca, resultando em uma pasta de coca, seguido de seu
tratamento com Aacido cloridrico. Assim, a cocaina, na forma de cloridrato, é
facilmente hidrossoluvel, permitindo a administracdo pela via intravenosa ou por
aspiracdo nasal (“‘cafungar’). Em sua forma de base livre (cocaina base), a
substancia apresenta baixo ponto de fusdo (96 a 98 °C) quando comparada ao
cloridrato de cocaina (197 °C). O crack é a forma mais comum de comercializacao
da cocaina base e é preparado pelo aquecimento de uma solucdo aquosa de
cloridrato de cocaina com uma substancia basica, geralmente o bicarbonato de
sédio (Figura 2). O aquecimento € mantido até a obtencdo de uma substancia
oleosa, que posteriormente € resfriada em banho de gelo para que a base livre
precipite. Os cristais formados sao irregulares, adquirindo o formato de “pedras”,
nome pelo qual é vulgarmente conhecido. Assim, a via de administragdo do crack é

a inalatéria, através do ato de fumar.



Folhas da Planta do Género Erytroxylum:
(Contém Cocaina)

Agua
Solucédo Basica
Extragdo com Solvente

f ¥
Fase Aquosa Fase Organica

Solucéo Acida
\ Y
Fase Organica Fase Aquosa

lSqugéo Béasica

Pasta de COCA
Solucéo Acida
Solvente

Cloridrato de Cocaina

Agua
Solucéo Basica
Aquecimento

Substancia "oleosa"

Resfriamento
(Banho de gelo)

Precipitagdo da base livre
CRACK

Figura 2 — Fluxograma do método de obtencao do cloridrato de cocaina e do crack a partir
de folhas da planta do género Erytroxylum (Adaptado de CARVALHO, 2006; CHASIN et al.,
2008).

1.4. METILECGONIDINA OU ANIDROECGONINA METIL ESTER (AEME)
O aquecimento da cocaina base durante o fumo de crack produz a
metilecgonidina, também chamada de anidroecgonina metil éster (AEME), um

composto proveniente da decomposicao térmica, ou pirolise, da cocaina (Figura 3).



NCH; NCH3z CO,H

CO,CH3 CO,CHj3
A \ *
OCOCgHs
Cocaina Base AEME Acido Benzobico

Figura 3 — Decomposicao térmica (pirélise) da cocaina.

Ao fumar o crack, o usuério, além de se expor a cocaina, fica sujeito aos efeitos
da AEME que é inalado concomitantemente. A presenca dessa substancia e de seus
metabodlitos em fluidos bioldgicos constitui uma ferramenta importante na
diferenciacdo da forma de uso da cocaina, principalmente no contexto da
Toxicologia Forense (TOENNES et al., 2003). De acordo com HATSUKAMI et al.
(1996), os efeitos fisioldgicos e psicoativos da cocaina sdo similares, quer ela seja
administrada pela via intravenosa, quer pela via respiratéria. No entanto, quando a
cocaina é fumada, h4 um maior potencial de abuso da droga, maior propensdo a
dependéncia e consequéncias cardiovasculares, como isquemia ventricular, efeitos
pré-tromboticos e aterosclerose coronariana acelerada, mais graves em comparagao

as demais vias de administracdo (AFONSO et al., 2007).

1.5. ToxICOCINETICA DO CRACK
1.5.1. Absorcéo

Tanto a cocaina quanto a AEME sdéo volatizadas durante o fumo do crack, sendo
inaladas e absorvidas pelo pulméo, que é um érgdo extremamente vascularizado e
com grande area superficial, levando a uma absorcdo instantanea. Através do
pulmao, estas substancias passam quase imediatamente para a circulacao cerebral
e chegam rapidamente ao SNC, justificando o rapido surgimento dos efeitos

estimulantes da cocaina. Os primeiros efeitos ocorrem entre 10 a 15 segundos,



enquanto que os efeitos apds a via nasal acontecem apés 10 a 15 minutos. Essa
caracteristica faz do crack uma droga com grande poder do ponto de vista do
usuario, ja que o prazer acontece quase que instantaneamente apds 0 uso.

Assim, durante a absorcdo da cocaina também ocorre a absorcdo da AEME em
quantidades consideraveis através dos alvéolos pulmonares (FANDINO et al., 2002),
gue rapidamente atinge a corrente sanguinea, coincidindo com o aparecimento dos
efeitos experimentados pelo usuéario. De acordo com TOENNES et al. (2003), a
concentracdo maxima (Cnax) de AEME encontrada em amostras de sangue post-
mortem de usuarios foi de 472 pg/L. Segundo um estudo farmacocinético realizado
em ovelhas, o tempo para atingir a Cnhs da AEME é de, aproximadamente, 2

minutos (SCHEIDWEILER et al., 2003).

1.5.2. Distribuicao, Biotransformacéo e Eliminacao

Por ser altamente lipossoluvel, a cocaina possui rapida velocidade de
distribuicdo, atravessando facilmente as barreiras hematoencefalica e placentaria.
Também possui alta afinidade as proteinas plasmaticas, preferencialmente a a-1-
glicoproteina acida (CHASIN et al., 2008).

De acordo com SCHEIDWEILER et al. (2003), o volume de distribuicdo médio
encontrado apds administracdo de 4 mg/kg de cocaina em ovelhas foi 3,11 L/kg,
com meia-vida de 10,6 minutos. Neste mesmo estudo, o volume de distribuicao
meédio para 3mg/kg de AEME foi 6,6-10,0 L/kg, com meia-vida entre 16,3 e 17,8
minutos. Ambas as substancias apresentaram volume de distribuicdo aparente maior
que o volume sanguineo de uma ovelha, mostrando que as mesmas se distribuem

do sangue para os demais tecidos.



As vias de biotransformacdo da cocaina e da AEME sdo semelhantes e
compreendem hidrélise quimica e enzimatica, reacdes oxidativas e, no caso de
haver uso concomitante de cocaina e alcool, a transesterificacdo dependente de
etanol (FANDINO et al., 2002; CHASIN et al., 2008).

A cocaina absorvida € rapidamente biotransformada (Figura 4) a éster
metilecgonina (EME), produto da hidrdlise do grupo benzoato por acdo de
colinesterases plasmaticas e hepaticas, constituindo cerca de 32 a 49% da excrecao
urinaria da substéancia; e a benzoilecgonina (BE), formada pela hidrélise espontanea
ou por reacOes catalisadas por carboxilesterases, que constitui cerca de 29 a 45%
da excrecdo urinaria. Outros produtos resultantes da biotransformacéo da cocaina
sdo: a norcocaina (NCOC), farmacologicamente ativa, resultado de uma N-
desmetilacdo mediada pelo sistema enzimatico do citocromo P-450, excretada pela
urina em pequenas quantidades (2 a 6%); a N-hidroxinorcocaina (NHNC), produto
de biotransformacdo da NCOC; o cocaetileno, produto de etil transesterificacao,
indicando o consumo concomitante de cocaina e etanol. Em média, menos que 10%
da cocaina é excretada inalterada na urina, justificado pela sua extensa

biotransformacao (CHASIN et al., 2008).
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Figura 4 — Produtos de biotransformagdo da cocaina (COC). 1 = Colinesterases; 2 =
carboxilesterases; 3 = citocromo P-450; 4 = etil transesterificacdo. EME = éster
metilecgonina; BE = benzoilecgonina; NCOC = norcocaina; NHNC = N-hidroxinorcocaina
(Adaptado de CHASIN et al., 2008).

Existem poucas informacdes a respeito das vias de biotransformacédo da AEME.
De acordo com FANDINO et al. (2002), a extensdo da biotransformacéo desta
molécula depende da atividade das enzimas responsaveis por sua biotransformagéo
nos 6rgdos e esta decresce na seguinte ordem: figado, pulmdes, rins e cérebro. A
AEME é rapidamente biotransformada (Figura 5), tanto por hidrélise enzimatica pela

enzima butiril colinesterase quanto por processos nao enzimaticos, a ecgonidina
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(AE), principal metabdlito excretado na urina (FANDINO et al., 2002). Esse mesmo
estudo relatou que a maior producéo deste metabdlito ocorre no figado e a menor no
cérebro.

Estudos realizados em microssomas de O6rgdos de ratos mostraram que AEME
também €& biotransformada em anidronorecgonina metil éster (ANEME) e
anidroecgonina metil éster N-6xido (AEMENO) no figado e no pulméo. Na presenca
de etanol, AEME € metabolizada a anidroecgonina etil éster (AEEE) e
anidronorecgonina etil éster (ANEEE) (FANDINO et al., 2002).

A deteccdo da AEME na urina pode ser utilizada como bioindicador na deteccéo
de uso recente de crack e sua deteccédo no cabelo, quando utilizado como matriz
bioldgica, pode evidenciar exposicfes anteriores ou ainda um usuario crénico de
crack. Devido a sua rapida biotranformacdo a AE, a AEME pode nédo ser detectada
em algumas amostras de urina. Neste caso, por estar em maior concentracdo que a
AEME na urina, a AE passa a ser um melhor bioindicador de exposi¢do ao crack.

(CARVALHO, 20086).
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Figura 5 — Produtos de biotransformacédo da AEME. As setas 1, 2, 3 e 4 correspondem as
vias cientificamente comprovadas, enquanto que as setas 5, 6 e 7 correspondem as
postuladas. AEME = metilecgonidina; AE = anidroecgonina ou ecgonidina;, AEEE =
anidroecgonina etil éster;, ANEME = anidronorecgonina metil éster; AEMENO =
anidroecgonina metil éster N-6xido; ANEEE = anidronorecgonina etil éster (Adaptado de
FANDINO et al., 2002).

1.6. ToxicobINAMICA DO CRACK

O usuario de crack sofre o efeito tanto da cocaina base quanto de seus produtos
de pirdlise.

A cocaina inibe a recaptacdo de noradrenalina (NA) e de dopamina (DA) na

fenda sinaptica, promovendo o acumulo destes neurotransmissores, desencadeando
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0 mecanismo fisiopatoldgico responsavel pela euforia. Os efeitos toxicos mais
comuns decorrentes do uso da cocaina incluem arritmias cardiacas, isquemia
miocardica, miocardite, vasoconstricdo cerebral, acidentes vasculares cerebrais,
tontura e problemas respiratérios (O'BRIEN, 2006). De acordo com o National
Information on Drug Abuse (NIDA), grandes quantidades podem causar
comportamento bizarro e violento. Em alguns casos pode haver morte repentina no
primeiro uso de cocaina.

Com a finalidade de compensar a intensificacdo causada pela atividade de NA e
DA na fenda sinaptica, ocorre ativacdo de receptores pré-sinapticos que participam
do mecanismo de auto-regulacdo negativa, levando a diminuicdo de sua liberacao.
O quadro sintomatologico relacionado a sindrome de abstinéncia (cansaco,
irritabilidade, sonoléncia e depressdo) deve-se a deplecdo aguda desses
neurotransmissores. Durante a abstinéncia, ocorre uma diminuicdo dos niveis de DA
no corpo estriado em relacdo aos do cerebelo, semelhante ao que ocorre na doenca
de Parkinson, sugerindo que o uso abusivo de cocaina prejudica a atividade
funcional nessa regido do SNC. A reducdo dos niveis de DA cerebral pode levar a
anormalidades das vias dopaminérgicas, resultando em transtornos psiquiatricos,
como ansiedade, depressao e psicose (O'BRIEN, 2006).

Pouco se sabe a respeito do mecanismo de acdo da AEME. JACOB et al. (1990),
a partir da semelhanca de sua estrutura quimica (Figura 6) com a arecolina, um
agonista de receptores muscarinicos (XIE et al., 2004), e a anatoxina-a, uma
cianotoxina que atua como bloqueador neuromuscular (WOOD et al., 2007),

sugeriram um possivel efeito colinérgico para a AEME.
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Figura 6 — Semelhanca estrutural entre AEME (metilecgonidina), arecolina e anatoxina-a.

Posteriormente, ERZOUKI et al. (1995) mostraram que a administracido
intravenosa de AEME diminuiu a presséo arterial média e os batimentos cardiacos,
aumentando a frequéncia respiratoria em coelhos.

SCHEIDWEILER et al. (2003) em estudo realizado em ovelhas, demonstraram
que a AEME produziu efeitos semelhantes aos agonistas muscarinicos, levando a
hipotenséo, causada pela vasodilatacdo generalizada, acompanhada de taquicardia
reflexa. Foram propostos dois mecanismos para explicar a hipotensao causada pela
AEME: 1) estimulacdo de receptores muscarinicos tipo 3 (M3) no endotélio vascular,
ativando a proteina Gy que, por sua vez, estimula a atividade da fosfolipase C,
responsavel pela quebra do fosfatidilinositol bifosfato em diacilglicerol e trifosfato de
inositol. Este ultimo promove a liberacdo de célcio dos estoques intracelulares. O
calcio ativa a enzima o6xido nitrico sintase (NOS) a produzir oxido nitrico (NO)
levando ao relaxamento da musculatura adjacente; 2) estimulacdo de receptores
muscarinicos tipo 2 (M), ativando a proteina G;, resultando em inibicdo da adenilil
ciclase e, posteriormente, inibicdo dos canais de célcio voltagem dependentes, que
diminuem a forca de contracdo cardiaca e a pressdo sanguinea. Ainda, a rapida
hipotensdo em ovelhas, induzida pela AEME, foi antagonizada competitivamente
pelo metilbrometo de atropina, sustentando a hip6tese do efeito muscarinico in vivo.

WOOLF et al. (1997) demonstraram um efeito inotropico negativo da AEME em

cultura celular de miocardio ventricular humano, que seria decorrente da diminuicao

14



da disponibilidade de célcio durante o processo de contracdo muscular via
estimulacdo de receptores M,, sendo que este processo foi revertido pela atropina,
reforcando a acéo dessa substancia em receptores muscarinicos.

WILLETTS et al. (1995), em estudo realizado em porcos da india, observaram
gue a inalacéo de particulas de aerosol de AEME induziu broncoconstricdo, levando
a um dano pulmonar evidenciado pela presenca de sangue, elevacédo da atividade
da enzima lactato desidrogenase (LDH), um marcador geral de dano celular, e pela
presenca de altos niveis de proteina sérica transudada no lavado bronco alveolar.
De acordo com WILLETS et al. (1995), usuarios com histérico de utilizacdo de crack
apresentaram dano epitelial ou da membrana capilar, levando a alteracGes
persistentes na funcdo pulmonar. Assim, € possivel que a AEME produzida durante

o fumo do crack possa contribuir para o dano pulmonar.

1.7. CRACK: EFEITOS NO SNC E DEPENDENCIA

Estudos experimentais em voluntarios demonstraram que 50 mg de cocaina base
fumada em intervalos de 30 segundos durante 5 minutos, produzem efeitos
psicolégicos e cardiacos da mesma ordem de magnitude que 20 mg de cloridrato de
cocaina pela via intravenosa. As doses habituais de usuarios de crack ou cocaina
por via intravenosa variam entre 25 e 50 mg, enquanto que, pela via intranasal, as
guantidades variam entre 30 e 70 mg. Os fumantes de crack chegam a utilizar
guantidades que excedem 1 g, dose considerada letal para um individuo adulto
(CHASIN et al., 2008). Essa diminuicdo da resposta a cocaina decorrente do uso
prolongado € chamada de tolerancia (O'BRIEN, 2006). Este fenbmeno, também
conhecido como tolerancia farmacodinamica, pode ser explicado pela alteracdo da

quantidade de receptores ou da eficiéncia do acoplamento do receptor as vias de
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transducdo do sinal, induzidas pela cocaina, necessitando um aumento de dose
para obtencéo dos efeitos anteriormente experimentados pelo usuario.

Os efeitos prazerosos do crack se iniciam logo apdés o uso e ocorre uma
sensacao de grande prazer, intensa euforia e poder. O efeito € tdo agradavel que,
logo apOs seu desaparecimento, 0 usuario volta a utilizar a droga, fazendo isso
inUmeras vezes. Essa compulsao para utilizar a droga repetidamente recebe o nome
de "fissura", que € uma vontade incontrolavel de sentir os efeitos prazerosos da
droga. A "fissura", no caso do crack, é avassaladora, ja que seus efeitos sdo muito
rapidos e intensos. O crack também provoca um estado de excitacao, hiperatividade,
insbnia, perda da sensacdo de cansaco e falta de apetite. Este Gltimo efeito é muito
caracteristico do usuéario de crack, sendo que, em menos de um més, 0 USuario
perde em torno de 8 a 10 Kg, perdendo, ap6s um tempo um pouco maior de uso,
todas as nocdes basicas de higiene. Ap6s 0 uso intenso e repetitivo ocorrem
sensacdes desagradaveis como cansaco e depressao intensa (CEBRID 2003).

Pelo exposto acima, pode-se notar que o crack apresenta maior potencial de
abuso quando comparado as demais formas de administracdo de cocaina. Como
ocorre a inalacdo de AEME junto com a cocaina no uso do crack, é possivel que
este produto de pirdlise da cocaina participe tanto nos mecanismos prazerosos

guanto nos deletérios do crack.

1.8. EFEITO DA COCAINA/CRACK NAS FUNCOES COGNITIVAS
Alteracdes das fungbes cognitivas podem ocorrer com o uso de farmacos como,
por exemplo, os benzodiazepinicos e os anticolinérgicos; na vigéncia de quadros

psiquiatricos como o0 transtorno depressivo; e na presenca de doencas
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neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer. Nas duas primeiras situacdes o
quadro é reversivel, sendo irreversivel na terceira.

BOLLA et al. (1999) investigaram as funcbBes cognitivas de 30 usuarios de
cocaina, onde 29 utilizavam o crack como forma de administracdo de cocaina.
Foram observados danos na funcéo executiva, ou seja, em processos cognitivos de
controle e integracdo destinados a execucdo de um comportamento (BANHATO et
al., 2007), e na memoria. Outro estudo sobre o desempenho neuropsicologico de
individuos dependentes foi realizado em dois momentos: apds 6 semanas e apos 6
meses de abstinéncia, mostrando que a dependéncia pelo crack e a associacao de
crack e &lcool pode levar a deficiéncias neuropsicoldgicas graves e persistentes,
dentro de uma extensa faixa de dominios, e que os danos causados ao encéfalo
estdo diretamente relacionados a dose (DI SCLAFANI et al., 2002). Estudo em
Nosso meio mostrou evidéncias de que o abuso de cocaina esta associado a déficits
cognitivos, semelhantes aos que ocorrem em transtornos cognitivos, possivelmente
relacionados a problemas em regides encefalicas pré-frontais e temporais (CUNHA
et al. 2004).

CHANG et al. (1999) mostraram que as alteracdes neuroquimicas no lobo frontal
de sujeitos com histérico de dependéncia ao crack sdo permanentes, mesmo apos a
descontinuacéo do uso da droga.

A real participacdo da AEME e de seus metabdlitos, como a AE, no prejuizo das
fungdes cognitivas ainda ndo estéa clara (SCHEIDWEILER et al., 2003). Entretanto, é
possivel que a exposicéo repetida a AEME atue na deficiéncia cognitiva associada
ao crack por meio de processos neurodegenerativos.

Uma vez que sdo descritos prejuizos em dominios como a memaoria em usarios

de crack, o hipocampo passa a ser uma estrutura de fundamental importancia, uma
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vez que alteracbes neurodegenerativas nessa regiao afetam os processos cognitivos

(FATTORE et al., 2002; JAYALAKSHMI et al., 2005).

1.9. NEURODEGENERAGAO E COCAINA
1.9.1. Mecanismos de Morte Celular

A morte celular pode ocorrer de duas maneiras distintas: necrose e apoptose. O
processo de morte celular por necrose é caracterizado como sendo uma morte
celular patologica, ou seja, ocorre quando existem danos na membrana plasmatica
das células decorrente de variacdes fisiologicas extremas, tais como hipdxia, andxia
ou isquemia, intoxicacdo, abuso de drogas e reacfes imunoldgicas. As células
necroticas apresentam um aumento do volume citoplasmatico e mitocondrial, ruptura
da membrana plasmética e extravasamento do contetdo intra para o extracelular.
Este processo gera uma resposta inflamatoria que pode causar lesdo tecidual e até
morte de células adjacentes (CURTIN et al., 2002).

Ja a apoptose € definida como morte celular programada, processo importante
para a embriogénese, desenvolvimento e deplecédo de células antigas ou infectadas,
sem sinalizar um processo inflamatério (MCCONKEY, 1998). As caracteristicas
morfolégicas de uma célula em apoptose incluem a condensacédo da cromatina, a
fragmentacdo celular em pequenos corpos que, por fim, sdo fagocitados por
macréfagos. A Tabela 1 mostra, resumidamente, a distingdo morfologica e funcional

entre apoptose € necrose.
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Tabela 1 — Apoptose versus necrose: distincdo morfoldégica e funcional (Adaptado de
MCCONKEY, 1998).

Apoptose Necrose

Tipo de processo Fisiologico / Patologico

Citoplasma ‘ Diminui Aumenta

Patoldgico

Membrana plasmaética ‘ Intacta Ruptura

Resposta inflamatéria ‘ Ausente Presente

Apesar da diferenca morfologica entre apoptose e necrose, alguns mecanismos
bioquimicos, como consumo de ATP, alteracdo na concentracédo de célcio (Ca*")
intracelular, aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROS) e

deplecao de glutationa, sdo compartilhados por essas duas respostas (Tabela 2).

Tabela 2 — Apoptose versus necrose: alteragfes bioquimicas (Adaptado de MCCONKEY,
1998).

Apoptose Necrose

Deplecao de ATP 25 -70% 70 — 100%

Aumento [Ca®'] 200 — 400 nM >1 uM
Gene Bcl-2 Inibido pela Bcl-2

Via das caspases Requer Pode néo requerer
Producédo de EROS Moderada Alta

Deplecéo de glutationa Progressiva Répida e extensa

De acordo com a revisdo realizada por MCCONKEY (1998), células apoptéticas
nao apresentam alteracdes bruscas nos niveis de ATP, ao passo que a necrose leva
a deplecdo de ATP. Esse autor relata ainda que os niveis de ATP podem alterar os
mecanismos de morte celular, ou seja, um processo apoptotico pode desencadear
um necrotico. A explicacdo desse processo esta baseada na alteracdo de alguns

eventos bioquimicos importantes decorrentes da deplecdo de ATP, como a
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supressdo de proteases (caspases) e endonucleases responsaveis pela
fragmentacao do DNA.

AlteracBes na homeostasia de Ca?* intracelular também podem desencadear
apoptose e necrose. A diferenca reside na concentracdo e/ou na natureza do Ca**
citosélico. O aumento moderado (200 — 400 nM) e a liberacdo do estoque de Ca**
armazenado no reticulo endoplasmatico caracterizam uma morte celular programada
pela ativacdo de uma protease dependente de Ca®* conhecida como calpaina,
enquanto que o influxo massivo e descontrolado de Ca** (concentracdes acima de 1
uM) esta associado a necrose, o qual promove uma sobrecarga mitocondrial levando
ao colapso do gradiente eletroquimico e subsequente deplecdo de ATP. Especula-
se que essa alta concentracdo de Ca’" seja capaz de inibir endonucleases,
reforgcando o potencial necrético nessa situagcdo (MCCONKEY, 1998).

O processo de morte celular por apoptose € caracterizada pela ativacédo
sequencial de caspases, uma classe de enzimas proteoliticas, resultando na
clivagem de proteinas e na fragmentacdo do DNA. As caspases 8 e 9 controlam
diferentes vias de sinalizacdo de morte culminando com a ativacdo de uma caspase
efetora, a caspase 3, responsavel pela morte celular (HENGARTNER, 2000). A
caspase 8 é a protease iniciadora da via de receptores de morte, enquanto que a
caspase 9 é ativada pela liberagdo do citocromo-c da mitocéndria. As proteinas que
sdo originadas pela familia de genes Bcl-2 apresentam funcdes importantes para o
desenvolvimento e o progresso do processo de morte celular. A ativacdo das
proteinas antiapoptoéticas Bcl-2 (propriamente dita) e Bcl-x. impedem a formacédo do
apoptossomo, uma estrutura formada pela ligacdo de dois cofatores, citocromo-c e
ATP, a um fator de ativacdo de protease apoptética denominado Apaf-1 (Apoptotic

protease activating factor 1), impedindo a ativacdo da caspase 9 e,
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subsequentemente, da caspase 3. Contudo, essa mesma familia de genes
apresenta proteinas pro-apoptéticas, como a proteina Bax, permitindo a associacao
do citocromo-c com a Apaf-1. Essa ligacdo promove uma mudanca conformacional
fazendo com que a Apaf-1 se ligue ao ATP, formando o apoptossomo, que medeia a
ativacdo da caspase 9, levando a ativacdo da cascata das caspases, culminando
com a morte celular (RIEDL & SHI, 2004). De acordo com SHIMIZU et al. (1996a,
b), a superexpressédo da proteina Bcl-2 pode inibir drasticamente a necrose induzida
por hipdxia quimica, mostrando que, tanto a apoptose quanto a necrose, ndo Sao
reguladas por mecanismos moleculares independentes. Essa proteina regula ainda
o fluxo de Ca?* citosélico, impedindo a deplecéo do cation armazenado no reticulo
endoplasmatico e, por conseguinte, a apoptose. Acredita-se também que a Bcl-2
interfira com a necrose mediada pelo influxo de Ca** (MCCONKEY, 1998).

De maneira semelhante ao Ca®*, o estresse oxidativo pode promover ou inibir a
apoptose, dependendo da intensidade. Conceitualmente, o estresse oxidativo refere-
se ao estado em que a producdo de agentes oxidantes ultrapassa as capacidades
antioxidantes, entre elas a glutationa, a vitamina E, o ascorbato, a superdxido
dismutase (SOD), a catalase, entre outras, gerando dano oxidativo de constituintes
celulares, como lipideos, proteinas e DNA, podendo levar a morte celular (FLOYD,
1999). Niveis baixos a moderados de EROS s&o capazes de estimular a
fragmentacdo do DNA, enquanto que altas concentracdes inibem componentes da
via apoptotica, como a atividade das caspases, levando a necrose sem a
fragmentacdo do DNA. O mesmo ocorre com 0s niveis de glutationa, ou seja, sua
oxidacdo moderada estad relacionada a apoptose, enquanto que a deplecao

excessiva predispde a célula a um processo necrético (MCCONKEY, 1998).
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Todos os organismos vivos podem sofrer danos oxidativos. De maneira geral, o
encéfalo e os tecidos nervosos estdo mais propensos aos danos oxidativos devido a
fatores como o alto fluxo de calcio pelos neurbnios, a presenca de
neurotransmissores excitatorios, principalmente o glutamato, além da alta taxa de
consumo de oxigénio molecular (O,) pelos tecidos nervosos (MARKESBERY, 1999).
Além disso, o sistema nervoso central (SNC) possui poucas defesas antioxidantes,
alto teor de ferro e metais de transicdo que podem catalisar a formacdo do radical
hidroxila (-OH), além de lipideos facilmente oxidaveis em comparacdo a outros
tecidos (FLOYD, 1999). A Figura 7 apresenta os mecanismos envolvidos na geracao

de estresse oxidativo.
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Figura 7 — Esquema ilustrativo da geracéo de estresse oxidativo a partir de um xenobidtico
(XE) e da acado das enzimas antioxidantes. Durante a reacao de biotransformacéo de fase 1,
um XE pode sofrer a acdo de redutases do citocromo P450 (CYP450), recebendo um
elétron, originando um radical livre. Esse radical transfere o elétron adquirido para o oxigénio
molecular, formando o anion radicalar superoxido (-O), regenerando a molécula de XE
original, que pode novamente receber um elétron e reiniciar o ciclo “redox”. A detoxificagao
do XE esta representada pela conjugacdo do XE com a glutationa catalisada pela GST. O
‘O, formado é dismutado pela SOD, gerando H,O,, o qual pode ser eliminada pela GPX,
oxidando a GSH em GSSG, ou diretamente pela acdo da CAT. Se houver um acumulo de
H,0,, por meio da reacdo de Fenton, pode haver a formagédo de hidroxila radicalar (-OH)
pela oxidacdo de um metal de transicdo (Me™) como Fe’* e o Mn**. SOD = superdxido
dismutase; CAT = catalase; GPx = glutationa peroxidase; GR = glutationa redutase e GST =
glutationa S-transferase.

1.9.2. Dano Oxidativo e Cocaina
Existem evidéncias apontando para o envolvimento da cocaina na producdo de
estresse oxidativo e no dano em DNA no SNC. Mais ainda, tem sido demonstrado o

envolvimento dos produtos de biotransformacdo da cocaina na producdo de
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estresse oxidativo. Vale destacar que a cocaina € metabolizada por duas vias
distintas: 1) a hidrolise do grupo éster, que apesar de ser a via principal,
aparentemente ndo possui importancia em manifestacées téxicas, e 2) a oxidacao
do grupamento amina, cuja importancia toxicologica é grande (KOVACIC et al.,
1988).

O metabolismo oxidativo da cocaina (Figura 4) produz norcocaina por meio da
formacdo de um composto intermediario, uma imina (KOVACIC et al., 1988). Estes
autores mostraram que microssomas de cérebro e de figado séo capazes de formar
nitroxido a partir da oxidacdo de norcocaina, cujo potencial de reducédo é -0,48V,
indicando uma importante participacdo no ciclo redox in vivo, com a producao de
estresse oxidativo pela formacéo de EROS (KOVACIC et al., 1988). Outro metabdlito
de importancia, a N-hidroxinorcocaina (NHNC), cuja molécula precursora é a
norcocaina, € formado a partir da captura de um préton e de um elétron. As aminas
ciclicas terciarias podem resultar em lesdes bioquimicas pela formacdo de
metabalitos reativos como, por exemplo, as iminas, podendo ser a causa primaria de
neurotoxicidade (RAPAKA et al., 1997). Assim, as iminas parecem estar envolvidas
em acdes toxicas pela via de transferéncia de elétrons e estresse oxidativo.

BENUCK et al. (1988) relataram que a producédo de uma substancia com radical
nitroxido livre a partir da NHNC leva a hepatotoxicidade em individuos usuérios de
cocaina, sendo o sistema enziméatico P450 a via metabdlica responséavel pela
formacao deste produto. Estes autores também destacam a presenca de norcocaina
em encéfalo de ratos apds administracdo de cocaina pela via intravenosa, porém,
pequenas quantidades de NHNC foram encontradas neste tecido.

Estudos realizados com microssomas encefalicos mostram que existem

evidéncias de que, a conversdo de norcocaina em NHNC e o nitroxido de cocaina in
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vitro, originam radicais envolvidos no processo de peroxidacgdo lipidica. Mesmo que
estes radicais livres se formem em menores quantidades no tecido encefalico em
comparacao com o figado, eles provavelmente contribuem com a toxicidade do SNC
(BENUCK et al., 1988).

Outras vias importantes de biotransformacdo da cocaina que podem contribuir
com a toxicidade incluem a reacgdo de nitroxido ou do cation nitrosénio (RN"=0)
com o 6xido nitrico ou 0 anion peroxinitrito (GOLDSTEIN et al., 2004). A reducéo de
nitroxido de norcocaina gera anion superoxido (KLOSS et al., 1984), cujo efeito
deletério € evidenciado quando se faz a incubacédo dos derivados nitroxido e N-
hidroxi com microssomas de figado, levando a peroxidacédo lipidica (KLOSS et al.,
1983).

De acordo com o0 exposto acima, o metabolismo N-oxidativo da cocaina leva a
alteracdes deletérias, por exemplo, no figado. Como existem evidéncias da
formacdo desses metabalitos no tecido encefalico (BENUCK et al., 1988), é provavel
gue essas alteracfes também ocorram no encéfalo.

A ocorréncia de peroxidacao lipidica pode ser evidenciada pela producao, por
exemplo, de malonaldeido (MDA), que € formado enzimaticamente durante a

oxidacdo de acidos graxos com mais de duas ligacdes duplas (Figura 8).
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Figura 8 — Esquema ilustrando o processo de peroxidagdo lipidica culminando com a
producao de MDA. Na fase de iniciagao (1), o radical hidroxila (-OH) remove hidrogénio de
um acido graxo insaturado (LH), formando um radical de lipideo (L-). O L- reage com o
oxigénio molecular, formando um radical peréxido (LOO-) que, por sua vez, retira hidrogénio
de outro lipideo. Na fase de propagacéao (2), forma-se um hidroperédxido de lipideo (LOOH) e
outro L+, que reage com oxigénio, reiniciando novamente o ciclo. Na ultima fase, ou seja, na
terminacao (3), dois radicais L- se combinam e formam um n&o radical (L-L). O LOOH pode
sofrer reagbes degradativas, culminando com a producdo de MDA. R e R; constituem
grupamentos alquilicos contendo duas ou mais insaturacfes (Adaptado de AUGUSTO,
2006).

DAS et al. (1987) mostraram que a cocaina estimulou a formagdo de MDA no
encéfalo de ratos. Reforcando que a cocaina estd envolvida na producdo de
estresse oxidativo, LLOYD et al. (1993) demonstraram que mudltiplas baixas doses
de cocaina geraram EROS, como o radical hidroxila no tecido encefélico de ratos.

MACEDO et al. (2005) descreveram reducao na atividade da catalase, que deve
refletir um aumento na producdo de H,O,, no cortex pré-frontal e no estriado de
ratos. DIETRICH et al. (2005) destacam que tanto uma dose Unica ou a
administracdo cronica (1 injecao/dia) de 20 mg/kg de cocaina por 10 dias, sao
capazes de aumentar a producdo de EROS no cértex pré-frontal e no estriado. A
formacao de radicais livres induzida pela cocaina foi acompanhada pela inducdo da

atividade das enzimas antioxidantes SOD e GPx nos dois tipos de tratamento. Os
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autores destacam que € possivel que o desenvolvimento de mecanismos
compensatorios, como a atividade das enzimas antioxidantes em resposta ao
aumento da formacdo das espécies reativas de oxigénio, possa ser o responsavel
pela prevencao do dano celular, uma vez que nao foi detectada morte celular nas
estruturas encefalicas estudadas.

A fim de avaliar se o estresse oxidativo esta associado aos efeitos amnésticos
decorrentes da exposicao de ratos jovens a cocaina ainda no utero, BASHKATOVA
et al. (2005) dosaram a producao de 6xido nitrico e a geracao de espécies reativas
ao acido tiobarbittrico (TBARS), como indice de peroxidacao lipidica. Tanto o oxido
nitrico quanto a peroxidacéo lipidica mostraram-se elevadas no hipocampo de ratos
expostos a cocaina ainda no Utero, mostrando significativo prejuizo no aprendizado.
Os autores concluem que a exposicdo intra-uterina de cocaina resulta em
significativo estresse oxidativo nas condicdes basais, que podem estar relacionadas
ao prejuizo do aprendizado.

O dano da cocaina no DNA foi pouco estudado. De acordo com MARTIN (2008),
o dano em DNA pode ser definido como qualquer modificacdo que altere sua
propriedade codificante ou suas fun¢des normais de transcricdo ou replicacdo. A
formacéo de adutos de DNA, um processo de lesdo do DNA, ocorre pela atracédo de
substancias eletrofilicas por moléculas com alta densidade eletrbnica, como as
bases nitrogenadas, principalmente a guanina (LOUREIRO et al., 2002). A reacao
do MDA com as bases de DNA, representada na Figura 9, € um exemplo de dano

causado ao DNA em decorréncia da peroxidagao lipidica.
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Figura 9 — Formacdo de adutos com bases de DNA: reacdo entre o MDA e a guanina
(adaptado de LOUREIRO et al., 2002).

A exposicdo perinatal a cocaina mostrou anormalidades morfolégicas e
neurocomportamentais (ANDERSON-BROWN et al., 1990). De acordo com este
estudo, a cocaina inibiu a sintese de DNA no cerebelo e no cortex de ratos
neonatos. Quanto mais jovem o animal, maior a diminuicdo da sintese de DNA.
Apods 15 dias de vida, o efeito da cocaina ndo foi mais significativo. Os dados
sugerem gque a cocaina afeta o desenvolvimento encefalico, pelo menos em parte,

por meio da interferéncia direta com a sintese de DNA.

1.9.3. Cultura Primaria de Hipocampo como Modelo de Avaliacdo da
Neurotoxicidade

A cultura primaria de células do sistema nervoso constitui uma ferramenta muito

importante utilizada na avaliacdo da neurotoxicidade e do mecanismo de acéo toxico

de xenobidticos. A compreensdo desses mecanismos é de suma importancia nao

somente para a avaliacdo do risco, mas também para o desenvolvimento de

estratégias que visam evitar ou minimizar os danos causados apds exposicdo a
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agentes toxicos. Nas culturas primarias do sistema nervoso, as células sao extraidas
de organismos vivos, utilizando estruturas encefélicas de fetos de ratos (cultura
neuronal) ou de ratos com 2 dias de vida (cultura de macro e microglia), e cultivadas
com meio de cultura especifico para cada modelo por um periodo superior a 24
horas. Geralmente a similaridade entre um sistema experimental e uma situacao in
vivo estd diretamente relacionada ao grau de complexidade de um modelo in vitro.
Uma vez que as linhagens celulares sdo menos complexas, elas se assemelham
pouco a uma condi¢do in vivo e, sob esse ponto de vista, a cultura primaria € um
modelo in vitro mais préximo ao fisiolégico (SILVA et al., 2006).

O hipocampo € uma estrutura encefélica curva, localizada no meio do lobo
temporal, envolvida em processos cognitivos, como a memoria; tem participacdo
direta em doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer; e esta
envolvida em prejuizo cognitivo associado ao uso de drogas (BOLLA et al., 1999; DI
SCLAFANI et al., 2002; FATTORE et al., 2002; CUNHA et al. 2004). Essa estrutura
apresenta multiplas camadas, sendo constituida pelo giro dentado (GD), que contém
a fascia dentata e o hilus; e o cornu ammonis (CA), que é subdividido em CA1l, CA2
e CA3. Ambos apresentam estratos com variacdo da composicdo celular e da
projecao neuronal. Existem basicamente dois tipos celulares: as células piramidais,
principais neurbnios excitatérios do hipocampo, cujos corpos celulares encontram-se
no estrato piramidal; e as células granulares, cujos corpos celulares estédo
localizados no estrato granuloso do GD (AMARAL, 1978; AMARAL & LAVENEX,
2007).

Na cultura de neurbnios hipocampais ha predominéncia de células piramidais
uma vez que as células granulares ainda néo estdo presentes no periodo pré-natal

(ARACAVA et al., 1987). Aproximadamente dois tercos das células podem
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responder aos agonistas nicotinicos via subunidade o7 de receptores nicotinicos
ionotropicos (NAChRs), além de receptores para N-metil-D-aspartato (NMDA), que
sdo receptores ionotrépicos ativados pelo glutamato, cuja ativacdo esta envolvida
em mecanismos de aquisicdo de memoria e aprendizado (ARACAVA et al., 2005;
LENDVAI & VIZI, 2008). ARACAVA et al. (1987) demonstraram que agonistas de
NAChRs, como a anatoxina-a e a acetilcolina (ACh), foram capazes de ativar esses
receptores em células de cultura de hipocampo neonatal. Comparado aos hAChRs
periféricos, o autor menciona ainda que € necessario uma concentracao de 5-10
vezes maior de ambas as substancias para ativar esses receptores em neurdnios
hipocampais. O hipocampo é uma estrutura limbica com conexdes estruturais bem
definidas, compostas por neurdnios principais excitatorios e interneurdnios inibitorios
(ALKONDON & ALBUQUERQUE, 2002). Por causa das sinapses formadas entre 0s
interneurénios GABAérgicos e ambos os neurbnios piramidais e interneurdnios, a
ativacado de nAChRs presentes em certos interneurdnios pode induzir tanto inibigéo
quanto desinibicdo do circuito hipocampal. Neurdnios piramidais do hipocampo
mostraram imunorreatividade para diferentes subunidades de nAChRs, incluindo as
subunidades a7 e B2. Ainda, esses neurdnios expressam as subunidades o4, a5,
B2, B3 e B4 de nAChRs. Em cultura celular, a imunocoloragéo da subunidade o7 de
NAChRs mostrou que apenas 17% dos neurbnios imunopositivos eram
GABAEérgicos, enquanto que os 83% restantes, presumivelmente, eram compostos
por neurdnios piramidais glutamatérgicos (LENDVAI & VIZI, 2008).

Baseado nos estudos mencionados anteriormente, a cultura primaria de
hipocampo é muito bem caracterizada na literatura e constitui um modelo
experimental interessante na avaliacdo da neurotoxicidade de substancias. Sabe-se

que a cocaina causa deficiéncias cognitivas e neurodegeneracdo por meio de
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mecanismos como o estresse oxidativo (FANTEL et al., 2002; SHARAN et al., 2003),
no entanto, pouco se sabe a respeito do dano que a cocaina possa causar no DNA.
Mais ainda, nenhuma informacdo existe referente aos possiveis efeitos
neurodegenerativos, nem na producéo de estresse oxidativo ou dano em DNA pela
AEME. E importante também destacar que ndo existem estudos avaliando o efeito

da cocaina em neurénios hipocampais.
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2. Objetivo

OBJETIVO GERAL

Avaliar os possiveis efeitos neurotdxicos da cocaina e do seu produto de pirdlise,

a metilecgonidina (AEME), em cultura primaria de hipocampo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar, ap0s exposicdo a AEME, a cocaina e a associacdo entre essas

substéancias:
= A viabilidade celular, utilizando o ensaio de redugcéo de MTT;

= A citotoxicidade, por meio da liberacdo da enzima LDH,;

= A morfologia celular, por microscopia de fluorescéncia confocal.

= A atividade de enzimas antioxidantes (GPx, GR e GST);
= A formacéao de MDA.

Avaliar a formacao de adutos entre a cocaina, a AEME com o DNA.
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3. Materiais e Métodos

3.1. EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

Para a confirmagcdo estrutural da AEME, foi utilizado um equipamento de
Ressonancia Magnética Nuclear de *H (RMN-'H) Bruker® (Karls-ruhe, Germany)
DPX 300, o qual opera a uma frequéncia de 300,1 MHz para o nucleo de hidrogénio
e de 75,1 MHz de para o ndcleo de *C; e um espectrdometro de massas com
ionizacao por eletrospray (ESI-MS) Bruker® (Karls-ruhe, Germany).

Os ensaios envolvendo espectrofotometria foram realizados em um
espectrofotometro da Bio-Tek Instruments INC, modelo Power Wave x 340 e
software KC4 v3.0.

As andlises cromatogréficas foram realizadas em um cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia (CLAE) da Shimadzu (Kyoto, Japao) equipado com duas bombas LC-
20AT, um detector de arranjo de fotodiodos PDA-20AV, um auto-injetor
(Proeminence SIL-20AC) e um forno para colunas (CTO-10AS/VP), todos

controlados por um médulo de comunicacdo CBM-20A e o software LC-Solution.

3.2. SINTESE DA AEME

A sintese da AEME foi realizada utilizando-se cocaina como material de partida.
A cocaina foi gentilmente cedida pelo Nucleo de Exames de Entorpecentes do
Instituto de Criminalistica de S&o Paulo para fins de pesquisa do Laboratério de
Andlises Toxicolégicas do Departamento de Andlises Clinicas e Toxicolégicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP.

Uma solucdo de cloridrato de cocaina foi refluxada em &cido cloridrico
concentrado por 24 horas. Apos o resfriamento a temperatura ambiente, a mistura

foi diluida com agua e extraida com éter dietilico para remocao do acido benzdico. A
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fase aquosa foi evaporada sob vacuo até a secura. O solido branco obtido foi entédo
secado sob vacuo a 100°C por 24 horas (ZHANG et al., 1997). O residuo seco foi
dissolvido em metanol absoluto e adicionou-se acido cloridrico concentrado. A
mistura foi aquecida e refluxada por aproximadamente 24 horas. Apos este periodo,
removeu-se 0 alcool sob vacuo e dissolveu-se o0 residuo em uma pequena
guantidade de agua. A solucdo aquosa foi saturada com carbonato de potassio,
filtrada e extraida com éter. As fracbes organicas foram combinadas, secadas com
sulfato de magnésio, filtradas e evaporadas sob vacuo, resultando em um liquido
amarelado. O produto foi purificado por destilacdo a presséo reduzida e identificado
por RMN-'H e por ESI-MS (Figura 10) (KLINE et al., 1990). Na analise por RMN-'H
(Figura 10 A), o equipamento foi ajustado a 300 MHz e o solvente utilizado foi o
metanol deuterado (CD3;OD). Os deslocamentos quimicos (&) obtidos, em ppm,
foram registrados em relagcdo ao padrao interno, o trimetilsilano (TMS; 6 0,00 ppm).
O ESI-MS foi realizado em dois modos: no modo scan (Figura 10 Bl) para
verificacdo do ion quasi molecular, que representa normalmente a massa molecular
da substancia de interesse; e no de fragmentacdo desse ion, também conhecido
com MS2 (Figura 10 B2), que quebra a molécula em fragmentos de massa molecular

previsiveis, caracterizando a estrutura quimica.
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Figura 10 — Confirmac&o estrutural da AEME por: (A) Ressonancia magnética nuclear de *H
— RMN-'H (300 MHz, CH50D): &4 6,93 (1H, s) referente ao 4tomo de H da dupla ligacéo;
3,79 (3H, s) referente a metoxila; 2,75 (3H, s) referente a metila ligada ao nitrogénio; 1,93 a
2,78 referente aos demais atomos de H do anel; e (B) Espectrometria de Massas (ESI-MS).
Espectro de massas: (B1) modo scan e (B2) modo MS2. (m/z): 182 [M + H']; 150 [M —
OCHjs); 122 [M — COOCHg3].
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3.3.  CULTURA PRIMARIA DE HIPOCAMPO

Foram utilizadas ratas Wistar gravidas mantidas no Biotério do Laboratorio de
Farmacologia, fornecidas pelo Biotério Central do Instituto Butantan. As culturas
foram realizadas em parceria com o Laboratério de Farmacologia da Unidade de
Farmacologia do Instituto Butantan, com o apoio da Profa. Dra. Maria Regina Lopes
Sandoval e da Profa. Dra. Solange Castro Afeche.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA protocolo n°® 142 — ANEXO 1) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e
pela Comisséo de Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan (CEUAIB protocolo
n°® 372/07 — ANEXO 2).

Os animais foram mantidos sob condicdes de livre acesso a agua e a comida
(racdo para roedores — Nuvilab CR1®), com temperatura controlada (21 + 2 °C) e
ciclo claro-escuro de doze horas (luz ligada as 7h00). Os animais foram mantidos em
caixas de polietileno (16 cm de altura, 30 cm de largura e 38 cm de comprimento)
forradas com maravalha e com 2 fémeas. Todos os experimentos foram realizados
no periodo claro (8h00 — 12h00). Para o cruzamento, é colocado 1 macho para cada
2 fémeas, permanecendo por uma noite. Na manhad seguinte, 0os animais sao
separados e é feito o lavado vaginal das ratas para verificacdo da prenhez. Uma vez
constatada a prenhez, as ratas sado separadas e identificadas.

Para cada placa de cultura de 12 ou 96 pocos foram utilizados cerca de 10 fetos
de ratos Wistar com 18-19 dias de vida embrionaria. A rata gravida foi anestesiada
com pentobarbital (45 mg/kg) e foi feita uma cesariana para retirada dos filhotes.

Os fetos foram decapitados com tesoura, a caixa craniana foi aberta e, apos
separacdo dos hemisférios cerebrais, os hipocampos foram visualizados, com o

auxilio de uma lupa, e dissecados, sobre papel de filtro umedecido em solucéo de
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Hanks, em cima de uma placa de Petri mantida resfriada com gelo por baixo. Os
hipocampos foram entdo transferidos para um Falcon contendo 100 U/mL de
penicilina e 100 pug/mL de estreptomicina em uma solucdo de meio neurobasal
estéril.

O isolamento das células hipocampais foi feito utilizando-se o método de
digestdo proteolitica com tripsina (BANKER & COWAN, 1977; HUETTNER et al.,
1986; JAHR et al., 1987; SILVA et al.,, 2006). Assim, sob fluxo laminar, os
hipocampos foram transferidos para uma placa de Petri, onde foram lavados com
solucdo de Hanks e picotados de modo a se obter pedacos menores de tecido. O
material foi entdo transferido, com uma pipeta Pasteur, para um tubo de centrifuga
(50 mL) contendo uma solucéo de tripsina (0,25%), a qual teve o seu pH acertado
para 7,4 com carbogénio. O tubo contendo os fragmentos de hipocampo foi
colocado em banho com agitacdo plana a 37 °C, permanecendo por 10 minutos. Em
seguida, foi feita aspiracdo da solucédo resultante da digestdo com tripsina e este foi
transferido para um tubo Falcon de 15 mL com 2 mL de solucéo de descanso [4 mL
de solugéo balanceada de Earle (Earle’s Balanced Salt Solution — EBSS), 222 ulL de
DNAse 5000 U/mL ressuspensa em EBSS e 444 uL de soro fetal bovino (SFB) 10%,
ajustando o pH para 7,2-7,4 com carbogénio]. O tubo foi centrifugado a 1.258 rpm
(300g) por 2 minutos a 20 °C. O sobrenadante foi desprezado e ressuspenso nos 2
mL restantes da solucdo de descanso. Posteriormente o tecido foi disperso com 3
pipetas Pasteur de diametros decrescentes, cerca de 20 vezes cada. O frasco foi
centrifugado a 1258 rpm (300g) por 5 minutos a 20 °C sendo que o sobrenadante foi
desprezado e o restante foi ressuspenso em 1 mL de meio pronto constituido de 40

mL de meio neurobasal, com ou sem fenol, 100 uL de glutamina 200 mM, 400 uL de

penicilina/estreptomicia (10000 U/mL de penicilina e 10000 ug/mL de estreptomicina
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em 0,85% de solucéo salina), 800 uL de suplemento B27 e 100 uL de glutamato 10
mM. O suplemento B27 acrescentado ao meio de cultura, além de aumentar a
sobrevivéncia celular e promover o desenvolvimento de neuritos de neurbnios
hipocampais, diminui a proliferacdo de células gliais (XIE et al., 2000). Além disso, a
utilizacdo de fetos com 18-19 dias de vida embrionaria também minimiza a
contaminacgdo da cultura com células da glia (SILVA et al., 2006). Para comprovar a
predominéancia de neurdnios na cultura, foi realizada a caracterizagdo da mesma por
imuno-histoquimica, conforme item 3.3.1.

Uma aliquota de 10 pL foi retirada e corada com 10 pL de azul de Tripan
(concentracdo de 1% em PBS) para a contagem das células obtidas em camara de
Neubauer. De acordo com o numero de células contadas (n), temos que:

Onde:

Namero de células/mL = nx2x10* | 2 corresponde & diluicdo e 10* corresponde ao

volume de células na camara de Neubauer.

Em funcdo do numero de células obtido, foi realizada diluicdo com meio pronto
de modo a obter o numero de células adequado para cada tipo de experimento,
conforme padronizacdo prévia para cada ensaio (ver itens 3.3.3., 3.4.1 e 3.4.2).
Posteriormente, as células foram incubadas em estufa com 5% de CO, a 37 °C por
40 minutos e, entdo, foi adicionado meio pronto de modo que o volume final fosse de
1,5; 1,0 e 0,2 mL nas placas de 12, 24 e 96 pocos, respectivamente.

As células permaneceram em estufa, nas mesmas condi¢cdes descritas
anteriormente, e foram armazenadas em meio pronto por 6 dias, sendo que, no
segundo dia, metade do meio de cultura foi substituido por um meio pronto novo. No
7° dia, foi feita incubacdo com cocaina e AEME por 3, 6, 12, 24 e 48 horas, de

acordo com o experimento realizado.
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Para melhor aderéncia dos neurdnios, tanto as laminulas colocadas na placa de
12 pocos quanto os pocos da placa de 24 e de 96 pocos foram previamente tratados
com poli-L-lisina (PLL). Em fluxo laminar, foi colocado nos pocos de uma placa
esterilizada (24 ou 96 pocos) ou em laminulas autoclavadas (12 poc¢os) quantidade
suficiente de PLL para cobri-los. ApGs cerca de meia hora, toda PLL foi retirada e foi
aguardado cerca de 30 minutos para que 0S pocos e/ou as laminulas estivessem
secos. A placa foi lavada com agua Milli-Q filtrada, retirando-se o excedente de agua
e, ap0s a evaporacao de toda a agua, a placa foi embrulhada em papel aluminio e

armazenada em refrigerador.

3.3.1. Caracterizacdo Celular da Cultura

A caracterizacdo celular da cultura foi realizada por imuno-histoquimica, de
acordo com KIVELL et al. (2001). As células foram cultivadas em placa de 12 pocos
contendo uma laminula com cerca de 2,65x10° células por poco. No 7° dia de
cultura, o meio de cultura foi removido e as células foram lavadas com uma solucdo
de PBS gelado sendo, posteriormente, fixadas com uma solucédo contendo acetona
e metanol (1:1) por 10 minutos a -20°C. Apds esse periodo, as células foram
permeabilizadas com uma solu¢do de PBS contendo Triton 0,2% por 30 minutos a
temperatura ambiente. Para prevenir a ligacdo ndo especifica dos anticorpos, as
laminulas foram bloqueadas, por 30 minutos a temperatura ambiente, com uma
solugdo de PBS contendo NGS (normal goat serum) 2%, BSA (bovine serum
albumin) 4% e Triton 0,2%. As células neuronais foram marcadas com anticorpo
primario de camudongo antiproteina associada ao microtubulo 2 (anti-MAP-2,
Sigma®), diluido 2.000 vezes, por 24 horas a 4°C, enquanto que, para a astroglia, foi

utilizado anticorpo de coelho antiproteina glial fibrilar acida (anti-GFAP), diluido
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1.500 vezes, por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram
lavadas com PBS (3 vezes de 5 minutos) e incubadas por mais 1 hora com anticorpo
secundario anticamundongo (fluoresceina, 1:200, Jackson®) e anticoelho (vermelho,
1:200, Jackson®). Apo6s lavagem (3 vezes de 5 minutos), as laminulas foram
colocadas sobre as laminas contendo 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI, Vector®), que
cora 0 nucleo de todas as células da cultura. Finalmente, as células foram

visualizadas por microscopia de fluorescéncia.

3.4. ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR E MORFOLOGIA

Como parametros quantitativos de viabilidade celular, foram utilizados os
meétodos de viabilidade celular do MTT e da liberacdo da lactado desidrogenase
(LDH). Estes meétodos foram previamente padronizados para se estabelecer o
namero de células que deveria ser utilizado em cada ensaio (ver itens 3.4.1 e 3.4.2).

Apds a padronizacdo do numero de células, foram realizados ensaios com
concentracBes variadas (10, 103, 102, 10, 1, 2, 4, 6, 8 e 10 mM) de cocaina e
AEME para a verificacdo das doses que levam a neurodegeneracédo, bem como para
o estabelecimento do tempo de exposicao das células (3, 6, 12, 24 e 48 horas). As
concentracdes e 0s tempos de exposicdo tiveram como base os trabalhos de IMAM
et al. (2005) e NASSOGNE et al. (1997). ApGs a definicdo das doses e do tempo de
exposicao adequados, foram realizados 0s seguintes grupos experimentais: controle
(sem adicdo de substancia), grupo cocaina (COC), grupo AEME e, para verificar a
existéncia ou nao de interacdo entre as substancias, foi realizado o grupo COC +
AEME. Tanto no teste do MTT quanto no LDH, as amostras foram analisadas em

quintuplicata (5 pogos/grupo).
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Foram avaliadas também as alteracbes morfoldégicas desencadeadas pelos
agentes toxicantes (COC e AEME) por microscopia de fluorescéncia confocal apos

24 e 48 horas de exposicao.

3.4.1. Determinacéao da Viabilidade Celular (MTT)

O brometo de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazdlio, ou simplesmente
brometo de tetrazélio (MTT), pode ser utilizado para medir a atividade metabdlica
das células viaveis (MOSMANN, T., 1983; LIU et al., 1997). O MTT é reduzido a
formazan (precipitado de coloracdo violeta), pela succinato desidrogenase
mitocondrial, uma enzima que é ativa em células com metabolismo da cadeia
respiratoria  intacto  (Figura 11). Assim, o formazan € quantificado
espectrofotometricamente e possui correlacdo direta com o numero de células

viaveis.

NAD(P)H NAD(P)*
N—
7
—N Redutase
@

\( Mitocondrial
/N
o )

Brometo de tetrazdlio Formazan

Figura 11 — Reacgédo de reducdo de MTT a formazan pela enzima succinato desidrogenase
mitocondrial.

Para a padronizacdo do método, foram feitos testes com diferentes nimeros de
células. Foi utilizado um controle (CTRL) e dois controles positivos: glutamato 2 mM

(GLU 2 mM) e cloreto de potassio 250 mM (KCI 250 mM). Os resultados estao
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expressos em % de células que reduziram quimicamente o MTT a formazan em
relacdo ao grupo CTRL (Figura 12).
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Figura 12 — Padronizacéo do ensaio de MTT (n = 5). Variacdo da quantidade de células por
poco: A) 10% B) 10°% C) 10* e D) 10° células. CTRL = controle; GLU = glutamato; KCI =
cloreto de potassio. *p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001 (ANOVA e comparac¢do mltipla de
Newman-Keuls).

A partir deste resultado, concluiu-se que, para o0 ensaio do MTT, deve-se utilizar
uma concentracdo de 10* células/poco, tendo em vista que foi o resultado mais
reprodutivel; e KCI 250 mM como grupo controle positivo, uma vez que atingiu altos
niveis de mortalidade celular.

Outro parametro que foi avaliado durante a padronizacdo foi o percentual de

células viaveis do grupo CTRL apos 24 e 48 horas de incubacao. A Figura 13 mostra

gue ndo houve morte celular entre o intervalo de 24 e 48 horas.
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Figura 13 — Percentual de células viaveis em relacdo ao grupo CTRL apés 24 horas de
incubacao, utilizando 10* células/poco (n = 5). CTRL = controle. Teste “t” de Student.

O ensaio do MTT foi realizado conforme descrito a seguir. Apés o periodo de
incubacdo com as substancias de interesse, todo o meio foi retirado, adicionando-se
100 pL de solucdo de MTT [MTT 5 mg/mL em tampéo fosfato salina (PBS) e meio
Neurobasal sem fenol; proporcédo 1:9 v/v]. ApoOs trés horas de incubagdo a 5% de
CO; e 37 °C, foi adicionado 100 uL da solucéo de lise (dimetilsulfoxido — DMSO) a
cada poco. A placa foi agitada por, aproximadamente, 30 minutos para a
solubilizacdo dos precipitados e, em seguida, foi feita a medida de absorbéancia a

540 nm (IOUDINA et al., 2004; ABE et al., 1999).

3.4.2. Determinacédo da Citotoxicidade (LDH)

A citotoxicidade ou morte celular por necrose pode ser determinada pela
integridade da membrana. A enzima intracelular lactato desidrogenase (LDH) é
liberada rapidamente para o meio de cultura quando a membrana celular é
danificada. Essa enzima converte piruvato a lactato, consumindo NADH (Figura 14).
O consumo de NADH, medido cineticamente no sobrenadante, esta diretamente
relacionado ao LDH liberado (SILVA et al., 2006; JIN et al.,, 2007). Portanto, a

viabilidade celular é inversamente proporcional a quantidade de LDH liberado. O
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consumo de NADH exibe uma reta descendente cujo valor de sua tangente é

utilizado nos calculos.

- NADH NAD*

(|:Oz (|:OZ_

C=—0 g HC—OH
| LDH |

CHs CHs

Piruvato Lactato

Figura 14 - Reacdo enzimatica da conversdo de piruvato a lactato pela lactato

desidrogenase na presenca de NADH.

Assim como no ensaio do MTT, para a padronizacdo deste método foram feitos

testes com diferentes niumeros de células. Nesta padronizacdo, nao foi utilizado

glutamato (2 mM), pois precisavamos de uma substancia que sabidamente

rompesse a membrana celular. Os resultados estdo descritos na Figura 15.
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Figura 15 — Padronizagédo do ensaio de LDH (n = 5). Variagdo da quantidade de células
por poco: A) 10*, B) 10° e C) 10° células. CTRL = controle; KCI = cloreto de potassio. ***p <
0,001 (Teste “t” de Student).

A partir dos resultados, conclui-se que, para o ensaio da enzima LDH, deve-se
usar uma concentracdo de 10* ou 10° células/poco. A utilizagéo de 10° células/poco
foi inviavel uma vez que as células aderiram a placa, mas ndo sobreviveram. Desta
maneira, com a finalidade de aumentar a sensibilidade do método, foi utilizado, para
este teste, a maior quantidade de células possivel, ou seja, 10° células/poco.

O ensaio de LDH foi realizado conforme descrito a seguir. Foram adicionados 20
uL do sobrenadante da amostra em uma placa de 96 pocos e adicionou-se 170 uL

de tampao composto por: tris HClI 120 mM, NADH 3,4 mM, antimicina-A 50 ug/mL

em etanol, triton-X 100 a 1% e agua Mili-Q na propor¢do 50:5:1:5:32. Foi feita a
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medida de absorbancia das amostras a 340 nm com intervalos de 20 segundos por
15 a 20 minutos, ou até verificar a estabilizacdo da leitura. Este procedimento é
realizado para garantir que todo o piruvato existente na amostra tenha sido
consumido e nao interfira na reacdo posterior. Apds a estabilizacdo das amostras,
foram adicionados 10 uL da solucdo de piruvato (20 mM) a cada amostra e
imediatamente mediu-se a absorbancia a 340 nm por, no minimo 5 minutos, com
intervalos de 20 segundos. A curva de cinética enziméatica foi tracada a partir de uma

regido linear do gréfico de, no minimo, 3 minutos (JAYALAKSHMI et al., 2005).

3.4.3. Microscopia de Fluorescéncia Confocal

Em um microscopio de fluorescéncia convencional, toda a amostra é atingida por
uma fonte luminosa. De acordo com a conservagao e a propagacao da intensidade
luminosa, todas as partes da amostra que estiverem no caminho Optico serédo
excitadas e a fluorescéncia sera detectada por um fotodetector ou uma camera.
Paralelamente, a microscopia confocal utiliza a iluminacdo pontual e um pequeno
orificio, chamado pinhole, em um plano conjugado opticamente em frente ao
detector para eliminar toda a informacao fora do foco, detectando-se apenas a luz
dentro do plano focal, aumentando a qualidade da imagem.

A morfologia da morte celular é observada em microscopio de fluorescéncia
utilizando um filtro azul e aumento de 40 vezes. Laranja de acridila (LA) e brometo
de etidio (BE) sdo corantes que se intercalam ao DNA celular, os quais exibem
fluorescéncia sob excitacdo de uma luz ultravioleta. LA tem a caracteristica de
penetrar no interior celular, independente de sua integridade, enquanto que BE
somente penetra em células que apresentam danos de membrana celular. Por meio

de um filtro azul e da luz ultravioleta, as células coradas com LA sao visualizadas em
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verde, enquanto que as ceélulas coradas com BE sao visualizadas em laranja. Como
BE é um corante mais potente, sua coloracdo encobre a coloracdo do LA quando
ambos estdo no interior das células, tornando as células totalmente coradas em
laranja (MERCILLE et al., 1994).

As amostras dos cultivos celulares em laminulas dentro de microplacas de 12
pocos, cada um contendo cerca de 2,65x10° células, foram misturadas em igual
volume com uma solugdo contendo 100 ug/mL de LA e 100 pug/mL de BE. Como
conservante de fluorescéncia, foi utilizado MOWIOL-DABCO.

As amostras foram analisadas em duplicata (2 laminas/grupo), sendo tiradas 10

fotos/campo.

3.5. AVALIACAO DO DANO OXIDATIVO

Na tentativa de se verificar o envolvimento do estresse oxidativo no mecanismo
de morte neuronal, foram avaliados os seguintes parametros: formacao de adutos
com o acido desoxirribonucléico (DNA); analise das atividades das principais
enzimas antioxidantes que compde o SNC, como a glutationa peroxidase (GPXx),
glutationa redutase (GR) e glutationa S-transferase (GST) (Figura 7) e ocorréncia de

peroxidacao lipidica pela mensuragédo de malonaldeido (MDA).

3.5.1. Avaliacdo do Dano em DNA

As andlises de dano em DNA foram realizadas em duas etapas: 1) incubacao
das substancias de interesse com a mais reativa das bases nitrogenadas, a
desoxiguanosina (d-G); 2) incubacdo das substancias de interesse com DNA
comercial (SIGMA®). Na primeira etapa, testa-se o grau de afinidade das

substancias de interesse pela base nitrogenada mais reativa, a d-G. No entanto, é
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necessario realizar o teste na presenca de DNA, em funcdo de sua estrutura
helicoidal e da presenca de outras bases nitrogenadas, como adenina, timina e
citosina. Assim, a incubacdo com DNA comercial avalia se houve ou néo reacao
com outras bases nitrogenadas, ou se as substancias intercalaram-se entre as
mesmas (LOUREIRO et al., 2002).

Estes ensaios foram realizados com a colaboracdo da Profa. Dra. Ana Paula de
Melo Loureiro do Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade

de Ciéncias Farmacéuticas da USP.

3.5.1.1. Formacao de Adutos com Desoxiguanosina (d-G)

A avaliacdo de aduto com a mais reativa das bases nitrogenadas, a
desoxiguanosina (d-G), com as substancias de interesse foi realizada na proporcao
5 d-G: 1 substancia (LOUREIRO et al., 2002). O ensaio com a d-G foi realizado
conforme descrito a seguir: 300 pL de uma solucéo 1,7 mg de d-G/mL foi incubada
com 300 puL de uma solucédo 0,34 mg da substancia (cocaina ou AEME)/mL a 50 °C
por 24 horas. Este procedimento foi repetido tanto para pH 7,4 (tampéao fosfato 0,2
M) quanto para pH 11 (tampéo carbonato 50 mM). Em pH elevado, a d-G encontra-
se completamente ionizada, facilitando qualquer reacdo quimica entre a substancia
de interesse com a base nitrogenada. Apos o periodo de incubacdo, a mistura foi
injetada em um CLAE equipado com uma coluna de fase reversa (C-18; 250 mm X
4,6 mm, 5 um), gradiente de fase movel (Tabela 3), composta por agua e
acetonitrila, fluxo de 1 mL/minuto e detector espectrofotométrico (A = 254 nm).

As amostras foram analisadas em triplicata.
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Tabela 3 — Composicao da fase movel durante a analise de formacdo de adutos com a d-G.

Tempo (minutos) Acetonitrila (%)

0 5
5 5
50 100
55 100
57 5
67 5

3.5.1.2. Formacao de Adutos com DNA

Experimentos com DNA comercial (SIGMA®) foram realizados de maneira
semelhante ao item anterior. O ensaio para verificar a formacédo de adutos com o
DNA compde-se basicamente de 3 etapas: incubacado, precipitacdo e hidrolise do
DNA.

O ensaio de incubacdo com DNA comercial foi realizado conforme descrito a
seguir: 500 uL de uma solucdo 1,0 mg de DNA/mL foi incubada com 100 uL de uma
solucdo 10,0 mg da substancia (cocaina ou AEME)/mL a 50 °C por 24 horas. Este
procedimento foi repetido tanto para pH 7,4 (tampéao fosfato 0,2 M) quanto para pH
11 (tampéao carbonato 50 mM) pelos mesmos motivos mencionados no item anterior.

Apos o periodo de incubacdo, procedeu-se a precipitacdo do DNA. A mistura foi
adicionado acetato de sodio 3 M e 1 mL de isopropanol. Em seguida, a mistura foi
centrifugada a 5.000g por 15 minutos e o sobrenadante foi desprezado. O
precipitado foi lavado 2 vezes com etanol 70% (ressuspenso e centrifugado a 5.000g
por 15 minutos). Foram adicionados 500 uL de agua para solubilizar o precipitado
formado e a mistura foi mantida em geladeira por 30 minutos. Posteriormente, 20 pL
dessa amostra foram diluidos em agua q.s.p. 1,0 mL. Essa amostra foi lida em

espectrofotometro (varredura de 200 a 400 nm) para se determinar a concentragao
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de DNA presente na amostra apds a etapa de precipitacdo (em 260 nm, uma
solucéo contendo 50 ug de DNA/mL apresenta uma absorbancia de 1,000).

A hidrélise enzimatica do DNA para andlise por CLAE foi feita segundo o
procedimento descrito a seguir. A uma aliquota de solucdo contendo 100 ug de DNA
foram adicionados 10 uL de tampéo Tris-HCI 0,2 M (pH 7,4) e 10 uL de MgCl, 2 M.
Em seguida, foi adicionada 1,25 U de DNAse 1 e a amostra foi incubada a 37 °C por
1,5 horas. Foram entdo adicionados 10 uL de tampao glicina-acetato 0,2 M (pH 10) e
0,008 U de fosfodiesterase 1 (PDE 1) e feita nova incubacéo a 37 °C por 1,5 horas.
Finalmente, foram adicionados 25 uL de tampéao Tris-HCI-MgCl, 0,2 M (pH 7,4) e 3 U
de fofatase alcalina. A amostra foi incubada a 37 °C por 1 hora. O volume final da
solucao foi ajustado para 200 puL com &gua. A mistura foi injetada em um CLAE nas
mesmas condi¢cdes que o item anterior.

As amostras foram analisadas em triplicata.

3.5.2. Enzimas Antioxidantes

Para a realizacdo dos ensaios de atividade enzimética, as células foram
descoladas dos pocos de uma placa de 24 pogos, cada um contendo cerca de 5x10°
células, de duas maneiras distintas: remocdo mecanica e quimica. Na primeira, as
células foram descoladas com um aparato especifico (semelhante a um “rodo”) e
submetidas a centrifugacdo (5 minutos a 10.000 rpm), sendo, posteriormente,
lavadas e mantidas em solucéo tampéao fosfato 0,1 M (pH 7,3). Na remoc¢ao quimica,
todo o meio de cultura foi removido e uma solucéo de tripsina 0,25% foi adicionada,
por 5 minutos, para descolar as células dos pocos da placa de cultura, sendo
adicionada, posteriormente, uma solucéo de SFB 10% para interromper a reacdo da

tripsina. Os frascos contendo as células removidas foram submetidos a
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centrifugacéo, lavagem e armazenamento seguindo o mesmo procedimento descrito
anteriormente.

Apesar de ser mais trabalhosa, a remocao quimica mostrou-se mais eficiente,
uma vez que, ha mesma cultura, o coeficiente angular foi maior, em médulo, assim
como a concentracao protéica, mostrando que um maior niamero de células foi

removido com este procedimento (Tabela 4).

Tabela 4 — Exemplo de equacdes de reta representando o consumo de NADPH durante o
ensaio da GPx (n = 3). Foram utilizados, nesta padronizacdo, 30 uL de amostras controle
(CTRL) 48 horas.

Método de Equacéo de reta Coeficiente de [Proteina]
remocéao (y=ax+b) correlacdo linear (R?) (ng/mL)
a =-0,0058
0,9924 3,89
. b =0,0625
Mecanico
a =-0,0057
0,9931 4,31
b =0,0617
a =-0,0089
0,9976 7,92
o b = 0,0803
Quimico
a =-0,0085
0,9978 7,67
b = 0,0644

Os procedimentos descritos a seguir foram padronizados para garantir a maior
sensibilidade, utilizando a remocdo quimica, e os resultados foram expressos em

relacdo ao conteudo de proteina das amostras (item 3.5.4)

3.5.2.1. Atividade Enzimética da Glutationa Peroxidase (GPx)
A atividade da GPx € medida indiretamente pela reagdo conjunta com a
glutationa redutase (GR), onde a oxidagdo de NADPH a NADP™ ¢ acompanhada

pelo decaimento da absorbancia a 340 nm e & 37 °C (FLOHE & GUNZLER, 1984). A
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glutationa oxidada (GSSG), produzida pela reducdo de hidroperoxidos pela GPx, é

reciclada para gerar seu estado reduzido (GSH) pela GR e NADPH, conforme a

Figura 16.
ROOH NADPH + H*
2 GSH
GPx GR
GSSG NADP"
ROH + H,O

Figura 16 — Ensaio para a determinacdo da atividade enzimatica da GPx. O terc-butil
hidroperéxido, representado por ROOH, é o substrato da reagéo catalisada pela GPx. Alcool
terc-butilico (ROH) é um dos produtos da reacgao.

Para a padronizacdo do método, foram feitos testes com volumes de amostra
diferentes (30 e 40 uL) de uma solucdo contendo 2,5x10° células lisadas/mL de
tampao fosfato 0,1 M pH 7,3. Foram utilizadas amostras controle (CTRL) 48 horas
para o ensaio de padronizacéo.

A Tabela 5 mostra a cinética da GPx em célula hipocampal apés utilizacdo de

diferentes volumes de amostra.

Tabela 5 — Exemplo de equacdes de reta representando o consumo de NADPH durante a
padronizagdo do ensaio da GPx (n = 3).

Equacdao de reta Coeficiente de
Grupo Volume de amostra (uL) . )
(y=ax+b) correlacéo linear (R?)
a=-0,0129
0,9973
b =0,023
30
a=-0,0133
0,9990
b =0,0235
CTRL
a=-0,0190
0,9960
b = 0,0457
40
a=-0,0192
0,9954
b = 0,0545
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Como o coeficiente de correlagéo linear foi muito semelhante entre as amostras,
escolheu-se 40 uL de volume de amostra contendo 2,5x10° células lisadas/mL para
aumentar a sensibilidade do método.

As condi¢cBes Otimas para a realizacdo do método estdo descritas a seguir.
Foram adicionados, em cada po¢o de uma microplaca de 96 pocos, tampao fosfato
0,1 MpH 7,0 e EDTA 1,0 mM (q.s.p. 200 puL); 40 uL de amostra; 5 uL de solucao de
glutationa reduzida (GSH) 80 mM; 0,048 U de glutationa redutase (5 uL da solucéo
0,0096 U/uL). Essa mistura foi incubada por 5 minutos a 37 °C. Posteriormente,
foram adicionados 10 uL de solucdo de terc-butil hidroperéxido 0,46% e 30 uL de
solucdo de NADPH 1,20 mM. O decréscimo na absorbancia foi monitorado a 340 nm
por 5 minutos. As amostras foram analisadas em triplicata.

O calculo da atividade enzimatica foi feito a partir da férmula:

Atividade :E K 200 ><103j /[ proteina]

Enaorr XDV,

Onde:

- Atividade: atividade especifica da GPx dado em pmol de NADPH
consumido/minuto/mg de proteina,

- k: coeficiente angular da reta de decaimento dado em 1/minuto;

- : coeficiente de absortividade molar do NADPH (6,22:10%/uM/cm);
NADPH n

- b: caminho 6ptico (0,524 cm);

200 ... : _
EVEE diluicdo da amostra na microplaca;

- 107°: equivalente, em L, a 1 mL;

- [ proteina]: concentragéo de proteina, em mg/mL, na amostra.
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3.5.2.2. Atividade Enzimatica da Glutationa Redutase (GR)

A atividade da GR é medida diretamente utilizando NADPH como co-fator na
reducdo da GSSG a GSH. De maneira semelhante ao ensaio da GPx, a oxidac&o de
NADPH a NADP" (Figura 17) € acompanhada pelo monitoramento da absorbancia

nas mesmas condi¢cdes da GPx (CARLBERG & MANNERVIK, 1975).

NADPH + H”*
2 GSH

GR

GSSG NADP*

Figura 17 — Ensaio para a determinacdo da atividade enzimatica da GR. GSSG € o
substrato dessa reagéo.

Para a padronizagdo do método, foram feitos testes com volumes de amostra
diferentes (40 e 50 uL) de uma solucdo contendo 2,5x10° células lisadas/mL de
tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0. Foram utilizadas amostras controle (CTRL) 48 horas
para o ensaio de padronizacao.

A Tabela 6 mostra a cinética da GR em célula hipocampal apés utilizacdo de

diferentes volumes de amostra.
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Tabela 6 — Exemplo de equacdes de reta representando o consumo de NADPH durante a
padronizacdo do ensaio da GR (n = 3).

Equacéo de reta Coeficiente de
Grupo Volume de amostra (uL) . )
(y=ax+b) correlacéao linear (R9)

a = -0,0052
0,9300
b =-0,3776
40
a = -0,0043
0,9880
b =-0,3775
CTRL
a =-0,0071
0,9788
b = -0,4247
50
a = -0,0062
0,9970
b = -0,4493

Foi escolhido 50 pL de volume de amostra contendo 2,5x10° células lisadas/mL
pois, além de aumentar a sensibilidade do método, apresentou um coeficiente de
correlacao linear melhor.

As condi¢Bes 6timas para realizacdo do método estdo descritas a seguir. Foram
preparados 2,5 mL de meio reagente no momento do uso, contendo 1 mL de tampé&o
fosfato 0,1 M pH 7,0 e EDTA 1,0 mM; 0,75 mL de EDTA 0,005 M; 0,75 mL de agua
deionizada, 5 mg de glutationa oxidada (GSSG) e 1 mg de NADPH. Foram
adicionados, em cada po¢o de uma microplaca de 96 pocos, 50 uyL de amostra e
meio reacional (g.s.p. 200 pL).

O decréscimo na absorbancia foi monitorado a 340 nm por 10 minutos. As
amostras foram analisadas em triplicata.

O calculo da atividade enzimatica foi feito a partir da férmula:

Atividade =( K X 200 ><103J /[ proteina]

Enaopn XDV,

Onde:
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- Atividade: atividade especifica da GR dado em upmol de NADPH
consumido/minuto/mg de proteina;
- k: coeficiente angular da reta de decaimento dado em 1/minuto;

- &yappy - COEficiente de absortividade molar do NADPH (6,22:10%/uM/cm);

- b: caminho 6ptico (0,524 cm);

200 . .o« : _
VR diluicdo da amostra na microplaca;

- 107°: equivalente, em L, a 1 mL;

- [ proteina]: concentragéo de proteina, em mg/mL, na amostra.

3.5.2.3. Atividade Enzimatica da Glutationa S-Transferase (GST)
A atividade da GST é determinada pela forma¢éo de um complexo entre a GSH e
o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), o qual é medido espectrofotometricamente
(Figura 18). O aumento de absorbancia € monitorado a 340 nm e a 25 °C e é
diretamente proporcional a atividade da GST na amostra (HABIG et al., 1974).
Cl GS
NO, NO,

GST
GSH + > + HCI

NO, NO,

Figura 18 — Ensaio para a determinagdo da atividade enzimética da GST, que catalisa a
reacdo entre GSH e CDNB.

Para a padronizacdo do método, foram feitos testes com volumes de amostra

diferentes (30 e 40 pL) de uma solucdo contendo 2,5x10° células lisadas/mL de
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tampéao fosfato 0,1 M pH 7,0. Foram utilizadas amostras controle (CTRL) 48 horas
para o ensaio de padronizacao.
A Tabela 7 mostra a atividade da GST em célula hipocampal apds utilizacdo de

diferentes volumes de amostra.

Tabela 7 — Exemplo de equacBes de reta representando a formacdo de complexo GS-
CDNB durante a padronizacao do ensaio da GST (n = 3).

Equacéo de reta Coeficiente de
Grupo Volume de amostra (uL) . )
(y=ax+b) correlacéao linear (R9)

a=0,0492
0,9979
b =0,0394
30
a=0,0479
0,9930
b =-0,0204
CTRL
a=0,0682
0,9989
b=0,1214
40
a=0,0739
0,9990
b =0,0899

Como o coeficiente de correlacéo linear foi muito semelhante entre as amostras,
escolheu-se 40 uL de volume de amostra contendo 2,5x10° células lisadas/mL para
aumentar a sensibilidade do método.

As condi¢cBes 6timas para realizacdo do método estdo descritas a seguir. Foram
adicionados, em cada poco de uma microplaca de 96 pocos, 40 uL de amostra,
tampao fosfato 0,1 M pH 6,5 (g.s.p. 200 pL) e 5 uL de solugdo de CDNB 0,1 M. Essa
mistura foi pré-incubada por 2 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente,
foram adicionados 15 uL de GSH 0,1 M. O aumento de absorbancia foi monitorado a
340nm por 5 minutos a 25°C. As amostras foram analisadas em triplicata.

O calculo da atividade enzimatica foi feito a partir da férmula:

59



Atividade =( K X 200 ><103j /[protel'na]

Scong XDV,

Onde:

- Atividade: atividade especifica da GST dado em umol de complexo
formado/minuto/mg de proteina;

- k: coeficiente angular da reta de decaimento dado em 1/minuto;

- &.ous - COEficiente de absortividade molar do CDNB (9,60-10°%/uM/cm);

- b: caminho optico (0,524 cm);

200 . .. o« : _
VR diluicdo da amostra na microplaca;

- 107°: equivalente, em L, a 1 mL;

- [ proteina]: concentragcéo de proteina, em mg/mL, na amostra.

3.5.3. Andlise da Geracdo de Malonaldeido (MDA)

As células foram cultivadas em placa de 24 pocos, com 5x10° células/poco, e
incubadas por 48 horas com as substancias de interesse (concentracdes e periodos
de incubacédo definidos nos ensaios de viabilidade). ApGs a incubacdo, as células
foram removidas das placas com uma solucdo de tripsina 0,25% em EBSS por 5
minutos, seguida de adicdo de uma solucdo de soro fetal bovino (SFB) 10% em
meio de cultura e centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi removido e as células foi adicionado solugéo tampéo fosfato 0,1 M
pH 7,0 para posterior lise por sonicagao.

Reacdo com acido tiobarbitarico (TBA): a 200 pulL de amostra foram
adicionados o mesmo volume de TBA 0,4% (dissolvido em HCI 0,2 M e 4gua na

propor¢cao 2:1), preparada imediatamente antes do uso. As solugbes foram

60



incubadas por 45 minutos a 90°C em banho-maria. Apos a incubacao, as amostras
foram centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos e 100 puL foram filtrados em SPIN-X
(CORNING ®) e injetados no sistema de CLAE.

Condi¢bes cromatogréficas para andlise do aduto TBA-MDA: coluna C-18
(150 mm x 4,6 mm, 5 um); fluxo de 1 mL/min; fase mével: 65% de tampédo KH,PO,4
50 mM pH 7,0 e 35% de metanol; detecgéo espectrofotométrica (A = 532 nm).

Para a quantificagdo do aduto MDA-TBA, foi feita uma curva de calibracdo
utilizando-se uma solucdo estoque de MDA e os resultados foram expressos em
relagdo ao conteudo de proteina das amostras (item 3.4.4).

As amostras foram analisadas em triplicata (3 pogos/grupo).

3.5.4. Determinacao da Concentracdo Protéica

A determinacdo da concentracdo de proteinas foi realizada utilizando-se o
método de BRADFORD (1976), cujo principio consiste na adicdo de um corante
acido a uma solucdo de proteinas e, subsequente, afericdo da absorbancia do
complexo formado em 595 nm. A concentracdo foi determinada pela comparagao

com uma curva padréo de albumina de soro bovino.

3.6. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram comparados pela analise de variancia (ANOVA), seguido do
teste Student-Newman-Keuls, onde as diferengas foram consideradas significativas
para o valor p<0,05. No caso da existéncia de somente dois grupos experimentais, a
comparacao foi feita por meio do teste “t” de Student para amostras nao pareadas,
onde as diferencas foram consideradas significativas para o valor p<0,05. Os valores

numericos foram colocados sob a forma média + erro padrao da meédia.
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4. Resultados

4.1. CARACTERIZAGAO CELULAR DA CULTURA
A Figura 19 ilustra o ensaio de caracterizagdo celular da cultura primaria de

hipocampo.

Figura 19 — Foto ilustrativa do ensaio de caracterizagdo celular de cultura primaria de
hipocampo (n = 5). A) Células imunopositivas para MAP-2, que reconhece neurdnios
(marcacdo verde); B) Células imunopositivas para GFAP, que reconhece o0s astrécitos
(marcacédo vermelha); C) Células coradas com DAPI, um marcador nuclear (marcacao azul)
gue cora todas as células; D) Sobreposicdo de células neuronais (A), astrécitos (B) e células
totais (C); E) Ampliacdo da imagem correspondente ao retangulo branco da regido D.
Poucas células ndo especificas para MAP-2 e GFAP estdo presentes na cultura (seta
branca na regido D). Escala : 30 um.

Para este ensaio, foram utilizadas 4 laminas, sendo coletadas 10 fotos por lamina
em diferentes campos. O valor médio de astrécitos obtido foi de 7,1 + 0,2%,

mostrando que o predominio celular & de neurénios (proximo a 93%).
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4.2. ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR E MORFOLOGIA
4.2.1. Determinacédo da Viabilidade Celular (MTT)

A Figura 20 representa os resultados dos ensaios de viabilidade celular apos
exposicao a metilecgonidina (AEME) e a cocaina (COC) por 24 e 48 horas.

Houve diminuicdo estatisticamente significativa do metabolismo mitocondrial
(MTT), apds exposicdo por 24 horas, com concentracdes a partir de 10> mM de
AEME (p<0,05) e 8 mM de cocaina (p<0,001), representando 64,6 + 8,2% e 43,5 +
8,5%, respectivamente (Figura 20 A e C). No caso da exposicdo por 48 horas, a
diferenca estatisticamente significativa da diminuicdo do metabolismo mitocondrial
se deu nas concentracdes de 10° mM de AEME (p<0,05) e 6 mM de cocaina
(p<0,001), representando 64,3 + 3,9% e 30,3 *+ 4,2%, respectivamente (Figura 20 B
e D).

Conforme pode ser observado, a concentracdo de 10 mM de cocaina apés 24
horas de exposi¢do apresentou valores de reducdo do MTT maiores que o controle
(152,2 + 18,2%; p<0,01) (Figura 20 C). A mesma situacdo ocorreu com a
concentracdo de 10° mM apds 48 horas de exposicdo (136,6 + 5,1%; p<0,05)

(Figura 20 D).

64



150 150
z 7
ES ES
o2 = * o =
@ S = * ® S E
o 2 —] p () —]
§" g sodb] E 7 .g T 504 £ %%
C T 1 E ?22 Sl = %
o : —] %4 x o = %%
: Kaad = %% — — %%
g [FlmE 7 = S ] ~E % -
R 12 = . % — ol E i E2 =
X o 0 0N X D a4 0N
DL MR IR N { NY X 6 9O
S S S > SS9 S 3
o 1 1 R 1 1
o I 1 o I 1
N AEME (mM) NL AEME (mM)
C D
200 200
- Kk -
72 2
= e *
E D 150 = O 150 T
= T =g
(] 8 % ©
© ) (O]
2 € 1004pn % S c 1004E i
Sz £ S5 : H 2
o : 5 2 : H AN
3% soff 25 soff HAN
e 2 R % = S / N | B N
S % = 8 o NEl § =
= &L= % - — oJEALR INEEIZIN =
X 5o N~ PRI NY ™ 0 O
QIAg L YV e ORI s
[P (S
o L 1 v L 1
O L] L 1 @) r - 1
+ COCAINA (mM) + COCAINA (mM)

Figura 20 — Resultados dos ensaios de viabilidade (MTT) (n = 5). A) 24 horas de
exposi¢cdo a AEME; B) 48 horas de exposi¢cdo a AEME; C) 24 horas de exposi¢cédo a COC;
D) 48 horas de exposi¢cdo a COC. CTRL = controle; KCI = cloreto de potéassio; AEME =
metilecgonidina. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 em relacdo ao CTRL (ANOVA e
comparagdo multipla de Newman-Keuls).

4.2.2. Determinacéo da Citotoxicidade (LDH)
Os graficos apresentados na Figura 21 mostram a atividade da enzima lactato
desidrogenase, que foi liberada no citoplasma, frente a diferentes concentracdes de

cocaina e de AEME apos exposicoes de 24 e 48 horas.
Os resultados mostraram que a liberacéo de LDH para o meio de cultura ocorreu,

de forma estatisticamente significativa, a partir da concentracdo de 2 mM para a
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4.2.3. Associacao entre Cocaina e AEME: MTT e LDH

Com base nos resultados apresentados, foram escolhidas as concentracfes de 1
e 2 mM de AEME e de cocaina, respectivamente. Essas concentracfes foram
consideradas na faixa da CL50, ou seja, a concentracdo que mata 50% da
populacdo da cultura primaria de hipocampo. No caso do MTT, foram realizadas
incubacbes em diferentes tempos, variando de 3 a 48 horas, para a avaliacao
temporal da ocorréncia da morte neuronal.

De acordo com os resultados (Figura 22), exposicdes de 3 e 6 horas nao
provocaram morte celular, mesmo apés associacdo das substancias (Figura 22 A e
B). J4 apds 12 horas de exposicdo, apenas a associacao entre cocaina e AEME
apresentou morte neuronal estatisticamente significativa, com valor de viabilidade
celular de 68,9 + 5,6% (p<0,001) (Figura 22 C). Durante a exposicdo de 24 horas,
tanto a cocaina quanto a AEME apresentaram aumento estatisticamente significativo
da morte celular, apresentando 77,0 + 2,4% (p<0,001) e 76,8 + 3,9% (p<0,001) de
viabilidade celular, respectivamente. Este percentual foi semelhante a associacéo
entre as duas substancias, cuja viabilidade celular ficou em 73,3 + 2,5% (p<0,001)
(Figura 22 D). Apés a exposicdo de 48 horas, a cocaina e a AEME também
apresentaram aumento estatisticamente significativo da morte celular. A cocaina
apresentou 41,4% (p<0,001) e a AEME 38,5% (p<0,001) de morte celular,
representando 58,6 + 5,3% e 61,5 + 3,6% de viabilidade celular, respectivamente. A
associagao entre as duas substancias apresentou 78,5% de morte celular (p<0,001),
0 que representa 21,5 + 5,9% de viabilidade celular. Neste caso, pode-se dizer que
houve uma interacao aditiva, pois a soma das respostas individuais, 79,9% de morte

celular, € muito proxima da associacao, 78,5% (Figura 21 E).
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Figura 22 — Ensaio de MTT (n = 5) apos: A)
3 horas de exposicdo; B) 6 horas de
exposic¢ao; C) 12 horas de exposigdo; D) 24
horas de exposicdo; E) 48 horas de
exposi¢cdo. CTRL = controle; KCI = cloreto
de potassio; COC = cocaina; AEME =
metilecgonidina; A + C = associagdo entre
metilecgonidina 1 mM e cocaina 2 mM.
*p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 em relacdo
ao CTRL; "p<0,001 em relacdo 4 COC e &
AEME (ANOVA e comparacdo multipla de
Newman-Keuls relacédo ao controle).
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Para melhor visualizacdo dos efeitos da associacdo entre cocaina e AEME no
MTT, foi construida uma curva com os resultados obtidos nos diferentes tempos de
incubacéo (Figura 23). A partir desta curva, pode-se confirmar que as concentracées
de ambas as substancias escolhidas mostraram-se equipotentes em todos o0s
periodos de incubacdo. A associacdo apresentou a mesma magnitude que as
substancias isoladas até um periodo de 24 horas de exposicdo, mostrando seu

efeito aditivo apds esse periodo (Figura 22 E e 23).
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Figura 23 — Curva de MTT (n = 5) ap6s exposicdo de 3; 6; 12; 24 e 48 horas a
concentragdes equipotentes de AEME e COC e a associagdo das mesmas (A+C).
***n<0,001 em relagdo a COC e a AEME (ANOVA e comparacdo mdultipla de Newman-
Keuls).

Como ndo houve alteracdo significativa da viabilidade celular nos periodos
inferiores a 24 horas de exposicdo a AEME e a cocaina, o ensaio de LDH foi
realizado apenas apos 24 e 48 horas de exposicdo. A Figura 24 mostra 0s
resultados do ensaio de LDH. A associacao entre as substancias promoveu reducao
estatisticamente significativa da enzima LDH apoés 24 (19,3 £ 2,1 pmol de NADH

consumido/minuto/célula; p<0,01) e 48 horas (29,4 + 0,6 pmol de NADH

consumido/minuto/célula; p<0,001) de exposicdo. Assim, nao foi observado efeito de
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associacdo entre cocaina e AEME, uma vez que o aumento da LDH evidenciado é
decorrente somente do efeito da cocaina (18,0 + 1,6 pmol de NADH
consumido/minuto/célula apés 24 horas e 284 + 1,3 pmol de NADH

consumido/minuto/célula apds 48 horas).
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Figura 24 — Ensaio de LDH (n = 5) apés: A) 24 horas de exposicao; B) 48 horas de

exposi¢cdo. CTRL = controle; KCI = cloreto de potdssio; COC = cocaina; AEME =

metilecgonidina; A + C = associacdo entre metilecgonidina 1 mM e cocaina 2 mM.

*p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 em relagcdo ao CTRL (ANOVA e comparacao mdultipla de

Newman-Keuls).
4.2.4. Microscopia de Fluorescéncia Confocal

As Figuras 25 e 26 evidenciam as alteracdes morfoldgicas desencadeadas por

cada substancia, bem como a associagao entre as mesmas, apos 24 e 48 horas de
exposicao, respectivamente. Conforme pode ser observado, as células neuronais do
hipocampo apresentaram diferentes caracteristicas morfoloégicas apos coloragéo
com LA e BE. As células viaveis foram coradas uniformemente em verde, sem
alteracdo morfolégica do nacleo (Figura 25 A e 26 A). As células necréticas (seta

vermelha) coraram-se intensamente em vermelho, de uma maneira uniforme,

apresentando um citoplasma maior e o nucleo completamente desintegrado ou
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inexistente (Figura 25 E). As células em processo de apoptose (seta branca)
apresentaram, em uma primeira etapa, o citoplasma corado em verde e o nucleo em
laranja (Figura 25 B). Em um estagio mais avancado, toda a célula apresentou-se

corada em vermelho ou laranja (Figura 25 C, D e E e 26 D).
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Figura 25 — Resultados da microscopia
confocal apés 24 horas de exposi¢do (n =
2): A) CTRL; B) GLU 1 mM; C) COC 2 mM;
D) AEME 1 mM; E) AEME 1 mM + COC 2
mM. CTRL = controle; GLU = glutamato;
COC = cocaina; AEME = metilecgonidina.
As setas brancas evidenciam processos
apoptéticos, enquanto que as setas de
coloracdo vermelha apontam processos
necroticos.
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Figura 26 — Resultados da microscopia
confocal apds 48 horas de exposigédo (n =
2): A) CTRL; B) GLU 1 mM; C) COC 2 mM;
D) AEME 1 mM; E) AEME 1 mM + COC 2
mM. CTRL = controle; GLU = glutamato;
COC = cocaina; AEME = metilecgonidina.
As setas brancas evidenciam processos
apoptéticos.
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4.3. AVALIAGAO DO DANO OXIDATIVO
4.3.1. Avaliacdo do Dano em DNA
4.3.1.1. Formacédo de Adutos com Desoxiguanosina (d-G)

Os cromatogramas apresentados a seguir correspondem ao controle (CTRL) e as
incubacbes da d-G com cocaina e AEME. Pela analise dos cromatogramas (Figura
27), pode-se observar que ndo houve alteracdo da intensidade do pico da d-G,
mudanca no tempo de retencado (cerca de 9 minutos em pH 7,4 e 10 minutos em pH
11) ou formacdo de outros compostos que resultariam em outros picos, nao

havendo, portanto, formacdo de adutos com a d-G.
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Figura 27 — Formagé&o de adutos com d-G (n = 2). Incubacdo em tampéo fosfato 0,2 M pH
7,4: A) CTRL; B) COC; C) AEME. Incubacédo em tampéo carbonato 50 mM pH 11: D) CTRL
e E) AEME. CTRL = controle; COC = cocaina; AEME = metilecgonidina.
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4.3.1.2. Formacédo de Adutos com DNA

Os cromatogramas apresentados a seguir correspondem ao controle (CTRL) e as
incubac6es de DNA comercial com cocaina e AEME. A analise foi feita de maneira
semelhante a realizada nos cromatogramas da d-G: intensidade dos picos, alteracéo
no tempo de retencdo de cada pico ou formacdo de outros compostos que

resultariam em outros picos. Nao houve formacao de adutos com DNA comercial.
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Figura 28 — Formacéao de adutos com DNA (n = 2). Incubag¢do em tampao fosfato 0,2 M pH
7,4: A) CTRL; B) COC; C) AEME. Incubac&do em tampéo carbonato 50 mM pH 11: D) CTRL
e E) AEME. CTRL = controle; COC = cocaina; AEME = metilecgonidina.
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4.3.2. Enzimas Antioxidantes

As determinacfes das atividades enzimaticas foram realizadas somente apos 3 e
6 horas de incubacdo, uma vez que, apos 24 horas, houve reducédo da viabilidade
celular demonstrada pelo ensaio de MTT. A Figura 29 mostra a atividade das
enzimas GPx, GR e GST apos 3 e 6 horas de incubacao.
A B

1500+

minuto/mg de proteina
minuto/mg de proteina

pmol de NADPH consumido/
nmol de NADPH consumido/

Tempo (horas) Tempo (horas)

CJ CTRL

BB AEME 1 mM (A)
B3 COC 2 mM (C)
] A+C

pmol de complexo formado/
minuto/mg de proteina
S

Tempo (horas)

Figura 29 — Atividade enzimatica apdés 3 e 6 horas de exposicdo a concentracdes
equipotentes de AEME e COC (n = 3). A) GPx; B) GR) e C) GST. CTRL = controle; AEME =
metilecgonidina; COC = cocaina; A + C = associacdo entre metilecgonidina 1 mM e cocaina
2 mM. *p<0,05 e **p<0,01 em relagdo ao CTRL (ANOVA e comparacdo mdultipla de
Newman-Keuls).

Apés 3 horas de exposicéo, foi observado, em todos 0s grupos experimentais,
um decréscimo estatisticamente significativo somente na atividade da GPx, néo

sendo observadas alteracdes nas atividades da GR e da GST.
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ApoOs 6 horas de incubacdo, houve reducdo estatisticamente significativa na
atividade da GPx apds exposicdo a associacdo entre AEME e cocaina (p<0,05).
Apesar de haver uma diminuicdo da atividade da GPx ap0s a exposicdo a AEME,
esta ndo foi estatisticamente significativa (p>0,05). Também n&o foi observada
alteracéo significativa apds incubacdo com cocaina. Da mesma forma que a GPX,
houve diminuicdo da atividade da GST em todos 0s grupos experimentais apos 6
horas de exposicdo. Em contrapartida, a atividade da GR permaneceu inalterada
neste periodo de incubacao. A Tabela 8 mostra o valor da atividade dessas enzimas

apos 3 e 6 horas de exposicéo.

Tabela 8 — Atividade enzimatica da GPx, GR e GST.
Atividade enzimatica

3 horas 6 horas
Grupos GPx GR GST GPx GR GST
CTRL 2,7+0,2 628,3 + 59,3 43+0,4 43+0,1 920,2 + 256,3 52+0,6

AEME (A) | 21+0,1" 5233+726 34%01 | 29+0,19 7985+1278 3,1+05"

COC(C) | 20+0,1Y 4093+479 3,8+0,3 37+04 7476+596 33+03"

A+C 20+0,17  450,3+9,0 37+02 (242037 9249+142 26+02"

Nota: Atividade expressa em: umol de NADPH consumido/minuto/mg de proteina (GPXx);
nnmol de NADPH consumido/minuto/mg de proteina (GR); e umol de complexo
formado/minuto/mg de proteina (GST). CTRL = controle; AEME = metilecgonidina; COC =
cocaina; A + C = associacdo entre metilecgonidina 1 mM e cocaina 2 mM. *p<0,05 e
**n<0,01 em relagdo ao CTRL (ANOVA e comparacdo multipla de Newman-Keuls).

4.3.3. Anédlise da Geracdo de Malonaldeido (MDA)
A producao de MDA foi avaliada apds 3, 6, 24 e 48 horas de exposicdo (Figura

30).
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Figura 30 — Formacgdo de MDA apoés 3, 6, 24 e 48 horas de exposicao (n = 3). CTRL =
controle; KCI = cloreto de potassio; COC = cocaina; AEME = metilecgonidina; A + C =
associacao entre metilecgonidina 1 mM e cocaina 2 mM. (ANOVA e comparac¢ao multipla de

Newman-Keuls).

O grafico da Figura 30 mostrou que ndo ocorre peroxidacao lipidica apos 3, 6 e

24 horas de incubacdo. Apés 48 horas de exposicdo, had um aumento na formacao

de MDA, porém esse aumento nao foi estatisticamente significativo, conforme pode

ser evidenciado na Tabela 9.

Tabela 9 — Producdo de MDA apés 3, 6, 24 e 48 horas de exposicao.

nmol de MDA formado / mg de proteina

Grupos 3 horas 6 horas 24 horas 48 horas
CTRL 6,5+0,5 8,8+1,8 84+04 8,1+0,3
AEME (A) 50+0,2 9,3+0,6 7904 12,8+ 29
COC (C) 58+0,7 8,6+0,1 8,1+0,5 10,6 +1,1
A+C 51+0,2 10,2+ 0,5 8,0+04 13,2+1,6

Nota: CTRL = controle; AEME = metilecgonidina; COC = cocaina; A + C = associa¢ao entre
metilecgonidina 1 mM e cocaina 2 mM. (ANOVA e comparagdo multipla de Newman-Keuls).
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5. Discusséao

A utilizacdo de drogas de abuso constitui, atualmente, um problema de saude
publica mundial, pois, além de gerar gastos publicos no tratamento do usuario,
promove o aumento da violéncia e o tréfico ilegal dessas substancias.

Dentre as diversas drogas de abuso, a cocaina se destaca pelo seu elevado
potencial em causar dependéncia. No Brasil, a cocaina é utilizada por 2,3% da
populacdo, principalmente nas regides sul e sudeste, sendo utilizada
preferencialmente por adolescentes do género masculino e adultos jovens (DUAILIBI
et al., 2008).

Um fenbmeno que tem sido observado recentemente é a transicdo entre as
formas de uso de uma droga. Normalmente, a transi¢do ocorre na busca de vias que
possuem maior potencial de dependéncia. DUNN & LARANJEIRA (1999) avaliaram
as transicdes que ocorrem em usuarios de cocaina em nosso meio. A via de
administracao inicial da maior parte dos usuarios foi a intranasal (87%), assim, as
transicdes mais comuns foram em direcao ao crack (68%) e a via intravenosa (20%).
As transicdes associaram-se a individuos que tiveram inicio precoce do uso de
cocaina, via de administragdo inicial intranasal ou injetavel e baixo nivel de
escolaridade. Interessante destacar que os que faziam uso da via intravenosa
migraram para o crack em funcdo de seus efeitos e ndo pela facilidade da via de
administracdo. Estes dados reforcam a necessidade de estudos a respeito dos
efeitos do crack, principalmente em funcéo do crescimento de seu uso na populagao
jovem, o que, além de causar Sérios prejuizos pessoais, causa importantes
consequéncias econdmicas para o0 pais. Vale ressaltar que o crack é considerado a

droga mais devastadora para seu usuario causando, entre outros efeitos,
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irritabilidade, depressédo, atos de violéncia, além de importante perda de peso,
culminando com uma deterioracao funcional geral do usuario.

Além dos efeitos toxicos da cocaina, como a possibilidade de ocorréncia de
ataques cardiacos, problemas respiratorios, acidentes vasculares cerebrais, existem
evidéncias apontando o envolvimento da cocaina e de seus metabdlitos na
neurodegeneracdo, semelhante ao que ocorre em muitas doencas do SNC.

Um dos principais mecanismos que levam a morte neuronal € o estresse
oxidativo, que pode ser induzido de diversas maneiras. Uma delas € mediada pela
acado exacerbada do glutamato, um neurotransmissor excitatorio do SNC que, em
condicbes fisiologicas, esta envolvido na plasticidade neuronal, na memoria, no
aprendizado e no comportamento (ALBRIGHT et al., 2000). A ativacao excessiva de
receptores NMDA causada pelo excesso de glutamato, fendmeno conhecido como
excitotoxicidade (WODJA et al., 2008), promove um aumento de Ca?* citosélico que
ativa enzimas dependentes de Ca®", como a NOS, aumentando a formacdo de
EROS que, finalmente, pode culminar com a peroxidacao lipidica e a morte neuronal
(KOO et al.,, 2006; MONCADA et al., 2006). A producdo de EROS pode ocorrer
também por intermédio de processos neuroinflamatérios decorrentes de fatores de
risco como alteracdes genéticas, traumas na regido craniana, isquemias agudas e a
exposicao aos poluentes ambientais (FLOYD, 1999).

Diversos estudos destacam que a cocaina produz estresse oxidativo no SNC
(KLOSS et al., 1983; KLOSS et al., 1984; DAS et al., 1987; BENUCK et al., 1988;
KOVACIC et al., 1988; LLOYD et al., 1993; RAPAKA et al., 1997; GOLDSTEIN et al.,
2004; BASHKATOVA et al., 2005; DIETRICH et al., 2005; MACEDO et al., 2005;
POON et al., 2007). Entretanto, sabe-se que, ao fumar o crack, o sujeito esta

exposto, além da cocaina, ao seu produto de pirdlise, como a AEME. No entanto,
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pouco se sabe a respeito desta substancia. A maior parte das informacdes levam a
crer que, pelo menos perifericamente, ela exerca atividade colinérgica (JACOB et
al.,1990; ERZOUKI et al., 1995; WOOLF et al.,1997; SCHEIDWEILER et al., 2003),
porém, nada se sabe a respeito de seus efeitos neurotéxicos.

Assim, o objetivo do nosso estudo foi avaliar a participacdo da AEME e da
cocaina na degeneracdo de células neuronais do hipocampo e verificar o
envolvimento do estresse oxidativo. Mais ainda, por meio de analises morfologicas e
de viabilidade celular, foi possivel inferir qual processo de morte celular estava
envolvido. Nossa intencdo foi, além de comparar os efeitos desencadeados pela
AEME e pela cocaina, verificar a interacdo desencadeada apds associacdo dessas
substancias. Esta informacédo é extremamente importante, uma vez que um possivel
efeito aditivo entre cocaina e AEME pode ajudar a explicar os grandes prejuizos
causados pelo crack. Vale a pena destacar que ndo existem estudos avaliando o
efeito da cocaina em células hipocampais.

A informacao de que usuarios de crack tém prejuizos cognitivos (FATTORE et
al., 2002; JAYALAKSHMI et al., 2005) vem reforcar nossa escolha pela cultura
primaria de hipocampo, uma vez que 0 esta € uma estrutura com grande
participacd0 nesses processos, como a memdria, e tem participacdo direta em
doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer.

Além de estarem envolvidas em processos importantes que ocorrem no SNC,
como neuromodulagéo, neuroprotecdo, manutencdo do pH, homeostase e remocao
de ions e neurotransmissores da fenda sinaptica, as células da glia sao
responsaveis também pela liberacdo de mediadores quimicos, como citocinas pro-
inflamatorias, que estdo envolvidos em processos neurodegenerativos (ULLIAN et

al., 2001; FATTORE et al., 2002). Como a nossa intencao foi estudar a acao direta
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das substancias nos neurénios, foi necessaria a utilizacdo de fetos e a adicdo do
suplemento B27 ao meio de cultura para diminuir a proliferacdo de células da glia
(XIE et al., 2000; SILVA et al., 2006). Para verificar a participacdo da glia nesse
modelo experimental, foi realizado um ensaio imuno-histoquimico que revelou a
presenca de cerca de 7% deste tipo de célula, resultado préximo ao encontrado na
literatura (XIE et al.,, 2000), demonstrando o predominio de células neuronais na
cultura.

O ensaio de MTT, utilizado para avaliar a viabilidade celular, mostrou que a
concentracdo de 10* mM de cocaina apés 24 horas de exposicdo apresentou
valores de reducdo do MTT maiores que o controle, da mesma maneira que a
concentracédo de 10° mM apds 48 horas de exposicdo. De acordo com MOSMANN
(1983), o MTT é reduzido a formazan por toda célula metabolicamente ativa, mas
ndo por células mortas. Desta maneira, a quantidade de formazan gerado é
diretamente proporcional ao numero de células em uma populacdo celular
homogénea. Células ativadas produzem mais formazan que as células controle,
assim, esse aumento pode ser interpretado de duas formas: 1) proliferacdo celular;
ou 2) aumento da fosforilacdo oxidativa mitocondrial, que pode aumentar 0s
produtos intermediarios, que sdo espécies radicalares, sugerindo um desfecho para
morte celular. Descartamos a possibilidade de neurogénese, que sabidamente
ocorre no hipocampo, uma vez que o modelo de cultura adotado ndo apresenta
células granulares as quais sdo responsaveis por esse processo. (BANKER &
COWAN, 1977).

Com o aumento das concentracdes tanto de cocaina quanto de AEME, houve
diminuicdo do metabolismo mitocondrial (MTT) evidenciando morte neuronal. Fica

claro que a AEME possui maior potencial em causar morte neuronal do que a
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cocaina, uma vez que, apo0s exposicdo de 24 horas, as concentracdes que se
mostraram diferentes do grupo controle foram a partir de 8 e 10 mM para cocaina e
AEME, respectivamente. No caso da exposicdo apos 48 horas, as concentracdes
iniciais que se mostraram diferentes do grupo controle foram 6 e 103 mM,
respectivamente, evidenciando maior neurotoxicidade da AEME em comparacdo a
cocaina. A partir dos resultados de MTT foi estimada, para este tipo de cultura, a
CL50 para a cocaina, que se situou entre 2 e 8 mM, e para a AEME, que ficou entre
10" e 4 mM.

Uma vez evidenciada morte celular tanto pela cocaina quanto pela AEME, é
importante fazer a diferenciacdo dos mecanismos subjacentes a este processo. Na
tentativa de discriminar os processos de morte celular, MCCONKEY (1998) mostrou
gue alguns eventos bioquimicos pertencem tanto a apoptose quanto a necrose.
Dentre eles, destacam-se o consumo de ATP, a concentracao intracelular de Ca** e
a producédo de EROS. Esse mesmo autor destacou algumas diferencas morfolégicas
entre esses dois processos e, uma delas, foi em relagdo a integridade da membrana
plasmatica, a qual permanece integra na apoptose, mas ndao na necrose. Com o
rompimento da membrana celular, diversos componentes citoplasmaticos sao
liberados para o meio extracelular, como a enzima LDH, a qual pode ser encontrada
no meio de cultura, sendo que o aumento de sua atividade € um indicativo de
necrose (SILVA et al., 2006; JIN et al., 2007). Assim, nossos resultados referentes a
cocaina corroboram aos de POON et al. (2007), que mostraram aumento da
atividade da LDH 72 horas ap0s a exposi¢cado por 30 minutos de cocaina 1 uM em
cultura progenitora de neurdnios humanos. Estes dados sugerem que uma das vias
pela qual a cocaina causa morte celular € a necrose (POON et al., 2007; SILVA et

al., 2006). E interessante notar que, no nosso modelo experimental, somente a
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incubacdo com a cocaina causou aumento desta enzima no meio de cultura, a
AEME nao causou alteracdo significativa. Assim, pode-se inferir que a AEME né&o
causou necrose.

Com o objetivo de verificar a existéncia de interacdo entre a cocaina e a AEME,
mais proximo ao que pode ocorrer a um usuério de crack, foram realizados
experimentos com uma solucdo contendo ambos 0os compostos. As concentragdes
utilizadas nestes ensaios foram as que se encontravam dentro da faixa da CL50
para cada substancia, isto é, 1 e 2 mM para AEME e cocaina, respectivamente. Mais
ainda, foram realizadas incubac¢fes variando o tempo de exposicdo de 3 a 48 horas
para determinar o menor tempo necessario para a observacdo de algum tipo de
efeito destas duas substéancias.

Nossos resultados do ensaio do MTT mostraram que o efeito da associacdo da
cocaina e AEME ¢é dependente do tempo de incubacédo. Apos 3 e 6 horas de
exposicdo, as células mantiveram-se viaveis mesmo apOs associacdo das
substancias. A associa¢do apresentou reducdo da viabilidade celular a partir de 12
horas de exposi¢cdo, mantendo-se apos 24 e 48 horas. Entretanto, apds 48 horas de
exposicdo, houve um efeito aditivo entre as substancias. E importante destacar que
as concentracfes de cocaina e AEME escolhidas mostraram-se equipotentes
durante todos os periodos de incubacdo, reforcando a associagdo encontrada.
Esses resultados sugerem que um usuario de crack pode apresentar uma
neurodegeneracdo mais intensa com o uso prolongado da droga.

Este efeito aditivo entre as substancias do crack evidenciado em nosso estudo
pode ajudar a explicar as afirmacdes de que os efeitos da utilizacdo de crack sao

mais intensos quando comparados as demais vias de administracdo da cocaina
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(HATSUKAMI et al., 1996; CHEN et al., 2004; CUNHA et al., 2004; AFONSO et al.,
2007).

Outra evidéncia de que a AEME provavelmente ndo causa necrose € o resultado
da enzima LDH ap06s incubacdo com ambas as substancias. Apesar da associacao
ter promovido alteracdo da enzima LDH, o aumento foi proveniente do efeito
necrotico da cocaina, ja que nao houve diferenca entre na atividade da LDH entre o
grupo cocaina e a associagao das duas substancias.

A avaliacdo morfolégica das células pode fornecer informacfes adicionais a
respeito dos mecanismos envolvidos na morte neuronal causada pela cocaina e pela
AEME. A apoptose apresenta, morfologicamente, fases bem caracteristicas,
iniciando pela diminuicdo da célula e a agregacdo de seus componentes. A
cromatina nuclear se condensa a carioteca (picnose), apresentando um aspecto
mais denso, podendo levar a cariorréxis, ou seja, a fragmentacdo do nucleo
picnotico. Em seguida, formam-se bolhas de citoplasma a partir da membrana
plasmatica celular que se desprendem e formam pequenos corpos, conhecidos
como corpos apoptoticos, que sdo por fim fagocitados (GALLUZZI et al., 2009).
Assim, diferentemente da apoptose, a necrose € caracterizada por um aumento do
volume celular que culmina com a ruptura da membrana plasmatica e,
consequentemente, degradacdo desorganizada do conteudo citosélico (GALLUZZI
et al., 2009). A microscopia confocal permite a visualizacdo de algumas dessas
etapas. As analises das fotos obtidas das células hipocampais expostas a cocaina e
AEME mostraram células em processo de necrose e de apoptose. A caracteristica
que evidenciou o0 processo apoptético dessas células foi a fragmentacdo da
cromatina celular em grandes grumos e a formacg&o de corpos apoptoticos presentes

principalmente nas células expostas a AEME. Observou-se também que a projecao
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e a ramificacdo axonal foram danificadas com a administracdo tanto de cocaina
quanto de AEME, em ambas as doses e na associacdo, quando comparadas ao
CTRL. Uma grande quantidade de debris celulares também foi encontrada nestes
grupos. Essas analises reforcam os resultados do ensaio de LDH, mostrando que o
efeito necrético evidenciado no ensaio de LDH no grupo da associacdo entre
cocaina e AEME foi proveniente da acdo da cocaina. No caso da AEME, foram
observadas alteracdes morfologicas condizentes com um mecanismo apoptotico de
morte neuronal e ndo necrético o que, mais uma vez confirma os ensaios de LDH. O
efeito aditivo mostrado nos ensaios de MTT também pode ser visualizado
morfologicamente pela quantidade de debris celulares.

A avaliacdo de alguns parametros do estresse oxidativo teve a intencdo de
verificar se este processo precederia a morte neuronal. Assim, as analises foram
realizadas em tempos onde néo foi evidenciada reducdo de viabilidade celular. As
EROS sédo constantemente produzidas em condi¢cdes normais como consequéncia
do metabolismo aerdbico. Para combaté-las, as células apresentam um extenso
sistema de defesa antioxidante quer seja pela interceptacdo direta, quer seja por
mecanismos indiretos de reparo do dano oxidativo (CURTIN et al., 2002). O
envolvimento desse processo como mecanismo neurodegenerativo foi realizado
avaliando-se trés parametros, sendo o primeiro a formagcdo de adutos entre as
substéancias de interesse e a desoxiguanosina (d-G) e o DNA. Nesta etapa, néo
foram observadas evidéncias de formac&o de adutos com a d-G, a base nitrogenada
mais reativa presente no DNA, nem com o DNA comercial. Pela analise dos
cromatogramas, pode-se observar que nao houve alteracédo da intensidade do pico
da d-G. Também ndo houve mudancga no tempo de retencéo ou formacao de outros

compostos que resultariam em outros picos. A avaliacdo foi feita comparando-se o
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espectro de absorcéao realizada pelo detector UV acoplado ao cromatégrafo de cada
pico formado. Este espectro € uma espécie de “impressao digital” para cada pico.
Qualqguer pico suspeito, por menor que fosse, teve seu espectro comparado com o
espectro do controle correspondente no mesmo tempo de retencdo. Em todos os
casos 0 pico da substancia presente na amostra era 0 mesmo presente no controle.
A cocaina (pK, = 8,61) s6 pode ser testada em pH 7,4 pois, em pH muito elevado,
tornou-se insolivel em solucédo aquosa. Apesar de NASSOGNE et al. (1997) terem
demonstrado fragmentacdo do DNA apos tratamento de células corticais com
cocaina 0,5 mM, a ndo observacdo de adutos com as bases nitrogenadas do DNA
em nosso estudo sugere que essas substancias ndo atuam diretamente lesionando
o DNA. Tendo em vista que a apoptose €, provavelmente, um dos mecanismos que
levam a morte neuronal e que ndao houve dano das substancias de interesse
diretamente ao DNA, é possivel que a AEME atue de maneira indireta, culminando
com a fragmentacdo do DNA. Em relagcéo a cocaina, a producédo de EROS originada
durante sua biotransformacao poderia indiretamente levar a neurotoxicidade. (IMAM
et al., 2005). De acordo com MARTIN (2008), hidroxilas radicalares formadas pelo
estresse oxidativo podem extrair bases purinicas e pirimidinicas do DNA, liberando-
as. Essa despurinizacdo ou despirimidizacdo pode ser mutagénica e levar a morte
celular.

O segundo parametro avaliado foi a atividade das enzimas antioxidantes que
podem ajudar a explicar o mecanismo envolvido na morte neuronal tanto da cocaina,
quanto da AEME. POON et al. (2007) descreveram que 0 estresse oxidativo
precedeu a morte neuronal, uma vez que a liberacdo de LDH, que ocorreu 72 horas
apos a exposicao a cocaina 1 uM, ocorreu 24 horas apos as alteracdes bioquimicas,

como o aumento dos niveis de proteinas carboniladas e de 4-hidroxinonenal e
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diminuicdo dos niveis de GSH. Na tentativa de elucidar se ha envolvimento do
estresse oxidativo em nosso modelo experimental, foi avaliada a atividade das
enzimas GPx, GR e GST. As concentracdes utilizadas nesses ensaios foram as
mesmas que nos ensaios anteriores, ou seja, 1 e 2 mM para AEME e cocaina,
respectivamente. Nossos resultados mostram uma reducédo da atividade da GPX,
apos 3 horas de incubacéo, tanto apds exposicdo a AEME e a cocaina, quanto para
a associacao entre as mesmas. Talvez essa reducao seja decorrente da diminuicao
das quantidades de GSH, conforme observado por POON et al. (2007). Interessante
observar que, em nosso modelo, ndo houve alteracdo nem da atividade da GR e
nem da GST nesse periodo de incubacéo, sugerindo que a atividade desta ultima s6
€ possivel devido a capacidade da GR em manter os estoques de GSH. Apos 6
horas de incubacdo, o decréscimo da atividade da GPx se manteve somente no
grupo da associacao. Apesar da diferenca observada entre o grupo exposto a AEME
e 0 grupo controle, esta ndo foi estatisticamente significativa, provavelmente devido
ao baixo numero de amostras analisadas. A atividade da GR permaneceu inalterada
também neste periodo, no entanto, a atividade da GST diminuiu ap6s exposicao a
AEME, a cocaina e a associacdo. Uma possivel explicacdo para este achado reside
na utilizacdo da GSH no ciclo redox, composto pela GPx e pela GR, na tentativa de
eliminar o peroxido de hidrogénio (H.O,) formado pela acdo persistente das
substancias, o contrario do que foi observado apés 3 horas de exposi¢cdo, onde a
prioridade era utilizar os estoques de GSH em reacdes de conjugacéo para eliminar
0S xenobidticos presentes sem ocasionar a producdo de substéncias radicalares.
Ainda, como ndo ocorre aumento da atividade da GR, a diminuicdo das atividades
da GPx e da GST poderia ser decorrente de uma producao insuficiente de GSH,

uma vez que as duas competem pelo mesmo substrato. E importante enfatizar que
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esta diminuicdo das atividades enzimaticas apos 3 e 6 horas de exposicdo aos
xenobidticos pode ter sido precedida por um aumento imediato destas atividades,
conforme ja observamos em outros estudos de nosso grupo. Em um modelo de
exposicdo de animais a fumaca de cigarro, ocorre, em praticamente todas as
estruturas encefalicas, aumento das atividades da GST e da GPx quando a
eutanasia é realizada imediatamente ap0s a exposicdo. Porém, essas atividades
diminuem quando ela é realizada 3 horas apds a exposicao.

A geracdo de EROS pode levar a peroxidacéo lipidica que, por sua vez, pode
produzir cetonas, epoxidos e aldeidos, como o MDA. Além de alterar a fluidez da
membrana, alguns compostos formados durante a peroxidacao lipidica, como o
préprio MDA, podem interagir com o DNA, por exemplo, provocando alteracdes nas
funcbes dessa macromolécula (LOUREIRO et al.,, 2002). O terceiro e ultimo
parametro avaliado, portanto, foi a formacdo de MDA. Nossos resultados mostraram
gue nao houve aumento significativo de MDA em nenhum periodo de exposicdo aos
xenobidticos. Apesar de ndo significativo estatisticamente, podemos observar um
aumento na formacdo de MDA apdés 48 horas de exposicdo a AEME, a cocaina e a
associacao, porém, provavelmente devido ao alto erro padrdo e ao baixo nimero de
amostra, esta diferenca ndo atingiu o nivel de significancia necessario. Uma
explicacdo para esse possivel aumento seria decorrente das alteracdes do sistema
enzimatico antioxidante, corroborando com o aumento da peroxidacao lipidica pelo
aumento de espécies reativas de oxigénio.

Além do metabolismo N-oxidativo da cocaina, seus proprios mecanismos
toxicodinamicos também podem favorecer a producdo de EROS, uma vez que o
aumento dos niveis de dopamina, a qual € removida da fenda sinaptica via auto-

oxidacdo ou pela acdo da monoaminooxidase (MAO), produzem H,0, (KLOSS et al.,
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1983; KLOSS et al., 1984; DAS et al., 1987; BENUCK et al., 1988; KOVACIC et al.,
1988; LLOYD et al., 1993; RAPAKA et al, 1997; GOLDSTEIN et al., 2004,
BASHKATOVA et al., 2005; DIETRICH et al., 2005; MACEDO et al., 2005; POON et
al., 2007). A toxicodinamica da AEME no SNC ainda nao foi estudada, mas, caso
sua acado muscarinica seja confirmada, € possivel que esta substancia leve a
neurodegeneracdo pela estimulacgdo de receptores muscarinicos tipo Mg
(SCHEIDWEILER et al., 2003). Esta subclasse de receptores esta acoplada a uma
proteina Gq que, quando ativada, estimula a atividade da fosfolipase C, responsavel
pela clivagem do fosfatidilinositol bifosfato presente na membrana celular. Um dos
produtos resultantes desta quebra € o trifosfato de inositol, o qual promove a
liberagéo de Ca®* do reticulo endoplasmaético. De acordo com MCCONKEY (1998), a
liberagéo do estoque de Ca®" intracelular pode levar tanto & apoptose pela ativacdo
da calpaina, uma protease dependente de Ca**, quanto a necrose, onde ocorre uma
liberagcdo massiva de Ca?* que sobrecarrega a atividade mitocondrial levando ao
colapso do gradiente eletroquimico e subsequente deplecédo de ATP.

Nossos resultados sugerem que a AEME e a cocaina, nas concentracdes
testadas e no modelo experimental empregado, atuem no processo
neurodegenerativo por mecanismos diferentes, sendo precedida pela producdo de
EROS. Entretanto, mais estudos sdo necessdarios para elucidar os mecanismos

envolvidos na agao téxica da AEME.
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6. Conclusao

A AEME é mais neurotdxica que a cocaina em cultura de células primérias de
hipocampo, ja& que concentragbes mais baixas de AEME promoveram a morte
neuronal, evidenciado no ensaio de MTT.

As provaveis vias envolvidas no mecanismo de morte das células hipocampais
causada pela cocaina na concentracdo de 2 mM s&o apoptose e a necrose. Porém,
no caso da AEME 1 mM, a provavel via € a apoptose, uma vez que ndo houve
liberagéo da enzima LDH.

Em ambos os casos houve diminuicdo da atividade enzimatica antioxidante, o
gue sugere que 0 estresse oxidativo possa preceder a morte neuronal.

A fragmentagdo do DNA, observada na microscopia, ocorre por mecanismos
indiretos como, por exemplo, 0 estresse oxidativo, uma vez que nao foi observada a
formacao de adutos entre as substancias de interesse e o DNA.

O efeito aditivo observado entre a cocaina e a AEME nas células hipocampais,
apos 48 horas de exposicao, no ensaio de MTT, sugere que o usuario de crack pode
estar exposto a uma maior neurodegeneracdo que 0 usuario de cocaina pelas

demais vias de administracéo.
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