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" 4 mente que se abre a uma nova idéia, jamais volta ao seu tamanho
original”

Albert Einstein



A partir do cérebro em particular, nés pensamos, vemos, escutamos, e distinguimos o feio do
bonito, o mal do bem e o prazeroso do desagraddvel.... As coisas que nos deixam loucos ou
delirantes , nos trazem medos ou ansiedade, ou nos fazem ter atos contrdrios aos hdbitos vem
do cérebro quando ele se torna anormalmente quente, frio, iimido ou seco, ou sofre alguma
afeccdo ndo natural, a qual ele ndo estd acostumado. Estes eventos fazem com que a forma
com que nos enxergamos ou escutamos as coisas, mude. Passamos a ver ou escutar agora uma
coisa, agora uma outra, e a lingua fala de acordo com as coisas vistas e escutadas naquelas

ocasides. Mas quando o cérebro estd em equilibrio, o homem pode pensar apropriadamente.”

Atribuido a Hipdcrates

Século 5°, A. C.
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LISTA DE DEFINICOES

Convulsao — Descarga paroxistica, excessiva e sincronica de neurdnios isolados ou de um
grupo de neurdnios, causada pela alteracdo de sua excitabilidade que pode produzir variadas
manifestacdes subjetivas, comportamentais e motoras.

Desejo (craving)- ansia ou intensa vontade por doses adicionais da droga. Representa o maior
fator para a recaida ao abuso da cocaina ap6és um periodo de abstinéncia. O desejo €
prontamente obtido por estimulos associados a situagdes que precedem o uso da droga, tais
como, pessoas, lugares, objetos, odores ou estados emocionais (euforia e disforia). O desejo
por cocaina pode ser resultado de um desequilibrio da neurotransmissdo dopaminérgica.

Epilepsia — grupo etiologicamente e clinicamente diverso de desordens neuroldogicas
caracterizada por descargas cerebrais espontdneas, recorrentes, paroxisticas, chamadas
convulsoes.

Estado de mal epiléptico — O dicionario da Organizagdo Mundial de Saide define EME
como “uma condicao caracterizada por crises epilépticas que sao suficientemente prolongadas
ou repetidas a intervalos curtos de forma a produzir uma crise epiléptica duradoura e
invaridvel, sem recuperacdo da consciéncia entre as crises”.

Estresse oxidativo — condi¢cdo na qual as defesas antioxidantes celulares encontram-se
inadequadas para detoxificar completamente os radicais livres gerados, devido a producdo
excessiva de espécies reativas do oxigénio, perda das defesas antioxidantes ou mais
comumente ambos.

Kindling (abrasamento) — processo no qual um estimulo inicial em estruturas limbicas
(como amigdala e hipocampo) seguido por uma resposta elétrica (pds-descarga) torna-se mais
extenso e prolongado com a repeticdo destes estimulos até que a convulsdo generalizada
ocorra.

Overdose — superdose, excesso, quantidade ou exposicdo excessiva a algo ou alguém
(KOOGAN & HOUSSALIS, 2000).

Recompensa — € o objetivo do comportamento motivado. Uma recompensa (ex.: comida)
geralmente € um estimulo complexo tendo propriedades motivacionais primdrias (ex,>
calorias) e secundarias (ex.: cheiro e sabor).

Reforco — é uma teoria pela qual um estimulo (isto €, um estimulo ndo condicionado, como a
droga ou a abstinéncia da droga, ou um estimulo condicionado, como os utensilios utilizados
para o preparo e administracdo da droga) aumenta a probabilidade de uma resposta (isto &, o
uso continuado da droga). O refor¢co € um fendmeno chave para o desenvolvimento do vicio
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pela cocaina. O reforco positivo é um processo pelo qual uma acdo que resulta em prazer, ou
recompensa se torna repetitiva. Muitas pessoas acham a euforia associada ao uso da cocaina
recompensatdria, este efeito pode levar a um refor¢co positivo e um comportamento de
persistente busca pela droga. O reforco parece ser regulado pela interacdo de multiplos
sistemas neurotransmissores € neuromoduladores.
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RESUMO



Estudo farmacoldgico e de alteracoes neuroquimicas em corpo estriado e cortex pré-
frontal de camundongos apos convulsdes e morte induzidas por overdose de cocaina.
DANIELLE SILVEIRA MACEDO. Orientadora: Profa. Dra. Francisca Cléa Florenco
de Sousa. Tese de Doutorado. Curso de Pés-graduacao em Farmacologia. Departamento
de Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2005.

Convulsdes e morte sdo as principais conseqiiéncias relacionadas a overdose de cocaina
(COC). Para determinar os sistemas neurotransmissores envolvidos com as convulsdes induzidas pela
droga camundongos Swiss machos (20-30 g), foram pré-tratados (i.p.) 15, 30 ou 60 min antes da
administracdo de COC 90 mg/kg com drogas que interferem com vdrios sistemas de neurotransmissao,
observados por 30 min e avaliados quanto a laténcia para o inicio da primeira convulsdo, percentagem
de animais que convulsionaram e percentagem de animais que sobreviveram ao tratamento. Dentre as
drogas estudadas as GABAérgicas (diazepam, fenobarbital e gabapentina) apresentaram melhor
resultado, aumentando a laténcia para o inicio da primeira convulsdo, reduzindo a percentagem de
convulsdes e morte. Das drogas dopaminérgicas, o antagonista do receptor D;, SCH23390, melhorou
os 3 pardmetros avaliados, enquanto o antagonista D, pimozide reduziu a laténcia. O antagonista
muscarinico M,, pirenzepina, reduziu a percentagem de animais que convulsionaram. A fluoxetina,
um inibidor da recaptacdo da SHT, reduziu a laténcia das convulsdes e a sobrevivéncia, 0 mesmo
acontecendo com o antagonista do receptor SHT,, mianserina. A buspirona, agonista parcial do
receptor SHT 5, aumentou a sobrevivéncia dos animais na menor dose estudada (5 mg/kg). O NMDA
reduziu a laténcia e a sobrevivéncia dos animais, enquanto a cetamina, antagonista NMDA melhorou
os trés parametros estudados. Uma reducdo na percentagem de animais que convulsionaram foi vista
com o litio, enquanto a vitamina E reduziu a percentagem de animais que convulsionaram e aumentou
a percentagem de sobrevivéncia. O antagonista opidide naltrexone reduziu a laténcia e aumentou a
morte. Observou-se que apds a overdose de COC alguns animais apresentaram estado de mal
epiléptico (EME), enquanto outros morreram apds as convulsdes. Assim, para a realizagdo dos estudos
neuroquimicos estes animais foram dissecados para retirada do corpo estriado (CE) e cortex pré-
frontal (CPF) e divididos em dois grupos, EME e morte. Apés EME ocorreu uma redugdo (40 %) e
aumento (125 %) nos niveis de dopamina (DA), respectivamente em CE e CPF, havendo também um
aumento nos metabdlitos DOPAC e HVA, respectivamente em CPF e CE. Ap6s a morte os niveis de
DA reduziram (38 %) em CPF e ambos os metabdlitos aumentaram em CE. As taxas metabdlicas para
esta monoamina aumentaram apés EME no CE e ap6s a morte no CE e CPF. O aumento no
metabolismo da DA est4 relacionado a formagdo de radicais livres. A SHT aumentou (123 %) apenas
no CPF ap6s EME, enquanto seu metabdlito SHIAA reduziu no CPF ap6s EME e morte induzida por
cocaina. A taxa metabdlica da SHT reduziu apés EME no CPF e apds a morte em ambas as areas
estudadas. A NA no EME diminuiu (52 %) no CE e aumentou (56 %) no CPF, enquanto na morte
aumentou no CE e reduziu em CPF. O EME promoveu reducio (46 %) no nimero de receptores D;-
simile em CE e CPF. Esta reducio foi acompanhada por uma reducdo e aumento, respectivamente da
afinidade (Kd) do receptor pelo ligante radioativo. Tanto EME como morte aumentaram (48 % em
CPF e 82 % no CE) o nimero de receptores D,-simile, com aumento na afinidade no CPF e redugdo
no CE. Os receptores M;-simile reduziram no CPF apds EME e morte induzida por COC. A atividade
da AChE aumentou ap6s EME (CE) e apds a morte (CE e CPF). Os receptores SHT, aumentaram (em
torno de 46 e 460 %, respectivamente, no CPF e CE) ap6s EME e morte. Os receptores GABAérgicos
e glutamatérgicos apresentaram a mesma alteracdo, com reducdo do nimero apés EME nas duas édreas
estudadas, e na morte apenas no CPF. Os niveis de nitrito/nitrato aumentaram em ambas condi¢des
experimentais e dreas cerebrais que no caso dos receptores GABAérgicos e glutamatérgicos. Os niveis
de MDA aumentaram (46 %) no CE apds a morte induzida por cocaina. Das enzimas antioxidantes a
catalase teve sua atividade reduzida pela overdose de COC no CPF e CE e pela COC em baixas doses
(10 e 30 mg/kg) apenas no CE. O pré-tratamento com diazepam levou a catalase para niveis controle.
A glutationa reduzida (GSH) aumentou apds a morte no CE e CPF. Os resultados mostram que as
convulsdes e morte induzidas por cocaina sdo eventos multimediados e que as 4reas cerebrais
estudadas, CPF e CE tém uma importante participa¢do neste processo. O estresse oxidativo também
parece estar envolvido neste mecanismo. Estes achados podem ser importantes para a determinagao de

um mecanismo neural para a toxicidade aguda induzida pela cocaina.
Palavras-chave: Cocaina; toxicidade aguda; convulsdes; corpo estriado; coértex pré-frontal.
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ABSTRACT



Pharmacological study and neurochemical alterations in striatum and prefrontal cortex
of mice after convulsions and death induced by cocaine overdose. DANIELLE
SILVEIRA MACEDO. Supervisor: Profa. Dra. Francisca Cléa Florenco de Sousa.
Doctorate’s thesis. Post-graduation course in Pharmacology. Department of Physiology
and Pharmacology, UFC, 2005.

Seizures and death are the most important toxic consequences related to cocaine (COC)
overdose. In order to determine the main neurotransmitter systems involved with cocaine-induced
seizures, male Swiss mice (20-30 g) were pretreated (i.p.) 15, 30 or 60 min before COC 90 mg/kg
administration with drugs that interferes with various neurotransmitter systems. The animals were
observed (30 min) to determine: latency to first seizure, number of seizures, and number of deaths
after cocaine overdose. Gabaergic drugs (diazepam, Phenobarbital and gabapentin) were the best ones,
increasing latency to 1% seizure and decreasing cocaine-induced seizures and mortality. The D,
receptor antagonist SCH23390 improved the three parameters observed, while the D, antagonist
pimozide (20 mg/kg) decreased latency. Pirenzepine, a M, receptor antagonist decreased the number
of animals that seized. Fluoxetine, an inhibitor of serotonin reuptake, decreased latency to 1* seizure
and survival, and the same happened with mianserin, a 5-HT, receptor antagonist. Buspirone, a partial
agonist of SHT, receptor increased animals survival, while ketamine, a NMDA receptor antagonist
improved all three parameters evaluated. Lithium decreased the number of animals that seized, while
vitamin E decreased the number of animals that seized and also mortality. The opioid antagonist
naltrexone, decreased latency and increased cocaine-induced death. It was observed that after cocaine
overdose some animals presented only status epilepticus (SE), while others died after seizures. Thus,
for neurochemical studies these animals were dissected, striatum (ST) and prefrontal cortex (PFC)
removed, and divided in two groups, SE and death. SE decreased (40 %) and increased (125 %) DA
levels in ST and PFC, respectively. There was also an increase in DA metabolites, DOPAC and HVA
in PFC and ST, respectively. After death, DA levels decreased (38%) in PFC and both metabolites
increased in ST. Metabolic rates for this monoamine increased after SE in ST and after death in ST
and PFC. The increase in DA metabolism is related to free radicals formation. SHT increased (123 %)
only in PFC after SE, while its metabolite SHIAA decreased in PFC after SE and death induced by
cocaine. The metabolic rate for SHT decreased after SE in PFC and after death in both areas studied.
NA decreased (52 %) in ST and increased (56 %) in PFC during SE, while after death increased in ST
and decreased in PFC. Dopaminergic D;-like receptors decreased (46 %) in ST and PFC after SE. This
reduction was followed by a decrease and increase, respectively, of the affinity (Kd) receptor-
radioactive ligand. An increase (48 % in PFC and 82 % in ST) in D,-like receptors number was
observed and followed by an increase in affinity in PFC and decrease in ST. Muscarinic M1 receptors
decreased in PFC after cocaine-induced SE and death. AChE activity increased after SE (ST) and after
death (ST and PFC). Serotonergic SHT, receptors increased (around 46 % and 460 %, respectively to
PFC and ST) after SE and death. GABAergic and glutamatergic receptors presentes the same
alterations, reduction after SE in both brain areas studied and only in PFC after death. Nitrite/nitrate
levels increased in all conditions determined for GABAergic and glutamatergic receptors. MDA levels
increased (46 %) only after death in ST. From antioxidant enzymes, catalase had its activity decreased
after cocaine overdose in ST and PFC, the same happened with cocaine in low doses (10 and 30
mg/kg), only in ST. Pretreatment with diazepam brought catalase levels to control values. Glutathione
increased after death in ST and PFC. Taken together these results showed that cocaine-induced
seizures and death are multimediated events and that the brain areas studied, PFC and ST are
important to this brain process. Oxidative stress also seems to be involved in this mechanism. These
findings may be important for determining the neural mechanisms that mediate acute cocaine toxicity.
Keywords: ~ Seizures, cocaine-induced lethality, toxicity, prefrontal cortex, striatum.
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1 COCAINA

1.1 Introducao

A cocaina € obtida das folhas do arbusto da coca (Erythroxylon coca) (figura I -1
A), do qual existem variedades como a boliviana (huanaco), colombiana (novagranatense) e
peruana (trujilense). A planta possui 0,5 % a 1 % de cocaina e pode ser produtiva por periodos

de 30 ou 40 anos, com cerca de 4 a 5 colheitas por ano.

Esta substancia possui propriedades estimulantes e é comercializada sob a forma
de um pé branco cristalino, inodoro, de sabor amargo e solivel em dgua, assumindo apelidos
como: “coca”, “branca”, “branquinha”, “gulosa”, “Jilia”, “neve” ou “snow”. O p6 (figura I-1
B) € obtido mediante um processo de transformacao das folhas da coca em pasta de cocaina e

esta em cloridrato (PLATT, 1997).

Geralmente, o cloridrato de cocaina é consumido por inalacdo, mas pode também
ser absorvido pelas mucosas (por exemplo, esfregando nas gengivas). Além disso, pode ainda
ser injetado puro ou misturado com outras drogas. Nao € adequado para fumar. A cocaina é,
por vezes, adulterada com o objetivo de aumentar o seu volume ou de potenciar os efeitos.
Nestes casos, ¢ misturada a substancias como: lactose, medicamentos (procaina, lidocaina ou
benzocaina), estimulantes (como anfetaminas ou cafeina) ou outras substincias, como

descrito em secdo posterior (PLATT, 1997).

A droga pertence ao grupo das substancias simpatomiméticas indiretas: provoca
um aumento de neurotransmissores na fenda sindptica e um elevado estimulo das vias de
neurotransmissdo, nas quais a dopamina, a noradrenalina e a serotonina estdo implicadas. E
um estimulante do Sistema Nervoso Central (SNC), agindo sobre ele com efeito similar ao
das anfetaminas. Esta substancia atua especialmente nas dreas motoras, produzindo agitacdo
intensa. No plano terapéutico, foi usada como analgésico e anestésico, sendo protétipo de

parte dos anestésicos locais usados atualmente (PLATT, 1997).
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b

Fonte: http://www.usdoj.gov/dea/pubs/intel/99024/99024 .html. Acesso 27/06/2005

Figura I-1a. Planta Erythroxylon coca Shrub; 1b. Representacido do Cloridrato de cocaina
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1.2 Historico

Estudos arqueoldgicos mostraram que a utilizacao da folha da coca € muito antiga,
tendo sido encontrados vestigios do seu consumo no Equador e no Peru datados de 2500 A.C.
A planta Erythroxylon coca tem origem na América do Sul, nas regides altas dos Andes.
Foram os indios bolivianos Aymara, conquistados pelos Incas no século X, que comegaram a
utilizar a palavra “coca” que significa “planta”. Nos séculos XII e XIII, a coca deu origem a
inimeros confrontos, até que os Incas, em 1315, conseguiram o seu monopolio. Para este
povo, a coca era uma planta medicinal e sagrada, incluida, por isso, em rituais religiosos,
profecias, casamentos, funerais e nos rituais de iniciagdes de jovens nobres (“haruaca’). No
entanto, a sua utilizacdo nao era generalizada, sendo apenas acessivel a elite Inca (SIEGEL,

1982).

Com a descoberta da América, comegaram a surgir atitudes contraditdrias face a
coca. Se por um lado a Igreja proibe a sua mastigacao, com o intuito de abolir um vicio pagao,
por outro, quando percebe os beneficios que poderiam advir da manutenc@o do seu consumo,
permite que os indios trabalhem sob o seu efeito. Um édito de Felipe II da Espanha legaliza o
uso da coca, generalizando seu consumo por toda a populagdo nativa. A coca chega a tornar-
se um substituto da alimentacdo. Neste momento, multiplicam-se as referéncias ao consumo
de coca por viajantes e cronistas, que lhe atribuem beneficios medicinais e estimulantes.
Apesar disso, os espanhdis ndao exploravam comercialmente este produto, ao contrario do que

aconteceu com o tabaco e o quinino (SIEGEL, 1982).

Em 1580, Monardes descreve a planta da coca pela primeira vez. No entanto, esta
continua a ser exclusiva da América do Sul. Apenas em 1750 € que s@o enviadas as primeiras

plantas para a Europa pelo botanico Joseph Tussie (SIEGEL, 1982).

Em 1858, o quimico alemao Albert Niemann reconhece as propriedades
estimulantes da planta coca e nos meados de 1800 (1862) extrai a substancia pura, cloridrato

de cocaina. A droga foi inicialmente usada como medicamento para a astenia e diarréia num
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regimento alpino por Aschenbrant, um médico militar baviero. Foi rapidamente
comercializada em grande escala, passando a ser constituinte de vérios produtos como o vinho
tonico de Angelo Mariani (Vin Mariani), remédios caseiros e até mesmo a Coca-Cola.
Acredita-se que a formula original da Coca-Cola® que foi desenvolvida em 1886 pelo

farmacéutico John Pemberton continha aproximadamente 2,5 mg de cocaina por 100 mL de

solucdo (http://cocaine.org/coca-cola/ acesso: 22/06/2005). A férmula era vendida como cura
para dor de cabeca e estimulante. A cocaina permaneceu na composi¢ao da coca-cola por 17

anos.

Nesse interim a cocaina passou a ser o remédio de elei¢cdo para quase todas as
doencas. Personalidades como Sir Arthur Conan Doyle (criador do famoso detetive Sherlock
Holmes), Jalio Verne, Thomas Edison, o Papa Ledo XIII, Rei William III, Alexandre Dumas,

R. L. Stevenson, dentre outros se tornam seus convictos defensores (PLATT, 1997).

Freud, apds a ter experimentado e feito revisdo da literatura disponivel sobre o
assunto, contribui para provar a ag¢do da cocaina como anestésico local, recomendando-a
inclusive para problemas como depressdo, perturbagdes digestivas, asma, estimulante,
afrodisiaco, dentre outros. (FREUD, 1884). Na medida em que se vao observando os efeitos
negativos do consumo de droga e apds a publicacdo sobre heroinomania de Louis Lewin,
Freud (1974 - figura I-2) reformula a sua posicdo e comeca a trabalhar o conceito de
toxicomania, publicando também os "apontamentos sobre a ansia de cocaina". Entre 1885 e
1890, a literatura médica apresenta mais de 400 relatos de perturbacdes fisicas e psiquicas
devido ao consumo desta substancia. Dado que muitos deles se referiam a pessoas a quem
tinha sido administrada cocaina como antidoto para a morfinomania, as duas drogas (cocaina
e morfina), apesar de possuirem efeitos muito diferentes, comecam a ser confundidas e

regulamentadas, internacionalmente, de forma igual.

O uso da cocaina como anestésico local em cirurgia ocular e otorrinolaringolégica
generalizou-se, tendo sido, mais tarde, substituida por equivalentes mais seguros (PLATT,

1997).
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Fonte: http://www.loc.gov/exhibits/freud/freud01.html. Acesso: 23/09/2005.

FIGURA I-2 - Parte do livro de Freud, onde o mesmo comeca a trabalhar o conceito de

toxicomania.

De uma maneira mais acentuada nos anos 20, verificou-se nos paises ocidentais

um grande aumento no consumo de cocaina por aspira¢do nasal. Foram necessarias medidas

de controle internacionais e a Segunda Guerra Mundial para que a magnitude desta epidemia

comegasse a sofrer uma reducdo. Até os anos 70, o consumo manteve-se bastante marginal,

quando a partir daf a cocaina comecgou a ser associada a imagem de €xito social (nos Estados

Unidos). Tal fato voltou a acentuar o consumo, que se generalizou as diferentes classes

sociais e teve grande aceitacdo entre consumidores de outras drogas como heroina, dlcool ou

anfetaminas, tornando-se um grave problema de saide publica (CREGLER & MARK, 1986).
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No Brasil, os anos 80 marcam o aparecimento da cocaina no mercado negro.
Inicialmente como droga utilizada pela elite, mas rapidamente sofreu banalizacdo e
generalizacdo do seu consumo. Atualmente, enquanto o uso da cocaina parece ser menos
prevalente na Europa do que nos EUA, na América do Sul a cocaina é um problema
importante e crescente, particularmente em paises produtores de cocaina, tais como Coldombia,
Peru e Bolivia (NEGRESS, 1992). O Brasil, devido a sua posi¢do estratégica, tornou-se uma
importante rota para o trafico de cocaina e isto tem levado a uma disseminagdo de seu uso e

ao surgimento de um importante mercado consumidor (WORLD DRUG REPORT, 2004).

1.3 A¢oes da cocaina no organismo

A cocaina inibe a captacdo de neurotransmissores, como dopamina, serotonina e

noradrenalina, portanto aumentando seus niveis na fenda sindptica (figura I-3).

Neurotransmissor

N'e_urﬁnio
pos-sinaptico =
receptores
pos-sinapticos

Fonte: www.ac-rouen.fr/pedagogie/equipos/svt/perso/synapse-dopamine/synapse.html. Acesso: 24/05/05

Figura I-3. Mecanismo de acido da cocaina. A cocaina inibe a recaptagio de neurotransmissores
como a NA, DA e SHT, aumentando seus niveis na fenda sinaptica.
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A ingestdo da cocaina provoca uma sensagdo de euforia e prazer e produz melhora
das atividades motoras e intelectuais, perda da sensacdo de cansago, anorexia e insdnia
(POLLOCK et al., 1991). Em dose exagerada (overdose) aparecem sintomas de irritabilidade,
agressividade, delirios e alucina¢des. Pode ocorrer também aumento da temperatura e da
pressdo arterial, taquicardia e degeneracdo dos musculos esqueléticos. Este excesso pode levar
a convulsdes, faléncia cardiaca ou depressdo respiratoria, culminando com a morte (GAY,

1983).

Quando a droga € usada por via endovenosa ou respiratdria os efeitos sdo quase
imediatos, devido a ndo sofrer metabolismo de primeira passagem, aumentando a
probabilidade de uma overdose. No caso da via endovenosa, além do risco de overdose, ha
também o perigo de infeccao através do uso de seringas contaminadas, principalmente com o

virus da SIDA, da hepatite e de outras doencas transmissiveis (BROWN, 1992).

1.4 Dados epidemioldgicos relacionados ao vicio por cocaina

O Informe Mundial sobre Drogas de 2004 (WORLD DRUG REPORT 2004),
mostra que a cocaina € a segunda droga-problema mais comum no mundo e a principal das
Américas. Em vdrios paises do Oeste Europeu, € a segunda ou terceira droga-problema mais

comuim.

Estimativas do referido Informe indicam que o consumo da cocaina afeta um
nimero maior que 13 milhdes de pessoas ou 0,3 % da populagdo mundial com idade de 15 a
64 anos. A maior parte da cocaina continua a ser consumida nas Américas (65 %),
notavelmente na América do Norte (48 %). A taxa de prevaléncia total do uso de cocaina nas
Américas é de 1,6 %. O maior mercado da cocaina no mundo continua a ser os Estados
Unidos (5,9 milhdes de pessoas em 2002, o que equivale a 2,5 % da populacdo com idade

acima de 12 anos ou 3,1 % da populacdo com idade entre 15 e 64 anos).
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Os 3,3 milhdes de usudrios da cocaina na Europa sdo responséveis por % do uso
global da droga (0,6 % da populacdo com idade entre 15-64 anos). As maiores prevaléncias
de uso da cocaina na Europa foram reportadas na Espanha (2,6 % em 2001), Irlanda (2,4 %
em 2002), Reino Unido (2,1 % em 2003) e Holanda (1,1 % em 2001). O nivel mais baixo de

uso da droga foi visto na Asia.

De acordo com o “I Levantamento Domiciliar sobre o Uso de Drogas
Psicotrépicas no Brasil” feito em 2001 usando uma amostragem de 107 cidades com mais de
200 mil habitantes o que abrange 41,3 % da populacdo total do Brasil (ou seja, 45.045.907
pessoas), foi observado que da populacdo estudada, 2,3 %, ou seja, 1.076.000 pessoas ja
haviam usado cocaina durante sua vida. Na faixa etaria dos 25 aos 34 anos, 7,2 % dos
entrevistados do sexo masculino ja haviam experimentado a cocaina. Dentre os entrevistados,
tanto homens como mulheres em todas as faixas etdrias estudadas, dos 12 anos até acima de
35 anos, em torno de 45 % destes relataram ser muito f4cil obter cocaina, caso desejassem.
Com relagdo ao crack esta percentagem caiu para 35 %. Deste grupo 55 % considerou como
risco grave usar cocaina/crack uma ou duas vezes na vida e quando a pergunta abordou o uso
didrio da droga esta percentagem subiu para quase 100 %. A prevaléncia de maior uso de
cocaina foi na Regido Sul, com 3,6 %. A regiao Sudeste em segundo lugar, com 2,6 % e, nas
regides Nordeste e Centro-oeste, em cada uma delas a percentagem ficou em torno de 1,4 %.
A menor percentagem foi de 0,8 % na Regido Norte onde foi observado um maior consumo
de merla, uma forma de cocaina que é fumada. Observou-se neste estudo o predominio de

uso da cocaina entre homens (CARLINI et al., 2002).

Com relacdo a cidade de Sao Paulo é estimado que 1,7 % da populagdo geral e 10
% daqueles com idade entre 18 e 28 anos jd tenham usado cocaina (GALDUROZ et al.,
2000). A maioria dos pacientes que se apresenta nos servigos para tratamento contra o abuso
de drogas s@o usudrios de cocaina. Até a década de 80 a forma de cocaina utilizada era
predominantemente o pd, mas na década de 90 ocorreu uma explosdo do uso de crack
(DUNN, 1999). Os usudrios de cocaina em tratamento sao pessoas jovens, solteiras,
principalmente do sexo masculino com baixo grau de escolaridade. Com relacdo a via de
administracdo, 61 % deles fumam crack, 37 % cheiram o p6 da cocaina, e 2 % usam a droga

na forma injetavel (FERRI et al., 2004).
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Nos Estados Unidos 0s nimeros sdo mais precisos porque no Brasil, ndo existem
dados das incidéncias de casos emergéncia por overdose da droga. Nos EUA em 2002 as
estimativa mostravam 1,5 milhdes de americanos classificados como dependentes da droga
ou abusando da mesma durante os ultimos 12 meses de acordo com o U.S. Department of
Health and Human Services. A mesma pesquisa estima a existéncia de 2 milhdes de usudrios.
O uso constante aumentou durante os anos 90 chegando a 1,2 milhdes em 2001. Os adultos
entre 18 e 25 anos sdo os usudrios mais freqiientes e destes a maioria sdo homens. Os dados
do Alerta sobre drogas de abuso nos EUA (DAWN- DRUG ABUSE WARNING NETWORK,
2002) mostraram que as emergéncias devido ao uso da cocaina aumentaram em 33 % entre

1995 a 2002, subindo de 58 para 78 ocorréncias por 100.000 habitantes.

Muitas pessoas continuam a usar a droga apesar das severas penas associadas ao
porte e venda da cocaina (FISCHMAN, 1987). Conseqiientemente, o uso da cocaina ¢é
freqiientemente associado ao crime. De fato, alguns estudos mostram que cerca de 70 % dos
presos em cadeias estdo nesta condi¢do por episddios relacionados a drogas (STEWART,
1990), sendo a cocaina a mais utilizada entre os presos tanto do sexo masculino como

feminino (FEUCHT, 1995).

1.5 Reacoes adversas ocasionadas pelo uso da cocaina

A cocaina pode provocar uma variedade de efeitos adversos. Até mesmo em
baixas doses, alguns usudrios referem efeitos como inquietacio, palpita¢des e ansiedade. Em
altas doses, sinais e sintomas mais severos se desenvolvem, tais como hipertensdo, tremores,
hiperatividade, hiperreflexia, arritmias cardiacas e convulsdes (BENOWITZ, 1993). A morte
pode ocorrer por hemorragia cerebral ou infarto cardiaco ou cerebral (CALLAWAY &
CLARCK, 1994; DAVIS & SWALWELL, 1996). As vias injetaveis e fumo de crack sdo
associadas ao rapido inicio de a¢do e a liberacdo de bolus da droga para o cérebro e outros
orgdos. Estas vias sdo mais associadas a reacdes adversas agudas (POTTIEGER et al., 1992).
Em um estudo sobre reacdes adversas por drogas estimulantes (p6 da cocaina, anfetaminas e
ecstasy) em uma amostra de viciados nao submetidos a tratamento em Londres
(WILLIAMSON et al., 1997), cerca de % dos individuos que haviam usado cocaina na forma

de p6 reportaram terem tido ma experi€éncia com a droga e em 16 % esta experiéncia havia
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sido no ultimo ano. As experiéncias mais comuns foram perda de apetite, ataques de panico,

paranoia e sensacdo de desmaio.

1.6 Overdose de cocaina

Overdose significa o uso de qualquer droga em quantidades tais que efeitos
adversos agudos fisicos e mentais ocorram. Ela pode ser deliberada ou acidental, fatal ou ndao
fatal. A overdose de cocaina constitui uma emergéncia médica. O paciente pode apresentar
psicose aguda ou comportamento maniaco, incluindo parandia, panico, agitacdo. Alucinagdes
tateis e visuais também podem ocorrer. Os sintomas fisicos da overdose podem ser
neuroldgicos (tremores grosseiros e convulsdes), cardiovasculares (taquicardia e contracdo
ventricular prematura que podem levar a fibrilacdo ventricular, ou efeitos toxicos diretos da
cocaina no miocdrdio podem levar a uma faléncia cardiaca), ou respiratérios (edema
pulmonar e colapso respiratdrio). Hipertermia, coma e paralisia flacida também podem estar

presentes (PLATT, 1997).

A principio a overdose era considerada como sendo um evento raro, mas parece
que sua ocorréncia estd aumentando. Por exemplo, em Sao Francisco nos EUA, as
convulsdes associadas com overdose de cocaina sofreram um incremento de 4 % quando
relacionadas a todas as convulsdes associadas com o envenenamento € intoxicagdo por
drogas em 1981 para 23 % no periodo de 1988 a 1989 (OLSON et al., 1994). POTTIEGER et
al. (1992) relataram que a overdose por cocaina foi muito comum em uma amostra
combinada de usudrios da droga em tratamento e nao-tratados (usudrios de rua): 40,3 % ja
havia apresentado pelo menos um episddio de overdose, 26,6 % pelo menos 2; 17,6 % pelo
menos 3 e 10,3 % 4 ou mais vezes. Estas taxas foram mais altas em usudrios nio tratados.
Com relagdo ao uso do crack 11 % dos usudrios em tratamento e 25,5% dos usudrios de rua
relataram terem constantemente episodios de overdose. Para os que cheiram a droga estas
percentagens foram alteradas para 5,2 e 55,8 %, respectivamente. No caso dos usudrios por
via intravenosa os nimeros subiram para 14,5 e 64 % respectivamente para os usuarios em
tratamento e usudrios de rua (PLATT, 1997). A overdose por cocaina € dose-relacionada,
mas nio dose-especifica, com grandes variacdes dependendo da via de administragdo e
caracteristicas do paciente. O uso oral pode resultar em menor toxicidade do que o inalatdrio,

injetavel e o fumado, devido a rdpida hidrélise da droga no estomago (GAY, 1982).
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A impureza da droga vendida na rua pode contribuir para o desenvolvimento da
overdose, visto que o usudrio precisard de doses adicionais da droga para conseguir o efeito
desejado. A curta duracao de acdo da droga e como resultado desta curta agdo um aumento no
nimero de administragdes também aumentam o risco de overdose por erro na quantidade de

droga administrada (POTTIEGER et al., 1992).

O uso de uma série de doses pequenas de cocaina abaixo do limiar da convulsao
pode resultar nos mesmos sintomas desencadeados pelo uso de altas doses. Este fendmeno €
denominado kindling ou abrasamento e € observado principalmente com relagdo ao
desenvolvimento de convulsdes (POST et al., 1976; POST & KOPANDA, 1976).

Com relacdo a morte relacionada a cocaina, quando esta ocorre € de forma
relativamente rapida e imprevisivel (SMART & ANGLIN, 1987). Deve-se ressaltar que a

cocaina tem um baixo indice terapéutico (GAY, 1981).

1.7 Adulterantes presentes na cocaina vendida nas ruas e sua relacao com

os efeitos colaterais da droga

Um outro aspecto importante com relagdo a ocorréncia de convulsdes sao os
adulterantes presentes nas drogas de rua. No Brasil, bem como em outros paises a cocaina de
rua € comumente vendida no mercado ilicito como um pé branco, contendo cloridrato de
cocaina e vdarias outras substancias. Alguns contaminantes derivados do refino também sdo
encontrados. No mercado ilicito a cocaina é raramente encontrada como droga 100 % pura
(BARRIO et al., 1997; FUCCI & GIOVANNI, 1998; BARMEJO-BARRERA & BERMEJO-
PARRERA, 1999). Estes produtos de adulteracdo podem causar reagdes inesperadas em
pacientes intoxicados, as quais podem ser fatais (SHANNON, 1988).

Entre os adulterantes encontrados sdo geralmente adicionados pds-brancos, dentre
os quais os anestésicos locais como a lidocaina sdo os mais comuns, provavelmente
adicionados para mimetizar o efeito anestésico local da cocaina. Em um estudo que analisou

a composicao da cocaina ilicita, foi observado que das 634 amostras analisadas, 211 também
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continham lidocaina e outros anestésicos locais (BROWN & MALONE, 1976). Uma outra
investigagdo determinou que 29 % das 3000 amostras analisadas continham lidocaina
(CUNNINGHAM et al., 1984). A presenca de lidocaina pode sensibilizar o corac¢do e induzir
arritmias e depressdo cardiaca (SHANNON, 1988; DERLET et al., 1991). Estudos de casos
clinicos em humanos documentaram comportamento bizarro, psicose aguda e mortes
atribuidas a ingestdo de lidocaina e cocaina simultaneamente (WETLI & FISHBAIN, 1985).
Nestes casos quando houve morte, os niveis de cocaina estavam abaixo daqueles que
produzem overdose (BROWN & MALONE., 1976). A presenca de lidocaina também pode
produzir ou potencializar convulsdes e outros problemas quando usada em grandes

quantidades, da mesma forma que a cocaina.

Efeitos aditivos ou sinérgicos podem aparecer quando estas duas drogas sao
utilizadas em associacdo (DERLET et al., 1991). Este estudo foi confirmado por BARAT &
ABDEL-RAHMAN (1996), que administraram injecdes intravenosas de cocaina 5 mg/kg e
lidocaina 5 mg/kg sozinhas e em associacdo e observaram que nestas doses quando
administradas sozinhas as drogas ndo causavam convulsdo, mas quando associadas
produziam convulsdo semelhante a da administracdo de cocaina 20 mg/kg sozinha. Estes
pesquisadores concluiram que esta potencializacdo ocorre em parte pela depressio de

mecanismos inibitorios de neurotransmissao.

A presenca de outros contaminantes como cafeina foi estudada em amostras na
Espanha (LOPES-ARTIGUEZ et al., 1995). A presenca desta droga pode potencializar
efeitos neuropsiquiatricos e cardiovasculares. Outros adulterantes como carbonatos e
bicarbonatos, agucares, dentre outros também foram encontrados. Em um trabalho recente
BERNARDO et al. (2003), foi tracado o perfil dos contaminantes em amostras apreendidas
pela policia entre Janeiro e Dezembro de 2001 em Minas Gerais. Resultados positivos foram
obtidos em 88,9 % das amostras, das quais cafeina foi encontrada em 50,2 % e lidocaina em
65 % dessas amostras, vale ressaltar que uma delas continha 92 % de lidocaina. Carbonatos e
bicarbonatos foram encontrados em 41,2 e 51,2 %, respectivamente das amostras apreendidas
e aclicares como glicose, sacarose e frutose foram encontrados em 11,5; 14,8; 6,2 e 3,3 % das

amostras, respectivamente.
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2 Convulsoes e estado de mal epiléptico

Crises convulsivas por defini¢ao sdao descargas sincronicas, de grande intensidade
(paroxisticas) e excessivas de um grupo de neurénios (MELDRUM & CHAPMAN, 1999).
Estas podem ser classificadas clinicamente em duas categorias: parciais e generalizadas
(Quadro I-1). Esta classificacdo simples provou ser extremamente Util para os clinicos, pois
a efetividade das medicacOes anticonvulsivantes depende do tipo de convulsdo. As crises do
tipo parcial originam-se em um grupo pequeno de neurdnios que constituem o foco da
convulsao. Desta forma a sintomatologia depende da localizacdo do foco no cérebro. Estas
crises podem ser do tipo parcial simples (sem alteragdes na consciéncia) ou parcial complexa
(com alteracdes na consciéncia). As crises podem ter inicio focal e posteriormente
generalizarem (envolverem o cérebro como um todo), sendo nestes casos chamadas crises
parciais complexas com tdnico-clonicas secunddrias. As crises generalizadas envolvem os
dois hemisférios cerebrais desde seu inicio. Elas podem ser divididas em convulsivas e nio
convulsivas dependendo se a crise € associada com movimentos tonicos/clonicos ou ndo,
respectivamente. Um exemplo das ndo convulsivas € a crise de auséncia tipica ou pequeno

mal onde o paciente cessa a atividade motora, acompanhado de perda da consciéncia.

As crises generalizadas podem consistir apenas de movimentos motores
(mioclonicos, clonicos ou tdnicos) ou uma abrupta perda do tonus (atonia). Porém, a crise
generalizada mais comum € a tonico-clonica também chamada de grande mal. Estas crises
convulsivas iniciam abruptamente com um grito ou grunhido, freqiientemente com contracao
ténica do diafragma e térax e desenvolvimento de uma expiracio forcada. E durante esta fase
(tdnica) que o paciente pode cair chao perder o controle dos esfincteres e ficar ciandtico. Esta
fase tem duracdo aproximada de 30 s. Apds esta fase ocorrem clonias das extremidades

durando 1 a 2 min (WESTBROOK et al., 2000).
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Quadro I-1 Classificacao Internacional das Crises Epilépticas

I. Crises Parciais (focais)
A. Crise parcial simples (com sintomas motores, sensoriais, autondomicos ou
psicolégicos)
B. Crise parcial complexa
C. Cirise parcial complexa com generalizagcdo secundéria
IIL. Crises Generalizadas (convulsivas ou nao convulsivas)
A. Auséncia
1. Tipica (pequeno mal)
2. Atipica
Miocldnicas
Clonicas

Tonicas

S O

Tonico-clonicas (grande-mal)
F. Atonicas

II1. Nao Classificadas
Fonte: WESTBROOK, G. L. In: Kandel et al.,2000

A primeira descricdo na histéria do que poderia ser um caso de estado de mal
epiléptico (EME) pode ser encontrada nas 25 e 26" tdbuas do Sakikku cuneiforme datando de
718-612 AC. O EME descrito neste periodo geralmente consistia em convulsdes tonico-
clonicas generalizadas (EME por crises generalizadas, ou EMECG). Descricdes esporadicas
de outras formas de EME apareceram, mas foram realmente descobertas apds o advento do
eletroencefalograma (EEG). EMECG foi reconhecido rapidamente como uma emergéncia
médica, enquanto as outras formas foram agrupadas juntamente com o EME ndo convulsivo
(EMENCQ). Isto deu origem a primeira classificacao pratica de EME: EMECG e EMENC.
Esta classificacdo logo foi considerada inadequada. Ela agrupava EME consistindo em crises
de auséncia ou pequeno mal e EME decorrente de crises parciais complexas ambas podendo
levar a estados clinicos similares. No Coléquio de Marselha em 1962, a defini¢do tradicional

de EME foi ampliada para convulsdes epilépticas que eram tao prolongadas ou repetidas para
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consistir em um estado epiléptico durdvel e fixado. Esta definicdo implicava que existiam
tantos tipos de EME como existiam tipos de crise e que as classificagdes de EME deveriam
ser similares as das crises. O diciondrio da Organizacdo Mundial de Saude define EME como
“uma condicao caracterizada por descargas elétricas que sao suficientemente prolongadas ou
repetidas a intervalos curtos de forma a produzir uma crise duradoura e invaridvel”. Esta
definicdo foi modificada na versdo de 1981 da classificagdo internacional como uma
condicdo na qual “uma crise que persiste uma quantidade suficiente de tempo ou € repetida a

uma freqiiéncia suficiente para que a recuperagao entre 0os ataques nao ocorra”.

Existem algumas controvérsias em relac@o a exata definicdo de EME, SHORVON
(2000) sugeriu que a crise deveria durar 30 a 60 min para ser considerado EME. Alguns
trabalhos sugerem um tempo de corte de 30 min. DELORENZO et al. (1995) compararam
pacientes com crises que duraram entre 10 e 29 min com aqueles nos quais as crises duraram
mais que 30 min e concluiram que crises mais curtas sdo mais faceis de controlar e t€m uma
mortalidade mais baixa. SHINNAR et al., 2001 identificaram uma sub-populacdo de criangas
predispostas a convulsdes prolongadas (>30 min) e concluiram que seus dados dao suporte
para o inicio do tratamento 5-10 min ap6s o inicio de qualquer crise, mas mantiveram o tempo
de corte de 30 min da definicdo de EME. LOWENSTEIN et al. (1999) argumentaram que
basear uma definicdlo de EME em inicio de les@o neuronal é questiondvel. Como crises
isoladas raramente duram mais que poucos minutos, eles propuseram a revisao do tempo de

corte operacional do EME para 5 min no adulto.

Segundo WARNER-SMITH (2001) o EME duradouro, ou seja, maior que 30 a
45 min leva a varias complicacdes, incluinda lesdo neuronal. Estas lesdes ocorrem
principalmente como conseqiiéncia da excitotoxicidade do glutamato (WARNER-SMITH,
2001). Modificacdes fisiologicas no estado de mal epiléptico generalizado podem ser
subdivididas em: recentes (0-30 min)- durante esta fase, o metabolismo cerebral ¢é
aumentado, mas os mecanismos fisiolégicos sdo suficientes para compensar esta demanda,
desta forma o tecido estd protegido contra hipéxia e dano metabdlico; tardias (apds 30
minutos) - os mecanismos fisiolégicos sao insuficientes para impedir a lesdo, o que leva a

uma altera¢do metabdlica por hipdxia do tecido cerebral (SHORVON , 2000).
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O mecanismo para a ocorréncia do EME ainda ndo estd elucidado. Sabe-se que
ocorre uma falha nos mecanismos fisioldgicos de finalizacdo das crises. Embora algumas
modificagdes bioquimicas que ocorrem no EME sejam conhecidas, por exemplo, perda da
sensibilidade do receptor GABAA ou acentuacdo da excitacdo glutamatérgica, ainda faltam
dados experimentais. Especula-se que a adenosina estd sendo especulada como tendo alguma

acdo na finalizacdo do EME.

2.1 Convulsao e estado de mal epiléptico induzidos por cocaina

Um aspecto importante com relacdo as drogas de abuso e também referente
especificamente a cocaina € a incidéncia cada vez maior nas emergéncias, de pacientes com

quadro de convulsdo e estado de mal epilético (EME) (HANSON et al., 1999).

Em pelo menos um estudo (LOWENSTEIN et al., 1987), convulsio e EME
representaram as principais complicacdes do uso de cocaina. O’DELL et al. (2000) também
enfatizaram que além de seu poder em causar vicio o abuso da cocaina estd associado a
conseqiiéncias téxicas, incluindo convulsdo e morte. O aparecimento de convulsdes e EME
pode ser em parte devido a reducdo no limiar da convulsdo produzida pela cocaina
(JONSSON et al., 1983; RITCHIE & GREENE, 1990), ou pode ocorrer secundariamente aos
eventos cardiacos induzidos pelo SNC (MITTLEMAN & WETLI, 1984), ou também como
resultado das febres altas induzidas pela droga (ROBERTS et al., 1984).

De modo geral, as convulsdes induzidas por cocaina se manifestam como ataques
tonico-clonico generalizados e EME capaz de produzir modificacdes epileptogénicas, lesdao
neurolégico e psiquidtrico duradouro e morte (KRAMER et al., 1990; DHUNA et al., 1991;
BENOWITZ, 1993). As convulsdes podem ocorrer apds um uso recreacional de baixas doses,
bem como apds episddios de overdose (KRAMER et al., 1990; DHUNA et al., 1991) e
geralmente produzem EME que ocorre em minutos apds a administracao da droga através das
vias endovenosa, nasal ou inalatéria; pela via oral o tempo € pouco previsivel (SCHRANCK,

1993).
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O EME causado pela cocaina € de dificil controle e pode ser fatal (CAMPBELL,
1988; ROTH et al., 1988). Além disso, a droga pode causar outros tipos de ataques, alguns
dos quais até nem parecem convulsdes a primeira vista. Comportamento bizarro, confusao,
incoeréncia, movimentos repetitivos incontroldveis dos bracos ou pernas ou boca, e outros

movimentos estranhos no corpo podem ser resultados de descargas elétricas focais em dreas

especificas do cérebro (MERRIAM et al., 1988).

2.2 Neurotransmissao monoaminérgica e seu envolvimento nos processos

convulsivos

2.2.1 Sintese, receptores e funcoes das monoaminas

As monoaminas, compostos que possuem apenas um grupamento amina,

compreendem a noradrenalina (NA), dopamina (DA) e serotonina (SHT).

Dentre as monoaminas, as catecolaminas, substincias que possuem um ntcleo
catecol (anel benzeno com dois grupamentos hidroxil adjacentes) e uma cadeia lateral de
etilamina ou um de seus derivados (FELDMAN et al., 1997), como noradrenalina (NA) e
dopamina (DA), sdo sintetizadas a partir do aminoacido aromético L-tirosina. Duas reagdes
transformam tirosina em DA: a primeira € catalisada pela enzima tirosina hidroxilase (TH) a
qual converte tirosina em L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA). A TH é considerada a
enzima limitante nesta sintese (FELDMAN et al., 1997). O segundo passo ¢ a
descarboxilacao da DOPA, catalisada pela enzima DOPA descarboxilase, a qual produz DA
que sofre acdo da dopamina B-hidroxilase para tornar-se NA. Apds serem sintetizadas as
catecolaminas se difundem pela fenda sindptica e podem ser catabolizadas pelas enzimas
monoamina oxidase (MAQ) e catecol o-metil transferase (COMT) que estdo amplamente
distribuidas no corpo e SNC. A MAO estd localizada na parte externa da membrana
mitocondrial (COSTA & SANDLER, 1972) e pela sua localiza¢do intracelular, tem um papel
estratégico na inativacdo das catecolaminas que estdo livres na fenda sindptica. A COMT age

nas catecolaminas extraneuronais. Os metabdlitos produzidos pela a¢do destas enzimas sdo: o
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acido dihidroxifenilacético (DOPAC) e 4cido homovanilico (HVA), sendo este dltimo o

principal metabdlito da DA (Figura I-4).

Dopamina 3-Metoxidopamina
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Fonte: RANG et al., 2004

Figura I-4. Principais vias do metabolismo da dopamina no cérebro (MAO,
monoamina oxidade; COMT, catecol- o-metiltransferase).

O processo de captagdo das monoaminas foi originalmente descrito por
AXELROD (1971) e é de suma importancia para a finaliza¢do da a¢do do neurotransmissor
na fenda sindptica. A captacdo é mediada por um carreador ou transportador localizado no
lado externo do neurdnio catecolaminérgico, e ¢é saturdvel, obedecendo a cinética de
Michaelis-Menten. Um processo de transporte seletivo para NA € encontrado apenas nos
neurdnios noradrenérgicos, enquanto um transportador com especificidade diferente &
encontrado nos neurdnios dopaminérgicos. Estes transportadores fazem parte de uma grande
familia de neurotransportadores (AMARA & KUHAR, 1993). O processo de captacdo é

dependente de energia, desde que ele pode ser inibido pela incubacdo a baixas temperaturas
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ou por inibidores metabdlicos. O processo depende de um gradiente de Na* e de CI". Este

transporte pode ser inibido por drogas como os antidepressivos € a cocaina.

A DA constitui cerca de 80 % do conteido de catecolaminas no cérebro.
Projecdes origindrias de dreas cerebrais que sintetizam este neurotransmissor originam quatro
vias axonais: (1) Nigro-estriatal; (2) mesolimbica; (3) mesocortical e (4) tuberoinfundibular

(Figura I-5).

Fonte: KERWIN et al. In: Page, 1999

Figura I-5. Principais vias dopaminérgicas no SNC

As projecdoes que constituem a via nigroestriatal originam-se de neur6nios
sintetizadores de DA do mesencéfalo e substincia negra pars compacta (SNpc) que inervam o
estriado dorsal (caudado-putamen). A via nigroestriatal estd envolvida no controle dos
movimentos e sua degeneracao leva a doengas como a doenca de Parkinson (GERFEN, 1992;
LANG & LOZANO, 1998). A via mesocortical origina-se na drea tegmentar ventral (ATV) e
inerva diferentes regides do cortex frontal. Esta via parece estar envolvida em alguns aspectos

do aprendizado e memoéria (LE MOAL & SIMON, 1991; FELDMAN et al., 1997). A via
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mesolimbica origina-se na ATV e inerva o estriado ventral (nicleo accumbens), o tubérculo
olfatério e partes do sistema limbico (FELDMAN et al., 1997). Esta via foi implicada no
comportamento motivacional (KOOB & BLOOM, 1988; KOOB, 1992). A via
tuberoinfundibular inicia a partir de células dos nicleos arqueado e periventricular do
hipotdlamo (FELDMAN et al., 1997). As projecdes desta via alcancam a eminéncia média do
hipotdlamo onde ocorre liberagdo de DA nos espacos perivasculares do plexo capilar do
sistema hipotalamico-hipofisario. Por esta via a DA ¢ tranportada para a hipdfise anterior

onde atua inibindo a liberacao de prolactina.

A DA exerce suas acdes ao se ligar a receptores de membrana especificos
(GINGRICH & CARON, 1993). Estes receptores podem ser de 5 tipos subdivididos nas
subfamilias D;-simile (D; e Ds) e D,-simile (D,, D3 e D4), com base em suas propriedades
bioquimicas e farmacoldgicas (Quadro I-2), enquanto os efeitos da NA sdo mediados por
receptores dos tipos o e . Os camundongos que ndo apresentam estes receptores apresentam
significantes déficits fisiolégicos. Como, por exemplo, animais knockout para receptor Dy,
apresentam hiperlocomocao e propriedades estriatais alteradas. Os Knockout para receptor D,
apresentam os movimentos comprometidos e para o receptor D3 hiperlocomocdo. No caso
dos receptores B os animais Knockout para receptor B; morrem prematuramente apés o
nascimento e os sobreviventes apresentam respostas cardiovasculares alteradas. Os receptores
pOs-sindpticos dos neurdnios recebem informagdes dos transmissores liberados de um outro

neurdnio (pré-sinaptico).
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Quadro I-2 Propriedades e localizaces dos subtipos de receptores dopaminérgicos

D, Ds D;s/Dyy, D3 D4
Aminoacidos 446 477 415/444 400 387
Cromossomo 5 4 11 3 11
Vias Efetoras T AMPc T AMPc JAMPc JAMPc LAMPc
T canais K* T canais K*
lcanais Ca®*
Distribuicao Caudado- Hipocampo; = Caudado putamen;  Tubérculo olfatdrio; Cortex frontal,
do RNAm putamen; Hipotdlamo;  Nucleo accumbens;  Hipotdlamo; Medula;
Nicleo Tubérculo olfatério  Nucleo accumbens Mesencéfalo
accumbens;
Tubérculo
olfatério

Fonte: KUHAR et al. In: Siegel et al., 1999

Os receptores dopaminérgicos estdo envolvidos em importantes acdes, como
comportamento estereotipado e hiperlocomog¢do. Também podemos citar seu envolvimento
em doencas como a esquizofrenia, que € causada principalmente pela superestimulacdo de
receptores D,. O bloqueio destes receptores pode levar a doenca de Parkinson ou discinesia
tardia. Os ligantes destes receptores facilmente discriminam as subfamilias D;- e D,-simile
porém a maioria deles ndo diferencia claramente os diferentes membros de uma mesma
subfamilia.

Os receptores noradrenérgicos existentes no cérebro sdo receptores B e B os
quais nao podem ser diferenciados em termos de func¢ao fisiolégica. A densidade do receptor
B, varia em diferentes dreas cerebrais, diferentemente do que acontece com os receptores 3,

que estdo restritos a glia e vasos sangiiineos.

A serotonina € sintetizada a partir do aminodcido L-triptofano apds sua captacio
do sangue para o cérebro. A fonte primdria do triptofano € a dieta. O triptofano é convertido a
5-hidroxitriptofano pela acdo da triptofano hidroxilase, enzima sintetizada no corpo celular
dos neurdnios do nicleo da rafe. A enzima descarboxilase converte entdo o 5-
hidroxitriptofano em serotonina (5-hidroxitriptamina — SHT). A serotonina é metabolizada

pela MAO dando origem ao dcido 5-hidroxiindolacético (SHIAA).
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Este neurotransmissor apds sua sintese ¢ armazenado em vesiculas e liberado por
exocitose para interagir com seus receptores. A serotonina pode se ligar a 14 receptores que

sao agrupados em familias (FRAZER & HENSLER,1999):

- A familia SHT; compreende os receptores SHT 5, SHT g, SHTp, Shtig e Sht;¢
que sdo acoplados a proteina G inibitdria, produzindo inibi¢do da atividade da adenililciclase

e abertura dos canais de potdssio, o que resulta em hiperpolarizacao.

- A familia SHT, inclui os receptores SHT,5, SHT,5 € SHT,c (formalmente

SHTc). Estes estimulam a fosfolipase C especifica para os fosfoinositidios.

- O receptor SHTj; pertence a superfamilia dos receptores ligados a canais 10nicos,

causando uma rdpida despolarizacdo nos neurdnios.

- As familias SHT4, Shte e SHT7 sdo incluidos na familia acoplada positivamente a
adenilciclase. Uma nova familia de receptores serotonérgicos Shtsy € SHTsg ainda possui o

mecanismo efetor desconhecido.

Os subtipos de receptores serotonérgicos possuem localizagdes diferentes no
SNC; os receptores SHT5 localizam-se principalmente no hipocampo, septo, amigdala,
hipotdlamo e neocoértex. Este receptor estd localizado em alta densidade no corpo celular de
neurdnios serotonérgicos nos nucleos da rafe dorsal e medial onde fazem a funcdo de
autoreceptores modulando a atividade de neurOnios serotonérgicos. Os subtipos SHTg e
SHT)p estdo localizados nos nucleos da base particularmente no globo pdlido e substancia
negra. Os receptores SHT,4 estdo localizados em dreas corticais, particularmente no cortex
frontal, também estdo localizados no claustrum, nucleos da base e nicleo olfatorio. Os
receptores SHT, estdo localizados em grande concentracdo no corpo estriado, substancia
negra e tubérculo olfatério e hipocampo e indiretamente medeiam o aumento da liberacdo de
DA estriatal. O receptor SHT7 estd localizado no cortex, septo, tdlamo, hipotdlamo, amigdala

(FRAZER & HENSLER,1999).

A serotonina estd envolvida em praticamente todo tipo de comportamento tais

como, apetitivo, emocional, motor, cognitivo e autondmico. Por suas acdes os neur6nios
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serotonérgicos e receptores sdo alvos para uma ampla variedade de drogas, como
antidepressivos, antipsicOticos, antimigranosos € envolvidas no tratamento de ndusea e

vOmitos entre outros.

2.2.2 Envolvimento das monoaminas nas convulsoes

A habilidade dos neurotransmissores monoaminérgicos na regulacdo das
convulsdes foi primeiramente observada por CHEN et al. (1954). Desde suas observagdes
iniciais, pesquisas substanciais t€ém dado suporte a teoria de que os sistemas noradrenérgico e

serotonérgico exercem efeitos inibitdrios na atividade convulsivante.

Os sistemas noradrenérgico e serotonérgico no SNC parecem regular a atividade
convulsiva em uma relacdo inversa a concentracdo de NA e SHT. Quando os principais
nervos noradrenérgicos do loco certleo (locus coeruleus, L.C) sdo lesionados, a sensibilidade
a convulsdo por vdrios agentes convulsivantes € aumentada (CORCORAN et al., 1974;
MASON & CORCORAN, 1979; TROTTIER et al., 1988; SULLIVAN & OSORIO, 1991). O
inverso também ¢é verdadeiro, ou seja, quando a neurotransmissdo noradrenérgica €
aumentada devido a uma estimulacao elétrica do LC, a atividade convulsivante desencadeada
por agentes convulsivos € reduzida (SEGAL & BLOOM 1974; LIBET et al., 1977,
SULLIVAN & OSORIO, 1991; MISHRA et al., 1994). A serotonina parece modular a
atividade convulsivante do mesmo modo que a NA, ou seja, niveis aumentados de SHT
reduzem a severidade das convulsdes induzidas pelo eletrochoque méximo ou agentes
quimioconvulsivantes (BUTTERBAUGH & LONDON, 1977; PASINI et al., 1992;
PRENDIVILLE & GALLE, 1993; SALGADO & ALCADHI, 1995), porém a reducdo dos
niveis de serotonina tem efeitos varidveis na atividade convulsivante (BROWNING et al.,
1978). Portanto, pesquisas ddao suporte a teoria de que o aumento da suscetibilidade a

convulsao pode provir de uma reducado dos niveis de NA e SHT.

Os neur6nios noradrenérgicos no LC sofrem ativacdo nas convulsdes induzidas
por sons, pentilenotetrazol (PTZ), eletrochoque méaximo, acido cainico, kindling da amigdala,
dentre outros (SZOT et al., 1996; EELLS et al., 1997; SILVEIRA et al., 1998a, 1998b, 2000),
evidenciados por estudos da expressao do fos (gene envolvido com respostas recentes, sendo

bons marcadores para ativacdo neuronal). Estudos de microdidlise in vivo, também
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evidenciaram aumento de NA durante convulsdes em animais normais e reducdo de NA em
animais submetidos ao kindling ou geneticamente predispostos a convulsio (BENGZON et
al., 1990, YAN et al., 1993). Estes resultados mostram que os neurdnios NA disparam durante
o inicio da convuls@o e/ou propagacao. Além do mais, alteracdes na sintese e liberagao da NA
que ocorrem apds a convulsdo podem afetar o nimero e severidade das convulsoes
recorrentes. Existe uma controvérsia com relagdo a esta monoamina, pois apesar dos estudos
mostrarem uma agdo anticonvulsivante da NA o tratamento com antidepressivos que
aumentam os niveis desta monoamina mostram efeitos proconvulsivantes (PETERSON et al.,
1985; APPLEGATE et al., 1986). O mesmo ocorre em relacdo a SHT, onde pesquisas
recentes mostram que o uso de antidepressivos que aumentam os niveis de SHT t€ém como

efeito adverso, no caso de overdose, o surgimento de convulsdes (ZIEN OWICZ et al., 2004).

O papel do sistema dopaminérgico na regulacdo da atividade convulsivante
permanece dificil de determinar (SZOT et al., 1996). Mas, certamente este sistema se
comporta de forma diferente do observado com o noradrenérgico. As convulsdes induzidas
por uma série de agentes convulsivantes ndo aumentam a expressao do c-fos em neurdnios
dopaminérgicos (WHITE & PRICE, 1993, APPLEGATE et al., 1995, SZOT et al., 1997). A
falta da expressdao do c-fos em resposta as convulsdes nos neurdnios dopaminérgicos sugere
que estes ndo sdo estimulados imediatamente apds uma convulsdo. A DA no SNC se liga a
dois principais tipos de receptores: D;-simile e D,-simile. Com relag¢do a estes, drogas que
antagonizam o receptor D, como haloperidol produzem um profundo efeito proconvulsivante
(OGREN & PAKH, 1993). Agonistas do receptor D; mostram efeito proconvulsivante em
muitos modelos de convulsdo, inclusive no das convulsdes induzidas por pilocarpina
(BARONE et al., 1991). Em contraste, agonistas do receptor D, como quinpirole e lisurida
mostram atividade anticonvulsivante que é bloqueada por antagonistas deste receptor (AL-

TAJIR & STARR, 1991).
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2.3 Neurotransmissao colinérgica e seu envolvimento nos processos
convulsivos

2.3.1 Sintese, receptores e funcoes da acetilcolina

A acetilcolina (ACh) € formada a partir da colina presente no plasma que é
captada por mecanismos de captacdo por um carreador especifico, semelhante ao que opera
para muitos transmissores. A diferenca € que esse carreador transporta o precursor da
acetilcolina, colina, e ndo a acetilcolina, de modo que nio é importante no término da acao do
transmissor (PARSONS et al., 1993). A colina livre no interior da terminacdo nervosa €
acetilada por uma enzima citosoélica a colina acetiltransferase (ChAT), que foi primeiramente
descoberta em uma preparacdo livre de células em 1943 e posteriormente foi purificada e
clonada (WU & HERSCH, 1994). A ChAT transfere o grupo acetila da acetil-CoA
proveniente do piruvato formado da glicose, sendo transformada em ACh. A ACh ¢
transportada para as vesiculas nas terminacdes nervosas e apods liberacdao na fenda sindptica

pode se ligar a receptores colinérgicos dos tipos nicotinico e muscarinico.

Os receptores nicotinicos t€ém como ligante a nicotina, sdo acoplados a canais
i6nicos dependentes de sédio e podem ser de dois tipos: N; e N,. Os receptores N
(nicotinicos neuromusculares) estdo presentes na juncao neuromuscular mostram seletividade
para o feniltrimetilamdnio como agonista, produzem despolarizacio da membrana em
presenca de agentes biquaterndrios como o decametdonio, sdo antagonizados pela d-
tubocurarina e podem ser dos subtipos juncional [(o),$€d] e embridonico [(a).fyd]. Os do
tipo N (nicotinicos ganglionares) estdo presentes nos ganglios sdo bloqueados pelo trimetafan
e podem ser dos subtipos B, ao Ps (com estruturas primdrias migrando do o, ao )
(TAYLOR & BROWN, 1999).

Os subtipos de receptores muscarinicos foram identificados por biologia molecular e
estudos farmacoldgicos (BONNER et al., 1987). Nos ultimos anos a biologia molecular e
estudos farmacoldgicos identificaram pelo menos cinco diferentes subtipos de receptores
muscarinicos — M; ao M5 (CAULFIELD & BIRDSALL, 1998). Os receptores muscarinicos
pertencem a superfamilia dos receptores ligados a proteina G. Os subtipos M;, M3 e M5 sdo
acoplados aos subtipos de proteina G Gaqi1 € Gaiz, levando, por exemplo a ativacdo da

fosfolipase C (PLC) e fosfolipase D (PLD), enquanto os receptores M, e My
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preferencialmente sdo acoplados as proteinas Go e Gi, levando a inibicao da adenilil ciclase

(CAULFIELD, 1993; RUMENAPP et al., 2001) (Figura I-6).

Estimulatdrio Inibitdérie
(M1, M3, MS5) (M2, M4)

Fonte: EGLEN et al., 2001

Figura I-6. Receptores muscarinicos da acetilcolina. Cinco tipos de receptores
fazem a mediag@o dos efeitos muscarinicos da acetilcolina. Os receptores M;, M; e Mj sdo
estimulatérios e acoplados primariamente a mobiliza¢do de cdlcio intracelular. Um aumento
no ca™" citoplamédtico resulta do acoplamento destes receptores com proteina Gq o que leva a
estimulacdo da enzima fosfolipase C (PLC) e a liberagdo de 1,4,5-trifosfatio de inositol
[Ins(1,4,5) P;]. Os receptores M, e M, sdo inibitérios e modulam negativamente a
adenililciclase para reduzir as concentracdes citoplasmaticas de AMPc.

Os receptores muscarinicos do tipo M; s3o os mais importantes receptores
muscarinicos no SNC que medeiam a ativagdao da MAP quinase, um processo essencial para a
plasticidade sindptica (HAMILTON et al., 1997; HAMILTON & NATHANSON, 2001). A
deficiéncia do receptor M; também leva a uma elevagdo na transmissdo dopaminérgica no
corpo estriado, o que leva a um aumento da atividade locomotora (GERBER et al., 2001;
MIYAKAWA et al., 2001). Além do mais, camundongos Knockout de receptor M; t€ém um
aumento da resposta aos efeitos estimulantes das anfetaminas (GERBER et al., 2001). O
receptor M, cerebral contribui para a antinocicep¢cao centralmente mediada e animais
Knockout para receptor M, mostram inibi¢do nos tremores € atenuam a hipotermia induzidos

por agonistas colinérgicos (GOMEZA et al., 1999a).

O receptor M3 tem um papel chave na secrecdo salivar e na constricdo da pupila
(MATSUI et al., 2000). Estes receptores também estdo envolvidos na regulacdo do apetite e
camundongos com deficiéncia deste receptor apresentam uma redu¢do no consumo de

alimentos, no peso corporal e depdsito de gorduras (YAMADA et al., 2001). Da mesma
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forma que os receptores M;, os receptores My cerebrais estdo envolvidos na modulacio das
respostas dopaminérgicas centrais. Camundongos Knockout de receptores My mostraram um
aumento na atividade locomotora basal e aumentaram respostas locomotoras apds ativagao de
receptores D; (GOMEZA et al., 1999b). Finalmente, os receptores Ms facilitam a liberacao de
dopamina no corpo estriado e modulam tanto os processos de recompensa como retirada da
morfina (BASILE et al., 2002). Estes receptores também estdo envolvidos na dilatagdo de

artérias e arteriolas cerebrais (YAMADA et al., 2001) (Quadro I-3).

Quadro I-3 Funcdes dos receptores muscarinicos alteradas em animais
geneticamente modificados
Modelo Genético Resposta funcional ao agonista muscarinico

Animais Knockout para receptor Reducdo (inibicdo) da convulsdo induzida por
M, pilocarpina, preservacdo dos tremores e salivacdo
induzidos por pilocarpina

Animais Knockout para receptor Perda dos tremores e analgesia induzidos por

M, oxotremorina, atenuacdo da regulacdo muscarinica do
coragdo, preservacdo da salivacdo induzida por
oxotremorina

Animais Knockout para receptor Atenuagdo da contracdo do ileo isolado e bexiga

M; urindria ao carbacol, perda da salivacdo induzida por
pilocarpina, perda da constri¢dao pupilar em resposta a
pilocarpina

Animais Knockout para receptor Preservacdo da salivacdo, tremores e analgesia
M, induzidos por oxotremorina

Animais Knockout para receptor Perda das respostas secretdrias a pilocarpina
M;
Fonte: EGLEN et al., 2001

Cada subtipo de receptor muscarinico exibe diferentes agonistas e antagonistas e

cada um tem seu padrao especifico de distribuicao.

A acdo da ACh ¢€ finalizada pela ligacdo das colinesterases, que s@o subdivididas
em acetilcolinesterase (AChE) e butiril ou pseudocolinesterase (BuChE) (MASSOULIE et al.,
1993; TAYLOR & RADIC, 1994). Estas enzimas promovem a conversao da ACh em colina e
acetato. A BuChE ¢ sintetizada principalmente no figado e aparece no plasma. Tudo indica
que esta enzima hidrolisa ésteres potencialmente téxicos. A distribuicdo da AChE estd

correlacionada com a inervacao e desenvolvimento do SNC.
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A AChE pode ser alvo para algumas drogas usadas terapeuticamente, como para
outras utilizadas como inseticidas. O bloqueio da a¢do da AChE produz um aumento ou
potenciacdo da ACh administrada ou liberada apds estimulacdo nervosa. Isto produz uma
estimulacdo de receptores em uma drea bem maior do que aquela onde houve a liberagdao do

neurotransmissor.

2.3.2 Neurotransmissao colinérgica e seu envolvimento nos processos

convulsivos

Convulsdes podem ser induzidas por agentes colinérgicos, mais notavelmente os
agonistas muscarinicos, tais como pilocarpina, e por inibidores da AChE, tais como
fisostigmina e disopropilfluorofosfonato (MELDRUM & CHAPMAN, 1999). As convulsdes
induzidas por pilocarpina sao um modelo para o estudo da epilepsia do lobo temporal humana
(TURSKI et al., 1989; CAVALHEIRO et al., 1991). Estudos também sugerem a influéncia
neuromodulatéria da acetilcolina no desenvolvimento do kindling da amigdala (WADA,
1977; BAPTISTA et al., 1994; SERRA et al., 1997) e outros ainda relataram que o pré-
tratamento com atropina, um antagonista colinérgico muscarinico inespecifico previne o

desenvolvimento do kindling nesta area cerebral (ARNOLD et al., 1973).

Outros estudos sugerem que a ACh enddgena pode aumentar a atividade
epileptogénica em hipocampos imaturos, via ativagcdo de receptores muscarinicos
(PSARROPOULOU et al., 1998; PSARROPOULOU & DALLAIRE, 1998).

Um grande nimero de pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de identificar
o papel dos receptores muscarinicos na mediacdo das acdes da acetilcolina em vdrias
condicdes patoldgicas. Estudos recentes mostram um aumento no RNAm para os receptores
M; e M3 no hipocampo apéds o kindling (MINGO et al., 1998), entretanto o papel destes

receptores nos processos convulsivos ainda ndo esta totalmente elucidado.
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2.4 Aminoacidos transmissores e seu envolvimento na convulsao

2.4.1 Sintese, receptores e funcoes

Glutamato e aspartato sao aminodcidos nao essenciais que nao cruzam a barreira
hemato-encefalica, por isso, sdo sintetizados a partir da glicose e de uma variedade de outros
precursores no SNC. A glicose e glutamina parecem ser os precursores para a biossintese do
glutamato no cérebro (BRADFORD & THOMAS, 1969; SHANK & APRISON, 1977). A
glicose estd disponivel na corrente sangiiinea em grandes quantidades e como a taxa de
metabolizacdo é aumentada na terminagdo nervosa, ela é algumas vezes considerada como um
importante precursor para a sintese do glutamato via ciclo do 4cido citrico e desidrogenase
glutamica (DAVIDSON, 1976). Outras moléculas importantes para esta sintese sdo o «-
cetoglutarato e glutamina (NICHOLS, 1994). A molécula de a-cetoglutarato, substancia que é
convertida em glutamato no SN, é um componente do ciclo produtor de energia importante
que ocorre na mitocondria. Em contraste, a glutamina é fornecida principalmente por células
chamadas células da glia, que ficam ao redor dos neurdnios. Dentro dos neurdnios, a
glutamina também € convertida a glutamato por uma reacao de hidrdlise. As reacdes quimicas
e enzimas envolvidas na sintese de glutamato ndo sdo especificas dos neurdnios, mas ocorrem

em todas as células (Figura I-7).
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Fonte: RANG et al., 2004.

Figura I-7. Metabolismo dos aminoacidos transmissores no cérebro. As substancias

estdo indicadas nos quadros verdes. (GABA, d4cido <y-aminobutirico; GAD, d4cido glutamico-
descarboxilase; GABA-T, GABA transaminase.)

Em contraste com as outras células do corpo, os neur6nios necessitam de
glutamato nao somente para as atividades metabdlicas normais, mas também para transmissao
sindptica. Como conseqiiéncia as moléculas de glutamato destinadas para agir como
neurotransmissores devem ser segregadas do glutamato ndo-transmissor. Para realizar esta
separagdo, o pool de glutamato é estocado em pequenos compartimentos especiais dentro dos
neurdnios, ou seja, nas vesiculas sindpticas, que estdo localizadas nas terminacdes nervosas

(regido terminal).

Quando um neurdnio glutamatérgico € ativado para passar um sinal a neuronios

circunvizinhos, as vesiculas sindpticas que contém glutamato se fundem com a membrana da
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regido terminal e liberam seu conteido na fenda sindptica. O glutamato entdo atravessa a
fenda sindptica para interagir com receptores no neurdnio pds-sindptico, desse modo

induzindo excita¢do do neurdnio pés-sindptico (BLOOM & KUPFER, 1995).

A liberacdo destes aminodcidos excitatérios de terminacdes nervosas pode ser
Ca2+—dependente ou independente, embora 0s mecanismos ndo estejam totalmente
compreendidos. O K* extracelular estimula o efluxo de aminodcidos excitatérios de neurdnios
estriatais (KORF & VENEMA, 1985), mas a liberacdo de glutamato pode depender de muitos
outros sinais moleculares, tais como liberacdo do 6xido nitrico (NO; MCNAUGHT &
BROWN, 1998), da ativacdo de receptores glutamatérgicos metabotrépicos pré-sinapticos
(CARTMELL & SCHOEPP, 2000), bem como de receptores GABAérgicos e de proteinas
quinases (PERKINTON & SIHRA, 1999).

O glutamato depois de liberado na fenda sindptica pode se ligar a receptores
ionotropicos (associados a canais i0nicos) e a receptores metabotrépicos (ligados a proteina
G). Dentre os receptores ionotropicos podemos citar: NMDA (N-metil-D-aspartato), AMPA
(propionato de «o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole) e cainato (CA). A ativacdo dos
receptores NMDA exige a presenca de glicina, bem como de glutamato em sitios de ligacao
distintos e ambos precisam estar ocupados para a abertura do canal. Esta descoberta foi
importante, visto que até entdo a glicina era considerada um transmissor inibitorio, de modo
que a constatacdo de que facilitava a excitacdo opds-se a doutrina até entdo prevalente. A
concentracdo de glicina necessdria € baixa em relacdo a concentracdo geralmente presente no
cérebro, sugerindo que pode atuar como constante fator permissivo para os efeitos do

glutamato mediado pelo receptor NMDA, mais do que como mecanismo regulador.

Os receptores AMPA e, em determinadas regides do cérebro, os receptores de
cainato (BLEAKMAN & LODGE, 1998) atuam para mediar a transmissdo sindptica
excitatoria rdpida no SNC — absolutamente essencial para o funcionamento do nosso cérebro.
Os receptores de cainato também desempemham um papel pré-sindptico (FRERKING &
NICOLL, 2000). Os receptores de AMPA também ocorrem nos astrdcitos, que parecem
desempenhar um papel de comunicacdo, bem como uma funcdo de simples sustentacdo, no
cérebro. Os receptores de NMDA (que freqiientemente coexistem com os receptores AMPA)

contribuem com um componente lento para o potencial pds-sindptico excitatorio.
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Os receptores metabotrépicos do glutamato sdo divididos em grupos: grupo I -
receptores acoplados a proteina G estimulatéria (Gq) que ativam a hidrélise do fosfato de
inositol. Fosfatos de inositol sdo conhecidos por regular o transporte através das membranas,
assim como o metabolismo da glicose, organizacdo do citoesqueleto e t€m como fung¢do mais
importante, a homeostase do Ca>* — particularmente, a liberacdo das reservas de Ca** via
receptores sensiveis ao 1,4,5- trifosfato de inositol. Os receptores dos Grupos II e III agem via
proteina G inibitéria (Gi) com inibicdo da atividade da adenilato ciclase e reducdo da
formacdo do AMPc o que resulta em inibi¢do dos canais de célcio operados por voltagem

(MOLDRISH et al., 2003).

Os receptores glutamatérgicos desempenham um papel nas alteracdes adaptativas
e patoldgicas a longo prazo no cérebro, sendo de particular interesse como alvos potenciais
para farmacos em particular por causa da plasticidade sindptica e excitotoxicidade mediada

por estes receptores.

Plasticidade sindptica € um termo utilizado para descrever alteracdes a longo
prazo na conexdo e eficdcia sindpticas, apOs alteragdes fisioldgicas da atividade neuronal
(como na aprendizagem e memdria) ou em decorréncia de distirbios patolégicos (como na
epilepsia, dor cronica ou dependéncia de drogas). A LTP (Figura I-8) € o termo utilizado
para descrever a potenciacdo de longa duracdo (vérias horas in vitro, véarios dias ou semanas
in vivo) da transmiss@o sindptica, que ocorre em vdrias sinapses do SNC apds um pequeno
surto (condicionante) de estimulacdo pré-sindptica, tipicamente em cerca de 100 Hz durante 1
segundo. A descoberta da potenciacdo a longo prazo (LTP, long-term potentiation) (BLISS &
COLLINGRIDGE, 1993; BENNET, 2000) e o papel central dos receptores de glutamato e de

NMDA neste evento representam um grande avancgo.
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@ Transmissao normal Apo6s uma série condicionante
* Apenas os receptores de AMPA * Receptores de AMPA, NMDA e metabotrépicos ativados
ativados * Aumento da [Ca®*];
* Ativagao da PKC e NOS

i

Mensagem retrégrada

Fonte: RANG et al., 2004.

Figura I-8. Mecanismos da potenciacio a longo prazo (LTP). A Com a atividade sindptica
infreqiiente, o glutamato ativa principalmente os receptores AMPA. Existe uma quantidade insuficiente de
glutamato para ativar os receptores metabotrépicos (met) e os canais do receptor de NMDA sdo bloqueados pelo
Mg*. B Ap6s uma série conduicionante de estimulos, ocorre liberagio de glutamato suficiente para ativar os
receptores metabotrépicos, e os canais de NMDA sdo desbloqueados pela despolarizacdo sustentada. O
conseqiiente aumento na concentracdo de [Ca®*]i ativa a PKC e a NOS. A PKC fosforila deversas proteinas,
incluindo os receptores de AMPA (produzindo facilitacio da acdo do transmissor) e outras moléculas de
transducdo de sinais que controlam a transcri¢cdo de genes (ndo-mostrada) nas células pés-sinapticas. A liberagdo
de NO facilita a liberagdo de glutamato (sinalizago retrégrada, também conhecida como retorno do NO). (G,
glutamato; NMDA, N-metil-D-aspartato; AMPA, a-amino-3-hidréxi-5-metilisoxazol; PI, fosfatidilinositol; 1P,
inositol 1,4,5-trifosfato; DAG, diacilglicerol; PKC, proteina quinase; NO, 6xido nitrico; NOS, 6xido nitrico
sintetase).
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Para finalizacdo da neurotransmissao glutamatérgica, proteinas carreadoras
especificas transportam glutamato de volta ao neurdnio pré-sindptico e para as células gliais
circunvizinhas (NICHOLS, 1994). Além disso, para prevenir a excitacdo excessiva do
neurdnio pos-sindptico, este sistema de captacdo de glutamato recicla o pool de glutamato
para utilizacdo posterior. As moléculas do neurotransmissor sdo recaptadas para o neurdnio
pré-sindaptico sendo transportadas diretamente para as vesiculas sindpticas. O glutamato
transportado para as células gliais é rapidamente convertido a glutamina, que eventualmente
pode ser transportada de volta ao neurdnio para agir como um precursor para o glutamato.
Assim, as células gliais associadas com neurdnios glutamatérgicos ajudam a regular o
processo de sinalizac@o por terminar o sinal sindptico e por assegurar um suprimento eficiente
de moléculas precursoras. Esse papel das células gliais € inico para a transmissdo excitatoria
glutamatérgica: outros sistemas neurotransmissores aparentemente nio requerem este suporte

das células gliais (GONZALES & JANOWSKI, 1997).

Os neurotransmissores excitatorios e inibitérios (glutamato, aspartato, GABA e
glicina) fazem a mediac@o de essencialmente toda comunicagdo rdpida no SNC. O glutamato
e aspartato sdo os mais abundantes neurotransmissores excitatorios no cérebro (WATKINS &
OLVERMAN, 1987), e assim devido a suas altas concentragdes e larga distribui¢do, estes
aminoécidos influenciam todas as fungdes do SNC. Estes neurotransmissores (Ex.: glutamato)
desempenham um papel importante no aprendizado e memoéria (NG et al., 1991; DAVIS et
al.,, 1992; WILLNER et al.,, 1992), e estdo envolvidos em processos patolégicos, como
epilepsia, assim como em lesdes cerebrais caracteristicos das ditirbios neurodegenerativas
tais como, doengca de Huntington, doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson, além de
alteracdes associadas a isquemia cerebral, traumatismo cerebral e encefalopatia devido a
sindrome da imunodeficiéncia humana adquirida (SIDA) (HAYES et al., 1992;
LANCASTER, 1992).

O 4cido y-aminobutirico (GABA) é o principal neurotransmissor inibitério no
SNC e € formado por uma via metabdlica denominada GABA shunt. O GABA shunt é um
processo de alca fechada que tem como objetivo produzir e conservar o suplemento de
GABA. Este neurotransmissor estd presente em altas concentracdes (milimolar) em muitas

regides cerebrais, concentracdes estas que sdo cerca de 1.000 vezes maiores que aquelas dos
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neurotransmissores cldssicos monoaminérgicos nas mesmas regides. Isto estd de acordo com
as acOes poderosas e especificas dos neuronios GABAérgicos nestas regides. A glicose € o
principal precursor da produ¢do do GABA in vivo, embora o piruvato e outros aminodcidos
possam atuar como precursores. O GABA ¢ formado a partir do glutamato (Figuras I-7 e I-9)
pela acdo da enzima &cido glutdmico descarboxilase (GAD), enzima encontrada apenas em
neurOnios que sintetizam este neurotransmissor no cérebro e € destruido por uma reacio de
transaminacdo, em que o grupo amino € transferido para o dcido o-oxoglutérico (produzindo
glutamato), com formacao de semi-aldeido succinico e, a seguir, dcido succinico. Esta reacdo
¢ catalisada pela GABA transaminase (GABA-T). Os neur6nios GABAérgicos e os astrdcitos
(células gliais) captam o GABA através de transportadores especificos, e é este mecanismo,

melhor do que a GABA-T, que o remove apds sua liberacdo.

l

GABA

recaptacdo

Cl_

eptor

Hiperpolarizacao

Fonte:http://pharmal.med.osaka-u.acjp/textbook/Anticonvulsants/Anticonvulsants.html. Acesso:05/05/2005

Figura I-9- Processo de sintese e recaptacao do aminoacido GABA.
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O GABA atua em dois tipos distintos de receptores: GABA, e GABAg. O
receptor GABA, consiste em um canal regulado por ligante, sensivel ao cloreto, enquanto os
receptores GABAg sdo acoplados a proteina G e regulam canais de K™ que quando ativados
reduzem a condutancia ao Ca*" e inibem a producdo de AMPc. Recentemente, foi proposto o
receptor GABA(c que se assemelha estreitamente ao receptor GABA, e exibe acdes
farmacoldgicas ligeiramente diferentes, embora sua importincia funcional permaneca

desconhecida (RANG et al., 2004).

Os receptores do GABA de localizacdo pds-sindptica, medeiam a inibicao pods-
sindptica rdpida, sendo o canal seletivamente permedvel ao ClI. Como o potencial de
membrana em equilibrio para o CI" €, em geral, negativo em relagdao ao potencial de repouso
da célula, o aumento da permeabilidade ao CI hiperpolariza a célula, reduzindo, assim, sua
excitabilidade. Os receptores GABAp, apresentam localizagdo pré- e pos-sindptica e
assemelham-se aos receptores metabotrépicos do glutamato. Estes receptores foram clonados
em 1997, e mais tarde, foi constatado serem incomuns, uma vez que o receptor funcional é um
dimero constituido de duas subunidades diferentes. Exercem seus efeitos ao inibir os canais
de célcio regulados por voltagem (reduzindo, assim, a liberacdo do neurotransmissor) e ao
abrir os canais de potédssio (diminuindo, dessa maneira a excitabilidade pds-sindptica),

resultando estas acdes da inibi¢do da adenilil-ciclase (RANG et al., 2004).

A glicina € encontrada em concentra¢des particularmente altas (Sumol/g) na
substancia cinzenta da medula espinhal. Quando aplicada iontoforeticamente a motoneur6nios
ou a interneurdnios, produz hiperpolarizacdo inibitéria, que € indistinguivel da resposta
sindptica inibitéria. O efeito inibitério da glicina € muito distinto de seu papel na ativacao
facilitadora dos receptores de NMDA. O receptor da glicina € semelhante ao receptor GABA
sendo um canal i6nico multimérico regulado por ligante. Foram encontradas mutagdes nos

receptores da glicina em alguns distirbios neuroldgicos hereditarios associados a espasmos

musculares e hiperexcitabilidade reflexa (RANG et al., 2004).

2.4.2 Aminoacidos e seu envolvimento nos processos convulsivos

Aminoécidos excitatérios, como o 4cido glutdmico (glutamato) e 4cido aspartico

(aspartato) estdo envolvidos na inducdo, manutencdo e propagagao das convulsdes e fazem a
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mediacdo de efeitos neuropatolégicos da hiperatividade neuronal (SLOVITER &
DEMPSTER, 1985; PENA & TAPIA, 2000). A boa sintonia entre estes neurotransmissores &
importante para o desenvolvimento do SNC e sdo responsdveis pela base fisiol6gica para o
armazenamento de informagdes. Desequilibrios entre respostas excitatérias e inibitérias
podem ter conseqiiéncias diversas, indo desde convulsdes ou excitotoxicidade a depressao do
SNC similar aquela observada com o uso de sedativos e hipnéticos estando estes
neurotransmissores envolvidos em processos como epilepsia e isquemia (DINGLEDINE &
MCBAIN, 1999). Glutamato e aspartato sdo epileptogé€nicos e excitotoxicos para células

nervosas tanto in vitro como in vivo (WHETSELL, 1996).

Todos os receptores ionotropicos do glutamato estao envolvidos com os processos
convulsivos, visto que a administracdo de agonistas destes receptores leva ao
desenvolvimento de convulsdes (MELDRUM & CHAPMAN, 1999). Com relagdao aos
metabotropicos uma revisao recente (MOLDRICH et al., 2003) mostra que agonistas dos
receptores do grupo I, como (1S,3R)-ACPD, ((1S,3R)-1-aminociclopentano-1,3-acido
descarboxilico) s@o convulsivantes, enquanto agonistas dos receptores do grupo II e III, tais
como  (S)-4-carboxi-3-hidroxifenilglicina  ((S)-4C3HPG) e  L-(+)-2-amino-4-acido
fosfonobutirico (L-AP4), respectivamente sdo anticonvulsivantes em alguns modelos de
convulsao apds injecdo focal. Embora o L-AP4 exiba também atividade pré-convulsivante em

alguns modelos de convulsdo.

O GABA ¢ um neurotransmissor inibitério quantitativamente importante no SNC
envolvido direta ou indiretamente na patogénese de muitas doengas neuroldgicas,
principalmente nas convulsdes. Por muitos anos acreditou-se que o principal fator patogénico
nas epilepsias era a falha na neurotransmissio GABAérgica (MELDRUM, 1975).
Dependendo da regido cerebral, 20 a 50 % das sinapses usam GABA como transmissor. Foi
descoberto mais tarde que a neurotransmissdo inibitéria pode ter um importante papel na
geracdo e manutencdo de certos tipos de convulsdo no hipocampo e nos circuitos
corticotalamicos (AVOLI, 1996; ENGEL, 1996). O aumento da atividade da GABA-T no
cérebro reduz as concentragdes de GABA o que leva a convulsido, coma e morte. A inibicdo
desta enzima eleva consideravelmente a concentracao de GABA no cérebro, o que sendo alvo
para o desenvolvimento das novas drogas anticonvulsivantes como a vigabatrina. Do
receptores GABAérgicos o receptor GABA € um canal i6nico operado pelo CI e € alvo da

acdo de muitas drogas anticonvulsivantes que agem potencializando esta neurotransmissao. O
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papel destes receptores GABAg ainda é controverso no que se refere as convulsdes em alguns
modelos de convulsdo agonistas deste receptor produzem agdo anticonvulsivante, enquanto
em outros a agdo € proconvulsivante. Como no caso do baclofeno que tem acado
proconvulsivante per se apds infusdo intraventricular em roedores e apds uso de doses
terapéuticas em humanos (SNODGRASS, 1992), mas atenuou o desenvolvimento do kindling
induzido por PTZ em roedores (SNODGRASS, 1992; SNEAD, 1996; DE SARRO et al.,
2000).

A glicina também estd envolvida na convulsdo, visto que drogas como a
estricnina, um veneno com atividade convulsivante que atua principalmente sobre a medula
espinhal, bloqueia tanto a resposta inibitdria sindptica quanto a resposta a glicina (RANG et

al., 2004).

3 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € o resultado da excessiva producdo de espécies quimicas
reativas, como os radicais livres. O termo radical livre faz referéncia a um atomo ou molécula
altamente reativo, que contém nimero impar de elétrons em sua dltima camada eletronica
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990; HALLIWELL, 1992). E este ndo-emparelhamento
de elétrons da dltima camada que confere alta reatividade a esses dtomos ou moléculas. Na
verdade radical livre ndo € o termo ideal para designar os agentes reativos patogénicos, pois
alguns deles ndo apresentam elétrons desemparelhados em sua dltima camada. Como em sua
maioria estas substincias sdo derivadas do metabolismo do O,, o termo “espécies reativas do
oxigénio” (ERO) torna-se mais apropriado. As ERO sdo encontradas em todos os sistemas
bioldgicos. Em condicdes fisioldgicas do metabolismo celular aerébico, o O, sofre reducao
tetravalente, com aceita¢do de quatro elétrons, resultando na formagao de H,O. Durante esse
processo sdo formados intermedidrios reativos, como os radicais superdxido (O;),
hidroperoxila (H>O") e hidroxila (OH’) e o perdxido de hidrogénio (H,O,). Normalmente a
reducdo completa do O, ocorre na mitocondria, e a reatividade da ERO € neutralizada com a

entrada dos quatro elétrons.

As espécies quimicas reativas podem também ser produzidas como um

subproduto de outras vias bioquimicas, incluindo a sintese de 6xido nitrico (NO) e o
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metabolismo do 4cido araquidonico (que estdo implicados na excitotoxicidade), assim como
o sistema de oxidase de fun¢do mista. Nao controlados, os ERO atacam muitas moléculas
importantes, incluindo enzimas, lipidios de membrana e DNA. Os mecanismos de defesa
contra estas moléculas sdo fornecidos na forma de enzimas, como a super6xido dismutase
(SOD), catalase, a glutationa peroxidase, glutationa redutase e outros antioxidantes como a
albumina (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990), assim como em antioxidantes como o
acido ascorbico, glutatido e a-tocoferol (vitamina E) que normalmente mantém essas

espécies sob controle.

Clinicamente, o estresse oxidativo pode causar lesdo tecidual relacionado com
muitas desordens fisiopatolgicas como a hipdxia, a inflamacdo e a isquemia tecidual e de
reperfusdo. Outras teorias afirmam que o estresse oxidativo pode estar relacionado com
disfungcdo neuroldgica associada a doengas incluindo a doenca de Parkinson, Alzheimer,

epilepsias, dentre outras (BEYER et al., 1998).

4 Areas cerebrais: corpo estriado e cortex pré-frontal

Os nucleos da base estdo envolvidos com o controle motor, planejamento e
execugdo de estratégias motoras complexas e também participam de comportamentos nao
relacionados aos movimentos, tais como funcdo afetiva, humor e pensamento (COTE &

CRUTCHER, 1991).

Estes nucleos consistem em vdrios nucleos subcorticais interconectados com
projecdes para o cortex, tdlamo e certos nucleos do tronco encefalico. Eles recebem impulsos
de entrada principalmente do cortex cerebral e tdlamo e mandam impulsos de saida de volta
para o cortex (via tdlamo) e para o tronco encefdlico. Desta forma, os nicleos da base sdo os
principais componentes de um amplo circuito cortical-subcortical ligando o cortex e o tdlamo

(DELONG et al., 2000).

Os quatro nucleos principais dos nicleos da base sdo: o corpo estriado, o globo
palido, a substancia negra (pars reticulata e pars compacta) e nucleos subtalamicos. O corpo
estriado consiste de trés importantes subdivisdes: o nicleo caudado, o putamen e o estriado

ventral (o qual inclui o nicleo accumbens) (DELONG et al., 2000).



I- Introducao 67

Dentro dos nucleos da base o corpo estriado € o principal recebedor de impulsos
de entrada provenientes do cortex cerebral, tdlamo e tronco encefélico. Seus neurOnios se
projetam para o globo pélido e substancia negra. Todas as dreas do cortex mandam projecoes
glutamatérgicas excitatérias para porgdes especificas do corpo estriado. Esta drea também
recebe projecdes dopaminérgicas do mesencéfalo e impulsos de entrada serotonérgicos dos

nucleos da rafe (DELONG et al., 2000).

Embora o corpo estriado contenha varios tipos celulares distintos, 90-95 % destas
sdo projecoes de neuronios GABAérgicos espinhais de tamanho médio. Estes neurdnios dao
origem a quase todos os impulsos de saida estriatais, como para o globo palido e a substancia
negra, e sdo o principal alvo de impulsos de entrada excitatérios provenientes do cortex e
tdlamo de fibras dopaminérgicas origindrias da substincia negra e drea tegmentar ventral, de
axoOnios locais colaterais de outros neurOnios espinhais, e de interneurdnios estriatais

(GEREFEN, 1992).

O corpo estriado também contém dois tipos de interneurdnios inibitorios:
interneurdnios colinérgicos grandes e células menores que contém somatostatina,
neuropeptidio Y ou o6xido nitrico sintetase, que embora pequenos em numero, Sao

responsaveis pela maioria da atividade tonica do corpo estriado.

A neurotransmissao mediada por receptores glutamatérgicos excitatérios do tipo
AMPA e pelo neurotransmissor inibitério GABA € considerado como sendo de uma natureza
neurotransmissora rdpida, enquanto os interneurdnios colinérgicos, as projecoes
dopaminérgicas e os aferentes excitatorios dos receptores NMDA estdo envolvidos em acdes

modulatérias nesta area cerebral (DI CHIARA et al., 1994).

Os neur6nios colinérgicos tém um papel central no controle da atividade estriatal
via receptores muscarinicos (BERNARD et al., 1993). Portanto, a intera¢do entre impulsos de
entrada dopaminérgicos, GABAérgicos e glutamatérgicos representam um importante aspecto

da regulacao funcional do nucleo accumbens.

A administracdo de cocaina aumenta os niveis extracelulares de dopamina no

nicleo accumbens (HURD et al., 1988). Esta acdo parece mediar os efeitos de recompensa
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(DE WIT & WISE, 1977; ROBERTS et al., 1977). Como as lesdes do nicleo accumbens pela
6-hidroxidopamina reduzem a auto-administracao de cocaina (ROBERTS et al., 1977, 1980),
foi amplamente assumido que o nicleo accumbens tem um importante papel nos efeitos de

recompensa da cocaina.

A deplecao de DA no cortex préfrontal medial (CPFm) em ratos é conhecida por
prejudicar a atencdo seletiva, aumentar a atividade motora espontanea, induzir
comportamentos estereotipados e alterar estados emocionais, induzindo ansiedade (CARTER
& PYCOCK, 1980; LE MOAL & SIMON, 1991; BUBSER & KOCH, 1994; ESPEJO, 1997,
LACROIX et al., 1998). A deplecao seletiva da DA no CPFm de ratos e macacos aumenta 0s
niveis de DA no nicleo accumbens (CARTER & PYCOCK, 1978, 1980; PYCOCK et al.,
1980; ROBERTS et al., 1994; SOKOLOWSKI & SALAMONE, 1994; KOLACHANA et al.,
1995; KURACHI et al., 1995), o que levou a hipétese de que distirbios comportamentais sao
principalmente causados por uma atividade frontal hipodopaminérgica juntamente com uma

reatividade dopaminérgica aumentada no nicleo accumbens (GRACE, 1991).

Embora os estudos dos niveis de catecolaminas no nicleo accumbens estejam
centralizados na DA e NA, a qual também apresenta aumento apds prejuizo da DA no
prefrontal (CHRISTIE et al. 1986), outras aminas biogénicas tais como adrenalina também
podem ser afetadas. Estas alteracOes catecolaminérgicas no nucleo accumbens tém
importantes implicagdes funcionais porque este nucleo € considerado como a interface
principal entre os sistemas limbico e motor, portanto uma estrutura chave fazendo o fluxo

entre motivacao e acdo (MOGENSON et al., 1980).

A maioria das pesquisas com cocaina aborda suas agdes no sistema
dopaminérgico mesolimbico, principalmente porque a cocaina atua bloqueando a captacdo de
dopamina neste sistema (HEIKKILA et al., 1975; RAITERI et al., 1975; FISHER & CHAO,
1979). O sistema mesolimbico consiste de corpos celulares de neurdnios dopaminérgicos
localizados na drea tegmentar ventral que se projetam para numerosas regides limbicas
incluindo o nicleo accumbens (OADES & HALLIDAY, 1987). Recentemente, o papel do
sistema dopaminérgico mesocortical e em particular o do cortex préfrontal medial nas acdes
da cocaina (STEKETEE, 2002) tem sido investigado por causa das interacOes citadas

anteriormente entre estas duas areas cerebrais.
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O cortex pré-frontal foi originalmente descrito como uma regido cortical com uma
interacdo reciproca forte com o nidcleo mediodorsal do tilamo (KOLB, 1984;
GROENEWEGEN et al., 1990). Esta area pode ser anatomicamente subdividida em regides
dorsolateral, medial e orbital. Destas trés regides o cortex pré-frontal medial € o mais
envolvido em comportamentos de recompensa por drogas de abuso (SCHULTZ et al., 1998).
Existem vdrios diferentes tipos celulares no cértex préfrontal, incluindo neur6nios piramidais
excitatorios (glutamato), eferentes colinérgicos, interneuronios GABAérgicos inibitérios e
interneurdnios colinérgicos e esta drea além do que ja foi descrito recebe projecoes de véarias

regides cerebrais.

O CPFm recebe eferentes dopaminérgicos provenientes da ATV e envia projecdes
glutamatérgicas para a ATV e nucleo accumbens (SESACK & PICKEL, 1992). Com relagao
ao glutamato as terminagdes nervosas glutamatérgicas no CPFm nascem principalmente de
projecdes eferentes do nicleo mediodorsal do tdlamo, do hipocampo e amigdala (BACON et
al., 1996). O ndcleo da rafe, area produtora de SHT recebe inervacdo glutamatérgica

proveniente do CPFm (SESACK et al., 1989).

O lobo frontal como um todo tem uma relacdo especial com os nicleos da base,
pois é a principal parte do cortex cerebral que recebe os principais impulsos de entrada
provenientes dos nucleos da base, através do tidlamo (MIDDLETON & STRICK, 2000).
Como o cortex frontal, o parietal, occipital e temporal, todos se projetam para os nucleos da
base, em particular para o estriado, mas estes cortices localizados posteriormente nao recebem
informacdes de volta dos nicleos da base, com excecdo do cortex infero temporal
(MIDDLETON &, STRICK, 1996). Partes especificas dos nicleos talamicos (mediodorsal,
ventromedial, ventral anterior € em menor escala o niucleo ventral lateral) formam a ligacdo
essencial entre o pdlido e substincia negra pars reticulata, como estruturas que levam

impulsos de saida dos nicleos da base (ABI-SAAB et al., 1999) e do cértex pré-frontal.

Estudos recentes de neuroimagem em ratos conscientes mostram que as projecoes
dopaminérgicas para o cortex pré-frontal, nicleo accumbens e amigdala sdo os sitios

primdrios de acdo da farmacolégica da cocaina no SNC (FEBO et al., 2004).
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5 Possiveis mecanismos da convulsio induzida por cocaina e

neurotransmissores envolvidos

O mecanismo das convulsdes induzidas por cocaina é complexo e envolve a
interacdo da droga com vdérios sistemas neurotransmissores bem como canais de sddio
voltagem dependente, porém nao estd completamente elucidado. Os primeiros trabalhos a
cerca dos efeitos pré-convulsivantes da cocaina sugeriam que esta acdo estaria ligada
somente a inibicao dos canais de sddio voltagem dependente e de vias inibitdrias no cortex e
hipocampo, pois esta atividade era também compartilhada por outros anestésicos locais.
(DUNWIDDIE et al., 1988). Porém, a fenitoina, um bloqueador de canais de s6dio voltagem
dependente, mostrou pouca atividade contra as convulsdes induzidas por cocaina (DERLET
& ALBERTSON, 1990). Os bloqueadores de canais de Ca™ como nifedipina e nimodipina
também foram ineficientes na inibicdo das convulsdes e mortalidade seguida a administracao
de cocaina em ratos (TELLA et al., 1992a; DERLET et al., 1994). Outros autores mostraram
que estes antagonistas de canais de Ca'" tais como a nimodipina, nitrendipina e diltiazem
inibiram a estereotipia induzida por cocaina, mas aumentaram as convulsdes (ANSAH et al.,

1992).

A cocaina tem sua acdo baseada no aumento da neurotransmissao dopaminérgica
e serotonérgica, existindo um importante envolvimento destes neurotransmissores nas
convulsdes induzidas pela droga. A estimulacdo do receptor D; da dopamina, facilita as
convulsdes induzidas por cocaina (WITKIN et al., 1993). O'DELL et al. (2000) postularam
que estas convulsdes parecem ser mediadas pela neurotransmissdo serotonérgica, atuando
principalmente nos receptores SHT,, pois foram bloqueadas por antagonistas deste receptor,
como a cinanserina e acentuadas por antidepressivos inibidores da recaptaciao de serotonina;

como a fluoxetina.

A noradrenalina também parece estar envolvida desde que o propranolol, um
antagonista [-adrenérgico potencializou as convulsdes e letalidade induzidas por cocaina.
Trabalhos recentes indicam um importante papel da neurotransmissdo gabaérgica nestas
convulsdes (YE et al., 1999). O sistema glutamatérgico também parece ser importante nos
efeitos toxicos da cocaina. Estudos prévios mostraram que os antagonistas do receptor

NMDA atenuam as convulsdes e a letalidade induzidas por cocaina (ROCKHOLD et al.,
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1991; WITKIN & TORTELLA, 1991; ITZHAK & STEIN, 1992; MATSUMOTO et al.,
1997, 1998). Porém, o envolvimento de receptores ndo-NMDA nos efeitos convulsivos e
letais da cocaina ainda ndo foi avaliado. Uma possivel participagdo do sistema opidide
através dos receptores sigma também foi proposta (BRAIDA et al., 1997). Além disso,
modificacOes adaptativas em vérios sistemas neuronais seguindo as convulsdes estdo sendo

amplamente investigadas.

6 Relevancia e justificativa

No inicio dos anos 80, milhares de pessoas iniciaram a procura por um tratamento
que as fizesse parar de usar cocaina. Muitos especialistas que haviam passado parte de sua
vida tratando o vicio desencadeado pelo uso da heroina e dlcool ficaram espantados com a
idéia destas pessoas necessitarem de tratamento para pararem de usar esta substancia. Para
eles isto era uma novidade. Perguntas como: “Por que vocé precisa de tratamento? e Por que
vocé simplesmente ndo para de usar?”, eram freqiientemente feitas por estes profissionais.
Atualmente, muito ja foi descoberto sobre a adicdo por cocaina e outros estimulantes e
também em relacdo ao tratamento para este problema, mas muito ainda precisa ser elucidado,
pois se trata de uma ardua tarefa para os pesquisadores e clinicos fazer com que os droga

aditos parem de usar a droga e explicar porque eles necessitam de tratamento.

A epidemia da cocaina iniciou no comeco dos anos 70, teve seu pico nos anos 80
e declinou na metade dos anos 90 (GOLUB & JOHNSON, 1997). O padrdo era similar a
primeira epidemia ocorrida quando o cloridrato foi isolado das folhas de coca em 1885.
Durante a primeira epidemia os médicos usaram de forma errada as propriedades estimulantes
da cocaina para a cura da depressdo, vicio pela morfina, tuberculose crénica e varias outras
desordens. Os médicos e curandeiros prescreviam a droga para muitas doengas e a cocaina
logo se tornou o principal ingrediente ativo de muitos medicamentos populares, tonicos e

elixires.
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Quando os efeitos adversos do uso freqiiente e de altas doses foram descobertos
comecaram a vir as respostas legislativas. Desta forma em 1906 foi criado o Ato da droga e
comida pura (Pure Food and Drug Act), em seguida o ato narcético de Harrison em 1914,
este segundo eliminando o uso de medicamentos a base de cocaina, proibindo sua fabricagao e
venda. Mesmo com estes atos a cocaina ndo foi banida da sociedade e nos anos 70

circunstancias sociais e econdmicas complexas conspiraram para seu retorno.

A epidemia da cocaina nos anos 80 e 90 afetou um ampla camada da sociedade
americana, ocorrendo também o advento do crack e da metanfetamina (MA) sendo esta dltima
mais restrita a algumas localidades. Ao final do século 20 a cocaina e MA e outros derivados
destas drogas acompanhavam os opidceos e dlcool como alvos primérios dos esfor¢cos no

combate ao abuso e dependéncia.

Atualmente nos deparamos com o aumento de casos de emergéncia envolvendo a
cocaina. Este aumento € decorrente principalmente das impurezas existentes nas drogas de
rua, que fazem com que os usudrios aumentem a dose da droga para melhorar o efeito, ou
estes proprios contaminantes podem potencializar os efeitos toxicos da droga. Um dos

principais sintomas responsaveis por estas visitas as emergéncias sao as convulsoes.

As convulsdes induzidas por cocaina ocorrem tanto na overdose como no uso de
doses mais baixas durante um certo periodo de tempo (kindling), ou até mesmo apds uma
unica dose (KRAMER et al., 1990; DHUNA et al., 1991), e s@o de dificil controle, pois levam
o individuo a uma situagdo de estado de mal epiléptico, que pode levar a lesdes neuronais, até
mesmo a morte se nao houver uma manobra rdpida, visando o controle desta convulsdo. Cerca
de 12 % dos pacientes admitidos em emergéncias hospitalares com intoxica¢do por cocaina
requer terapia anticonvulsivante (DERLET & ALBERTSON, 1989; DHUNA et al., 1991). As
convulsdes podem ser resistentes aos anticonvulsivantes disponiveis, como benzodiazepinicos
e barbitdricos, e sdo consideradas o principal determinante da morte relacionada ao uso da

droga (DHUNA et al., 1991; BENOWITZ, 1993).

Como ponto positivo para esta epidemia de estimulantes e tratamento dos

distirbios que as acompanham temos o aumento incrivel da pesquisa cientifica e clinica
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envolvendo este assunto. Os resultados destas pesquisas ajudaram no conhecimento sobre o
cérebro humano e das desordens produzidas pelas substancias de abuso, mas muito ainda falta

ser desvendado.

Com relacdo as convulsdes induzidas por cocaina temos uma importante
literatura, embora o mecanismo das convulsdes nao esteja completamente elucidado. Como se
trata de uma droga que age em muitos sistemas, o estudo mais aprofundado de cada sistema
neurotransmissor que possa estar envolvido com a mediagcdo destas convulsdes é de grande
valia e pode ser usado posteriormente para o estudo de novas drogas para o tratamento dos

efeitos colaterais que envolvem as drogas de abuso, bem como para o tratamento da overdose.

Neste estudo além dos receptores e neurotransmissores envolvidos na convulsao
procurou-se também estudar uma possivel dissociac@o entre as convulsdes e morte induzidas
por cocaina, visto que alguns trabalhos sugerem uma distin¢cdo entre estas duas condicoes,
pois as drogas que inibem as convulsdes nao sdo as mesmas capazes de inibir a letalidade
induzida por cocaina (RITZ & GEORGE, 1997b), portanto existem evidéncias de

mecanismos neuronais distintos envolvendo estas duas entidades.
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OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho de tese sdo determinar quais as alteracdes
neuroquimicas desencadeadas por duas situacdes conseqiientes a convulsdo induzida por
cocaina: estado de mal epiléptico e morte em duas dreas cerebrais importantes na acdo da
droga, corpo estriado e coértex pré-frontal. Para facilitar a leitura e compreensao do estudo este

trabalho foi dividido nos capitulos listados a seguir:

Capitulo 1:

- Determinagdo da dose convulsivante e letal de cocaina em camundongos e estudo da acdo de
manipulacdoes farmacoldgicas de diversos sistemas neurotransmissores nas convulsoes

induzidas por overdose de cocaina em camundongos.

Capitulo 2:

- Determinacdo dos niveis de monoaminas e seus metabolitos apds as convulsdes e morte

induzidas por overdose de cocaina em corpo estriado e cortex pré-frontal de camundongos

Capitulo 3:

- Determinacdo da densidade de receptores dopaminérgicos (D; e D;-simile), serotonérgico
(5HT,), muscarinico M;-simile e atividade da acetilcolinesterase apds as convulsdes e morte

induzidas por overdose de cocaina em corpo estriado e cortex pré-frontal de camundongos.

Capitulo 4:
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- Determinacdo da densidade de receptores GABAérgicos, glutamatérgicos e niveis de
nitrito/nitrato apds as convulsdes e morte induzidas por overdose de cocaina em corpo

estriado e cortex pré-frontal de camundongos.

Capitulo 5:

- Estudo da participacdo do estresse oxidativo nas convulsdes e morte induzidas por overdose

de cocaina em corpo estriado e cértex pré-frontal de camundongos



III- MATERIAIS E METODOS
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1 MATERIAL UTILIZADO NOS EXPERIMENTOS

Quadro III-1 Principais materiais utilizados nos experimentos

Material

-Agitador de tubos

-Balanga analitica

-Banho Maria

-Bomba para HPLC
-Centrifuga refrigerada
-Contador de cintilag¢do liquida

-Cubetas de plastico para leitura em
espectrofotometro

-Degaseificador
-Detector de Fluorescéncia
-Detector eletroquimico

-Equipamento de Millipore para filtragdo a
vacuo

-Espectrofotdmetro

-Estufa para secagem

-Filtros de fibra de vidro

-Frascos de vidro para contagem de
cintilacao

-Freezer a— 70 °C

-Homogeneizadores manuais
-Integrador C-R6A Chromatopac
-Medidor de pH, modelo B374
-Micropipetas

-Sonicador

2 ANIMAIS

Marca / Modelo

Modelo 251, FANEN, SP, Brasil

Modelo HS, Mettler, Suica

Modelo 102/1, FANEN, SP, Brasil

LC-10AD Shimadzu Corp., Japan

Modelo Marathon 26 KMR, Fisher Scientific
Modelo LS 6500, Beckman, Fullerton, Ca, USA
Sarstedt, Alemanha Oriental

DGU-2A Shimadzu Corp., Japan
Modelo RF 535, Shimadzu Corp., Japan;
L-ECD-6% Shimadzu Corp., Japan;
Millipore Apparatus, Bedford, MA, USA

Modelo Beckman DU 640B, Fullerton, CA,
USA

Modelo 315 SE FANEM, SP, Brasil
GF/B Whatman, Maidstone, England
Vials Beckman, Fullerton, Ca, USA

Modelo ULT 2586-3D14, Revco Scientific, Inc.
Asheville, N.C. ,USA

Bellico, USA
Shimadzu Corp., Japan
Micronal, SP, Brasil

H.E., Pedersen, Dinamarca

Modelo PT 10-35. Brinkmann Instruments Inc.
NY, USA

Foram utilizados aproximadamente 500 camundongos Swiss (25 - 30 g), machos,

provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceard, mantidos em ciclo de

iluminacdo ambiental (claro/escuro) de 12 horas, com temperatura em torno de 25 °C,

recebendo ragdo padrdo tipo Purina e agua ad libitum.
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Os experimentos foram realizados de acordo com o guia de cuidados e usos de
animais de laboratério do Departamento de satide e servicos humanos dos Estados Unidos da
América (EUA) e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas Animais da Universidade

Federal do Ceara (UFC).

3 PREPARO DAS DROGAS

Cocaina (cloridrato de cocaina, sempre do mesmo lote, foi fornecida pela Policia
Federal do Cear4, Fortaleza, Ceard, Brasil). A cocaina com pureza de 100 % por andlise no
Departamento de Quimica Organica da Universidade Federal do Ceard e as outras drogas
utilizadas no capitulo 1 deste trabalho, foram dissolvidas em dgua bidestilada momentos antes
da administra¢do por via intraperitoneal em um volume final de 0,1 mL para cada 10 g de

peso do animal. A gabapentina foi dissolvida em tween 80 2,5 % v/v.

As seguintes drogas foram utilizadas: diazepam (valium®, Roche), fenobarbital
(gardenal®, Aventis Pharma), gabapentina (neurontin®), pimozida (Sigma), SCH 23390
(Sigma), Pirenzepina (Sigma), Fluoxetina (Prozac®, Eli Lilly), Buspirona (Buspar®, Bristol),
Mianserina (Sigma), Imipramina (Tofranil®, Novartis)) NMDA (Sigma), Cetamina
(Ketamin®, Cristdlia), Naltrexone (Revia®, Cristdlia), Cloridrato de Ilitio (Sigma),

Bupropiona (Zyban®, Glaxo-Wellcome).

4 DETERMINACAO DA DOSE CONVULSIVANTE E LETAL DA
COCAINA

Pelo menos cinco doses de cocaina expressas em mg/kg e administradas em um
volume de 10 ml/kg foram usadas para determinar a curva dose-resposta. Apds a
administracao os animais foram imediatamente acondicionados em gaiolas de acrilico de 30 x
30 cm. A laténcia (medida em segundos) de alguns dos sinais observados apds administracao
de cocaina: corrida violenta, abalo clonico, abalo tonico e abalo clonico-tdnico (RITCHIE &
GREENE, 1990; GEORGE, 1991) foi registrada. Estudos iniciais (GEORGE, 1991)

mostraram que a percentagem de convulsdes que ocorriam entre 15 ou 60 min apds a
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administracao da droga ndo eram diferentes, e as convulsdes tipicamente ocorriam 2 a 4 min
apos a injecdo. Com relacao a morte (GEORGE, 1991), também foi observado que o nimero
de mortes que ocorriam entre 15 - 60 min apds a inje¢do ndo eram significativamente
diferentes, e que sob as condicdes do estudo em questdo, cerca de 95 % das mortes ocorriam
em um periodo apds inje¢do de 4 a 10 min. Portanto, partindo destas evidéncias os animais
no presente estudo foram observados durante um periodo total de 30 min apds a

administracdo da cocaina para o registro da laténcia das convulsdes e/ ou morte.

A dose usada nos experimentos foi aquela que produziu 100 % de convulsdes e
40 % de morte nos animais. Partindo desta observacdo ocorreu a divisao dos grupos em:

estado de mal epiléptico e morte, como posteriormente descrito.

5 DETERMINACAO DOS SISTEMAS NEUROTRANSMISSORES
ENVOLVIDOS NA CONVULSAO INDUZIDA POR COCAINA
(CAPITULO 1)

5.1 Procedimento experimental

Os animais foram divididos em grupos experimentais conforme apresentados no
Quadro III-2, onde cada grupo recebeu seu respectivo tratamento. As doses das drogas
foram determinadas por experimentos de curva dose-resposta, bem como a partir de dados da
literatura pertinente. Todas as drogas foram administradas por via intraperitoneal e apds o
tratamento os animais foram imediatamente colocados em gaiolas de acrilico de 30 x 30 cm?
onde foram observados por 15, 30, 45 ou 60 min (como apresentado no Quadro III-2) apés a
administracio das drogas e antes da administragao de cocaina. Estes periodos de observagao
foram determinados apds rigoroso levantamento bibliografico referente a cada droga. Os
animais controle receberam solugdo salina em volume semelhante ao administrado em

relacdo as drogas testadas. Todos os experimentos foram conduzidos entre 13:00 e 17:00.

Apo6s o intervalo de tempo estabelecido para cada droga como mencionado no
Quadro III-2, os animais receberam uma dose de cocaina previamente determinada (90

mg/kg) (capitulo I) que produzia convulsdo em 100 % dos animais e morte em 40 % destes.
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Estes animais depois de tratados com cocaina foram observados por 30 min para se
determinar a laténcia para apresentacdo de alguns dos sinais observados apds administracao
de altas doses de cocaina: corrida violenta, abalo clonico, abalo tonico e abalo cldénico-tOnico
(RITCHIE & GREENE, 1990; GEORGE, 1991), a laténcia de morte e nimero de animais
que morreram. A percentagem de animais que convulsionaram e a percentagem de

sobrevivéncia dos mesmos foi calculada.
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Quadro III-2 Grupos experimentais utilizados no teste das convulsoes induzidas pela cocaina.

Sitio de acio da Droga Doses Via de adm. Tempo de
droga (mg/kg) adm. antes da
cocaina (min)

Salina (controle) - 1P -
Neurostransmissao Diazepam 3el0 1P 30
GABAérgica

Fenobarbital 10e 50 1P 30

Gabapentina 50, 100 e 150 1P 60
Neurotransmissao Fluoxetina 10e 20 IP 15
Serotonérgica

Buspirona S5el0 Ip 30

Mianserina 10, 20 e 40 1P 15
Neurotransmissao Pimozide 10 e 20 IP 30
Dopaminérgica

SCH 23390 0,1 1P 30
Neurotransmissao Pirenzepina 20 e 40 IP 30
Colinérgica
Neurotransmissao NMDA 20 IP 30
Glutamatérgica

Cetamina 20 e 30 mg/kg IP 30
Antoxidante

Vitamina E 400 mg/kg 1P 45
Outras Drogas

Carbonato de litio 56,3¢e112,5 1P 30

Imipramina 5e10 1P 30

Naltrexone 25e 50 IP 30
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6 SEPARACAO DOS GRUPOS ESTADO DE MAL EPILEPTICO (EME)
E MORTE INDUZIDA POR COCAINA

Como descrito no item 4 desta secdo, apds administracdo de cocaina 90 mg/kg,
1.p. 100 % dos animais entram em convulsdo seguida de estado de mal epiléptico e destes 40
% morrem durante o episédio convulsivo cerca de 10 a 15 min apds a administracdo da
droga. Partindo desta observacdo foi feita uma segmentagdo, onde o grupo de animais que
convulsionou e entrou em estado de mal epiléptico recebeu a denominacdo de grupo estado
de mal epiléptico (EME) e os animais que morreram pela convulsdo foram inseridos no

grupo morte.

Sessenta minutos apds a administragdo da overdose de cocaina os animais do
grupo EME foram dissecados. Os animais que morreram apds o tratamento foram
prontamente dissecados. Os controles receberam solug@o salina e foram dissecados 60 min

apo6s a administragcao desta solucao.

Neste estudo entende-se como animal em estado de mal epilético aquele que
apresenta qualquer convulsdo com duracdo acima de 5 min ou que apresente 2 ou mais
episddios convulsivos entre os quais nao ocorra recuperacao da consciéncia neste intervalo de
tempo (WARNER-SMITH, 2001). Embora esta seja a atual definicio de Estado de Mal
Epiléptico, os animais tratados com overdose de cocaina permaneceram em EME por no

minimo 30 min.

No capitulo 5 foi feita uma pequena modifica¢do nos grupos experimentais, onde
foram introduzidos novos grupos como: animais tratados com baixas doses de cocaina, pré-
tratados com diazepam 10 mg/kg e submetidos a overdose de bupropiona (um inibidor da
recaptacdo de NA e DA), visto que havia a necessidade de um estudo mais aprofundado sobre
o envolvimento do estresse oxidativo (enzima catalase) nas convulsdes e morte induzidas por
cocaina. Para estes experimentos grupos diferentes de animais receberam cocaina em baixas
doses, 10 e 30 mg/kg, i.p. e foram decapitados 1 h apds o tratamento. Para a determinagao do
efeito do pré-tratamento com o diazepam na overdose de cocaina (90 mg/kg), os
camundongos foram tratados com diazepam 10 mg/kg, i.p. € 30 min apds foram
administrados cocaina. Um outro grupo de animais recebeu apenas diazepam 10 mg/kg. Os

animais foram sacrificados 1 h apds a administracdo de cocaina, ou diazepam sozinho. Outro
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grupo de animais foi tratado com bupropiona em alta dose (150 mg/kg) e foram decapitados 1
h apdés a administracdo de bupropiona. Apds os intervalos de tempo descritos as dreas

cerebrais corpo estriado e coértex pré-frontal foram dissecadas.

7 DISSECACAO DAS AREAS CEREBRAIS (CORPO ESTRIADO E
CORTEX PRE-FRONTAL)

ApOs a convulsdo os animais sobreviventes (grupo EME), bem como os animais
controle (salina) foram mortos por estiramento cervical, os encéfalos foram retirados
rapidamente e colocados sobre papel aluminio em uma placa de Petri com gelo. Os que

morreram apos a convulsao foram dissecados imediatamente apds a morte.

Para a retirada do cértex pré-frontal (CPF), a porcao anterior dos lobos frontais
(em torno de 1,5 mm a partir do bulbo olfatério) foi removida e feita uma secc¢do bilateral

com o auxilio de uma tesoura de microdissecacio (MACHADO, 1985) (Figura III-1).

Como as dreas corticais dos ratos/camundongos sdo geralmente menos evoluidas,
menos diferenciadas e menos segregadas que o cortex cerebral de primatas, existia uma
controvérsia na literatura se realmente primatas e roedores possuiam cortex frontal. A
conclusdo (UYLINGS et al., 2003) é que estes animais possuem um cortex frontal que pode
ser definido anatomicamente e funcionalmente como cértex pré-frontal, o qual é subdividido
em uma regido orbital-simile e outra regido que pode incluir as estruturas dorsolateral e

anterior cingulado-simile.

CPF
(PL,IL, MO, ACV)

Fonte: UYLINGS et al., 2003

Figura III-1 Representacao da regiao anatomica no camundongo referente ao
cortex pré-frontal. Nos roedores as areas do cingulado anterior, pré-limbica e infralimbica
formam o cortex pré-frontal. PL-drea cortical pré-limbica; IL- 4rea infralimbica cortical; MO
— dreas cortical orbital medial; ACV- drea anterior do cingulado ventral.



III- Metodologia 85

Ap6s a retirada do CPF, acompanhando a fissura sagital mediana, a camada
cortical cerebral foi retirada das leptomeninges com o auxilio de uma pinga reta de
microdissecacdo, a qual, progredindo delicada e tangencialmente aos ventriculos laterais,
divulsionou o cértex em toda a sua extensdo fronto-occiptal. O cortex ja divulsionado foi
rebatido para os lados, expondo parte do corpo estriado. O corpo estriado (CE) (Figura I11-2)
(caudado, putamen e ntcleo accumbens) foi isolado das estruturas circunjacentes por
divulsionamento com uma tesoura de microdissecac¢do, sendo a sua retirada orientada pelo

diametro da por¢ao tuberosa visivel desses nicleos, apds o rebatimento lateral do cortex.

Terminada a dissecagdo, cada area (CPF e CE) foi colocada em papel aluminio
sobre gelo devidamente identificada, pesada e conservada a -70 °C para uso posterior.
Quando necesséria a estocagem por um certo periodo de tempo (no maximo 6 meses a -70 °C)
os tecidos foram considerados como tendo a mesma viabilidade para experimentacdo que os

ensaiados imediatamente ou 24 h ap6s a dissecacdo (BURKE & GREENBAUN, 1987).

Figura III-2 Dissecacao do corpo estriado (CE).

8 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE MONOAMINAS E SEUS
METABOLITOS COM HPLC

- Meétodo

Para a determinagdo dos niveis de catecolaminas foi utilizado o equipamento de

HPLC (Cromatografia liquida de alta performance). Na cromatografia liquida cldssica um
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adsorvente (alumina ou silica) € empacotado em uma coluna e € eluido por um liquido ideal
(fase movel). Uma mistura para ser separada € introduzida na coluna e € carregada através da
mesma por um liquido eluente. Se um composto da mistura (soluto) é adsorvido fracamente
pela superficie da fase sélida estaciondria, ele atravessard a coluna mais rapidamente que um
outro soluto que seja mais rapidamente adsorvido. Entdo, a separagdo dos solutos € possivel
se existem diferengas na adsor¢do pelo sélido. Os detectores eletroquimicos medem a
condutancia do eluente, ou a corrente associada com a oxidacao ou redugao dos solutos. Para
ser capaz de detectar no primeiro caso, os solutos devem ser i0nicos e no segundo caso, os

solutos devem ter a caracteristica de serem relativamente faceis de se oxidarem ou reduzirem.

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

ortoquinona com a liberag¢ao de dois elétrons.

- Procedimento Experimental

Os animais foram decapitados 60 min apds a injecdo de cocaina e salina no caso
dos grupos EME e controle, respectivamente ou imediatamente no caso dos animais do grupo
morte e tiveram seus cérebros dissecados sobre gelo. O CE e CPF foram utilizados para
preparar homogenatos a 10 %. Os tecidos cerebrais foram sonicados em &cido percldrico
(HCLOy4) por 30 s e centrifugados por 15 minutos em centrifuga refrigerada a 15.000 rpm.
Uma aliquota de 20 ul do sobrenadante foi, entdo, injetada no equipamento de HPLC, para a

andlise quimica.

Para a andlise das catecolaminas, uma coluna CLC-ODS(M) com comprimento de
25 cm, calibre 4,6 mm e diametro da particula de 3 um, da Shimadzu, Japao, foi utilizada. A
fase mdvel utilizada era composta por tampao écido citrico 0,163 M, pH 3,0, contendo 4cido

octanosulfonico sédico, 0,69 M (SOS), como reagente formador do par i6nico, acetonitrila 4
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% v/v e tetrahidrofurano 1,7 % v/v. NA, DA, DOPAC, HVA, 5HT e 5HIAA foram
eletronicamente detectados usando um detector amperométrico (Modelo L-ECD-6A da

Shimadzu, Japan) pela oxida¢ao em um eletrodo de carbono vitreo fixado em 0,85 V relativo

a um eletrodo de referéncia de Ag-AgCl. (HALLMAN & JOSSON, 1984)

- Solucoes Reagentes

= Fase Mével

Foram pesados 15,75 g de é&cido citrico (Grupo Quimica, R.J., Brasil) e
completado para um volume de 400 mL com dgua purissima (Milli-Q). Esta solu¢do foi
ajustada para pH 3,0 com hidréxido de sédio 12,5 M (Reagen, RJ, Brasil). A esta solugdo foi
adicionado o SOS 75 mg (Sigma, MO, USA) e completado o volume para 471,5 ml com dgua
Milli-Q. Em seguida, foi procedida a filtracao e degaseificacdo, e posteriormente adi¢do de 20
ml de acetonitrila (Carlo Erba Reagenti, MI, Itdlia) e 8,5 mL de tetrahidrofurano (Sigma, MO,
USA) para um volume final de 500 mL.

5 Acido Perclérico 0.1 M
Adicionou-se 1,8 mL de 4cido perclérico (Sigma, MO, USA) em um baldo

volumétrico e o volume ajustado para 300 mL.

& Padroes
Os padrées foram preparados em uma concentracao final de 4 ng/20 pl de solugdo de
NA, DA, 5SHT, DOPAC, HVA e SHIAA (Sigma, MO, EUA). A partir da drea dos picos
desses padrdes, as concentracdes das amostras foram calculadas utilizando o programa

Microsoft Excel® e os resultados expressos em ng/g de tecido.

9 Determinacao dos receptores que podem mediar a convulsao induzida

por cocaina

Os animais controle, EME e morte foram sacrificados por rdpida decapitacdo e

seus cérebros depois de removidos foram lavados em salina gelada. As regides cerebrais CE e
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CPF foram dissecadas, congeladas e armazenadas a -70 °C até serem utilizadas para os
ensaios de binding (no maximo 1 semana). No caso dos bindings dopaminérgicos e
colinérgicos, foram feitos homogenatos com tampao tris-HCl ou fosfato a 10 %,
respectivamente. No caso dos receptores serotonérgicos, GABAérgicos e glutamatérgicos as

membranas foram preparadas como descrito posteriormente nas secdes pertinentes.

9.1 Determinacio da densidade dos receptores colinérgicos muscarinicos

M, -simile

A densidade dos receptores colinérgicos muscarinicos foi determinada através de
ensaios de binding executados em homogenatos cerebrais. Para a determinacdo de receptores
muscarinicos M; foi utilizado o ligante inespecifico [SH]—N—metilescopolamina ([SH]—NMS,
85 Ci/mmol —Amersham Pharmacia Biotech), de acordo com o método previamente descrito
(DOMBROWSKI et al., 1983) na presenga de carbacol para bloqueio dos receptores M,-

simile.

- Método

O antagonista muscarinico marcado, ["H]-NMS, liga-se a sitios especificos dentre
0s quatro primeiros segmentos transmembrana dos receptores muscarinicos (WHEATLEY et
al., 1988) que existem nos tecidos homogeneizados. Desse modo, o ligante tritiado marca os
receptores presentes no tecido estudado. O carbacol € acrescentado ao ensaio com o intuito de
bloquear os receptores M»-simile para que o ligante radioativo se ligue apenas aos receptores

M;-simile.

A atropina é um outro antagonista cldssico utilizado nos brancos dos experimentos
para determinar a radioatividade de background ou ligacdes nao-especificas. A atropina
acrescentada em concentracdo muito maior do que a [3 H]-NMS interage, seletivamente, com
os mesmos sitios de ligacdo do receptor, deslocando e deixando livre toda a droga marcada,
que € logo depois filtrada. A radioatividade contida no filtro é, entdo, determinada por

cintilagcdo liquida.
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- Procedimento experimental

Terminada a dissecacdo das dreas cerebrais em gelo, como mencionado
anteriormente, foram feitos homogenatos a 10 % em tampao fosfato de sédio, 150 mM, pH
7,4. Rapidamente, os homogenatos contendo 50 -100 pug de proteina foram incubados em
tampao fosfato de sédio contendo entre 0,119 a 5,95 nM de [3H]—NMS para experimentos de
saturacdo e 2,38 nM para experimentos de ponto Unico, na presenca ou na auséncia de sulfato

de atropina 12,5 uM e carbacol 100 UM em um volume final de 0,2 mL.

Ap6s incubagdo a 37 °C por 30 minutos, a reagdo foi terminada por filtracdo a
vacuo através de filtros Whatman GF/B. Os filtros foram lavados trés vezes com 4 mL de
solucdo salina 0,9 % gelada, secos em estufa a 60 °C por no minimo 2 h e colocados em

frascos de vidro (vials) com 3 mL de um coquetel de cintilacdo liquida contendo tolueno.

A radioatividade foi medida em um contador de cintilagdo liquida Beckman LS-
6500 com uma eficiéncia de 61 %. A ligacdo especifica foi calculada como a ligacdo total
menos a ligacdo ndo-especifica feita na presenca de atropina 12,5 UM os resultados foram
expressos como fentomoles por miligrama de proteina. A concentragdo de proteina foi
determinada segundo o método de LOWRY et al. (1951) utilizando-se albumina sérica bovina

(BSA) como padrao.

- Solucoes reagentes

& Solucao estoque de [3H]-N-metil-escopolamina ([3H]-NMS)
Cloridrato de [3H]-NMS (85 Ci/mmol, Amersham Biosciences) foi dissolvido em
tampao fosfato de sédio 150 mM, pH 7,4 para obter uma concentragdo de 23,52 nM.

& Solucao estoque de atropina
Sulfato de atropina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi dissolvido em dgua

bidestilada, para obter uma concentragdo de 0,5 mM.
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= Carbacol
Carbacol, 2,92 mg (cloreto de carbamilcolina — Sigma, St. Louis, MO, USA) foi

dissolvido em 2 ml 4gua bidestilada para obtencao de uma concentracdo de 8 nM.

= Tampao fosfato de sodio
NaH,PO, (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil) foi dissolvido em dgua bidestilada, para
obter uma solucao 150 mM e o pH foi ajustado para 7,4 com solucao de HCI 1N (Merck, Rio

de Janeiro, Brasil).

= Coquetel de Cintilacao
0,5 g de p-bis-2-(5-feniloxazolil) benzeno, POPOP (Sigma, St. Louis, MO, USA)
e 4,0 g de 2,5-difeniloxasol, PPO (Sigma, St. Louis, MO, USA) foram dissolvidos em 1000
mL de tolueno (Beckman, Fullerton, CA, USA).

9.2 Determinacao da densidade dos receptores dopaminérgicos

A determinacdo dos receptores dopaminérgicos foi feita através de ensaios de

binding executados em homogenatos cerebrais, variando os seguintes parametros:

- Receptores D;-simile
Foi utilizado o ligante especifico ["H]-SCH 23390 (87,0 Ci/mmol —Amersham

Biosciences), de acordo com método previamente descrito (MELTZER et al., 1989).

- Receptores D,-simile
Foi utilizado o ligante especifico [SH]—espiroperidol (114,0 Ci/mmol — Amersham

Biosciences), segundo uma adaptacdo do método previamente descrito por KESSLER et al.

(1991) e MELTZER et al. (1989).

- Método

O [*H]-SCH 23390 é um antagonista dopaminérgico que possui alta afinidade

pelos receptores D;-simile. O ligante [*H]-espiroperidol é um antagonista dopaminérgico que
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possui alta afinidade pelos receptores D,-simile, possuindo também afinidade pelos receptores
serotonérgicos do tipo SHT, (TERAI et al., 1989; KESSLER et al., 1991). Para bloquear os

receptores serotonérgicos foi utilizado um antagonista especifico, a mianserina.

A dopamina, um agonista dopaminérgico, foi adicionada, na forma ndo marcada,
nos brancos dos ensaios para receptor D; para determinar a radioatividade de background ou
ligacdes ndo-especificas, em uma concentragdo elevada para interagir com 0s mesmos sitios
de ligacdo do receptor, impedindo assim, a ligacdo do [*H]-SCH23390, que fica livre. O
mesmo foi feito com relacdo ao receptor D,, mas neste caso foi utilizado o butaclamol, um
antagonista de receptores dopaminérgicos, também com o intuito de determinar as ligacdes
nao-especificas. Esses ligantes livres sdo retirados do filtro através de lavagens sucessivas, € a

radioatividade €, entdo, contada por cintilacao liquida.

- Procedimento experimental

Logo apdés a dissecacdo das dreas cerebrais em gelo, como mencionado

anteriormente, foram feitos homogenatos a 10 % em tampao tris-HCI 50 mM, pH 7.4.

Os homogenatos contendo 50-100 pug de proteina foram incubados em tampao
tris-HCI modificado (50 mM, pH 7.,4). No caso dos receptores Dj-simile o tampao continha
0,1515 a 7,58 nM de [’H]-SCH 23390 para experimentos de saturacdo e 7,58 nM para
experimentos de ponto unico. No caso dos receptores D,-simile o tampao continha 10 uM de
mianserina (incubada por 30 minutos a temperatura ambiente) para bloquear os receptores
serotonérgicos e 0,2358 a 4,72 nM de [3H]—espir0peridol para experimentos de saturacdo e
3,77 para experimentos de ponto tinico. Em ambos os ensaios, os respectivos ligantes eram
incubados na presenca e na auséncia de dopamina 100 uM (durante 10 minutos), no caso dos
receptores Dj, ou butaclamol 10 uM, no caso dos receptores D, sendo o volume final do

ensaio de 0,2 mL.

Ap6s incubagdo a 37 °C durante 60 minutos, a reacdo foi terminada por filtracao a

vacuo através de filtros Whatman GF/B. Os discos de papel de filtro foram lavados trés vezes
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com 4 mL de soluc¢do salina 0,9 % gelada, secos a 60 °C por no minimo 2 h e colocados em

frascos de vidro (vials) contendo 3 mL de um coquetel de cintilacdo liquida contendo tolueno.

A radioatividade foi medida em um contador de cintilacdo liquida Beckman LS-
6500 com a eficiéncia de 61 %. O binding especifico foi calculado como binding total menos
o binding ndo-especifico feito na presenca de dopamina 100 uM ou butaclamol 10 pM,
respectivamente para os receptores D; e D, e os resultados foram expressos como fentomoles
por miligrama de proteina. A concentragdo de proteina foi determinada segundo o método de

LOWRY (1951), utilizando-se BSA como padrao.

- Solucoes reagentes

= [3H]-espir0peridol (114 Ci/mmol, Amersham Biosciences)
5 uL de [*H]-espiroperidol foram diluidos em tampdo tris-HCl , pH 7,4, de forma

a obter uma concentracgao final de 43,28 nM.

= [3H]- SCH 23390 (87 Ci/mmol, Amersham Life Science)
5 ul de [3H]—SCH 23390 foram diluidos em tampao tris HCI, pH 7,4 de forma a

obter uma concentragao final de 11,5 nM

& Tampao Tris-HCI
6 g de Tris-HCI (trizma base, Sigma, Brasil) foram diluidos em 1000 mL de dgua
bidestilada, obtendo-se uma concentracao de 50 mM. O pH foi ajustado com solucao HCL 0,1

N (MERCK, Rio de Janeiro, Brasil) para pH 7,4.

= Tris HCI modificado
NaCl 120 mM; KCl 1mM; CaCl, 2 mM; MgCl, 1 mM, NaEDTA 1 mM e

ascorbato sédico 1 mM foram dissolvidos em tampao tris-HCl 50 mM pH 7,4

= Mianserina
Mianserina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi diluida em tampao tris-HCI

obtendo-se uma concentracao final de 10 M.
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& Dopamina (cloridrato de dopamina)

10 mg de dopamina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foram diluidas em 2 mL de
tampao tris-HCI ndo modificado tendo uma concentragdo final de 5 mg/ml. A esta solucdo foi
acrescentado acido ascérbico 0,1 %.

= Butaclamol (Cloridrato de butaclamol (+)-)
Butaclamol (RBI, MA, USA) foi dissolvido em acido ascérbico a 0,1% de forma a

se obter uma concentragdo final de 10 uM.

= Coquetel de cintilacao
0,5 g de p-bis-2-(5-feniloxazolil) benzeno, POPOP (Sigma, St. Louis, MO, USA)
e 4,0 g de 2,5-difeniloxasol, PPO (Sigma, St. Louis, MO, USA) foram dissolvidos em 1000
mL de tolueno (Beckman, Fullerton, CA, USA).

9.3 Determinacao dos receptores serotonérgicos SHT,

Método

O ligante [SH]—espiroperidol ¢ um antagonista dopaminérgico que possui alta
afinidade pelos receptores D;-simile, possuindo também afinidade pelos receptores
serotonérgicos do tipo 5-HT, (TERAI et al., 1989; KESSLER et al., 1991). Para bloquear os

receptores dopaminérgicos foi utilizado um agonista, a dopamina.

A ciproheptadina, um antagonista serotonérgico, foi adicionada na forma nao marcada,
nos brancos dos ensaios para receptor SHT, para determinar a radioatividade de background
ou ligacGes ndo-especificas, em uma concentracdo elevada para interagir com os mesmos
sitios de ligacdo do receptor, impedindo assim, a liga¢do do [3H]—espir0perid01, que fica livre.
Esses ligantes livres sdo retirados do filtro através de lavagens sucessivas, e a radioatividade

€, entdo, contada por cintilacdo liquida



III- Metodologia 94

Procedimento experimental

Tecidos cerebrais de 3 animais formando um pool foram utilizados para
experimentos de ponto Unico e saturacdo (Scatchards). O tecido foi homogeneizado em 2 ml
de tampao Tris-HCI1 0,05M pH 7.,4. O homogenato a 10 % foi centrifugado por 15 min a
20.000 X g a 4° C. O sobrenadante foi descartado e o decantado foi lavado 3 vezes com o
mesmo volume de tampao Tris-HCI 0,05 M. O decantado final foi ressuspenso em 0,3 ml do
mesmo tampdo para determinacdo subseqiiente da ligacdo do [*H]-espiroperidol. Como
descrito anteriormente no método dos receptores D;-simile, o referido ligante tem afinidade
por receptores D, e SHT, e foi utilizado para determinacdo destes tltimos de acordo com o
método descrito por PEROUTKA & SNYDER (1979), com algumas modificacdes. No ensaio
as membranas (0,3-0,5 mg de proteina) sdo incubadas com tampao Tris- HCI (pH 7,4) com a
seguinte composi¢do: dcido ascoérbico 0,1 %, NaCl 120 mM, KCl 5 mM, CaCl, 2 mM, na
presenca de [*H]-espiroperidol 4,72 nM e dopamina 100 uM para bloquear receptores D,-
simile. A ligacdo inespecifica foi definida pela adicdo de ciproheptadina 100 uM. O tempo de
incubacao foi 30 min a 37 °C, e o volume final de 0,2 ml. Para experimentos de saturagdo as

concentracdes usadas de [3H]—espir0peridol variaram de 0,5 a 5 nM.

Apds incubacdo a reacdo foi terminada por filtracdo a vacuo através de filtros
Whatman GF/B. Os filtros foram lavados trés vezes com 4 ml de solucdo salina 0,9 % gelada,
secos a 60 °C por no minimo 2 h e colocados em frascos de vidro (vials) com 3 ml de um

coquetel de cintilacdo liquida contendo tolueno.

A radioatividade foi medida em um contador de cintilacdo liquida Beckman LS-
6500 com uma eficiéncia de 61 %. A ligacdo especifica foi calculada como a ligacao total
menos a ligacdo nado-especifica feita na presenca de ciproheptadina 100 uM. Os resultados
foram expressos como fentomoles por miligrama de proteina. A concentra¢do de proteina foi

determinada segundo o método de LOWRY et al. (1951) utilizando-se BSA como padrio.

Soluc¢oes reagentes

= [*H]-espiroperidol (114 Ci/mmol, Amersham Biosciences)
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5 uL de [*H]-espiroperidol foram diluidos em tampdo tris-HCl , pH 7,4, de forma

a obter uma concentragdo final de 43,28 nM.

= Tampao Tris-HCI
6 g de Tris-HCI (trizma base, Sigma, Brasil) foram diluidos em 1000 mL de dgua
bidestilada, obtendo-se uma concentracdo de 50 mM. O pH foi ajustado com solu¢ao HCL 0,1

N (MERCK, Rio de Janeiro, Brasil) para pH 7.4.

= Tris HCI modificado
NaCl 120 mM; KCl 1mM; CaCl, 2 mM; MgCl, 1 mM, NaEDTA 1 mM e

ascorbato sddico 1 mM foram dissolvidos em tampao tris-HCI 50 mM pH 7,4.

& Dopamina (cloridrato de dopamina)
10 mg de dopamina (Sigma) foram diluidas em 2 mL de tampao tris-HCI nao
modificado tendo uma concentracdo final de 5 mg/mL. A esta solucdo foi acrescentado 4cido

ascorbico 0,1 %.

= Ciproheptadina
16,2 mg de ciproheptadina forma dissolvidos em 5 mL de dgua destilada para

obtencdo de uma solugdo de 1 mM.

= Coquetel de cintilacao
0,5 g de p-bis-2-(5-feniloxazolil) benzeno, POPOP (Sigma, St. Louis, MO, USA)
e 4,0 g de 2,5-difeniloxasol, PPO (Sigma, St. Louis, MO, USA) foram dissolvidos em 1000
mL de tolueno (Beckman, Fullerton, CA, USA).

9.4 Preparo das membranas para determinacio dos receptores gabaérgicos

e glutamatérgicos

Os homogenatos (pool de 3 animais) foram preparados em 2 mL de solucdo de
sacarose 0,32 M de acordo com o método descrito por VOGEL & VOGEL (1997). Os
homogenatos foram centrifugados a 20.000 Xg por 10 min a 4 °C e os decantados suspensos

em dgua destilada, e centrifugados a 20.000 X g por 15 min a 4 °C. Os decantados resultantes
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foram suspensos em tampao Tris-HCl 50 mM gelado e centrifugados a por mais 15 min a 4
°C, ressuspensos em Triton X-100 0.05%, e incubados por 15 min a 37 °C. Apés incubacio, a
amostra foi lavada por 2 vezes em tampao Tris—HCl 50 mM a 4 °C e centrifugada a 20.000

Xg por 15 min. O decantado final foi, entdo suspenso em 0,3 ml de tampao Tris-HC1 50 mM.

9.5 Determinacao dos receptores gabaérgicos e glutamatérgicos

Método

Para a determinacdo dos receptores GABAérgicos e glutamatérgicos foram
utilizados os ligantes inespecificos [SH]—GABA e [SH]—éCidO glutamico, respectivamente, 0s
quais sdo agonistas de todos os receptores GABAérgicos e glutamatérgicos. Para os brancos
dos experimentos foram utilizados o antagonista muscimol (no caso do receptor

GABAZ¢érgico) e o agonista glutamato (no caso do receptor glutamatérgico).

Procedimento experimental

Receptores GABAérgicos e Glutamatérgicos

Para a detreminacdo dos receptores GABAérgicos homogenatos (0,05 mL)
contendo 0,3-0,5 mg de proteina foram incubados em tampao tris-HCI contendo 50 nM de
[3H]—GABA (4—amin0—n—[2,3—3H]butyric acid - 81 Ci/mmol, Amersham pharmacia biotech)
para os ensaios de ponto tnico e 10-200 nM para os experimentos de saturacio na presenca €

na auséncia de muscimol (100 mM) em um volume final de 0,1 mL.

No caso dos receptores glutamatérgicos o ensaio de ligacao foi feito ao se incubar
0,05 mL das preparagdes de membrana (0,3—0,5 mg protein) com [*H]-4cido glutamico (L-[G-
H] glutamic acid - 49 Ci/mmol, Amersham pharmacia biotech) 50 nM para experimentos de
ponto tnico e 50-200 nM para experimentos de saturacdo em um volume final de 0,2 mL. O
binding inespecifico foi determinado na presenca de dcido glutdmico (1 mM) para o binding

glutamatérgico. O tempo de incubag¢do foi de 30 min a 37 °C.
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Ap06s os tempos de incubacio, a reagdo foi terminada por filtracdo a vacuo através
de filtros Whatman GF/B. Os filtros foram lavados trés vezes com 4 mL de solu¢do salina 0,9
% gelada, secos a 60 °C por no minimo 2 h e colocados em frascos de vidro (vials) com 3 mL

de um coquetel de cintilagdo liquida contendo tolueno.

A radioatividade foi medida em um contador de cintilacdo liquida Beckman LS-
6500 com uma eficiéncia de 61 %. A ligacdo especifica foi calculada como a ligacdo total
menos a ligacdo ndo-especifica feita na presenga de muscimol 100 mM para os receptores
GABAérgicos e 4cido glutdmico (1 mM) para o binding glutamatérgico os resultados foram
expressos como fentomoles por miligrama de proteina. A concentragdo de proteina foi
determinada segundo o método de LOWRY et al. (1951) utilizando-se albumina sérica bovina

(BSA) como padrao.

Solucoes reagentes

= [’H]-GABA (4-amino-n-[2,3-’H]4cido butirico)
19 uL de [*H]-GABA foram diluidos em 381 L de tampdo tris-HCL, pH 7.4, de

forma a obter uma concentracao final no ensaio de 50 nM.

= [3H]-écid0 glutamico (L-[G-3H] acido glutamico)
11 pL de [*H]-4cido glutimico foram diluidos em 589 uL de tampdo tris-HCI , pH

7,4, de forma a obter uma concentragao final no ensaio de 50 nM.

& Muscimol 100 uM
4,5 ul (88 mM) de muscimol foram diluidos em 400 pl de tampap tris-HCI.

= Acido glutamico (1 mM)
1,471 mg de L-glutamato foram diluidos em 1 mL de tampao (0,01 M). Desta

solucdo foram retirados 100 ul e rediluidos para 900 pl de tampao (solu¢do 1 mM)
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& Sacarose 0,32 M
109,5 g de sacarose foram pesados e diluidos para 1000 mL de dgua destilada. A

solucdo foi armazenada a 4 °C e usada nesta temperatura para o preparo dos homogenatos.

& Triton - X 100 0,05 %
0,05 mL do triton X 100 foram diluidos em 99,95 mL de dgua destilada.

& Tampao Tris-HCI
6 g de Tris-HCI (trizma base, Sigma, Brasil) foram diluidos em 1000 mL de dgua
bidestilada, obtendo-se uma concentragdo de 50 mM. O pH foi ajustado com solu¢dao HCI 0,1

N (MERCK, Rio de Janeiro, Brasil) para pH 7,4.

= Coquetel de cintilacao
0,5 g de p-bis-2-(5-feniloxazolil) benzeno, POPOP (Sigma, St. Louis, MO, USA)
e 4,0 g de 2,5-difeniloxasol, PPO (Sigma, St. Louis, MO, USA) foram dissolvidos em 1000
mL de tolueno (Beckman, Fullerton, CA, USA).

10 Determinacao da atividade da enzima acetilcolinesterase

Método

A atividade da acetilcolinesterase cerebral (AChE) foi medida de acordo com o
método descrito por ELLMAN et al. (1961). O método € baseado na medida da velocidade de
producdo da tiocolina a proporcdo que a acetiltiocolina (ATC), utilizada como substrato, é
hidrolisada. Isto é acompanhado pela reacdo continua do tiol com o fon 5:5’-ditio-bis-2
nitrobenzoato, para produzir o anion amarelo do acido 5-tio-2nitrobenzdico. A atividade
enzimatica foi medida através da variacdo da absorbancia, durante 3 minutos, sendo a reacdo
linear durante pelo menos 10 minutos. As leituras das absorbancias foram feitas em 412 nm.
A atividade especifica foi expressa em nmoles de ATC hidrolisado por miligrama de proteina

por minuto.
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Reacio:

Acetiltiocolina ___AChE tiocolina + acetato
Tiocolina + ditiobisnitrobenzoato ——— acido 5-tio-2-nitrobenzdico (anion)

(composto amarelo)

Procedimento experimental

Os tecidos (CE e CPF) foram homogeneizados em tampao fosfato (pH 8,0; 0,1 M)
10 % e o homogenato (5 nL) foi adicionado a uma cubeta contendo 500 pL. do tampao, 895 ul
de 4gua destilada e 50 pL de &cido ditiobisnitrobenzéico (DTNB) 0,01M e a absorbancia
zerada. Apds a absorbancia ser deixada em zero a cubeta foi retirada e acrescentado iodeto de
acetiotiocolina 0,075 M e a absorbancia foi registrada por 3 min em 412 nM. A atividade da
enzima foi calculada como modificacdes na absorbancia do minuto 3 para o minuto 0, relativo
ao conteido de proteina contido no homogenato (Lowry et al., 1951). O procedimento
completo foi feito em um espectrofotdometro Beckman DU 640B ajustado para um

comprimento e onda de 412 nM.

Solucgoes reagentes

= Solucio do acido 5-tio-2 nitrobenzéico, DTNB (Sigma, St Louis, MO, USA)

em 10 mM de tampao fosfato de sédio

& Solucao de iodeto de acetiltiocolina, ATC (Sigma, St Louis, MO, USA) 75 mM em

agua bidestilada

= Tampao fosfato de sodio: NA,HPO,4 (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), 0,1 N em
agua bidestilada, pH 8,0.
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Calculo:
A densidade 6tica (DO)/ 4 min
coeficiente de extin¢do do anion amarelo formado — 0,0136 uM
quantidade de tecido — determinacdo da proteina Lowry

volume final na cubeta — 1,5 mL

A (DO)Y 4min x 1,5 = Atividade da AChE em nmoles/ mg de tecido/ min
0,0136

11 Determinacao da atividade da catalase

Método

A atividade da catalase foi medida pelo método que usa o peréxido de hidrogénio
para gerar H,O e O, (MAEHLY & CHANCE, 1954). Desta forma a atividade da catalase

foi medida pelo grau desta reacao de transformacao.

Procedimento experimental

Imediatamente apds dissecacdo das dreas cerebrais o corpo estriado e cortex pré-
frontal foram homogeneizados em tampao fosfato 0,05 M, pH 7,0 a 10 % (peso/volume). O
primeiro passo para determinagdo da atividade da catalase é o preparo do meio de reagdo
que € constituido por 9 mL de peréxido de hidrogénio diluido em dgua destilada (1/1000)
em 0,5 mL de tampao tris-HCl 1 M EDTA 5mM, pH 8 e 0,5 mL de 4gua destilada. A
amostra (20 uL) apds centrifugada a 10.000 Xg por 5 min foi adicionada a 980 uL. do meio
de reacdo. Ap6s 1 min, a absorbéncia inicial foi registrada e a final foi lida apés 6 min. O
comprimento de onda utilizado foi de 230 nm. A curva padrdo foi feita utilizando catalase
purificada (Sigma, MO, USA) sob condi¢des idénticas as do ensaio. As proteinas foram

determinadas utilizando o método de LOWRY et al. (1951).
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Soluc¢oes reagentes

= H202 diluido
10 uL de peridol 30 % foram diluidos em dgua destilada g.s.p. 10 ml.

= Tampao tris-HCI 1M EDTA 5mM
Foram pesados 12,11 g de trizma base e 0,1861 g de EDTA e diluidos para 100

mL de dgua destilada e o pH foi ajustado para 8,0 com &cido cloridrico

12 Dosagem de nitrito/nitrato (GREEN et al., 1981)

Método

O reativo de Griess (N-1-naftiletilenodiamina a 0,1 % em 4gua, sulfanilamida 1
% em 4acido fosférico 5 %) revela a presenga de nitrito em uma amostra (urina, plasma,
homogenato tecidual) por uma reacdo de diazotizagdo que forma um croméforo de cor réseo,

com um pico de absorbancia em 560 nm.

Procedimento experimental

Para a realizacdo do ensaio foram usados 100 puL do reagente de Greiss e
adicionados 100 pL do sobrenadante (centrifugado) do homogenato a 10 % das é&reas
cerebrais dos camundongos em salina ou 100 uL dos padrdes nas vérias concentracdes. Para
o branco foram usados 100 pL do reagente de Greiss e adicionados 100 uL de salina. A
leitura da absorbancia foi feita em 560 nm por espectrofotometria. As leituras da absorbancia
dos padroes (y) foram plotadas contra as concentragdes de cada padrdo (x), entdo se
determinou a equagdo da reta, que foi usada para a determinacdo da concentracdo de cada

amostra.
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Solugoes reagentes

= NEED 0,1 % (N-1-naftiletilenodiamina)
0,1 g de N-1-naftiletilenodiamina (Sigma, EUA) foram diluidos em 100 mL de

dgua destilada.

= Acido fosférico 5 %
5 ml do &cido fosférico (Sigma, EUA) foram diluidos para um volume final de

100 mL em baldo volumétrico.

& Sulfanilamida 1 % em acido fosforico 5 %
1 g de sulfanilamida (Sigma, EUA) foram dissolvidos em um volume final de 100

mL de acido fosférico.

= Reagente de uso (Reagente de Greiss)
Misturaram-se partes iguais de NEED 0,1 %, 4dgua bidestilada, sulfanilamida a 1

% e acido fosforicoa 5 % (1:1:1:1).

= Padrao
Foi preparada uma solucido de NaNO, estoque (10 mM em tampao). Foram feitas

diluicdes em série e usadas na obten¢do da curva padrao (100, 50, 25, 12,5, 6,25, 1,32, 0,75
uM).

13 Avaliacao da peroxidacao lipidica (dosagem de malonildialdeido)

Método

A peroxidagdo lipidica é uma das mais importantes expressdes organicas do
estresse oxidativo induzido pela reatividade de radicais livres do oxigénio. O método mais
empregado para a determinacdo do MDA em amostras bioldgicas € baseado na sua reagdo

com o 4cido tiobarbitirico (TBA). Nesta reacdo, duas moléculas de TBA reagem
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estequiometricamente com uma molécula de MDA para formar uma solucdo de cor rosa, que
tem absorbancia maxima em pH &4cido em 532 a 535 nm. O coeficiente de extin¢do deste
croméforo num comprimento de onda de 535 nm e pH 1,0 € de 1,56 x 10° M. O método

utilizado neste experimento foi descrito por HUANG et al. (1998).

Procedimento experimental

As areas cerebrais CE e CPF foram homogeneizadas a 10 % em uma solugao de

cloreto de potassio 1,19 % gelada.

Ap6s obtencdo dos homogenatos 125 pl de cada homogenato foi adicionado a
225 uL de tampao fosfato de potassio monobdasico 50 mM, pH 7.4 e a 125 pLL de um sistema
catalisador contendo sulfato ferroso e acido ascérbico em um tubo de ensaio. Esta mistura foi
incubada a 37 °C por 30 min. Esta reacdo foi interrompida pela adicao de 250 pl de 4cido
tricloroacético 10 % e em seguida centrifugada a 3000 rpm por 15 min. Apéds centrifugacdo o
sobrenadante foi separado e acrescido a este 250 uL de &cido tiobarbitirico 0,8 %. Apds
agitacdo essa mistura foi mantida em Banho Maria com 4gua fervente (100 °C) por 15 min e
logo em seguida a retirada do Banho Maria foi colocada em um banho de gelo para o retorno
da reacdo a temperatura ambiente. A leitura foi feita em espectrofotdmetro com comprimento
de onda ajustado para 532 nm. Como padrao foram utilizadas varias concentra¢des de MDA

(0,627 a 16,77 wmol). Os resultados foram expressos como umol/mg de proteina.

Soluc¢oes reagentes

& Solucao de Cloreto de Potassio (KCI) 1,15 %
2,3 g de cloreto de potéssio (Reagen, RJ, Brasil) foram diluidos para um volume

final de 200 mL de dgua destilada.

= Tampao fosfato de potassio monobasico 50 mM
1,36 mg de KH,PO, (Reagen, RJ, Brasil) foram dissolvidos em 1000 mL de dgua
destilada e o pH ajustado para 7,4.
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& Sistema catalisador
Este sistema é formado pela mistura de partes iguais de duas substancias que sdo
preparadas isoladamente. A- FeSO4 0,01M foi preparada pela pesagem de 0,2780 mg de
FeS0,4.7H,0 e dissolu¢do em 100 ml de dgua destilada. B- Acido ascérbico foi preparado
pela dissolucdo de 1,761 mg de acido ascérbico (Sigma, EUA) em 100 mL de 4gua destilada.

= Padrao
Foi preparada uma solug¢do 0,1 mM de malonildialdeido (MDA) em tampao KCl
1,15 %. Diferentes volumes desta soluc@o perfazendo concentragdes entre 0,627 e 16,8 pmol

foram utilizadas para a obten¢ao de uma curva padrao de MDA.

14 Dosagem de proteina (método de Lowry)

- Método

A quantidade de proteina em homogenatos de cérebro foi determinada a 25 °C
utilizando albumina sérica bovina como padrdo, de acordo com o método previamente
descrito (LOWRY et al., 1951), que utiliza duas reagdes de formacdo de cor para analisar a
concentracdo proteica fotometricamente. Inicialmente € feita uma reacdo biureto de baixa
eficiéncia na qual os fons de cobre alcalino produzem uma cor azulada na presenca de
ligacoes peptidicas. Esta cor biureto € caracteristica de todas as proteinas e fornece uma cor
basica de fundo para a préxima etapa de ensaio. Depois 0 método emprega uma mistura
complexa de sais inorganicos, o reagente Folin-Ciocalteau que produz uma cor verde azulada
intensa na presenca de tirosina ou triptéfano livres ou ligados a proteinas. Como as
quantidades desses dois aminodcidos sdo geralmente constantes nas proteinas soliveis, com
poucas excegdes, a cor das reagdes (verde-azulada) € indicativa da presenga de proteina e a
intensidade da cor proporcional a concentracdo. Esta coloracdo foi medida em 750 nm,

através de espectrofotdometro Beckman DU 640B.
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- Solucoes reagentes

= Reagente A: Na,CO; (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a 2 % em NaOH (Reagen,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil) 0,1 N;

= Reagente B: CuSO4.5H,0 a 0,5 % em NaKC4H406.4H,0O (Grupo Quimica, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) a 1 %;

= Reagente C: Solucio de cobre alcalino (24 mL do reagente A com 1 mL do reagente

B, misturados no momento de usar);

= Reagente de Folin - Ciocalteau - Fenol (Labordin, Piraquara, PR, Brasil), 1:1 em dgua

bidestilada;

& Solucao de albumina sérica bovina (Sigma, St Louis, MO, USA) 1 mg/mL em agua

bidestilada.

15 Analises estatisticas

A andlise dos Scatchards foi feita através do programa GraphPad Instat tm.,
GraphPad software V 2.05., Copyright (c). Os resultados que obedeciam a uma distribui¢dao
paramétrica foram analisados por Andlise de Varidancia (ANOVA) com teste de Student
Newman Keuls (post hoc) pelo programa GraphPad Prism versao 3.00 para Windows,
GraphPad Software, San Diego California USA. Copyright (¢) 1994-1999 por GraphPad
Software. Os dados ndo paramétricos (percentagens) foram analisados pelo mesmo programa
utilizando o teste do qui-quadrado. O mesmo programa (GraphPad Prism®©) foi utilizado para
confeccdo dos gréficos apresentados neste trabalho. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas a partir de p< 0,05.
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CAPiTULO 1

DETERMINACAO DA DOSE CONVULSIVANTE DE COCAINA E ESTUDO
DAS MANIPULACOES FARMACOLOGICAS DE DIVERSOS SISTEMAS
NEUROTRANSMISSORES NAS CONVULSOES INDUZIDAS POR OVERDOSE
DE COCAINA EM CAMUNDONGOS
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Introducao

O uso da cocaina tem sido constantemente associado a ocorréncia de efeitos
téxicos. Ha relatos de convulsdes associadas ao uso da droga por aproximadamente um século
(BOSE, 1902; PULAY, 1922). Em particular, a incidéncia de convulsdes associadas com a
ingestdo de grandes doses tem aumentado significativamente nos dltimos anos (WETLI &
MITTLEMAN, 1981; JONSSON et al., 1983; MYERS & EARNEST, 1984; LOWENSTEIN
et al.,, 1987; ALLREDGE et al., 1989; CHONG-KWONG & LIPTON, 1989; FARRAR &
KEARS, 1989; CONWAY et al., 1990; PASCUAL-LEONE et al., 1990).

A acdo farmacoldgica central de drogas convulsivantes parece ser mediada
primariamente por mecanismos envolvendo o complexo ionéforo benzodiazepina/GABA-CI’
e/ou complexo ionéforo NMDA-Ca'™. Os efeitos toxicos e algumas vezes fatais da cocaina
sdo freqiientemente relacionados a excitacdo do SNC, a qual é constantemente manisfestada

pela ocorréncia de convulsdes.

A cocaina produz efeitos toxicos € uma variedade de outros efeitos fisiologicos e
comportamentais através da sua interacdo com vérios sitios receptores do SNC. E bem
conhecido que a cocaina inibe a captacdo neuronal de dopamina (DA), noradrenalina (NA) e
serotonina (SHT) e que os transportadores para estes neurotransmissores sao marcados pela
[3H]—cocaina (REITH et al, 1983; MADRAS et al., 1989). Além disso, outros estudos de
receptores mostraram que a (-)cocaina interage com receptores colinérgicos muscarinicos e
sigma no cérebro (SHARKEY et al., 1988a,b). Finalmente, ¢ amplamente reconhecido que os
potentes efeitos anestésicos da cocaina sdo mediados primeiramente por interacdes com

canais de sodio.

Trabalhos anteriores (RITZ & GEORGE, 1992) tentaram elucidar quais sitios de
ligacdo estariam mais relacionados com a ac¢do convulsivante da cocaina. Para isto utilizaram
andlise de sitios multiplos procurando identificar entre os transportadores de DA, NA e SHT,
receptores sigma e receptores colinérgicos M; e M, quais os envolvidos com o inicio das
convulsdes induzidas por cocaina. Os resultados mostraram que o transportador de SHT era o
sitio primdrio da ac@o convulsivante da droga e observou-se que quanto maior a afinidade dos

N

compostos relacionados testados a cocaina, como norcocaina (metabdlito da droga),



Capitulo 1- Manipulac¢ées farmacologicas sobre as convulsées induzidas por cocaina 109

tropococaina, procaina, cloroprocaina, dentre outros, pelo transportador de SHT maior era a
poténcia pro-convulsivante. Além disso, os achados deste estudo sugeriram que a ligagcdo a
sitios receptores sigma e muscarinicos atenuavam as propriedades convulsivantes da cocaina e
dos compostos relacionados a droga (RITZ & GEORGE, 1992). Especialmente, quanto maior
a ligacdo das drogas cocaina-simile aos receptores sigma, ou muscarinicos M; ou M,, menos

potentes eram estes compostos na produgdo das convulsdes.

Assim, enquanto o fnicio da atividade convulsivante poderia depender primariamente
da afinidade da cocaina por sitios de ligacdo associados ao transportador de SHT, a ocorréncia
eventual de uma convulsdo parecia depender de uma soma final das interacdes da cocaina,
ndo apenas com o sistema serotonérgico, mas também com os sistemas neuronais sigma e
muscarinico. Outros resultados de trabalhos anteriores também indicaram que as interagcdes da
cocaina com canais de sédio ou com sitios de ligacdo dopaminérgicos e noradrenérgicos nao
estavam associados com os efeitos convulsivantes de drogas psicoestimulantes (RITZ &
GEORGE, 1992). Porém, estes achados prévios devem ser considerados com cautela, visto
que foram derivados de andlise correlacional entre estudos de binding e estudos

comportamentais.

Apesar dos efeitos da cocaina sobre a captacdo da dopamina estarem bem
estudados, os fatores fisioldgicos que afetam a liberacdo e captagdo da DA nas terminagdes
nervosas nao estdo claramente definidos. Por exemplo, existem evidéncias de uma variedade
de experimentos que sugerem a participacdo de aminodcidos excitatérios no mecanismo de
liberacdo de dopamina no corpo estriado (CHERAMY et al., 1986; CARTER et al., 1988;
FREED & CANNON-SPOOR, 1990). Varias desordens no SNC, tais como convulsdes e
isquemia cerebral, sdo atribuidas a uma superestimulacdo do receptor NMDA por
aminodcidos excitatérios. Isto promove uma concentracdo intracelular excessiva de ions
célcio o que pode culminar com morte celular (MAYER & MILLER, 1990; YOUNG &
FAGG, 1990).

Neste capitulo procurou-se estudar a influéncia de manipulagdes farmacoldgicas
na iniciagdo das convulsdes induzidas por cocaina. Como algumas das drogas escolhidas

também sdo utilizadas no tratamento de patologias associadas ao vicio pela cocaina, também
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neste capitulo é analisado a influéncia destas drogas nas covulsdes e morte induzidas por

cocaina.
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OBJETIVOS

O presente capitulo tem como objetivo:

Determinar a dose convulsivante e letal da cocaina a ser utilizada em todo o estudo;

Investigar através de manipulagdes farmacoldgicas os possiveis sitios que possam estar

relacionados a iniciagdo das convulsdes induzidas por cocaina;

Avaliar os possiveis riscos resultantes da exposi¢dao dos viciados a medicagdes utilizadas no
tratamento de patologias causadas pelo abuso da cocaina, como antidepressivos, antipsicéticos,

ansioliticos e estabilizadores do humor.



Capitulo 1- Manipulac¢ées farmacologicas sobre as convulsées induzidas por cocaina 112

RESULTADOS

1. DETERMINACAO DA CURVA DOSE-RESPOSTA PARA AS CONVULSOES E
MORTE INDUZIDAS POR COCAINA

Cinco doses de cocaina foram utilizadas para a determinacdo da curva dose-
resposta da droga para a indu¢do de convulsdes e morte. Apds administracio intraperitoneal
de cocaina nas respectivas doses os animais foram observados por 30 min para a
determinagdo da laténcia para o inicio das convulsdes e incidéncia de morte. Este tempo de
observacdo (30 min) foi escolhido baseado em trabalhos anteriores que mostraram que a
percentagem de convulsdes e letalidade que ocorre nos 15 ou até 60 min apds a injecao da
droga nao € diferente (RITZ & GEORGE, 1992; 1997a,b). No presente estudo foi observado
que 90 % das convulsdes e morte ocorriam 4 - 15 min apds a administragdo da droga. Desta
forma o tempo de observagdo definido foi de 30 min para prover uma margem de seguranca

maior.

A Tabela 1-1 mostra que as doses mais baixas de cocaina 10 e 30 mg/kg nao
foram hébeis na inducdo de convulsdes. A dose de 60 mg/kg produziu convulsdes em 40 %
dos animais, porém nenhuma morte, enquanto doses mais altas como 90 e 120 mg/kg
produziram convulsdes em todos os animais (100 %). Assim, a dose de 90 mg/kg foi
escolhida para realizacdo deste trabalho pois esta induziu convulsdes em 100 % dos animais
dos quais 40 % morreram, o que se encaixava bem no objetivo geral do nosso trabalho, ou
seja, estudar as convulsdes e morte induzidas por cocaina. A dose de 120 mg/kg ndo foi

escolhida porque induziu a morte em 100 % dos animais.
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Tabela 1-1 Efeito da administracio de diferentes doses de cocaina na inducio das

convulsoes e morte em camundongos

Dose de cocaina %
(mg/kg de peso) Convulsao % de morte
10 0 0
30 0 0
60 40 0
90 100 40
120 100 100

Os animais foram tratados de forma aguda, intraperitonealmente com as doses supracitadas e apos
administracdo observados durante 30 minutos para a ocorréncia de convulsdes e morte. A dose grifada
em vermelho corresponde a que foi escolhida para uso durante todo o estudo. Foram utilizados uma

média de 10 animais por dose testada.
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2. MANIPULACOES FARMACOLOGICAS DAS CONVULSOES E MORTE
INDUZIDAS POR OVERDOSE DE COCAINA

Na segunda parte dos experimentos, uma série de estudos farmacoldgicos foram
executados para a avaliagdo da potenciagdo ou antagonismo das convulsdes induzidas por
overdose de cocaina por drogas que interferem em diferentes sistemas neurotransmissores do
SNC, com o objetivo de verificar um possivel envolvimento destes nas convulsdes e morte

induzidas por cocaina.

A cocaina (90 mg/kg, i.p.) induziu a primeira convulsdo 232,3 + 13,4 segundos apds a
administracdo da droga. Dos 50 animais estudados todos apresentaram convulsdes clonicas
generalizadas com estado de mal epiléptico e 60 % destes sobreviveram a estas convulsdes. Nao
foram observadas convulsdes do tipo tdonico. Todos os animais utilizados neste estudo foram
observados por 15, 30 ou 60 min ap6s o pré-tratamento com as drogas mencionadas no item 3 da
Metodologia (dependendo de cada intervalo entre a administracdo da droga a ser estudada e a
cocaina, como mencionado no Quadro III-2). Nenhum animal apresentou comportamento

convulsdo-simile antes da injecao de cocaina.

21 ESTUDO DO EFEITO DE DROGAS QUE INTERFEREM COM A
NEUROTRANSMISSAO GABAERGICA SOBRE AS CONVULSOES E MORTE
INDUZIDAS POR OVERDOSE DE COCAINA

Os resultados apresentados na Tabela 1-2 indicam que estimula¢des na funcio
neuronal GABAérgica atenuaram as convulsdes e que doses mais altas interferiram com a
morte induzida por cocaina. O pré-tratamento com diazepam na menor dose 3 mg/kg reduziu
em 37,5 % (p< 0,05) a percentagem de animais que convulsionaram, ndo interferindo com a
laténcia de convulsdo (cocaina- 232,3 + 13,4 seg; diazepam 3 mg/kg- 265,9 + 49,2 seg). Os
animais tratados com as doses mais altas de diazepam 10 e 15 mg/kg apresentaram aumentos
na laténcia da primeira convulsdo de 49,2 e 233 %, respectivamente (cocaina - 232,3 + 13,4

seg; diazepam 10 mg/kg - 346,6 £ 51,3 seg; diazepam 15 mg/kg — 773,6 = 118,6 seg), bem
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como reduziram em 66,6 (p< 0,05) e 41,7 % (p< 0,001) a percentagem de animais que
convulsionaram relativamente as doses de 10 e 15 mg/kg. Na sobrevivéncia sé houve
alterac@o na dose de 15 mg/kg onde foi observado que todos os animais sobreviveram com a

administracao desta dose de diazepam antes da cocaina.

O fenobarbital foi mais efetivo que o diazepam na inibicdo das convulsoes
induzidas por cocaina. Na dose de 10 mg/kg houve reducao de 37,5 % do nimero de animais
que convulsionaram, enquanto nenhum outro parametro foi alterado nesta dose. Entretanto a
dose de 50 mg/kg mostrou ser a mais potente, visto que apenas um animal dos oito estudados
apresentou convulsdo e morte apds administracdo da cocaina. Portanto os ndmeros

apresentados na Tabela 1-2 fazem referéncia a este animal.

A gabapentina, um anticonvulsivante langado mais recentemente no mercado nao
mostrou habilidade em alterar a laté€ncia das convulsdes (cocaina- 232,3 *+ 13,4 seg;
gabapentina 50 mg/kg- 215,2 + 37,4 seg; gabapentina 100 mg/kg- 2394 t 14,6 seg;
gabapentina 150 mg/kg- 169 + 234 seg), mas reduziu o nimero de animais que
convulsionaram em 37,5 % (p< 0,0001), 45,5 % (p< 0,001) e 50 % (p< 0,0001),
respectivamente em relacdo as doses de 50, 100 e 150 mg/kg, bem como aumentou a
percentagem de sobrevivéncia em 27,5 % (p< 0,05) e 40 % (p< 0,01) com as doses de 50 e

100 mg/kg, respectivamente, efeito nao observado com a maior dose (150 mg/kg).
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Tabela 1-2 Efeito do pré-tratamento com drogas gabaérgicas sobre as convulsoes induzidas

por cocaina 90 mg/kg em camundongos.

% Ndmero
Mecanismo  Droga Dose Laténcia de animais Yo de
de Aciio mg/kg convulsio que sobrevivéncia Animais
(Seg) convulsionam / grupo
Cocaina 90 23231134 100 60 50
Agonista do  Diazepam 3 265,9+49.2 62,5" 84,6 16
Receptor
BZD
10 346,6 £ 51,3* 44.4° 70 15
15  773,6 £ 118,6 *** 58,3¢ 100° 12
Fenobarbital 10 146,6 + 14.6 62,5 62,5 8
50 - 12,5 87,5 8
Andlogo do Gabapentina 50 2152 +34,7 62,5 87,5° 8
GABA
100 2394+ 14,6 54,5¢ 100° 18
150 169,0 + 23,4 50¢ 75 8

Os camundongos foram tratados agudamente com as drogas (via [.P.) nas dosagens mostradas na Tabela, e
30 ou 60 min (gabapentina) apdés foram administrados com cocaina 90 mg/kg, i.p. Apds o tratamento com
cocaina os animais foram observados por 30 min para a determinacio da laténcia de convulsdo e morte. Os
resultados foram expressos como média * EPM do ndmero de animais/grupo mostrados na tabela. Os
resultados da laténcia de convulsdo estdo expressos em segundos (seg) e os demais como percentagem
(sobrevivéncia e animais que convulsionaram).

* p< 0,05 e ***p< 0,001, vs cocaina. Anova e teste de Student Newman Keuls como teste post hoc.

“p< 0,05, °p<0,01, °p< 0,001, *p< 0,0001 vs cocaina. Teste do Qui-quadrado.
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22ESTUDO DO EFEITO DE DROGAS QUE INTERFEREM COM AS
NEUROTRANSMISSOES DOPAMINERGICA E MUSCARINICA SOBRE AS
CONVULSOES E MORTE INDUZIDAS POR OVERDOSE DE COCAINA

A Tabela 1-3 mostra que a pimozida, um antagonista do receptor dopaminérgico
D, produziu uma exacerbacdo das convulsdes induzidas por cocaina com a maior dose
estudada (20 mg/kg), tendo variado apenas a laténcia para o inicio das convulsdes com
reducdo de 33,9 % (cocaina- 232,3 + 13,4 seg; pimozida 10 mg/kg- 199 £ 18,5 seg; pimozida
20 mg/kg- 153,6 = 12,4 seg). Ocorreu um aumento na percentagem de sobrevivéncia de 25,7
% com a dose de 10 mg/kg e uma redugdo de 22,5 % na percentagem de sobrevivéncia com a

dose 20 mg/kg, mas nao foi significativo.

O antagonista do receptor D; SCH 23390, produziu um aumento na laténcia de
convulsdo de 96,5 % em relacdo a cocaina (cocaina — 232,3 *+ 13,4 seg; SCH 23390 0,1 mg/kg
— 456,5 £ 55,2 seg). Esta droga também aumentou em 40 % (p< 0,05) a sobrevivéncia dos
animais e reduziu em 16,7 % (p< 0,05) a percentagem de animais que convulsionou, na tnica

dose estudada deste antagonista.

O antagonista do receptor M, pirenzepina reduziu a laténcia da convulsdo nas
duas menores doses estudadas em 39,8 e 43,5 %, respectivamente em relacdo as doses de 10 e
20 mg/kg (cocaina- 232,3 £ 13,4 seg; pirenzepina 10 mg/kg- 139,8 £ 19,4 seg; pirenzepina 20
mg/kg- 131,3+ 3,2 seg; pirenzepina 40 mg/kg — 169,6 = 8,1 seg) daqueles animais que
convulsionaram. Esta droga, porém, reduziu a percentagem dos animais do grupo que
convulsionaram em 45,5 % com a dose de 10 mg/kg (p< 0,0001), 27,3 % na dose de 20 mg/kg
(p< 0,0001) e 37,5 % na dose de 40 mg/kg (p< 0,0001) e nao interferiu com a percentagem de

sobrevivéncia dos animais.
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Tabela 1-3 Efeito do pré-tratamento com drogas dopaminérgicas e muscarinicas nas

convulsoes induzidas por cocaina 90 mg/kg em camundongos.

% Nimero
Mecanismo Droga Dose Laténcia de animais % de
de Acdo Mg/kg convulsio que sobrevivéncia Animais
(Seg) convulsionam / grupo
Cocaina 90 2323+ 13,4 100 60 50
Antagonista
D, Pimozida 10 199 + 18,5 100 85,7 7
20 153,6 + 12,4* 100 37,5 8
Antagonista SCH 23390 0,1 456,5 £ 55,2* 83,3" 100 ¢ 12
D,
Antagonista
M, Pirenzepina 10 139,8 + 19,4% 54,5 54,5 11
20 131,3 +3,2% 72,7° 63,6 11
40 169,6 + 8,1 62,5" 50 8

Os camundongos foram tratados agudamente com as drogas (via I.P.) nas dosagens mostradas na Tabela, e
30 min apés foram administrados com cocaina 90 mg/kg, i.p. Apds o tratamento com cocaina os animais
foram observados por 30 min para a determinacdo da laténcia de convulsido e morte. Os resultados foram
expressos como média * EPM do nimero de animais/grupo mostrados na tabela. Os resultados da laténcia
de convulsdo estdo expressos em segundos (seg) e os demais como percentagem (sobrevivéncia e animais
que convulsionaram).

*p< 0,05 vs cocaina. ANOVA com teste de Student Newman Keuls post hoc

“p< 0,05, °p< 0,0001 vs cocaina. Teste do Qui-quadrado.
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23ESTUDO DO EFEITO DE DROGAS QUE INTERFEREM COM A
NEUROTRANSMISSAO SEROTONERGICA SOBRE AS CONVULSOES E
MORTE INDUZIDAS POR OVERDOSE DE COCAINA

A fluoxetina um inibidor da recaptacdo de serotonina, como mostrado na Tabela
1-4 na menor dose estudada, 10 mg/kg reduziu em 40 % (p< 0,0001) a percentagem dos
animais que manifestaram convulsdes. O aumento da dose da fluoxetina, entretanto, causou
uma redugdo na laténcia das convulsdes em 43,2 "% e 67 %, respectivamente em relagdo as
doses de 20 e 40 mg/kg (cocaina- 232,3 + 13,4 seg; fluoxetina 20 mg/kg- 131,9 + 17,2 seg;
fluoxetina 40 mg/kg- 76,6 = 4,6 seg). A percentagem de sobrevivéncia também reduziu em
37,8 % (p< 0,05), chegando a zero com a dose de 40 mg/kg (p< 0,01). A buspirona, um
agonista parcial do receptor SHT;s ndo interferiu com a laténcia das convulsdes (cocaina-
232,3 £ 13,4 seg; buspirona 5 mg/kg- 257,7 £ 18,9 seg; buspirona 10 mg/kg- 222,6 £ 32,1
seg). A dose de 5 mg/kg aumentou a sobrevivéncia dos animais em 28,9 % (p< 0,05).
Buspirona 10 mg/kg ao contrario da menor dose reduziu em 30 % a sobrevivéncia dos
animais, porém este valor nao foi significativo em relacdo aos animais tratados apenas com

cocaina.

A mianserina (antagonista do receptor SHT,) levou a uma reducdo significativa na
laténcia das convulsdes em torno de 33 % com as trés doses estudadas (cocaina- 232,3 + 13,4
seg; mianserina 10 mg/kg- 163,9 £ 14,6 seg; mianserina 20 mg/kg- 146,9 £ 14,7 seg;
mianserina 40 mg/kg- 152,9 + 14,8 seg). Porém na maior dose estudada dos 9 animais do
grupo um nao convulsionou (resultado nao significativo). Esta droga nas menores doses (10 e

20 mg/kg) reduziu de forma significativa a percentagem de animais que sobreviveram.

A imipramina, um inibidor do transportador de noradrenalina e serotonina causou
um aumento da sobrevivéncia dos animais de 27,5 % (p< 0,05) na dose de 5 mg/kg, entretanto
com a maior dose (10 mg/kg) provocou uma redugdo na laténcia das convulsdes em 41 %
(cocaina- 232,3 + 13,4 seg; imipramina 5 mg/kg- 212,3 + 30,1 seg; imipramina 10 mg/kg-
137,3 £ 13,1 seg).
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Tabela 1-4 Efeito do pré-tratamento com drogas serotonérgicas nas convulsoes induzidas por

cocaina 90 mg/kg em camundongos.

% Niimero
Mecanismo  Droga Dose Laténcia de animais % de
de Acdo mg/kg convulsio que sobrevivéncia Animais
(Seg) convulsionam / grupo
Cocaina 90 2323+ 13,4 100 60 50
Transportador  Fluoxetina 10 189,2+£37,9 60° 60 10
de SHT
20 131,9 £ 17,2%* 100 22,2° 9
40 76,6+ 4,6%%* 100 0° 8
Agonista
S5HT s Buspirona 5 2577+ 18,9 100 88,9° 9
10 222,6 £32,1 100 30 10
Antagonista
5HT, Mianserina 10 163,9 + 14,6* 100 20° 15
20 146,9 £ 14,7* 100 26,3" 24
40 152,9 £ 14,8* 88,9 37,5 9
Transporta- Imipramina 5 212,3 £30,1 87,5 87,5° 8
dor de NA e
SHT
10 137,3£13,1* 100 42,9 7

Os camundongos foram tratados agudamente com as drogas (via I.P.) nas dosagens mostradas na Tabela, e
15 (mianserina e fluoxetina) ou 30 min apds foram administrados com cocaina 90 mg/kg, i.p. Apds o
tratamento com cocaina os animais foram observados por 30 min para a determinacdo da laténcia de
convulsdo e morte. Os resultados foram apresentados como média = EPM do niimero de animais/grupo
mostrados na tabela. Os resultados da laténcia de convulsdo estdo expressos em segundos (seg) e os demais
como percentagem (sobrevivéncia e animais que convulsionaram).

*p< 0,05, ***p< 0,001 vs cocaina. ANOV A com teste de Student Newman Keuls post hoc

“p< 0,05, °p< 0,01, °p<0,0001 vs cocaina. Teste do Qui-quadrado
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2.4 ESTUDO DO EFEITO DE DROGAS QUE INTERFEREM COM A
NEUROTRANSMISSAO GLUTAMATERGICA (RECEPTORES NMDA) E
OPIOIDE SOBRE AS CONVULSOES E MORTE INDUZIDAS POR OVERDOSE
DE COCAINA

O N-metil-D-aspartato (NMDA) na dose de 20 mg/kg diminuiu a laténcia das
convulsdes em 32,7 % (cocaina- 232,3 + 13,4 seg; NMDA 20 mg/kg- 156,3 £ 18,5 seg) como
observado na Tabela 1-5. A droga também reduziu em 47,5 % a sobrevivéncia dos animais.
O antagonista do receptor NMDA, cetamina, na dose de 20 mg/kg nao interferiu com a
laténcia das convulsdes, mas reduziu em 60 % (p< 0,001) a percentagem dos animais que
convulsionaram, bem como aumentou a sobrevivéncia em 40 % (p< 0,001), ou seja, todos os
animais sobreviveram quando a cetamina 20 mg/kg foi administrada antes da cocaina. A dose
de 30 mg/kg aumentou a laténcia para a primeira convulsao em 138 %, e também em 28,9 %
a percentagem de sobrevivéncia dos animais (cocaina- 232,3 + 13,4 seg; cetamina 20- 179,3 £

44 seg; cetamina 30- 553,7 + 116,8 seg).

O antagonista opidide naltrexone reduziu em torno de 38 % a laténcia da
convulsdao induzida por cocaina com as duas doses usadas, 25 e 50 mg/kg. Um outro
parametro afetado pelo pré-tratamento com esta droga foi a sobrevivéncia dos animais. Na
dose de 25 mg/kg ocorreu uma reducio de 30 % porém ndo significativa estatisticamente na
sobrevivéncia dos animais, enquanto a dose de 50 mg/kg provocou uma reducao de 40 % (p<

0,05) na sobrevivéncia dos animais.

O pré-tratamento com a droga estabilizante do humor, litio, ndo interferiu com a
laténcia das convulsdes (cocaina- 232,3 + 13,4 seg; litio 56,3 mg/kg- 156,2 + 31,7 seg; litio
112,5 mg/kg- 190 + 12,2 seg), nem com a sobrevivéncia dos animais, mas reduziu de forma

significativa, nas duas doses estudadas a percentagem de animais que convulsionaram.
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Tabela 1-5 Efeito do pré-tratamento com drogas com acao nos receptores glutamatérgicos

NMDA, sistema opidide e inositol nas convulsoes induzidas por cocaina 90 mg/kg em

camundongos
Y0 Niimero
Mecanismo Droga Dose Laténcia de animais % de
de Acdo mg/kg convulsio que sobrevivéncia Animais
(Seg) convulsionam / grupo
Cocaina 90 2323+ 13,4 100 60 50
Agonista NMDA 20 156,3 + 18,5* 100 12,5% 8
NMDA
Antagonista  Cetamina 20 179,3 + 44 40° 100° 10
NMDA
30 553,7 £ 116,8%%*%* 88,9 88,9" 9
Antagonista
Opidide Naltrexone 25 148,9 + 14, 7% 100 30 10
50 140,7 £ 13,6%* 100 20° 10
Estabilizante  Litio 56,3 156,2 31,7 71.4° 714 7
do humor
112,5 190 £ 12,2 86,1 47 36

Os camundongos foram tratados agudamente com as drogas (via I.P.) nas dosagens mostradas na Tabela,
e 30 min apds foram administrados com cocaina 90 mg/kg, i.p. Apds o tratamento com cocaina os
animais foram observados por 30 min para a determinacdo da laténcia de convulsio e morte. Os
resultados foram apresentados como média £ EPM do nimero de animais/grupo mostrados na tabela. Os
resultados da laténcia de convulsdo estdo expressos em segundos (seg) e os demais como percentagem
(sobrevivéncia e animais que convulsionaram).

* p< 0,05, ** p< 0,001, *** p< 0,0001 vs cocaina. Anova e teste de Student Newman Keuls como teste
post hoc

* p< 0,05, "p< 0,001, °p< 0,0001 vs cocaina. Teste do Qui-quadrado.
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DISCUSSAO

As doses das drogas utilizadas neste capitulo foram determinadas por curva dose-
resposta, no caso da cocaina (Tabela 1-1) e através de amplo levantamento bibliografico, nos
demais casos. Estas doses ndo sdo equivalentes aquelas utilizadas por humanos, visto que os
camundongos tém taxas metabdlicas mais altas. Porém, a dose de cocaina usada neste estudo
resulta em niveis sangiiineos da droga que no camundongo sdo funcionalmente similares
aqueles encontrados nas situacdes de overdose de cocaina em humanos, visto que os animais
apresentaram comportamento semelhante aos humanos vitimas de overdose.

A escolha das drogas utilizadas neste capitulo foi baseada na necessidade de se
determinar quais os principais sistemas relacionados as agdes toxicas da cocaina, neste caso,
convulsdes e morte. Sao drogas que interferem em diversos sistemas, visto que o mecanismo
das convulsdes induzidas por cocaina ainda ndo foi totalmente elucidado e parece ser
multimediado. Outro motivo importante € que intervengdes farmacoldgicas sdo de grande
valia no tratamento do abuso da cocaina, particularmente para reverter efeitos agudos do uso
da droga (tratamento da intoxicacao por cocaina), tratamento das patologias associadas ao uso
da droga ou para reduzir o desejo pela droga ou bloquear a euforia causada pela mesma. Neste
capitulo, portanto foram testadas drogas que sdo utilizadas na clinica médica para o
tratamento de patologias relacionadas ao abuso de cocaina, como depressdo, ansiedade,
mania, esquizofrenia, e desta forma, também foi objetivo secundério avaliar se a exposicao de
droga aditos em tratamento com estas drogas, a cocaina poderia levar a quadros de overdose.
Os resultados relativos aos efeitos de drogas ansioliticas, antidepressivas, antipsicéticas e
estabilizantes do humor nas convulsdes e morte induzidas por cocaina apresentados neste

capitulo foram recentemente publicados (MACEDO et al., 2004c).

As primeiras hipdteses atribuiam as propriedades convulsivas da cocaina aos
efeitos desta nos canais de sédio voltagem dependente. Dando suporte a isto, foi mostrado
que a administracdo repetida de lidocaina, um anestésico local ausente de agdes
psicoestimulantes, também leva ao desenvolvimento de convulsdes e produz sensibilizacao
cruzada com a cocaina (MARGOLIS et al., 1993). ZHAI et al. (1997) evidenciaram que a
administracido de doses subconvulsivas de cocaina pode alterar as propriedades funcionais de

canais de sodio voltagem dependente em neurdnios piramidais hipocampais. Apesar do
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envolvimento dos canais de sdédio nas convulsdes induzidas por cocaina, trabalhos mostram
que anticonvulsivantes como a carbamazepina que interferem com os canais de sddio ndo
foram eficientes na inibicdo das convulsdes induzidas por cocaina, pelo contrdrio até

potencializaram estas convulsdes (WEISS et al., 1989).

Face ao que foi exposto com relacdo aos bloqueadores dos canais de sdédio, se
optou por nao estudar este grupo de drogas neste capitulo. Ao contrario dos bloqueadores dos
canais de sédio, as drogas com ac¢do na neurotransmissao GABAérgica t€ém sido amplamente
utilizadas no tratamento das convulsdes de diversas origens. Dados recentes indicam que a
inibicdo mediada pelo GABA ¢é o principal alvo da a¢do central da cocaina que pode resultar
em convulsdes. Estudos eletrofisiolégicos em neurdnios hipocampais isolados mostraram que
a cocaina em altas concentracdes micromolares deprimiu de forma ndo competitiva as
correntes do GABA na auséncia e presenca de tetrodotoxina, indicando que este efeito nao
foi mediado através de canais de sddio voltagem-dependente (YE et al., 1997, 1999). Com
respeito a acdo de neurotransmissores inibitorios esta parece nao estar restrita aos receptores
GABA,, desde que a cocaina também reduz a corrente de fons cloreto induzida pela glicina
em neurdnios hipocampais (REN et al., 1999). Dados recentes mostram o envolvimento de
receptores GABAp nesta acdo (GASIOR et al., 2004).

Os resultados apresentados na Tabela 1-1 mostram que as drogas com agdo na
neurotransmissao GABAérgica sdo muito ativas na inibicdo das convulsdes induzidas por
cocaina. Estes resultados corroboram com estudos farmacoldgicos anteriores que mostram
uma protecdo significativa das convulsdes induzidas por cocaina em ratos apds o pré-
tratamento com diazepam, fenobarbital e SKF- 1000330A, um inibidor da captacdo do
GABA (DERLET & ALBERTSON, 1990; GASIOR et al., 1997; GASIOR et al., 1999b).
Outros moduladores positivos do receptor GABA, tais como neuroesterdides e clormetiazol
protegeram camundongos contra as convulsdes e letalidade induzidas por cocaina e também
suprimiram o kindling (GASIOR et al., 1999; GASIOR et al., 2000a). GASIOR et al. (1999)
avaliaram a eficdcia de novas drogas anticonvulsivantes aprovadas para uso na prevencao das
convulsdes induzidas por cocaina. Estes pesquisadores mostraram que drogas que
aumentaram a inibicdo neuronal medida pelo GABA inibiram de maneira distinta dos
barbitiricos e benzodiazepinicos e ofereceram o melhor perfil protetor/comportamental de
efeitos colaterais. Nossos resultados ao contrario dos referidos anteriormente (GASIOR et al.,

1999), mostraram uma melhor prote¢ao das convulsdes pelo fenobarbital e diazepam. Como



Capitulo 1- Manipulac¢ées farmacologicas sobre as convulsées induzidas por cocaina 125

anticonvulsivante de ultima geragdo utilizamos a gabapentina que produziu efeitos benéficos
elevando a percentagem de sobrevivéncia dos animais para 100 % com a dose de 100 mg/kg
e reduzindo em 50 % a percentagem dos animais que convulsionaram, embora nio tenha
interferido com a laténcia das convulsdes. Vale salientar que drogas como o diazepam tém
sido amplamente usadas no tratamento da sindrome de abstinéncia (incluindo aqueles
caracterizados por agitacdo severa e excesso de catecolaminas) associados com outras drogas
de abuso. Com relacdo a intoxicacdo por cocaina o diazepam também apresentou efeitos
protetores quando administrada antes ou apds a exposi¢do a cocaina em humanos (PLATT,

1997).

Trabalhos recentes dao mais énfase na intera¢do da cocaina com alguns sistemas
de neurotransmissores cerebrais. Por exemplo, alguns estudos farmacolégicos demonstraram
que as convulsdes induzidas por cocaina foram inibidas por antagonistas do receptor SHT,
(O'DELL et al., 2000), agonistas do receptor GABA, (GASIOR et al., 2000b) e antagonistas
do receptor NMDA (USHIJIMA et al., 1998; POUW et al., 1999; BRACKETT et al., 2000),
enquanto bloqueadores de canal de sdédio e cdlcio foram ineficientes. Um envolvimento de
receptores dopaminérgicos (USHIJIMA et al., 1998), muscarinicos (RITZ & GEORGE,
1992, 1997) e sigma (BRAIDA et al., 1997), também foi proposto. Além disso, modifica¢des
adaptativas em vdrios sistemas neuronais que ocorrem apds as convulsdes estdo sendo

amplamente investigados.

Com relacdo a neurotransmissdo dopaminérgica neste estudo observamos que
antagonistas do receptor dopaminérgico D, reduziram a laténcia das convulsdes bem como
também reduziram a sobrevivéncia dos animais (nfo significativo), enquanto o antagonista D,
SCH 23390 produziu um efeito contrdrio (protecdo) aumentando a laténcia e sobrevivéncia
dos animais de forma bastante eficiente. Os primeiros trabalhos relacionados a este assunto
ndo associavam as convulsdes e morte com os receptores dopaminérgicos (DERLET &
ALBERTSON, 1990a; JACKSON et al., 1990). Mais recentemente estes receptores foram
implicados nas convulsdes induzidas por cocaina (USHIJIMA et al., 1998), bem como na
letalidade (RITZ & GEORGE, 1997b). O envolvimento dos receptores dopaminérgicos D; e
D, com fun¢des opostas nas convulsdes ndo ocorre somente nas convulsdes e morte induzidas
por cocaina, mas também em relacdo ao modelo litio-pilocarpina (BARONE et al., 1991).

Esta potencializagdo das convulsdes produzida pelo pimozide também é de importancia
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clinica, visto que esta droga bloqueou as propriedades de reforco da cocaina em ratos
(YOKEL & WISE, 1975) e primatas ndo humanos (WOOVERTON, 1986). Portanto, pode
ser um importante risco o tratamento de viciados com pimozide podendo ocorrer uma

potenciagdo dos efeitos toxicos da cocaina.

Trabalhos anteriores indicaram que a ligagdo da cocaina e compostos relacionados
a receptores muscarinicos M; e M, ou receptores sigma pareciam estar associados com a
atenuacdo da atividade convulsivante da cocaina (RITZ & GEORGE, 1993). Em nossos
experimentos vimos que o pré-tratamento com a pirenzepina, um antagonista do receptor
muscarinico M; reduziu a percentagem de animais que convulsionaram apds tratamento com
cocaina, mas em contrapartida reduziu a laténcia das convulsdes daqueles animais que
convulsionaram. Esta droga ndo apresentou eficdcia na reversdao da mortalidade associada

com a cocaina.

Pesquisas anteriores mostraram que a pirenzepina € equipotente nos subtipos de
receptores M; e My (FERRARI-DILEO et al., 1994). Sabe-se que uma das funcdes do
receptor My é o aumento da liberagcdo de glicina (RUSSO et al., 1993), a qual é amplamente
reconhecida como o principal neurotransmissor inibitério no SNC de vertebrados,
especialmente na medula espinhal (MCGEER & MCGEER, 1989). Da mesma forma que o
GABA a glicina inibe o disparo de neuronios pela abertura de canais de CI'. A inibi¢do da
liberacdo de glicina pelo bloqueio do receptor M4 pode contrapor os efeitos atenuadores das
acOes antagonistas da pirenzepina nos receptores M; e assim, com a maior ocupacdo do
receptor My, pode ocorrer uma potenciacdo das convulsdes. Este mecanismo pode
provavelmente explicar a reducdo na laténcia das convulsdes observada em alguns animais
desde que a prépria cocaina também reduz a corrente de ions cloreto induzida pela glicina em
neurdnios hipocampais (REN et al., 1999). Com doses bem mais baixas que as utilizadas
neste trabalho (0,3 mg/kg), RITZ & GEORGE (1997b) observaram uma prote¢dao da morte
pelo pré-tratamento com pirenzepina. Com doses mais altas como 1 mg/kg e 10 mg/kg, esta

protecdo nao foi vista.

Alguns trabalhos (RITZ & GEORGE, 1997a; O’DELL et al., 2000) tém
relacionado as convulsdes induzidas por cocaina a um estimulo primério na neurotransmissao

serotonérgica. Considerando este aspecto, nossos resultados mostraram que os animais que
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convulsionaram por cocaina apresentaram um aumento da serotonina em cortex pré-frontal, o
que possivelmente pode ter contribuido para a atividade pré-convulsiva (ver capitulo 2,
Figura 2-3 e MACEDO et al., 2004b). O envolvimento da SHT foi evidenciado neste estudo,
visto que a fluoxetina, um inibidor da recaptacdo de serotonina potencializou as convulsdes
induzidas por cocaina nas duas maiores doses estudadas, causando com a maior dose (40

mg/kg), 100 % de morte, apds associagdo com a cocaina.

Altas doses de fluoxetina estdo associadas a efeitos epileptogénicos em humanos
sem histdria prévia de desordens convulsivas (WERNICKE, 1985; STEINER & FONTAINE,
1986; WARE & STEWART, 1989). De fato, esta droga na dose mais baixa utilizada em
nossos exeprimentos causou uma reducdo de 40 % nas convulsdes induzidas por cocaina,
mostrando um efeito protetor. A fluoxetina também € utilizada no tratamento da depressao
(TAYLOR et al., 1994), desordens obsessivo-compulsivas (TOLLEFSON et al., 1994),
desordens alimentares (WOOD 1993) e esta sendo estudada no tratamento do vicio por dlcool
(GORELICK & PAREDES, 1992, NARANIJO et al., 1994). Em relacdo ao tratamento do
abuso por cocaina, estudos animais mostraram uma reduc@o na sensibilidade cerebral para a
recompensa (LEE & KONERTSKY, 1998), e em humanos alguns estudos relataram

resultados promissores em relacdo ao desejo pela droga (PLATT, 1997).

Um outro ponto importante a ressaltar € que had relatos de casos de uso
inadequado e até mesmo abuso de fluoxetina em usudrios experientes de drogas de abuso
(GOLDMAN et al., 1990; TINSLEY et al., 1994). Face ao que foi visto nos nossos
resultados, € importante para a clinica consider que o uso concomitante destas duas drogas
pode contribuir para possiveis manifestacdes de efeitos téxicos da cocaina. Assim deve-se ter
controle no uso de inibidores da recaptacdo de serotonina em pacientes com histéria de

convulsdes ou uso de cocaina.

A buspirona, uma droga ansiolitica cujo mecanismo de acdo € mediado por sua
acdo agonista parcial no receptor SHT;a, e que desta forma reduz os niveis de serotonina,
mostrou ter uma boa agdo contra os sintomas de retirada da cocaina (GIANINI et al., 1993),
bem como contra o panico induzido por cocaina (LOUIE et al., 1996). Em nosso estudo a
buspirona na dose de 5 mg/kg aumentou o nimero de animais que sobreviveram as

convulsdes induzidas por cocaina, protegendo, portanto, especificamente da letalidade
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associada a overdose de cocaina. Também foi observado durante os experimentos que os
animais pré-tratados com buspirona 5 mg/kg apresentaram uma menor ocorréncia de estado
de mal epiléptico, sugerindo que o receptor SHT;» pode desempenhar um papel na
manutencdo da convulsdo induzida por cocaina. De forma inversa na dose de 10 mg/kg

ocorreu uma reducao de 30 % embora nio estatisticamente significativa na sobrevivéncia.

Outros estudos (DAVIES et al., 1987, ARANEDA & ANDRADE, 1991;
BRANDAUO et al., 1991; STEVENS et al., 1992) mostraram que os receptores da serotonina
do tipo SHT, fazem a mediacdo de respostas neuronais excitatérias, enquanto os receptores
SHT;p produzem efeitos inibitérios nos mesmos neurdnios. Portanto o aumento da
sobrevivéncia pode estar relacionado com o efeito inibitério mediado pela ativacdo do
receptor SHT A pela buspirona, enquanto o efeito letal observado com a maior dose deve ter
ocorrido pela acdo antagonista desta droga em receptores dopaminérgicos D, (LIMA et al.,
2002). De fato, o resultado observado foi bastante semelhante ao visto em relagdo ao
pimozide, uma droga antagonista D, em sua maior dose (reducio da sobrevivéncia em 22,5 %
porém nao significativo). Vale ressaltar que a buspirona se liga aos receptores dopaminérgicos
D, menos avidamente do que aos receptores SHT ;4 (GARATTINI et al., 1982; RIBLET et al.,
1982).

O’DELL et al. (2000), atribuiram a convuls@o por cocaina a um estimulo no
receptor SHT,. Entretanto, em nossos resultados, a mianserina nao bloqueou as convulsdes
induzidas por cocaina. Pelo contrario, esta droga potencializou alguns parametros avaliados,
melhorando apenas na maior dose estudada e ainda de forma nao significativa, a percentagem
de animais que convulsionaram. Trabalhos anteriores utilizando cinanserina e cetanserina,
outros bloqueadores do receptor SHT, conseguiram observar uma melhora nas convulsoes
chegando a zero com a maior dose de cetanserina, apesar de ndo ter havido melhora na
letalidade associada com a cocaina (RITZ & GEORGE 1997a,b). Pode ser que este efeito
dependa das caracteristicas especificas de cada droga, visto que cetanserina e cinanserina
protegeram das convulsdes, enquanto que em nosso estudo a mianserina nio protegeu. No
capitulo 3 foi observado um grande aumento do receptor SHT», principalmente no corpo
estriado dos camundongos apds a overdose de cocaina, portanto pode ser que a dose de
mianserina utilizada nao tenha sido suficiente para bloquear o receptor, visto que com o

aumento da dose o efeito protetor comegou a aparecer (dos nove animais tratados com
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mianserina 40 mg/kg 1 animal n3o convulsionou) ou a afinidade do receptor pela droga

(mianserina) tenha reduzido com a administragdo da cocaina.

A imipramina € um antidepressivo triciclico que vem sendo estudado e associado
a melhora dos sintomas de retirada e reducao do desejo pela cocaina, facilitando desta forma a
abstinéncia (GAWIN & ELLINWOQOD, 1988). Esta droga também diminui os sintomas
depressivos de usudrios cronicos de cocaina (GIANINI et al., 1986). O mecanismo de acdo da
imipramina envolve a inibi¢do ndo seletiva da captagdo de NA e SHT, sendo mais ativa,
entretanto na inibicdo da captacdo de NA (RANG et al.,, 2004). De fato, os resultados
apresentados no capitulo 2 do presente trabalho e recentemente publicados (MACEDO et al.,
2004b) mostram um aumento nos niveis de NA em CPF de camundongos apés o EME
induzido pela cocaina e no CE apds a morte. Podemos especular desta forma, que altos niveis
de NA, juntamente com SHT contribuem para os efeitos toxicos da cocaina, visto que a SHT
apresentou aumento no CPF ap6s EME. A dose mais baixa de imipramina (5 mg/kg) causou
ao contrario um aumento significativo na sobrevivéncia dos animais em 27,5 % , bem como
dos 8 animais pré-tratados com esta droga um nao convulsionou (resultado ndo significativo).
Estes resultados também sugerem que até certo ponto o aumento de NA pode proteger das
convulsodes, resultados também observados nas convulsdes desencadeadas por outros agentes

convulsivantes (YAN et al., 1993).

Parece que apenas altos niveis destas monoaminas estdo relacionados a
potenciacdo das convulsdes. Desta forma mecanismos noradrenérgicos podem estar
envolvidos na regulagdo das convulsdes induzidas por cocaina. Assim, o propranolol,
antagonista do receptor B e ioimbina antagonista do receptor o, potencializam as convulsdes
induzidas por cocaina, bem como a letalidade. Por outro lado, a clonidina (agonista o) e
prazosin (antagonista o) suprimem os efeitos convulsivantes da cocaina. Isto indica que o
estimulo de receptores o e o, facilitam e inibem, respectivamente as convulsdes induzidas
por cocaina (DERLET & ALBERTSON, 1990; TELLA et al., 1992). Estes dados sugerem um
importante papel dos receptores o nas convulsdes induzidas por cocaina. Embora altas doses
de imipramina estejam por si s@ associadas a ocorréncia de convulsdes, as doses utilizadas
neste trabalho foram as referidas na literatura quando desejado o efeito antidepressivo da
droga. Também nao foi vista nenhuma alteragdo comportamental dos animais no periodo de

observacdo antes da administra¢do da cocaina.
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O sistema glutamatérgico foi também implicado nas propriedades aditivas da
cocaina e parece ter um importante papel nos efeitos téxicos da droga (ROCKHOLD et al.,
1991; WITKIN & TORTELLA, 1991; ITZHAK & STEIN, 1992). Dentre os diferentes
receptores glutamatérgicos, o receptor NMDA estd de maneira importante envolvido com os
sistemas cardiovascular, respiratério e neural (OLNEY, 1986; WEST & HUANG, 1994;
BERGER et al., 1995), todos os quais estando seriamente comprometidos apds a overdose de
cocaina. USHIJIMA et al. (1998) contrariamente aos nossos resultados observaram que baixas
doses de NMDA (10 e 20 mg/kg, i.p.) ndo afetaram a convulsdo por cocaina, enquanto os
antagonistas competitivos, CPP e ndo competitivos MK801, conseguiram reverter estas

convulsoes.

Em nosso caso, o NMDA reduziu a laténcia das convulsdes e a sobrevivéncia dos
animais, influenciando, portanto, tanto na convulsdo como na morte. Sabe-se que o receptor
NMDA contém varios antagonistas e sitios modulatérios que podem funcionar como alvos
para farmacoterapias: o sitio de ligagdo do glutamato, sitio do co-agonista glicina, sitios com
o iondforo e sitios de moduladores alostéricos (BIGGE, 1993). Por esta complexidade do
receptor, foi visto que moduladores positivos do receptor como as poliaminas, agravam as
convulsdes por cocaina (SHIMOSATO et al., 1997), enquanto bloqueadores do canal e
antagonistas do sitio receptor de glicina do receptor NMDA atenuam a toxicidade
comportamental induzida por cocaina (DERLET & ALBERTSON, 1990; ROCKHOLD et al.,
1991; WITKIN & TORTELLA, 1991; ITZHAK & STEIN, 1992).

Considerando estes dados, no presente trabalho foi estudada a cetamina, um
anestésico dissociativo que afeta a atividade glutamatérgica por bloqueio do receptor NMDA
(ELLISON, 1995), nas convulsdes induzidas por cocaina. A cetamina mostra afinidade
similar pelo receptor NMDA, sitios de ligacdo D,, com menor afinidade para os sitios SHT5.
A cetamina no presente estudo melhorou alguns parametros relacionados a convulsao e
letalidade induzidas por cocaina. Esta droga na menor dose estudada (20 mg/kg) elevou a
sobrevivéncia dos animais para 100 %, reduzindo em 60 % o ndmero de animais que
convulsionaram. A maior dose estudada aumentou a laténcia das convulsdes em 138 %,

aumentando também a sobrevivéncia dos animais. Esta droga alterou também o padrdo da
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convulsdo, visto que a maior parte dos animais nao chegou a apresentar convulsdo clonica

propriamente dita, mas apenas a corrida selvagem (wild running) (dados nao mostrados).

Dados anteriores (KOEK et al., 1989) mostraram que a cetamina também foi habil
em antagonizar as convulsdes induzidas por NMDA e a dose que mostrou melhor efeito neste
estudo foi a de 80 mg/kg, uma dose muito alta, que induziu convulsdes em 20 % dos animais
tratados durante o periodo de 15 min que antecedia a administracio do NMDA. E importante
ressaltar que as doses escolhidas para este trabalho de tese foram doses sub-anestésicas, que

ndo produziram alteracOes comportamentais nos animais antes da administracio da cocaina.

O naltrexone, uma antagonista opidide ndo-seletivo reduziu a laténcia das
convulsdes e a percentagem de sobrevivéncia dos animais em ambas as doses estudadas
quando administrado de forma aguda antes da cocaina. Trabalhos anteriores mostram que o
naltrexone quando administrado por via intracerebroventricular durante 9 dias atenuou os
parametros observados nas convulsdes (percentagem de animais que convulsionaram e
laténcia para a primeira convulsdo) a partir do terceiro até o dltimo dia de administracdo
(BRAIDA et al., 1997). Como em nosso caso a administracdo foi aguda isto pode ter
influenciado nos resultados negativos observados. Os antagonistas de receptores opidides
modificam os efeitos da cocaina em muitos paradigmas. Estes incluem, embora nao sejam
limitados a: auto-administracdo de cocaina (CARROLL et al., 1986), place preference
condicionado (SHIPPENBERG & HEIDBREDER, 1995), atividade locomotora (JONES &
HOLTZMAN, 1994) e sensibilizacdo comportamental induzida por cocaina (SALA et al.,
1995). Os resultados destes estudos referidos anteriormente evidenciam o papel de opidides

enddgenos no desenvolvimento e/ou expressao de algumas agdes da cocaina.

O carbonato de litio foi introduzido neste estudo por ser o protétipo das drogas
estabilizantes do humor usado para o tratamento do distdrbio bipolar. Em estudos anteriores
esta droga se mostrou benéfica no tratamento do abuso da anfetamina (FLEMENBAUM,
1974) e da cocaina (CRONSON & FLEMEMBAUM, 1978). Nossos resultados indicaram
que o carbonato de litio reduziu o nimero de animais que convulsionaram em ambas doses
estudadas de forma significativa, ndo alterando laténcia nem sobrevivéncia dos animais. Este
resultado mostra um envolvimento do litio com a inibi¢do da promog¢do da convulsdo e foi

surpreendente, visto que o litio potencializa as convulsdes induzidas por pilocarpina, um
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agonista muscarinico, reduzindo em até mais de 10 vezes a dose desta droga necessdria para a

indugdo de convulsdes (CLIFFORD et al., 1987; PERSINGER et al., 1988).

O efeito benéfico do litio quando administrado antes da cocaina pode ter ocorrido
porque a cocaina, ao contrdario da pilocarpina produz uma inibi¢do (antagonismo) de
receptores muscarinicos no corac¢do e cérebro de ratos com maior afinidade para o receptor
M, do que para o M; (SHARKEY et al., 1988; SOUSA et al., 1999). Além do mais tudo
indica que o litio reduz a afinidade da cocaina pelo transportador de serotonina, por uma agao
direta neste transportador e de outros cétions, dentre os quais Na*, K*, Rb* e Cs™ (NI et al.,
2002). Vale ressaltar que neste estudo apenas o litio produziu este efeito, o que pode justificar

a acdo protetora do litio nas convulsdes induzidas por cocaina.

De maneira geral tudo indica que as convulsdes e letalidade induzidas por
cocaina sdo multimediadas e, portanto envolvem diferentes sistemas de neurotransmissao,
mas que nem sempre 0s mesmos sistemas estdo envolvidas nas convulsoes e letalidade. Neste
trabalho vimos que drogas que interferem com as neurotransmissdes GABAérgica,
dopaminérgica, receptores NMDA e opidides interferem nas convulsdes e morte.
Considerando a neurotransmissdo serotonérgica tudo indica haver um envolvimento do
receptor SHT, 4 apenas na letalidade associada a cocaina, enquanto a fluoxetina que aumenta
niveis de SHT mostrou interferir com convulsdes e letalidade. Com relacdo ao litio este

parece interferir apenas com as convulsoes.

Deste estudo se pode ressaltar a importancia da cautela com o manuseio de
drogas que sao utilizadas no tratamento de psicopatologias associadas ao abuso da cocaina
como fluoxetina, imipramina, pimozide e naltrexone e que interferiram com as convulsoes e
morte induzidas por cocaina. Vale salientar que o efeito maléfico (na maioria das vezes)
apareceu com as doses mais altas das drogas, ou seja, o efeito foi dose-relacionado. Embora
os resultados sejam provenientes de estudos com animais (camundongos) e as doses nao
sejam equivalentes as utilizadas por humanos, ¢ de suma importancia a realiza¢do de estudos
especificos (clinicos) destas drogas em humanos. Enquanto isso ndo é feito, muito cuidado
deve ser tomado quando da utilizacdo destes medicamentos por usudrios de cocaina em
tratamento (abstinéncia), visto que uma recaida ao uso da droga podera trazer prejuizos que

podem ser fatais.



CAPITULO 2

DETERMINACAO DOS NIVEIS DE MONOAMINAS E SEUS METABOLITOS
APOS AS CONVULSOES E MORTE INDUZIDAS POR OVERDOSE DE

COCAINA EM CORPO ESTRIADO E CORTEX PRE-FRONTAL DE
CAMUNDONGOS
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INTRODUCAO

A literatura contém muitos estudos compreendendo os efeitos toxicos da cocaina,
mas apesar disso nao existem ainda tratamentos disponiveis para a overdose da droga e dentro
desta situacdo (overdose) as convulsdes parecem ser o problema mais importante. Em ratos,
convulsdes (TELLA et al., 1992), ou a acdo sinérgica de convulsdes e depressao respiratoria
(TSENG et al., 1992) sdao as mais importantes causas da morte induzida pela cocaina. De
acordo com RITZ & GEORGE (1992) a cocaina produz estes efeitos téxicos e uma variedade
de outros efeitos fisioldgicos e comportamentais através de interacdo com vdrios e distintos
sitios receptores no sistema nervoso central. Estd bem estabelecido que a cocaina inibe a
recaptacdo neuronal de monoaminas, como DA, NA e SHT, e que os transportadores destes
neurotransmissores parecem se ligar a [3H]—coca1’na (CALLIGARO & ELDEFRAWI, 1988;
MADRAS et al., 1989). A NA e DA estio implicadas no controle da excitabilidade neuronal
durante o episddio epiléptico em modelos animais. WEINSHENCKER & SZOT (2002)
chamaram atencdo para o fato de que a NA € conhecida como modulador da suscetibilidade a
convulsao em modelos animais de epilepsia por mais de 40 anos, e em alguns casos o seu
efeito é dramatico como aumento da imunorreatividade do Fos ou express@ao do RNAm ligado
a este fator, vista no Locus Ceruleus (LC) apds a convulsio induzida por muitos estimulantes.
Apesar disso, a NA ndo tem recebido destaque como outros neurotransmissores, tais como

glutamato e GABA.

Virios estudos descreveram o envolvimento da neurotransmissdo dopaminérgica
no controle de convulsdes generalizadas. A possibilidade do agravamento das convulsdes pela
modificacdo da atividade de estruturas dos nucleos da base foi observada por DERANSART
et al. (2000). O corpo estriado dorsal estd sob o controle de dois principais impulsos de
entrada: um glutamatérgico proveniente principalmente do cértex cerebral e do tdlamo, e um
dopaminérgico proveniente da substancia negra pars compacta e da area tegmental ventral.
Em contraste, o core do nicleo accumbens recebe impulsos glutamatérgicos de entrada do
cortex pré-frontal e tdlamo, bem como de estruturas limbicas tais como hipocampo e
amigdala, e impulsos dopaminérgicos de entrada principalmente da 4rea tegmental ventral
(HEIMER et al., 1995). Portanto, o corpo estriado e cortex pré-frontal sdo dreas que
apresentam uma importante interacdo e merecem estudo com relagdo a convulsdo. Além

disso, o papel do corpo estriado na mediacdo da modulagdo dopaminérgica das convulsoes
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estd de acordo com o efeito anticonvulsivante observado apds injecOes intraestriatais de
agonistas D, em alguns modelos de convulsdes (AL-TAJIR & STARR, 1991; TURSKI et al.,
1988; WAHNSCHAFF & LOSCHER, 1991).

Em relacdo a SHT, os resultados obtidos por RITZ & GEORGE (1997a,b)
indicam que manipulacdes da funcao de neur6nios serotonérgicos podem potenciar ou atenuar
o efeito convulsivante da cocaina, onde drogas que aumentam a neurotransmissao
serotonérgica, potencializam as convulsdes induzidas por cocaina, enquanto drogas que
bloqueiam o receptor SHT, da serotonina inibem a convulsdo (RITZ & GEORGE 1997a).
Este sistema neurotransmissor parece, de acordo com alguns pesquisadores (RITZ &
GEORGE, 1997a; O’DELL et al., 2000), ser o mais importante em relacdo as convulsoes

induzidas pela cocaina.
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OBJETIVOS

Considerando a relevancia das monoaminas (NA, SHT e DA) nas agdes da
cocaina, e observando que estas também exercem um importante papel nas convulsdes de um
modo geral, e na convulsdo induzida por cocaina, como visto no capitulo anterior (capitulo 1),
o objetivo do presente capitulo foi investigar as alteracdes que ocorrem a nivel de
monoaminas (NA, SHT e DA) e de seus metabdlitos (DOPAC, HVA e SHIAA) ap6s o estado
de mal-epiléptico (EME) e morte induzidos por overdose de cocaina em corpo estriado e

cortex pré-frontal de camundongos.
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RESULTADOS

1 DETERMINACAO DOS NiVEIS DE DOPAMINA (DA) E SEUS METABOLITOS
(DOPAC E HVA), SEROTONINA (5-HT) E SEU METABOLITO (5-HIAA) EM
CORPO ESTRIADO DE CAMUNDONGOS APOS ESTADO DE MAL EPILEPTICO
(EME) E MORTE INDUZIDOS POR OVERDOSE DE COCAINA.

A Figura 2-1 mostra os efeitos do EME e morte induzida por cocaina sobre os
niveis de DA e seus metabdlitos em corpo estriado de camundongos. Nos animais EME
ocorreu uma diminuicao de 40 % nos niveis de DA (controle (n= 8): 2432 + 230,5; EME (n=
8): 1455 £ 96,5 ng/g de tecido, p< 0,01), enquanto nada ocorreu nos animais morte, relativo a
esta monoamina (controle (n= 8): 2432 * 230,5; morte (n= 5): 2213 + 308,7 ng/g de tecido).
Um aumento de 92 % nos niveis de DOPAC (controle (n= 8): 533,2 + 66,8; EME (n= 8): 565
1+ 56,4; morte (n=5): 1027 = 148,4 ng/g de tecido, p< 0,01), ocorreu apenas nos animais que
morreram apds a convulsao, enquanto HVA aumentou (cerca de 140 %) em ambas condi¢des
estudadas (controle (n= 8): 245 £ 27,7; EME (n= 8): 602,8 * 63,7; morte (n=5): 584,3 £ 67,1
ng/g de tecido, p< 0,01).

Nem a 5HT, nem o seu metabdlito (SHIAA) foram significativamente alterados
no corpo estriado (SHT- controle (n= 8): 642,2 + 69,6; EME (n= 8): 500,1 * 43,6; morte (n=
5): 628,5 £ 51,7 ng/g de tecido; SHIAA- controle (n= 8): 240,3 £ 33,5; EME (n= 8): 234,2 +
29,7; morte (n=5): 162 + 17,5 ng/g de tecido). Uma reducao de 52 % nos niveis de NA foi
observada ap6s EME (controle (n= 8): 1435 £ 179; EME (n= 8): 683,9 £ 67,8 ng/g de tecido,
p< 0,01) e um aumento de 43 % ocorreu apds a morte (43%) (controle (n= 8): 1435 £ 179;
morte (n=5): 2059 * 144 ng/g de tecido, p< 0,05) (Figura 2-2).
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Figura 2-1 Determinacao dos niveis de DA e seus metabélitos (DOPAC e HVA) em
corpo estriado de camundongos apds estado de mal epiléptico (EME) e morte induzidos
por overdose de cocaina. Os camundongos foram tratados com salina ou cocaina 90 mg/kg, i.p. Os
animais que morreram apés administracdo da droga foram imediatamente dissecados, enquanto os que
apresentaram estado de mal epiléptico (EME) e os controles foram sacrificados e dissecados 60
minutos ap6s a administragdo da droga ou dgua destilada, respectivamente, para a retirada do corpo
estriado. A determinacdo das monoaminas foi feita pela técnica de HPLC com deteccdo
eletroquimica. DA= dopamina, DOPAC= 4cido dihidroxifenilacético, HV A= dcido homovanilico. As
barras representam média + EPM de 5 - 8 experimentos por grupo. **p< 0,01, ANOVA e Student
Newman Keuls como teste post hoc.
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Figura 2-2 Determinacio dos niveis de SHT, SHIAA e NA em corpo_estriado de
camundongos ap6s estado de mal epiléptico (EME) e morte induzidas por overdose de
cocaina. Os camundongos foram tratados com salina ou cocaina 90 mg/kg, i.p. Os animais que
morreram apds administragdo da droga foram imediatamente dissecados, enquanto os que
apresentaram estado de mal epiléptico (EME) e os controles foram sacrificados e dissecados 60
minutos apds a administracdo da droga ou dgua destilada, respectivamente, para a retirada do corpo
estriado. A determinacdo das monoaminas foi feita pela técnica de HPLC com deteccdo
eletroquimica. SHT= serotonina, SHIAA= dcido 5-hidroxiindolacético, NA= noradrenalina. As barras
representam média + EPM de 5 - 9 experimentos por grupo. *p< 0,05, **p< 0,01, ANOVA e Student
Newman Keuls como teste post hoc.
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2 DETERMINACAO DOS NiVEIS DE DOPAMINA (DA) E SEUS METABOLITOS
(DOPAC E HVA), SEROTONINA (5-HT) E SEU METABOLITO (5-HIAA) EM
CORTEX PRE-FRONTAL DE CAMUNDONGOS APOS ESTADO DE MAL
EPILEPTICO (EME) E MORTE INDUZIDOS POR OVERDOSE DE COCAINA.

Na Figura 2-3 pode-se observar que a SHT no cértex pré-frontal aumentou de
forma significativa (123 %) apenas apés EME (controle (n= 5): 308,5 £ 58,3; EME (n= 5):
690,1 £ 74,5; morte (n= 8): 391,1 + 45,3 ng/g de tecido, p< 0,01), enquanto SHIAA diminuiu
significativamente cerca de 47% em ambas condi¢des estudadas (controle (n= 5): 298,3 +
44,7, EME (n= 5): 145,3 £ 17,9; morte (n= 8): 132,7 £ 17,7 ng/g de tecido, p< 0,01). NA
aumentou significativamente (56 %) apés EME (controle (n= 5): 1328 + 175,4; EME (n=5):
2074 = 397,5 ng/g de tecido, p< 0.001) e diminuiu (74 %) nos animais apds a morte (controle
(n=5): 1328 £ 175,4; morte (n= 8): 340,2 + 38,2 ng/g de tecido, p< 05). Ndo conseguimos
detectar HVA no CPF.

Ainda em relacdo ao CPF (Figura 2-4) os niveis de DA aumentaram (125 %) nos
animais EME (controle (n=5): 80,4 £ 7; EME (n=5): 180,9 £ 14,1 ng/g de tecido, p< 0,001)
e reduziram apds a morte (cerca de 38 %) (controle (n=5): 80,4 £ 7; morte (n= 8): 49,6 + 5,5
ng/g de tecido, p< 0,05). DOPAC aumentou apenas apés EME (98 %) (controle (n=5): 25,8 £
3,5; EME (n=5): 51,2 = 7,8; morte (n= 8): 25,5 + 1,2 ng/g de tecido, p< 0,01).
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Figura 2-3 Determinacdo dos niveis de SHT, SHIAA e NA em cértex pré-frontal apés
estado de mal epiléptico (EME) e morte induzidas por overdose de cocaina. Os
camundongos foram tratados com salina ou cocaina 90 mg/kg, i.p. Os animais que morreram apos
administracdo da droga foram imediatamente dissecados, enquanto os que apresentaram estado de mal
epiléptico (EME) e os controles foram sacrificados e dissecados 60 minutos apds a administracido da
droga ou 4gua destilada, respectivamente, para a retirada do cértex pré-frontal (CPF). A determinagdo
das monoaminas foi feita pela técnica de HPLC com detec¢do eletroquimica. SHT= serotonina,
SHIAA= 4cido 5-hidroxiindolacético, NA= noradrenalina. As barras representam média = EPM de 5 -
11 animais por grupo *p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001. ANOVA e Student Newman Keuls como
teste post hoc.
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Figura 2-4 Determinacio dos niveis de DA e DOPAC em cértex pré-frontal apés estado
de mal epiléptico (EME) e morte induzidas por overdose de cocaina em camundongos. Os
camundongos foram tratados com salina ou cocaina 90 mg/kg, i.p. Os animais que morreram apos
administra¢do da droga foram imediatamente dissecados, enquanto os que apresentaram estado de mal
epiléptico (EME) e os controles foram sacrificados e dissecados 60 minutos apds a administracdo da
droga ou 4gua destilada, respectivamente, para a retirada do cértex pré-frontal (CPF). A determinacdo
das monoaminas foi feita pela técnica de HPLC com detec¢do eletroquimica. DA= dopamina,
DOPAC= 4cido dihidroxifenilacético. As barras representam média £ EPM 5 - 7 animais por grupo
*p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001. ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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3 DETERMINACAO DAS TAXAS DE  METABOLIZACAO DOS
NEUROTRANSMISSORES EM CORPO ESTRIADO E CORTEX PRE-FRONTAL
DE CAMUNDONGOS APOS ESTADO DE MAL EPILEPTICO (EME) E MORTE
INDUZIDOS POR OVERDOSE DE COCAINA

As Figuras 2-5 e 2-6 mostram as taxas de metaboliza¢do dos neurotransmissores
a metabolitos em corpo estriado e cortex pré-frontal de camundongos, respectivamente. Em
corpo estriado ocorreu aumento significativo da metabolizacio da dopamina a DOPAC e
HVA tanto ap6s EME (DOPAC 50 % e HVA 300 % de aumento) como apds a morte dos
animais (DOPAC 36,6 % ¢ HVA 150 % de aumento) (DOPAC/DA- controle (n= 8): 0,256 +
0,026; EME (n= 8): 0,384 £ 0,04; morte (n=5): 0,349 + 0,03); HVA/DA- controle (n= 8):
0,107 £ 0,014; EME (n= 8): 0,43 = 0,05; morte (n=5): 0,269 * 0,04). Com relacdo a
serotonina no corpo estriado ocorreu uma redugdo de 34 % na sintese do metabdlito apenas
ap6s a morte induzida por overdose de cocaina (SHIAA/SHT- controle (n= 8): 0,374 £+ 0,036;
EME (n= 8): 0,476 £ 0,06; morte (n=5): 0,25 + 0,027).

Em CPF ocorreu aumento de 91 % da taxa de metabolizacdo da dopamina em
DOPAC apenas apds morte induzida por cocaina, com relagdo a conversdo da serotonina em
SHIAA ocorreu reducdo em torno de 70 % em ambas situacdes estudadas (DOPAC/DA-
controle (n= 5): 0,29 = 0,05; EME (n= 5): 0,25 = 0,02; morte (n= 8): 0,55 = 0,08;
SHIAA/5HT- controle (n= 5): 1,08% 0,18; EME (n= 5): 0,27 * 0,03; morte (n= 8): 0,37 =
0,07).
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Figura 2-5 Determinacao das taxas de metabolizacio dos neurotransmissores em corpo
estriado de camundongos. Os camundongos foram tratados com salina ou cocaina 90 mg/kg, i.p.
Os animais que morreram apds administracdo da droga foram imediatamente dissecados, enquanto os
que apresentaram estado de mal epiléptico (EME) e os controles foram sacrificados e dissecados 60
minutos ap6s a administragdo da droga ou dgua destilada, respectivamente, para a retirada do cdrtex
pré-frontal (CPF). A determinacdo das monoaminas foi feita pela técnica de HPLC com deteccdo
eletroquimica. As taxas de metabolizacio foram calculadas pela divisdo de cada resultado referente ao
metabdlito (ng/g de tecido) e o neurotransmissor (ng/g de tecido) do mesmo animal, depois sendo feita
a média dos resultados e andlise estatistica. DA= dopamina, DOPAC= 4cido dihidroxifenilacético,
HV A= 4cido homovanilico, SHT= serotonina, SHIAA= 4cido 5-hidroxiindolacético.

*p< 0,05, ***p< 0,001. ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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Figura 2-6 Determinacio das taxas de metabolizacao dos neurotransmissores em cortex
pré-frontal de camundongos. Os camundongos foram tratados com salina ou cocaina 90 mg/kg,
i.p. Os animais que morreram ap6s administracdo da droga foram imediatamente dissecados, enquanto
os que apresentaram estado de mal epiléptico (EME) e os controles foram sacrificados e dissecados 60
minutos apds a administracdo da droga ou dgua destilada, respectivamente, para a retirada do cértex
pré-frontal (CPF). A determinagcdo das monoaminas foi feita pela técnica de HPLC com deteccdo
eletroquimica. As taxas de metabolizacdo foram calculadas pela divisdo de cada resultado referente ao
metabolito (ng/g de tecido) e o neurotransmissor (ng/g de tecido) do mesmo animal, depois sendo feita
a média dos resultados e andlise estatistica. DA= dopamina, DOPAC= 4cido dihidroxifenilacético,
SHT= serotonina, SHIAA= acido 5-hidroxiindolacético.

*#p< 0,01, ***p< 0,001. ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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DISCUSSAO

Os resultados mostrados neste capitulo foram recentemente publicados
(MACEDO et al., 2004b) e demonstram que as duas areas estudadas estdo envolvidas de
forma diferente no EME e morte induzidos por cocaina. Pode-se observar no corpo estriado
(Figuras 2-1 e 2-2), que ap6s EME ocorreu uma redugdo das duas monoaminas (NA e DA),
enquanto nos animais que morreram apds a convulsdo induzida por cocaina apenas NA
aumentou. O oposto foi visto em relagao ao CPF (Figuras 2-3 e 2-4). Nesta 4rea cerebral os
animais EME mostraram um aumento nos niveis de monoaminas (DA, NA e SHT), enquanto
0s animais morte apresentaram uma reducao em DA e NA. Esta relagcdo inversa observada nos
niveis de monoaminas relativos a estas duas dreas cerebrais € interessante, ou seja, quando

uma monoamina € alterada as outras também sdo afetadas.

Ja foi descrito que a deplecdo seletiva de DA no cortex pré-frontal medial (CPFm)
de ratos e macacos produz aumento dos niveis de DA no nicleo accumbens (CARTER &
PYCOCK 1978, 1980; KOLACHANA et al., 1995; KURACHI et al., 1995; PYCOCK et al.,
1980; ROBERTS et al., 1994; SOKOLOWSKI & SALAMONE, 1994), o que levou a
hipétese de que distirbios comportamentais seriam causados principalmente por uma
hipoatividade dopaminérgica pré-frontal juntamente com um aumento do tonus
dopaminérgico no nucleo accumbens (GRACE, 1991). Foi visto que a deplecio de DA no
cortex pré-frontal estd relacionada com o prejuizo da atengdo seletiva, aumento da atividade
motora espontanea, estereotipia comportamental e alteracdo do estado emocional inclusive
produzindo comportamentos ansiedade-simile, pois provocam aumento nos niveis de DA no
CE (BUBSER & KOCH, 1994; CARTER & PYCOCK, 1980; ESPEJO, 1997, LACROIX et
al., 1998; LE MOAL & SIMON, 1991). Neurdnios dopaminérgicos na substincia negra pars
reticulata (SNpr) e 4rea tegmental ventral (ATV) tém vias descendentes para o nuicleo da rafe
dorsal, o maior foco de neurdnios serotonérgicos, e para o locus ceruleus (LC), o maior foco
de neurdnios dopaminérgicos. Isto mostra que as trés aminas biogénicas (DA, NA e SHT) sao
interconectadas (GUERCE & MILON, 1983), sugerindo que a alteracdo de uma monoamina
produz modificacdes nas outras na mesma direcdo. Por exemplo neste capitulo ocorreu

aumento nas trés monoaminas em CPF ap6s EME.
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Esta bem estabelecido que o corpo estriado € o principal sitio de acdo da cocaina
no cérebro e que o CPF parece também ser importante para sua acdo (STEKETEE, 2002). O
CPF medial recebe uma forte inervacao dopaminérgica da ATV (OADES & HALLIDAY,
1987), inervacdao noradrenérgica do LC (LEWIS & MORRISON, 1989), e inervagao
serotonérgica principalmente dos nicleos da rafe dorsal e medial (MAMONAS et al., 1992).

De acordo com WEINSHENKER & SZOT (2002), o papel da DA e NA na
mediacdo dos efeitos das convulsdes induzidas por drogas psicoestimulantes € de consideravel
interesse, € a maioria das pesquisas com animais tém focalizado as convulsdes induzidas por
cocaina. Um dos primeiros estudos examinando esse assunto evidenciou nenhum efeito do
dano dos sistemas noradrenérgico e dopaminérgico nas convulsdes induzidas por cocaina, e
concluiu que o mecanismo destas convulsdes nao era relacionado as catecolaminas (MASON
& CORCORAN, 1979). A letalidade associada com as convulsdes induzidas por cocaina pode
ter componentes noradrenérgicos e dopaminérgicos, baseado nos estudos farmacolégicos de
RITZ & GEORGE (1997b). Estes pesquisadores mostraram que o antagonista do receptor o<y,
prazosin, reduziu significativamente a ocorréncia de convulsdes. Além disso, a letalidade
induzida pela cocaina foi aumentada pela mesma droga e foi substancialmente de inicio mais
rdpido que os controles (RITZ & GEORGE, 1997b). Isto pode explicar os efeitos opostos

vistos nesta pesquisa nos niveis de NA em animais EME e morte.

Em relacao a DA, USHIJIMA et al. (1998), mostraram que agonistas D, como
bromocriptina reduziram o efeito convulsivo da cocaina e protegeram contra doses letais da
cocaina, enquanto agonistas D; como SKF38393 potencializaram as convulsdes induzidas por
cocaina. De modo semelhante, neste trabalho (capitulo 1, tabela 1-3), foi observado uma
reducdo da laténcia (significativa) e sobrevivéncia (ndo significativa) dos animais com o pré-
tratamento com pimozida, um antagonista dos receptores D, quando administrado na dose de
20 mg/kg. Ja o pré-tratamento com o SCH 23390, um antagonista dos receptores D; causou
um aumento significativo na laténcia e sobrevivéncia dos animais, bem como uma redu¢do no

nimero de animais que convulsionaram.

Nada até agora havia sido determinado em relacdo aos niveis de monoaminas nas
convulsdes e morte induzidas por cocaina. Trabalho recente publicado por nosso grupo de

pesquisa com os resultados apresentados neste capitulo (MACEDO et al., 2004b) demonstra a
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ocorréncia de alteragdes nos conteudos de NA e DA nas areas cerebrais estudadas apés EME
e morte induzidos por cocaina. Este estudo também detectou alteragdes nos niveis de SHT
apenas no CPF de animais EME, mostrando que esta monoamina também estd envolvida com
as convulsdes induzidas pela cocaina. De fato, drogas que inibem a recaptacdo de SHT
potencializam as convulsdes, enquanto drogas antagonistas do receptor SHTpc sdo
anticonvulsivantes (RITZ & GEORGE 1997a; O’DELL et al., 2000). Esta hipdtese esta
embasada em estudos farmacogenéticos que demonstram que a densidade de receptores SHT,
parece mediar a sensibilidade genética para as convulsdes induzidas por cocaina, e
cinanserina de forma mais potente atenuou os efeitos da cocaina em camundongos exibindo
uma densidade menor de receptores SHT, (O’DELL et al., 2000). Apesar dos autores em
questdo apontarem um envolvimento dos receptores SHT, nas convulsdes induzidas por
cocaina nosso trabalho como mostrado no capitulo 1, tabela 1-4 nio apresentou bloqueio das
convulsdes usando o antagonista SHT,, mianserina e fluoxetina, um inibidor de recaptacdo da

SHT potencializou os parametros relacionados a convulsio e morte induzidas por cocaina.

A mensuracao dos niveis dos metabdlitos das catecolaminas dd uma idéia da taxa
de liberacdo e renovacgdo destas catecolaminas no cérebro. Por exemplo, concentragdes de
HVA no corpo estriado dao idéia de renovagdo da DA nesta drea cerebral. Concentracdes de
HVA diminuem, por exemplo na doenca de Parkinson, onde hd degeneracdo de neurdnios
DA. Neste estudo observamos que no corpo estriado ocorreu aumento dos metabdlitos da DA
(e reducdo do neurotransmissor), principalmente do HVA, que permaneceu alterado apds
EME e morte. Estes resultados sugerem um aumento da atividade das enzimas
metabolizadoras MAO e COMT nesta area cerebral o que pode ser comprovado pelo aumento

do metabolismo da dopamina em DOPAC e HVA como evidenciado na Figura 2-5.

Ja no CPF que recebe uma importante inervagdo serotonérgica, ocorreu aumento
da SHT e redu¢do do metabodlito SHIAA, sugerindo uma importante inibi¢ao do metabolismo
desta monoamina nesta drea cerebral, portanto, um importante envolvimento da mesma nas
convulsdes (EME) induzidas por cocaina. Nesta drea cerebral (CPF) também foi observado
aumento da dopamina e seu metabolito intracelular (DOPAC), o que dé indicios da ocorréncia
de renovacdo desta monoamina no CPF e também seu possivel envolvimento com as
convulsdes nesta drea cerebral. Nao podemos fazer a mesma discussdo a respeito da NA pois

nao conseguimos detectar seu metabdlito 3-MT através do método de detecgao utilizado.
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O aumento da DA e SHT no CPF € importante e merece ser discutido com base
nas interacOes entre estas monoaminas € oOs varios neurotransmissores. Estudos
eletrofisiol6gicos levando em consideracao o sistema de aminodcidos excitatorios sugeriram
que a serotonina facilita a transmissdo glutamatérgica via a¢do focal em dendritos apicais de
neurOnios piramidais nesta drea cerebral (AGHAJANIAN & MAREK, 1997). Esta facilitacdao
da transmissdo glutamatérgica é o resultado de uma freqii€ncia aumentada de correntes pOs-
sindpticas excitatérias e pode ser prevenido pela aplicagao de antagonistas SHT,» como o
M100907 ou SR46549B (AGHAJANIAN & MAREK, 1997). Isto pode provar de certa forma
porque alguns trabalhos na literatura mostram que os antagonistas do receptor SHT, sdo
efetivos no combate as convulsdes induzidas por cocaina (RITZ & GEORGE, 1997a), pois
estas drogas inibem a transmissdo glutamatérgica. Foi proposto que a serotonina pode
promover a liberacdo de glutamato de eferentes talamicos mediodorsais para o CPFm, os
quais podem entdo ativar neurdnios piramidais (MAREK & AGHAJANIAN, 1998; MAREK
et al., 2000).

Desta forma, de maneira geral, a serotonina agindo via receptores SHT,4 potencia
a transmissdo glutamatérgica de neurdnios piramidais por: 1) aumento da liberacdo de
glutamato de aferentes do CPFm e 2) atenuacdo de correntes GABA, de neurdnios
piramidais. Enquanto a serotonina € conhecida por modular diretamente os sistemas
GABAérgico e glutamatérgico no CPF, sua acdo na transmissao dopaminérgica nesta regiao €
pouco esclarecida. A administragao direta da serotonina via probe de microdidlise no CPFm
aumenta as concentragdes de dopamina (IYER & BRADBERRY, 1996). A infusdo de
fluoxetina no CPFm também aumentou significativamente o fluxo de dopamina
(MATSUMOTO et al., 1999; POZZI et al., 1999). Portanto, este aumento de SHT no CPF
pode estar associada com a convulsdo induzida por cocaina, visto que foi observado apenas no
EME. Ja a DA nesta drea cerebral parece estar envolvida nas convulsdes e morte. A
noradrenalina (NA) da mesma forma que a DA teve seus niveis alterados no CPF em ambas
condic¢des estudadas. Trabalhos prévios mostram uma importante interagao entre DA e NA no
CPFm (TASSIN et al., 1994) e a estimulagdo do locus ceruleus aumenta a liberacdo de DA no
CPFm. Isto sugere que a NA no CPFm estimula a liberacdo de DA nesta drea (KAWAHARA
et al., 2001).
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Em conclusio, as convulsdes induzidas por cocaina e morte estdo associadas com
modificagdes nos niveis de monoaminas e estas alteracoes dependem da area cerebral e

condicdao (EME ou morte) estudada.



CAPITULO 3
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INTRODUCAO

O mecanismo das convulsdes induzidas por cocaina é complexo, como ja descrito
anteriormente (capitulo 1) e envolve a interagdo da droga com vdrios sistemas de
neurotransmissores, bem como com canais de sédio voltagem dependente (LASON, 2001). A
cocaina aumenta a atividade do sistema monoaminérgico através de bloqueio da recaptacdo de
dopamina e serotonina e estas monoaminas estdo envolvidas na suscetibilidade
(WEINSHENKER & SZOT, 2002) e propagacao (BARONE et al., 1990) das convulsdes. Um
aumento no disparo de neurdnios dopaminérgicos durante convulsdo relacionada ao kindling
(BONHAUS et al., 1986), bem como um aumento transitorio na tirosina hidroxilase e expressao
do RNAm para o transportador de dopamina na SNpr/ATV apds as convulsdes induzidas por
PTZ também foi observado (SZOT et al., 1997). De fato, projecdes estriatais diretas e indiretas
estdo envolvidas no controle das convulsdes epilépticas através da SNpr (DERANSART et al.,
2000). Além disso, o cortex pré-frontal medial (CPFm) envia projecdes glutamatérgicas para a
ATV e nucleo accumbens, o qual é parte do estriado ventral, (SESACK & PICKEL, 1992;
TABER et al.,, 1995) e a neurotransmissdo glutamatérgica estd amplamente relacionada as

convulsoes.

Os receptores dopaminérgicos parecem mediar fungdes opostas em alguns
modelos de convulsdo, como, por exemplo, aqueles induzidos por pilocarpina (BARONE et al.,
1991). De forma similar nas convulsdes induzidas por cocaina os agonistas dos receptores D; e
D, também exercem acdes opostas (Ver capitulo 1, Tabela 1-3 e USHIJIMA et al., 1998). Desta
forma agonistas do receptor D; como SKF 38393 potencializam as convulsées (USHIJIMA et
al., 1998), que sdo revertidas por antagonistas D; como o SCH 23390 (Ver capitulo 1). De
maneira oposta, a bromocriptina, um agonista D, reduziu as convulsdes que sdo potencializadas
por antagonistas deste receptor como o haloperidol e pimozide (capitulo 1, Tabela 1-3 e

USHIJIMA et al., 1998).

O sistema serotonérgico também parece estar envolvido e ter um papel muito
importante nas convulsdes e letalidade induzidas por cocaina. Foi visto que drogas que

interferem com a neurotransmissdao serotonérgica, aumentando seus niveis sindpticos
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potencializam as convulsdes induzidas por cocaina (Ver capitulo 1, tabela 1-4). Desta forma,
alguns autores sugerem o transportador de SHT como sitio primdrio de acdo das convulsdes
produzidas por cocaina e compostos relacionados (RITZ & GEORGE, 1992). A
neurotransmissdo serotonérgica parece estar relacionada ndo somente com as convulsoes
induzidas por cocaina, mas também por uma ampla variedade de convulsivantes que estdo
envolvidos com o aumento da suscetibilidade as convulsdes observado em roedores
geneticamente epilépticos (KILIAN & FREY, 1973; BUTERBAUGH, 1978; PRZEGALINSKI,
1985; HIRAMATSU et al., 1987; DAILEY et al., 1992).

A neurotransmissdo muscarinica também estd envolvida na geracdo das
convulsdes. Sabe-se que drogas que potencializam a neurotransmissdo colinérgica excitatoria,
como fisostigmina e agonistas dos receptores muscarinicos, como pilocarpina sdo convulsivantes
quimicos bem conhecidos (MELDRUM & CHAPMAN, 1999). Vale salientar que a cocaina
também exerce seus efeitos em receptores muscarinicos, pois foi observado previamente em
trabalhos do nosso laboratério que o tratamento com cocaina induz modificagdes nos receptores
muscarinicos (SOUSA et al., 1999). Em relacdo as convulsdes induzidas por cocaina, trabalhos
mostram que a pirenzepina (um antagonista do receptor M;-simile) reduziu de maneira
significativa, enquanto a atropina ndo alterou a ocorréncia das convulsdes (RITZ & GEORGE,

1997a).

Estudos relacionados a letalidade induzida por cocaina (RITZ & GEORGE,
1997b) indicam que esta parece ser mediada por uma soma das interagdes da cocaina em
receptores dopaminérgicos, muscarinicos M; e sigma, como observado em relacdo as
convulsdes, mas ambos fendmenos (convulsdes e letalidade) parecem serem mediados por
mecanimos distintos, baseado em estudos farmacoldgicos. Estes autores determinaram que a
combinacdo de drogas como o SCH 23390 + pirenzepina ou SCH 23390 + SKF 10047 causaram

uma reduc¢do da letalidade maior que com o uso das drogas isoladamente.

Desde que manipulacdes farmacoldgicas nos receptores Dj, D, serotonérgicos
SHT, e muscarinicos (ver capitulo 1) podem interferir com as convulsdes e morte induzidas por
cocaina, se faz importante o estudo mais aprofundado da participacdo destes receptores nestas

duas condi¢des associadas a overdose da droga.
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OBJETIVO

Partindo do fato de que drogas que interferem nas neurotransmissoes
dopaminérgica, serotonérgica e muscarinica, interferem nas convulsdes e letalidade induzidas
por cocaina, como evidenciado no capitulo 1 deste estudo, o objetivo central do presente
capitulo foi determinar as alteragdes a nivel de receptores dopaminérgicos D; e Dy,
serotonérgicos SHT, e muscarinicos M;, bem como atividade da acetilcolinesterase
produzidas pelas duas situagdes conseqiientes a overdose de cocaina (estado de mal epiléptico
e morte), em duas dreas cerebrais de grande importancia no que concerne as convulsoes:
corpo estriado e cortex pré-frontal, visto que estas altera¢des ainda ndo foram estudadas na

literatura.
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RESULTADOS

Neste capitulo foram examinadas as alteracdes que podem ocorrer em sitios de
ligacdo de receptores dopaminérgicos (D; e D,-simile), serotonérgicos (SHT»), muscarinicos
(M;-simile) as quais estdo estreitamente relacionadas as convulsdes e morte induzidas por

cocaina, como visto no capitulo 1.

1 EFEITO DA ADMINISTRACAO DE OVERDOSE DE COCAINA SOBRE O
BINDING DE [*H]-SCH 23390 (RECEPTORES DOPAMINERGICOS D;-SIMILE)
EM CORTEX PRE-FRONTAL (CPF) E CORPO ESTRIADO (CE) DE
CAMUNDONGOS

A Tabela 3-1 mostra uma redugio significativa de cerca 46 % na ligagdo do [*H]-
SCH 23390 apenas apés o EME induzido pela cocaina em CPF e CE (CPF-Controle: 303,1 +
36,5; EME: 145,8 £ 8,9 fmol/mg de proteina; CE—controle: 457,7 = 52,5; EME: 270,3 £ 15,6
fmol/mg de proteina). Os resultados da andlise de Scatchard corroboraram com os resultados
de experimentos de ponto tnico, onde em CPF ocorreu uma reducao de 30 % no Bmax apds
EME (controle: 280,2; EME: 195,1 fmol/mg de proteina), enquanto a constante de
dissociacdo (Kd) apresentou uma reducdo de 81 % (controle: 2,81; EME: 0,53 nM) (Figura
3-1). Em CE ocorreu uma redugdo de 21,5 % no Bmax (controle: 352,6; EME: 276,7 nM),
enquanto o Kd aumentou em 21 % (controle: 0,82; EME: 0,995 nM) (Figura 3-2).
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TABELA 3-1 Efeito da administracao de overdose de cocaina sobre o binding de [*H]-
SCH 23390 (receptores dopaminérgicos D;-simile) em coértex pré-frontal (CPF) e corpo

estriado (CE) de camundongos

CPF CE
Grupos
(fmol/mg de proteina) (fmol/mg de proteina)
Controle 303,1 £36,5 (8) 475,77 +52,5 (6)
EME 145,8 + 8,9 (8)*** 270,3 £ 15,6 (8)***
Morte 315,3 £28,3 (7) 504 +37,2(7)

Os camundongos foram tratados com salina ou cocaina 90 mg/kg, i.p. Os animais que morreram
ap6s administracdo da droga foram imediatamente dissecados, enquanto os que apresentaram
estado de mal epiléptico (EME) e os controles foram sacrificados e dissecados 60 minutos apds a
administragdo da droga ou 4gua destilada, respectivamente, para a retirada do cértex pré-frontal
(CPF) e corpo estriado (CE). A determinagdo dos receptores D, foi feita utilizando o antagonista
especifico [’H]-SCH 23390 como ligante radioativo. Os resultados (fmol/mg de proteina) foram
expressos como média £ EPM do nimero de animais mostrados em parénteses.

*#*%*p< 0,001. ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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Figura 3-1 Plot de curva de saturacdo (grafico menor) e Scatchard representativo
(grafico maior) para [*H]-SCH-23390 (receptores D;-simile) em cortex pré-frontal de
camundongos. No grifico menor o eixo Y representa a ligacdo especifica (B) e o X a concentra¢do
do ligante [*H]-SCH-23390 em nM. No grafico maior o eixo Y representa a ligacio especifica (B)
dividida pela concentracdo de ligante livre (F), enquanto o eixo X representa a ligacdo especifica (B).
Nestes graficos s6 estdo representados os resultados significativos (Controle- Bmax= 280,2 Kd=
2,81, r=0.8263; EME - Bmax= 195,1; kd= 0,53, r= 0.9008).

Bmax- ligagdo mdxima, Kd- constante de dissociacao.
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Figura 3-2 Plot de curva de saturacdo (grafico menor) e Scatchard representativo
(grafico maior) para [*H]-SCH-23390 (receptores D;-simile) em corpo estriado de
camundongos. No grifico menor o eixo Y representa a ligagdo especifica (B) e o X a concentragdo
do ligante [*H]-SCH-23390. No gréfico maior o eixo Y representa a ligacdo especifica (B) dividida
pela concentracdo de ligante livre (F), enquanto o eixo X representa a ligacao especifica (B). Nestes
gréficos s6 estdo representados os resultados significativos (Controle- Bmax= 352,6, Kd= 0,82, r=
0,8165; EME - Bmax= 276,7; kd= 0,995, r= 0,8003).

Bmax- ligagdo mdxima, Kd- constante de dissociacao.
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2 EFEITO DA ADMINISTRACAO DE OVERDOSE DE COCAINA SOBRE O
BINDING DE [‘H]-ESPIROPERIDOL NA PRESENCA DE MIANSERINA
(RECEPTORES DOPAMINERGICOS D,-SIMILE) EM CORTEX PRE-
FRONTAL (CPF) E CORPO ESTRIADO (CE) DE CAMUNDONGOS

As modifica¢des observadas na ligacdo do ligante inespecifico [} H]-espiroperidol
(receptores dopaminérgicos D, e serotonérgicos SHT,) em presenca de mianserina (para
bloquear os receptores serotonérgicos SHT,) para determinacdo dos receptores D,-simile
estdo apresentadas na Tabela 3-2. Ocorreu um aumento em torno de 48 % na ligacdo deste
ligante radioativo aos receptores D, em CPF em ambas condicdes estudadas, EME e morte
(controle: 258,9 £ 23; EME: 375,2 + 41,4; morte: 392,2 + 35,7 fmol/mg de proteina). Esta
alteracdo foi confirmada pelos plots de Scatchards nesta é4rea cerebral, onde foram
evidenciados aumentos no Bmax (controle: 463,8; EME 509,2; morte: 561,5 fmol/mg de
proteina), e redu¢do no Kd em torno de 21 % ap6s EME e morte (controle: 1,63; EME: 1,3;
morte: 1,25 nM) (Figura 3-3). Em CE ocorreu um aumento bem maior, em torno de 82 %,
apenas apds a morte induzida por cocaina (controle: 260,7 £ 17; morte: 475,3 £ 30,2 fmol/mg
de proteina). O plot de Scatchard para o receptor D, em CE mostrou um aumento no Bmax de
29 % apenas ap0Os a morte (controle: 377,04; morte: 486,5 fmol/mg de proteina), da mesma
forma que no experimento de ponto unico, enquanto o Kd apresentou um aumento de 60 %

nesta drea cerebral (controle: 1,1; morte: 1,77 nM) (Figura 3-4).
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TABELA 3-2 Efeito da administracao de overdose de cocaina sobre o binding de [*H]-
espiroperidol na presenca de mianserina (receptores dopaminérgicos D,-simile) em

cortex pré-frontal (CPF) e corpo estriado (CE) de camundongos

Grupos CPF CE
(fmol/mg de proteina) (fmol/mg de proteina)
Controle 258,9 £23 (10) 260,717 (13)
EME 375,2+ 41,4 (8)* 315,3+24,1 (8)
Morte 392,2 £35,7 (6)* 475,3 £ 30,2 (7)*

Os camundongos foram tratados com salina ou cocaina 90 mg/kg, i.p. Os animais que morreram apos
administracdo da droga foram imediatamente dissecados, enquanto os que apresentaram estado de mal
epiléptico (EME) e os controles foram sacrificados e dissecados 60 minutos apds a administracio da
droga ou 4gua destilada, respectivamente, para a retirada do cértex pré-frontal (CPF) e corpo estriado
(CE). A determinagio dos receptores D, foi feita utilizando o antagonista inespecifico tritiado [*H]-
espiroperidol em presenga de mianserina para bloquear os sitios SHT,. Os resultados (fmol/mg de
proteina) foram expressos como média + EPM do nimero de animais mostrados em parénteses. *p<
0.05, ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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Figura 3-3 Plot de curva de saturacdo (grafico menor) e Scatchard representativo
(grafico maior) para [3H]-espir0peridol em presenca de mianserina (receptores D,-
simile) em cortex pré-frontal de camundongos. No grifico menor o eixo Y representa a ligagao
especifica (B) e o X a concentracio do ligante [*H]-espiroperidol em nM. No grifico maior o eixo Y
representa a ligacdo especifica (B) dividida pela concentragdo de ligante livre (F), enquanto o eixo X
representa a ligacdo especifica (B) (Controle- Bmax= 389,9, Kd=1,63, r= 0,8292; EME - Bmax=
509,2, kd= 1,3, r= 0,7647; morte - Bmax= 561,5, Kd = 1,25, r= 0,8071).

Bmax- ligagdo mdxima, Kd- constante de dissociacao.
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Figura 3-4 Plot de curva de saturacdo (grafico menor) e Scatchard representativo
(grafico maior) para [3H]-espir0peridol em presenca de mianserina (receptores D,-
simile) em corpo estriado de camundongos. No grifico menor o eixo Y representa a ligagdo
especifica (B) e o X a concentracio do ligante [*H]-espiroperidol em nM. No grifico maior o eixo Y
representa a ligacdo especifica (B) dividida pela concentragdo de ligante livre (F), enquanto o eixo X
representa a ligacao especifica (B). Nestes graficos sé estdo representados os resultados significativos
(Controle- Bmax= 377,04 Kd= 1,1, r=0,8569 ; morte - Bmax= 486,5; kd= 1,77, r= 0,8013).

Bmax- ligagdo mdxima, Kd- constante de dissociacao.
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3 EFEITO DA ADMINISTRACAO DE OVERDOSE DE COCAINA SOBRE O
BINDING DE [‘H]-ESPIROPERIDOL NA PRESENCA DE DOPAMINA
(RECEPTORES SEROTONERGICOS S5HT,-SIMILE) EM CORTEX PRE-
FRONTAL (CPF) E CORPO ESTRIADO (CE) DE CAMUNDONGOS

Os resultados referentes as alteracdes na ligacdo do ligante inespecifico [*H)-
espiroperidol (receptores dopaminérgicos D, e serotonérgicos SHT,) agora em presenca de
dopamina (para bloquear os receptores dopaminérgicos) para a determinacdo dos receptores
5-HT, estdo apresentados na Tabela 3-3. Este receptor teve uma variacdo significativa
(aumento) no CPF em torno de 46 % tanto ap6s EME como morte induzidas por cocaina
(controle: 101,2 £ 9,1; EME 149 * 18; morte 148,3 £ 13,5 fmol/mg de proteina). No CE
ocorreu aumento em torno de 460 % nos sitios de ligacdo SHT,, tanto apés EME como na
morte por overdose de cocaina (controle: 44 + 7.8; EME: 250,8 + 26,4; morte: 245,5 + 45

fmol/mg de proteina).
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TABELA 3-3 Efeito da administracao de overdose de cocaina sobre o binding de [*H]-
espiroperidol na presenca de dopamina (receptores serotonérgicos SHT,-simile) em

cortex pré-frontal (CPF) e corpo estriado (CE) de camundongos

Grupos CPF CE
(fmol/mg de proteina) (fmol/mg de proteina)
Controle 101,2 £9,1 (6) 44 +7.8 (6)
EME 149 £ 18 (6)* 250,8 26,4 (6)***
Morte 148,3 £ 13,5 (6)* 245,5 £ 15 (6)***

Os camundongos foram tratados com salina ou cocaina 90 mg/kg, i.p. Os animais que morreram apos
administracdo da droga foram imediatamente dissecados, enquanto os que apresentaram estado de mal
epiléptico (EME) e os controles foram sacrificados e dissecados 60 minutos apds a administracio da
droga ou 4gua destilada, respectivamente, para a retirada do cértex pré-frontal (CPF) e corpo estriado
(CE). A determinacio dos receptores SHT), foi feita utilizando o antagonista inespecifico tritiado [*H]-
espiroperidol em presenca de dopamina para bloquear os sitios D,. Os resultados (fmol/mg de
proteina) foram expressos como média £ EPM do nimero de animais mostrados em parénteses.

*p < 0,05, ***p< 0,001, ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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4 EFEITO DA ADMINISTRACAO DE OVERDOSE DE COCAINA SOBRE O
BINDING DE [*H]-N-METIL-ESCOPOLAMINA (*H-NMS) NA PRESENCA DE
CARBACOL (RECEPTORES MUSCARINICOS M;-SIMILE) E SOBRE A
ATIVIDADE DA ACETILCOLINESTERASE EM CORTEX PRE-FRONTAL
(CPF) E CORPO ESTRIADO (CE) DE CAMUNDONGOS

Também foi observada uma diminui¢do na ligacdo da [3H]-NMS aos receptores
M;-simile apenas no CPF de camundongos (Tabela 3-4) em ambas condicdes EME e morte
(controle: 360,9 £ 26,4; EME: 171 £ 15,4; morte: 280 £ 24,7 fmol/mg de proteina). Nao
ocorreram alteragdes significativas no CE (controle: 368,3 + 20,8; EME: 301,5 = 18; morte:
356,1 £ 45,2 fmol/mg de proteina). Os dados de Scatchard corroboraram este resultado,
mostrando uma reduc¢iao no Bmax no CPF (controle: 318,4; EME: 225,2; morte: 261 fmol/mg
de proteina). O Kd nesta drea cerebral para o receptor M| aumentou 216 % apés EME e 76 %

apo6s a morte induzida por cocaina (Figura 3-7).

A atividade da acetilcolinesterase em CE como mostrado na Figura 3-7 aumentou
em 41 % ap6s o EME e morte induzidos por cocaina. (controle (n-8): 92,3 + 4,8; EME (n-7):
122,3 + 12,7; morte (n-6): 139,7 £ 7,6 umol/ug de proteina/min). O aumento em CPF s6 foi
evidenciado apds a morte induzida por cocaina, sendo este significativo em relagdo aos
animais controle ¢ EME (controle (n-6): 20,8 = 2,2; EME (n-7): 23,1 + 1,8; morte (n-6): 36

3,1 umol/ug de proteina/min) (Figura 3-8).
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TABELA 3-4 Efeito da administracao de overdose de cocaina sobre o binding de [*H]-N-
metil-escopolamina (H-NMS) na presenca de carbacol (receptores muscarinicos M;j-

simile) em coértex pré-frontal (CPF) e corpo estriado (CE) de camundongos

Grupos CPF CE
(fmol/mg de proteina) (fmol/mg de proteina)
Controle 360,9 £ 26,4 (10) 368,3 £20,8 (12)
EME 171 £ 15,4 (8)*** 301,518 (8)
Morte 280 £ 24,7 (7)* 356,1 £45,2 (7)

Os camundongos foram tratados com salina ou cocaina 90 mg/kg, i.p. Os animais que morreram apos
administra¢do da droga foram imediatamente dissecados, enquanto os que apresentaram estado de mal
epiléptico (EME) e os controles foram sacrificados e dissecados 60 minutos apds a administracido da
droga ou 4gua destilada, respectivamente, para a retirada do cértex pré-frontal (CPF) e corpo estriado
(CE). A determinagdo dos receptores M, foi feita utilizando o antagonista inespecifico tritiado [*H]-
NMS em presenca de carbacol para bloquear os sitios M,. Os resultados (fmol/mg de proteina) foram
expressos como média + EPM do nimero de animais mostrados em parénteses.

*#*%p< 0,001, *p< 0,05, ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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Figura 3-5 Plot de curva de saturacdo (grafico menor) e Scatchard representativo
(grafico maior) para [*H]-NMS em presenca de carbacol (receptores M;-simile) em
cortex pré-frontal de camundongos. No grafico menor o eixo Y representa a ligagdo especifica
(B) e 0 X a concentragio do ligante [*H]-espiroperidol em nM. No gréfico maior o eixo Y representa a
ligacdo especifica (B) dividida pela concentracdo de ligante livre (F), enquanto o eixo X representa a
ligacdo especifica (B) (Controle- Bmax= 318,4; Kd= 0,407, r= 0,8966; EME - Bmax= 225,2; kd=
1,29, r= 0,7520; Morte - Bmax=261; Kd= 0,72, r= 0,7962).

Bmax- ligagdo mdxima, Kd- constante de dissociacao.
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Figura 3-6 Determinaciao da atividade da acetilcolinesterase em corpo estriado de
camundongos apés EME e morte induzidos por cocaina. Os camundongos foram tratados
com salina ou cocaina 90 mg/kg, i.p. Os animais que morreram apds administracdo da droga foram
imediatamente dissecados, enquanto os que apresentaram estado de mal epiléptico (EME) e os
controles foram sacrificados e dissecados 60 minutos ap6s a administracido da droga ou dgua destilada,
respectivamente, para a retirada do corpo estriado (CE). A atividade da acetilcolinesterase foi
determinada por espectrofotometria. As barras representam média + EPM de 6-8 animais por grupo.
*p< 0,05, ***p< 0,001, ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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Figura 3-7 Determinacdo da atividade da acetilcolinesterase em cértex pré-frontal de

camundongos apés EME e morte induzidos por cocaina. Os camundongos foram tratados
com salina ou cocaina 90 mg/kg, i.p. Os animais que morreram apds administracdo da droga foram
imediatamente dissecados, enquanto os que apresentaram estado de mal epiléptico (EME) e os
controles foram sacrificados e dissecados 60 minutos ap6s a administracido da droga ou dgua destilada,
respectivamente, para a retirada do cértex pré-frontal (CPF). A atividade da acetilcolinesterase foi
determinada por espectrofotometria. As barras representam média + EPM de 6-7 animais por grupo.

ab p< 0,01 vs controle e EME, respectivamente. ANOVA e Student Newman Keuls como teste post
hoc.
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DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que o EME e morte induzidos por
cocaina produzem modifica¢des nos sitios de ligacdo dos receptores dopaminérgicos Di-, D,-
simile, serotonérgicos SHT, e muscarinicos M;-simile, bem como na atividade da
acetilcolinesterase em CE e CPF de camundongos. Estas dreas cerebrais estdo envolvidas na
atividade convulsiva (DERANSART et al., 2000), bem como no mecanismo de agdo de

drogas psicoestimulantes (KUPFFERMAN et al., 2000; STEKETEE et al., 2003).

Foi observada uma reducdo na ligacdo do [*H]-SCH 23390, ou seja, receptores
D,-simile apenas apés EME em ambas dreas estudadas. Esta redu¢do, maior no CPF foi
acompanhada por um aumento na afinidade do ligante pelo receptor (redu¢do do Kd) nesta
area cerebral, enquanto no CE ocorreu reducdo na afinidade (aumento desta constante). A
literatura mostra que o estimulo de receptores D; facilita as convulsdes induzidas por cocaina,
enquanto antagonistas deste receptor como o SCH 23390 inibem a letalidade induzida por
cocaina (Ver capitulo 1, tabela 1-3), mas ndo por lidocaina, ou seja, de uma maneira
estereoseletiva (USHIJIMA et al., 1998; LASON, 2001). De fato, a reducao dos receptores D;
observada no presente estudo pode ter ocorrido devido a ligagdo da dopamina ao receptor, o

que possivelmente impediu a ligacdo do ligante radioativo.

No capitulo 2 foi detectado aumento da dopamina no CPF apés EME induzido
por cocaina (MACEDO et al.,, 2004b). De fato, a DA em excesso deve ter se ligado aos
receptores D; no CPF, e por este motivo ocorreu a reducdo na ligacdo do ligante radioativo.
No entanto, em CE a redugdo observada pode ter ocorrido devido a perda da afinidade do
ligante pelo receptor. Partindo do principio de que houve ligacdo da DA ao receptor D; em
CPF, e que drogas que bloqueiam o receptor D; podem bloquear a ligacdo do ligante
enddégeno este receptor, pode-se explicar a redu¢do observada nas convulsdes induzidas por
cocaina pela administragdo de antagonistas do receptor D;. Outra evidéncia é que este
receptor (D) é abundante no caudado-putamen (partes do estriado dorsal) e SNpr (BOYSON
et al., 1986, DAWSON et al., 1988), bem como no CPF (GASPAR et al., 1995), regides
cerebrais envolvidas no mecanismo da propagacdo das descargas epilépticas JADAROLA &

GALE, 1982; GALE, 1984; SACKEIN, 2004).
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Um estudo recente demonstrou que o agonista do receptor D; da dopamina, SKF
38393, atua sinergicamente com agonistas do receptor glutamatérgico para aumentar a
atividade de neur6nios piramidais corticais (WANG & O’DONNELL, 2001). Em contraste a
estes achados, estudos eletrofisiolégicos sugerem que a ativacdo de receptores
dopaminérgicos do CPF produz efeito bifdsico (GOEDERS, 1991) com os receptores D,
reduzindo as correntes inibitérias GABA, e receptores D; aumentando correntes GABA em
neurdnios piramidais (SEAMAN et al., 2001). Esta inconsisténcia pode ser explicada por um
trabalho que sugere que a ativacdo do receptor D; parece aumentar a atividade de células
piramidais quando os neur6nios estdo em um estado hiperpolarizado (LAVIN & GRACE,

2001).

Os receptores D; estdo distribuidos em dreas cerebrais muito préximas aos
receptores glutamatérgicos ionotropicos (NMDA e AMPA) em sinapses assimétricas e
dendritos (SESACK et al., 1998). Estes receptores glutamatérgicos estdo envolvidos na
atividade convulsiva, pois o glutamato € o principal neurotransmissor excitatério no SNC. A
respeito das respostas sindpticas mediadas pelo NMDA, grande parte dos estudos tém descrito
que a ativagdo de receptores D; aumenta as respostas mediadas pelo NMDA no corpo estriado
(CEPEDA & LEVINE, 1998; FLORES-HERNANDEZ et al., 2002), hipocampo (HUANG &
KANDEL, 1995; YANG, 2000) e neurdnios corticais (CHEN & YANG, 2002; SEAMANS et
al., 2001). Antagonistas do receptor NMDA, incluindo MK-801, reduzem a incidéncia de
convulsdes e mortalidade causadas por uma unica inje¢do de cocaina (ROCKHOLD et al.,
1991), bem como abolem completamente o desenvolvimento de sensibilizacdo para as
convulsdes e letalidade associadas a cocaina (ITZHAK & STEIN, 1992). Estes dados
reforcam o envolvimento dos receptores NMDA neste processo. De fato, no capitulo 1 deste
trabalho foi mostrado que a cetamina um antagonista do receptor NMDA quando
administrada agudamente na dose de 30 mg/kg (dose sub-anestésica) antes da cocaina
aumentou de forma significativa a laténcia para a primeira convulsao, bem como aumentou a
sobrevivéncia dos animais, apresentando um perfil protetor das convulsdes e letalidade

induzidas po cocaina, o que corrobora com os resultados de ITZHAK & STEIN (1992).
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As convulsdes induzidas por cocaina também parecem ter a participacdo dos
receptores dopaminérgicos D,-simile (USHIJIMA et al., 1998; MACEDO et al., 2004c¢). De
fato, agonistas deste receptor dopaminérgico inibiram convulsdes desencadeadas pela infusao
intravenosa de cocaina em camundongos. No presente trabalho, foi encontrado um aumento
nos sitios de ligacdo D,-simile apds as convulsdes e morte induzidas por cocaina em CPF,
mas apenas apdés a morte em CE. O aumento na densidade dos receptores D, ja foi
demonstrado ap6s o kindling elétrico no neoestriado e nicleo accumbens (JANOWSKY et al.,
1991). Estes dados foram confirmados por estudos de hibridizacao in situ, mostrando também

aumentos na expressdo do RNAm para receptores dopaminérgicos D, nas mesmas estruturas

(GELBARD & APPLEGATE, 1994).

O aumento observado nos sitios de ligacdo dos receptores D, pode refletir um
mecanismo compensatorio contra as convulsdes. Os receptores dopaminérgicos Ds-simile
estdo localizados principalmente em regides anatdmicas que ddo origem a fibras
dopaminérgicas, como a substancia negra e drea tegmental ventral, indicando que receptores
D, tém localizacdo pré-sindptica (GRANDY et al., 1991) e quando estimulados inibem a
liberacao de dopamina. Como € fato que a cocaina bloqueia o transportador de dopamina, e os
receptores D, atuam como receptores pré-sindpticos, o aumento dos receptores D, pode ter
ocorrido como mecanismo compensatorio para reverter o bloqueio da cocaina no
transportador da DA e, portanto, minimizar a participacdo desta monoamina na atividade

convulsiva.

Trabalho recente (BOZZI et al., 2002) utilizando animais geneticamente
modificados para ndo expressarem os receptores D,, ou seja, camundongos Dr , , mostrou
que os mesmos apresentaram um aumento de suscetibilidade as convulsdes induzidas por
pilocarpina e 4cido cainico. Isto claramente implica que a ativacdo dos mecanismos de
transduc¢do dos receptores D, pela ligacdo da dopamina eleva o limiar das convulsoes.
Trabalhos mostram que o mecanismo mediado pelos receptores D, € crucial para a
generalizacdo, mas ndo para o inicio das convulsdes limbicas (BARONE et al., 1993).
Trabalhos anteriores mostram que apesar da inibicdo mediada pelos receptores D, ocorre
falha dos mesmos se o estimulo convulsivante € dado acima de um certo limiar (BOZZI et al.,

2000).
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Os receptores D,, da mesma forma que os D; também tém uma importante
interacdo com o sistema glutamatérgico. Em neurdnios corticais de humanos ou neur6nios
estriatais de ratos, CEPEDA et al. (1992, 1993) descobriram que o agonista D, quinpirole
suprimiu a despolarizacdo de membrana induzida pela aplicacdo iontoforética direta de
quisqualato (agonista do receptor AMPA), sugerindo uma supressdo pds-sindptica pelo
receptor D, da fungdo de receptores glutamatérgicos ndao-NMDA. A classe de receptores D,
pré-sinaptica localizada em termina¢des glutamatérgicas também foi implicada na supressao
funcional da transmissdo sindptica glutamatérgica ndao-AMPA em neurdnios da drea
tegmental ventral, corpo estriado e nuicleo parabraquial (LEVINE et al., 1996a,b; KOGA &
MOMIYAMA, 2000). Assim, ambos receptores D,, pré- e pds-sindpticos podem reduzir a
liberacdo pré-sindptica de glutamato e suprimir as funcdes dos receptores nao-NMDA poés-
sinapticos, respectivamente. Receptores D, também estdo envolvidos com a neurotransmissao
GABAérgica, desde que agonistas D, quando administrados no CPF através de uma cénula de
didlise aumentaram de maneira dose-dependente os niveis extracelulares de GABA (GROBIN

& DEUTCH, 1998).

O papel dos receptores dopaminérgicos nas convulsdes induzidas por cocaina é
uma questao importante e merece estudos eletrofisioldgicos para elucidar a fungao real destes
receptores nestas convulsdes. Nosso trabalho indicou que a redugdo da ligacdo do ligante
radioativo ao receptor D; apds as convulsdes induzidas por cocaina pode estar associada com
a ativacdo especifica deste receptor pelo ligante endégeno. Por outro lado, o aumento dos
receptores D, ocorreu provavelmente devido a um mecanismo compensatorio para 0 €xcesso
de excitacdo no SNC, visto que estes receptores potencializam a neurotransmissao
GABAZérgica inibitéria e inibem a neurotransmissio glutamatérgica excitatoria na tentativa de
proteger os animais contra as convulsdes e morte induzidas por cocaina. Em trabalho recente
(MACEDO et al., 2004b ¢ capitulo 2) mostramos que os niveis das monoaminas estio
alterados no EME e morte. Animais que apresentaram EME mostraram uma reduc¢do dos
niveis de DA no CE e aumento no CPF, enquanto a morte ndo alterou o conteido de DA no
CE, mas reduziu no CPF. Isto indica que diferentes mecanismos influenciam o envolvimento

destas areas cerebrais com as convulsdes.
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Um outro ponto importante que deve ser levado em conta é 0 mecanismo
intracelular destes receptores. Assim, receptores D,-simile sdo negativamente (inibitérios) e
D;-simile positivamente (excitatérios) acoplados a adenililciclase, reduzindo ou aumentando,
respectivamente o monofosfato ciclico de 3°,5’-adenosina (AMPc), o qual pode influenciar a
atividade convulsivante. O AMPc ¢ altamente implicado na geragdo das convulsdes e tem
sido extensivamente estudado em modelos in vivo e in vitro (HIGASHIMA et al., 2002). Uma
elevacao no conteido de AMPc acompanhando a atividade epiléptica quimicamente induzida
foi relatado no cértex cerebral de ratos (FERREDELI et al., 1980). Em pacientes epilépticos,
a concentracdo de AMPc no fluido cerebroespinhal também estd elevada ap6és um ataque
(MYLLYLA et al., 1975). Permanece incerto ainda, se a elevacdo do AMPc € conseqii€éncia
ou causa das convulsdes. Evidéncias de que o conteido de AMPc nao aumenta até a
convulsao ter ocorrido sugere a possibilidade de que aumentos no AMPc podem estar
envolvidos na atenuacao das convulsdes, mas ndao na indu¢do das mesmas (FERREDELLI et
al., 1980). Trabalhos mais recentes mostram que o sistema AMPc suprime a atividade de
canais de potdssio do tipo A (HOFFMAN & JOHNSTON, 1998). A inativacdo destes canais
nos dendritos aumenta os potenciais de propagacdo de retorno o que resulta em um influxo
maci¢o de cdlcio nos dendritos (HOFFMAN et al., 1997). A excitacdo destes dendritos pode
ter um importante papel na epileptogénese (JOHNSTON et al., 2000).

Trabalho anterior desenvolvido em nosso laboratério (MACEDO et al., 2004a)
mostrou que a administracdo de cocaina durante 7 dias nas doses de 20 e 30 mg/kg,i.p.,
também induz alteracdes nos receptores D;- e D,-simile em corpo estriado. A cocaina na dose
de 30 mg/kg promoveu uma upregulation do receptor D embora nas primeiras 24 horas apés
a retirada da droga tenha ocorrido uma reducdo dos niveis deste receptor. Estas alteracdes no
receptor D persistiram até um periodo de 30 dias de retirada. MAGGOS et al. (1998) usando
a técnica de PET scan para verificar a densidade da ligagdo do [''CISCH23390 aos receptores
D, no corpo estriado de ratos, observaram uma downregulation deste receptor no ultimo dia

ap6s administragao repetida de cocaina (trés injecoes ao dia por 14 dias).

Com relacdo ao receptor D, ,0 trabalho anteriormente referido (MACEDO et al.,
2004a) foi mostrado uma upregulation deste receptor nas doses de 20 e 30 mg/kg, nas duas

doses estudadas nos 4 periodos de retirada observados: 30 min, 1 dia, 5 dias e 30 dias, em
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corpo estriado. Estes resultados mostram que a cocaina também em baixas doses produz
alteracdes nestes receptores e que provavelmente estas estejam relacionadas ao efeito do
kindling, também chamado de abrasamento, no qual a administra¢do repetida de doses sub-
convulsivantes de drogas com potencial convulsivante como a cocaina estd associada com um
aumento no risco do desenvolvimento de convulsdes (POST & ROSE 1976, STRIPLING &
ELLINWOOD 1977 a,b), inclusive em humanos. Um estudo feito por DHUNA et al., 1991
com 98 pacientes dos 945 admitidos, no Hennepin County Medical Center, vitimas de
intoxicag¢do por cocaina, concluiu que anos de abuso da droga podem resultar em kindling
quimico. Portanto, podemos imaginar que estas alteracdes observadas em baixas doses podem
contribuir para o desenvolvimento de intoxicacdes relativas ao uso cronico ou em baixas
doses da droga. Este fato pode ser comprovado através dos resultados vistos no capitulo 1, no
qual antagonistas do receptor D; reduziram o nimero de animais que convulsionaram e
aumentaram a sobrevivéncia dos mesmos. Sabe-se também que estas drogas atenuam o
aumento da atividade locomotora induzida por cocaina, como também o desejo (craving) pela

droga.

Com relacdo ao receptor SHT, da serotonina, foi evidenciado no presente trabalho
um aumento na sua densidade em ambas dreas e condicdes experimentais (EME e morte)
estudadas. Estes receptores parecem ter um importante envolvimento nas convulsoes
induzidas por cocaina, visto que pesquisas anteriores mostram que o pré-tratamento com
antagonistas SHT, como cinanserina, cetanserina, pirenpirone, entre outros atenuam estas
convulsdes (RITZ & GEORGE, 1997a). No entanto, no presente trabalho a mianserina,
(capitulo 1) falhou na inibi¢ao destas convulsoes, e a fluoxetina, um inibidor de recaptacio da

SHT potencializou as mesmas.

Trabalho recente (O’DELL et al., 2000) utilizando animais com sensibilidades
diferentes as convulsdes induzidas por cocaina, ou seja, animais 6J, geneticamente mais
sensiveis as convulsdes e animais 6ByJ, geneticamente mais resistentes, mostrou que os
animais 6Byl naive apresentaram uma maior densidade de receptores SHT, que os 6], e a
varia¢do maior ocorreu no cortex frontal, embora tenha ocorrido também no CE. Os autores
justificaram este resultado baseado na afinidade do ligante pelo receptor, onde esta foi maior

nos animais 6] que nos 6BylJ. Portanto, apesar dos animais 6BylJ apresentarem maior
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resisténcia as convulsdes e maior quantidade de receptores SHT, este receptor parece estar
menos disponivel a ligacdo do ligante endégeno. Isto explica a maior resisténcia dos animais
as convulsdes induzidas por cocaina. De fato estes autores determinaram que nos animais
6ByJ que apresentaram uma maior quantidade de receptores SHT,, a quantidade de
antagonista necessdria para bloquear as convulsdes era bem maior que a necessdria para
bloquear as convulsdes nos animais 6] que possuem uma quantidade menor de receptores
SHT,. A dose da cocaina necessdria para induzir as convulsdes também era diferente, sendo

61 mg/kg e 100 mg/kg, respectivamente para animais 6J e 6BylJ.

Se analisarmos a Figura 2-5 do capitulo 2, que representa as taxas metabdlicas
em CE, podemos observar uma redugao significativa na metabolizacdo da 5-HT apds morte
induzida por cocaina. Desta forma o aumento na 5-HT pode nao ter ocorrido especificamente
naquele momento no qual o animal foi sacrificado (60 min apds injecdo da cocaina), mas
podia estar iniciando naquele periodo, o que sugere que esta monoamina, bem como seu
receptor, estdo realmente envolvidos nas convulsdes e morte induzidas por cocaina nesta area

cerebral estudada.

A liberacio de SHT foi descrita ser, em geral, inibitéria para neurOnios
localizados no CPF (WANG et al., 1992). A SHT produz suas a¢des mediante sua ligacdo
com numerosos receptores (SHT.7), dos quais existem vérios subtipos (HOYER & MARTIN,
1997). Viérios receptores da 5-HT foram localizados no coértex, incluindo membros das
familias de receptores SHT;, SHT, e SHTj3. Desta forma, enquanto SHT pode de forma geral
ser um neurotransmissor inibitéorio no CPFm, receptores especificos podem produzir
diferentes efeitos. Talvez o receptor da SHT mais bem estudado tenha sido o SHT5.
Evidéncias sugerem que a estimulacdo de receptores SHT, pode alterar as transmissdes
dopaminérgicas, glutamatérgicas e GABAérgicas nesta area cerebral. Por exemplo, os
receptores serotonérgicos SHT, estdo localizados em interneuronios GABAérgicos
(WILLINS et al.,, 1997) e a ativacdo destes receptores aumenta niveis extracelulares de
GABA no cortex pré-frontal (ABI-SAAB, 1999). Contrapondo esta informacao, o agonista do
receptor SHTanc, DOI[(-)-2,5-dimetoxi-4-iodoanfetamina] pode atenuar a inibicdo de
neurdnios piramidais mediada pelo receptor GABA,, um efeito que pode ser bloqueado pelo

antagonista do receptor SHT5, risperidona (FENG et al., 2001).
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Considerando o sistema de aminodcidos excitatorios, estudos eletrofisiologicos
sugerem que a SHT facilita a transmissdo glutamatérgica via acdes focais em dendritos apicais
de neur6nios piramidais (AGHAJANIAN & MAREK, 1997). Esta facilitacdo na transmissao
glutamatérgica € um resultado do aumento da freqiiéncia de correntes excitatorias pos
sindpticas e pode ser prevenida pela aplicacdo de antagonistas do receptor SHT,5 como o
M100907 ou SR46549B (AGHAJANIAN & MAREK, 1997). Foi proposto que a SHT pode
promover a liberacdo assincronica de glutamato de eferentes talamicos mediodorsais para o
CPFm, os quais podem ativar neurdnios piramidais do CPFm (MAREK & AGHAJANIAN,
1998; MAREK et al., 2000). Além disso, agonistas dos autoreceptores metabotrépicos
glutamatérgicos, mGluy/3, podem bloquear a facilitacdo induzida por 5-HT da transmissao

glutamatérgica no CPF (MAREK et al., 2000).

Outros estudos tém demonstrado que a SHT pode facilitar, em baixas
concentracoes, e inibir, em altas concentragdes, a ativagdo induzida pelo NMDA de células
piramidais via receptores SHT,» (ARVANOV et al.,, 1999). Surpreendentemente, o
antagonista SHT,, M100907 também facilita a liberacdo de glutamato evocada pelo NMDA
(ARVANOV & WANG, 1998). Portanto, de forma geral, a SHT atuando via receptores
SHT,a potencia a transmissdo glutamatérgica de neurdnios piramidais por: 1) aumentar a
liberacdo de glutamato de aferentes do CPFm e; 2) atenuando as correntes GABA, de
neurOnios piramidais. A facilitacdo da liberagdo do glutamato no CPFm promovida pelo
receptor SHT, pode ser suprimida pelos autoreceptores glutamatérgicos (mGLU,/;3). Estes

eventos explicam o que foi visto neste trabalho.

Em resumo, no CPF (capitulo 2, Figuras 2-3 e 2-6) ocorreu aumento da SHT
ap6s EME e reducdo na taxa de metabolizacdo para este neurotransmissor apés EME e morte.
Também houve um aumento no receptor SHT,, como evidenciado neste capitulo apés ambas
condicdes estudadas, embora em menor propor¢dao do que o aumento ocorrido com estes
receptores em CE. Estes resultados sugerem uma importante participacao da neurotransmissao
serotonérgica nas convulsdes e morte induzidas por cocaina em CPF de camundongos,
principalmente se partirmos do fato explorado anteriormente de que esta neurotransmissao

pode estar associada a uma possivel ativacao da neurotransmissao glutamatérgica. De fato foi
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observada uma redugdo dos receptores glutamatérgicos que pode estar associada a uma

possivel ativacdo destes receptores como demonstrado no capitulo 4 deste trabalho.

Ocorreu uma redugdo na ligacdo do ligante radioativo aos receptores M;-simile
ap6s EME e morte induzidos por cocaina, apenas no CPF. Esta area cerebral recebe inervacdo
colinérgica do nucleo basalis magnocelularis (SATOH & FIBIGER, 1986; GAYKEMA et
al., 1990). Além dos impulsos aferentes para o cortex, a acetilcolina é também liberada de
circuitos locais de neuronios nesta regido (CUELLO & SOFRONIEW, 1984; HOUSER et al.,
1985). Os receptores muscarinicos do tipo M; estdo localizados em neurdnios piramidais no
CPFm (CHESSEL et al., 1993). Agonistas M;, como PD 142505-0028 quando injetados no
cortex frontal, ativam neurdnios piramidais, como determinado pelo aumento nas
concentracdes de glutamato no dialisato de regides estriatais (DIJK et al., 1995). Este efeito
excitatéorio da ACh no CPF € projetado para o CE. Como os receptores M;-simile estdo
correlacionados com a estimulagdo glutamatérgica, a reducao da ligacdo do ligante radioativo
aos receptores Mi-simile, como observado neste trabalho, pode indicar uma possivel
ocupacdo destes receptores pela ACh contribuindo para a atividade convulsiva ou posterior

morte dos animais, via liberagdao de glutamato.

Com base em trabalhos anteriores (SANZ et al., 1997), que determinaram um
aumento nos niveis de glutamato quando os receptores M; estdo ativados, pode-se dizer que
este aminodcido excitatorio pode ter um papel importante na convulsdo e morte induzidas por
cocaina no CPF, quando liberado indiretamente apds a ativagido de receptores muscarinicos.
Além disso, foi mostrado que o pré-tratamento com antagonistas seletivos do receptor M,
como pirenzepina foi efetivo na inibicdo das convulsdes, fato ndo observado com a atropina,
um antagonista M;/M,, que apenas parcialmente preveniu a morte induzida por cocaina (RITZ
& GEORGE 1997a,b). Trabalhos anteriores mostram uma redu¢do dos receptores M; apods
convulsao induzida por eletrochoque e kindling elétrico no hipocampo de ratos (MINGO et
al., 1998). Trabalho prévio de nosso laboratério mostrou que cocaina nas doses de 20 e 30
mg/kg administrada durante 7 dias (MACEDO et al., 2004a) reduz o niimero de receptores
muscarinicos M;+M; em corpo estriado de ratos 30 min, 1, 5 e 30 dias apds a retirada da
cocaina. Trabalhando agora com as convulsdes induzidas pela droga ndao vimos nenhuma

alterac@o nos receptores M; a nivel de corpo estriado, mas apenas no cortex pré-frontal. Pode
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ser que o receptor M, tenha também um importante papel nas convulsdes e morte induzidas
por cocaina, como também foi visto recentemente na convulsdo induzida por pilocarpina

(OLIVEIRA et al., 2005).

Para melhor elucidar o papel da neurotransmissdo colinérgica nas convulsdes e
morte induzidos por cocaina, foi determinada a atividade da acetilcolinesterase cerebral dos
animais. Esta enzima tem um papel crucial na transmissdo colinérgica, hidrolisando o

neurotransmissor acetilcolina com o intuito de terminar a transmissio nervosa.

Esta enzima mostrou um comportamento diferente do observado em relacdo aos
receptores M;-simile, ou seja, ocorreu um aumento na atividade apés EME e morte no CE e,
um aumento apenas apés a morte no CPF. Este resultado pode dar suporte a hipétese de que
ndo apenas os receptores M;-simile estejam envolvidos nas convulsdes induzidas por cocaina
ap6s EME no CE, mas possivelmente receptores muscarinicos M,-simile, ou até mesmo
nicotinicos podem estar participando do mecanismo desta toxicidade induzida pela cocaina. A
mensuracdo da atividadde da acetilcolinesterase parece ser um bom indicador da funcdo
colinérgica, ou seja, a reducdo na atividade da mesma indica uma redu¢do da transmissao
colinérgica (SUDHA et al., 1995). Assim, o aumento na atividade da AChE vista ap6s EME e
morte no CE pode estar relacionado a um aumento no conteido de ACh nesta area cerebral,

contribuindo para a atividade convulsiva.

Além do que foi descrito relativo a AChE cerebral, trabalhos na literatura
mostram que a cocaina é fracamente metabolizada no soro de pacientes (total de oito
pacientes) com sensibilidade a succinilcolina, uma droga bloqueadora neuromuscular,
metabolizada pela colinesterase plasmatica (JATLOW et al., 1979; STEWART et al., 1979).
Este trabalho levou muitos autores a teorizar que pacientes com deficiéncia na colinesterase
plasmaética t€ém um risco aumentado para a ocorréncia dos efeitos adversos da intoxicagao por
cocaina (CREGLER & MARK, 1986; ANTON, 1988; BUCHANAN, 1988; ELLENHORN &
BARCELOUX, 1988; CREGLER, 1989; LEWIN et al., 1990).

Em conclusdo, este protocolo experimental mostra que as convulsdes e morte

induzidas por cocaina produzem modifica¢des nos receptores dopaminérgicos e muscarinicos
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em CPF e CE, sugerindo uma importante participacdo destes receptores nestas dreas cerebrais

estudadas nas convulsdes e morte induzidas pela droga.



CAPITULO 4

DETERMINACAO DA DENSIDADE DE RECEPTORES GABAERGICOS,
GLUTAMATERGICOS E NIVEIS DE NITRITO/NITRATO APOS AS
CONVULSOES E MORTE INDUZIDAS POR OVERDOSE DE COCAINA EM
CORPO ESTRIADO E CORTEX PRE-FRONTAL DE CAMUNDONGOS
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Introducao

O sistema glutamatérgico foi na década passada implicado no vicio por cocaina
(MACGINTY, 1995; MASH et al., 1995; ITZHAK & ALI, 1998). O glutamato age através de
receptores ionotrépicos e metabotropicos. Os receptores ionotrdpicos sao classificados como
NMDA e nao-NMDA (receptores AMPA e cainato). Estudos prévios mostraram que
antagonistas dos receptores NMDA atenuam as propriedades psicoestimulantes e de refor¢co
da cocaina (PULVIRENTI et al., 1994). Além disso, antagonistas dos receptores AMPA e
cainato reduziram a sensibilizacdo locomotora induzida pela cocaina (KARLER et al., 1994,
LI et al., 1997, JACKSON et al.,, 1998), auto-administracdo (JACKSON et al., 1998) e
preferéncia de lugar (CERVO & SAMANIN, 1995).

O glutamato também parece ter um importante papel nos efeitos téxicos da
cocaina. Estudos prévios mostraram que antagonistas do receptor NMDA atenuam as
convulsdes e letalidade induzidas por cocaina (ROCKHOLD et al., 1991; WITKIN &
TORTELLA, 1991; ITZHAK & STEIN, 1992; MATSUMOTO et al., 1997, 1998).
Entretanto, os antagonistas dos receptores nio NMDA como o NBQX e GYKI foram
ineficazes na atenuacdo dos efeitos convulsivos e letais da cocaina (POUW et al., 1999). Os
receptores NMDA sdo importantes nos eventos finais que resultam da overdose de cocaina
(convulsdes, insufici€ncia respiratoria e colapso cardiovascular). Assim, o complexo receptor
NMDA ¢, desta forma, um alvo 16gico para intervengdes farmacoldgicas, mesmo que a

cocaina ndo interaja diretamente com ele.

O receptor NMDA contém muitos sitios modulatérios e de ligagao de antagonistas
que podem servir como alvo de farmacoterapias: sitio de ligacdo glutamatérgico, sitio de
ligacdo do co-agonista glicina e sitios moduladores alostéricos, entre outros. (BIGGE, 1993).
InvestigacOes prévias mostram que antagonistas competitivos, bloqueadores do canal e
anatagonistas do sitio de liga¢do da glicina no receptor NMDA podem atenuar a toxicidade
comportamental induzida por cocaina em animais (DERLET & ALBERTSON, 1990;
ITZHAK & STEIN, 1992; ROCKHOLD et al., 1991; WITKIN & TORTELLA, 1991).
Entretanto, muitos dos antagonistas testados em estudos iniciais apresentavam limitacdes, tais
como eficdcia marginal, problemas de biodisponibilidade e efeitos colaterais indesejaveis, que

comprometiam seu potencial clinico (AUER, 1997; BIGGE, 1993; KORNHUBER &
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WELLER, 1997; WITKIN & TORTELLA, 1991). Mais recentemente BRACKETT et al.
(2000) estudaram antagonistas mais especificos do sitio NMDA/glicina como ACEA-1021,
ACEA-1031, DCQX e observaram que estes compostos de maneira dose-dependente,
atenuaram os efeitos letais da cocaina. No entanto, estas drogas em altas doses perderam o
efeito protetor contra a letalidade induzida por cocaina (ACEA-1021 60 mg/kg, ACEA-1031
15 mg/kg, ACEA-1328 25 mg/kg, DCQX 90 mg/kg).

Em relagdo aos receptores metabotrépicos do glutamato, desde a clonagem e
sequenciamento do mGlu; em 1991 (HOUAMED et al., 1991; MASU et al., 1991), sete
outros receptores mGlu foram clonados e seqiienciados. Estes oito receptores estdo agrupados
em trés grupos baseados na homologia de sua sequencia, mecanismos de transducdo e
agonistas farmacolégicos (Quadro 4-1). Os receptores metabotrépicos do glutamato também
estdo envolvidos com as convulsdes, embora de maneira diferente. Os receptores do grupo I
sdo encontrados predominantemente pds-sinapticamente, com localizacdo adjacente as
margens da fenda sindptica, e mGlus, mas ndo mGlu; é também encontrado na glia. A
isoforma mGlu;, € particularmente predominante em interneur6nios GABAérgicos no
hipocampo e cerebelo (SHIGEMOTO et al., 1997), enquanto o mGlus é predominante no

cortex limbico e nucleos da base.

Os receptores do grupo I sdo acoplados a proteina G estimulatéria (Gq) e ativam a
hidrélise do inositol, enquanto os receptores do grupo II sdo predominantemente pré-
sindpticos. Os receptores do grupo III sdao também pré-sindpticos sendo localizados na drea
motora dos nicleos da base (MESSENGER et al., 2002) e apenas o mGlug estd presente em
neurdnios da retina. Os receptores dos grupos II e III agem via proteina G inibitéria.
Agonistas dos receptores do grupo I causam aumento na liberacdo do glutamato no neocértex,

corpo estriado e hipocampo, enquanto os do grupo II e III inibem a liberacao do glutamato.

Face a este achado, pesquisas sugerem que agonistas dos receptores
metabotropicos dos grupos II e III por bloquearem a transmissdo glutamatérgica sao possiveis
alvos para a sintese de novas drogas anticonvulsivantes. Também foi evidenciado que os
receptores mGlu estdo expressos em regides epileptogénicas chave do cérebro incluindo o
cortex cerebral, tdlamo, amigdala, hipocampo, e até mesmo os nicleos da base os quais

recebem impulsos de entrada provenientes destas regides (ROUSE et al., 2000).
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Quadro 4-1 Identificacdo dos receptores mGlu, sistemas de transducio e principais

agonistas e antagonistas

Grupo Subtipos Transducao Farmacologia
I mGlu, Gq Agonistas: DHPG,
CHPG, (1S,3R)-ACPD
mGlus tPLC, 1Ca* |K', Antagonistas: AIDA,

CPCCOEt, BAY 36-720,
IVOCC, 1L-VOCC  SIB 1893,  MPEP,
LY367385, LY456236

II mGlu, Gi/o Agonistas:
APDC, NAAG, DCG-1V,
mGlu; IAC, |[VOCC, TK+ LY354740, L1Y379268,
LY389795
Antagonistas: LY341495,
EGlu
11 mGluy Gi/o Agonistas:  (R,S)-PPG,
+  (S)-DCPG, L-AP4, L-
lAC’ lVOCC’ K SOP, ACPT-1
mGlug Antagonistas: ~ MAP4,
MSOP, MPPG, MCPA,
mGluy CPPG

mG1u8

Fonte: MOLDRICH et al., 2003

Simbolos: 1 estimulacfo; | inibi¢do; AC, adenililciclase; Ca™, concentracio de cdlcio intracelular; K*
concentracdo de potdssio intracelular; Gi/o — proteina G inibitdria; Gq — proteina G que estimula a
fosfolipase C; VOCC, canais de calcio operado por voltagem; L-VOCC, canais de célcio operados por

voltagem tipo L; PLC, fosfolipase C.

Evidéncias foram documentadas a cerca do papel principal da neurotransmissao
GABAérgica na neuropatologia dos ataques convulsivos em humanos e animais
experimentais (SNODGRASS, 1992; BRADFORD, 1995). De acordo com este fato existe a
evidéncia de que o mecanismo de acdo de muitas drogas anticonvulsivantes seja atribuido a
habilidade das mesmas em aumentar a inibicio mediada pelos receptores GABAj
(ROGAWSKI & PORTER, 1990). Visto que atualmente sdo reconhecidas outras classes de
receptores GABA, procura-se o envolvimento dos receptores GABAg nas convulsdes. Tudo

indica que o papel dos receptores GABAg nas convulsdes é mais complexo, pois agonistas €
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antagonistas deste receptor podem produzir ag¢des anticonvulsivantes e convulsivantes

dependendo do estimulo indutor da convulsao.

O ¢6xido nitrico (NO) € um transmissor gasoso, altamente difusivel e amplamente
presente no sistema nervoso, e estd implicado em uma grande variedade de funcdes
fisiolégicas e fisiopatoldgicas (DAWSON & SNYDER, 1994; SNYDER et al., 1998). NO ¢é
sintetizado por 3 diferentes isoenzimas NO sintases (NOS), todas estando presentes no SNC.
Em situacoes fisiologicas o NO se liga a guanilato ciclase solivel ativando a produgdo de
GMPc. O NO ¢ rapidamente metabolizado em seus metabdlitos estdveis, nitritos € nitratos,
dependendo da disponibilidade de oxigénio (LIPTON et al., 1998). Além da sua acdo como
molécula mensageira fisioldgica, o NO participa de muitos mecanismos fisiopatolégicos no
SNC. Virias formas de lesao neuronal estdo freqiientemente associadas ao aumento da fungao
ou expressdo da NOS (VIZZARD et al., 1995; DAWSON & DAWSON, 1996; WU, 1996;
LUMME et al., 1997; LEIST & NICOTERA, 1998; VANHATALO et al., 1998).

No SNC, quantidades excessivas de NO produzidas pelos neurdnios induzem
ataques limbicos e lesdo neuronal hipocampal tardio devido ao aumento da liberagcdo de
glutamato pelo NO neuronal (JELENKOVIC et al., 2002). Com base em experimentos
animais o NO vem sendo implicado em muitos mecanismos moleculares de convulsdes
epilépticas indo desde a mediacdo da cascata excitotoxica até a modulagcdo do fluxo sangiiineo
no SNC e finalmente participando da lesdo neuronal subseqiiente (DALKARA et al., 1994;
HERBERG et al., 1995; THEARD et al., 1995). No processo patoldgico com superprodugdo
de NO, muitas destas novas moléculas de NO sdo convertidas a peroxinitrito, o qual é um
potente radical livre (BOLANOS et al., 1997; LIPTON et al., 1998). Esta substincia
subseqiientemente interfere com o metabolismo energético mitocondrial, podendo causar
morte neuronal por necrose ou apoptose (LEIST & NICOTERA, 1998). Por causa da sua
meia-vida curta (< 30 s), sua producdo no corpo s6 pode ser estimada pela determinacdo de
seus metabdlitos nitrito/nitratos (HEVEL & MARLETTA, 1994). Numerosos estudos
demonstram niveis elevados de nitrito/nitrato no liquido cefalorraquidiano de pacientes com

vérias doencas neuroldgicas.

Dados recentes mostram a eficacia de substancias com propriedades antioxidantes

nas terapias das distirbios convulsivos, o que fornece provas de um papel crucial dos radicais
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livres na patogénese e lesdo cerebral neurotéxica, ou seja, na epilepsia (CHAMPNEY et al.,
1996; KABUTO et al.,1998). Existe um niimero crescente de trabalhos sobre o papel do NO,
uma molécula considerada como mensageiro neuronal universal no SNC, na fisiopatologia de
doencas como Alzheimer e Parkinson, acidente vascular cerebral, trauma, convulsdes, entre
outros (BOLANOS & ALMEIDA, 1999; CASTILL et al., 2000; PRAST & PHILIPPOU,
2001; WEISINGER, 2001). A epilepsia ¢ uma das doencas onde o NO € considerado como
importante nos mecanismos de indugdo e propagacdo das convulsdes, mas alguns trabalhos
mostram o NO com propriedades pro- e anticonvulsivantes (DE SARRO et al., 1993;
CZUCZWAR et al., 1999). Modelos convulsivos em ratos, como do 4cido cainico (MULSCH
et al., 1994), eletrochoque maximo e convulsdes induzidas por PTZ sdao acompanhados de

aumento na geracao de NO (BASHKATOVA et al., 1996, 2000).

O NO pode causar lesd@o neuronal em cooperacdo com outras espécies reativas do
oxigénio. Um aumento nos processos de geracdo destas espécies, ou seja, radicais hidroxil,
bem como produtos da peroxidacgdo lipidica foi observado no cortex cerebral de ratos com
convulsdes induzidas por compostos quimicos (BELLISSIMO et al., 2001; YAMAMOTO &
TANG, 1996).

Em oposicio ao que foi relatado anteriormente, alguns pesquisadores
(JAYAKUMAR et al., 1999; PAUL et al.,, 2001) ao observarem as interacdes entre oOs
sistemas GABA/glutamato/NO tém relacionado o NO a uma possivel protecio das

convulsdes, propondo uma a¢do anticonvulsivante para esta substancia.
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OBJETIVOS

Visto que drogas que interferem com as neurotransmissdes GABAérgica e
glutamatérgica, como determinado no capitulo 1 tém um importante envolvimento nas
convulsdes e morte induzidas por cocaina, principalmente aquelas que interferiram com a
neurotransmissdo GABAérgica, foi decidido aprofundar este estudo e verificar o que
acontecia a estes receptores apds o EME e letalidade induzidos por cocaina. Como estes dois
sistemas (GABA e glutamato) estdo intimamente relacionados ao 6xido nitrico, também foi
avaliada a participacao deste nos dois processos estudados, através da determinagdo dos niveis

de nitrito/nitrato.



Capitulo 4 — Receptores GABAéergicos, glutamatérgicos e niveis de nitrito/nitrato 188

RESULTADOS

1 EFEITO DA ADMINISTRACAO DE OVERDOSE DE COCAINA SOBRE O
BINDING DE [*H]-GABA (RECEPTORES GABAERGICOS) EM CORTEX PRE-
FRONTAL (CPF) E CORPO ESTRIADO (CE) DE CAMUNDONGOS

A Tabela 4-1 mostra uma reducdo significativa em torno de 48 % na ligacdo do
[3H]—GABA ap6s EME e morte no CPF e apenas ap6s EME no CE (CPF-Controle: 361,3
36; EME: 172,3 + 15,3; morte: 195,7 + 18,5 fmol/mg de proteina; CE — controle: 305,4 *
31,9; EME: 165 + 16,5 fmol/mg de proteina).

Com relacdo aos efeitos da overdose de cocaina sobre a ligacao do [3H]—g1utamat0
em CPF e CE de camundongos, ocorreu uma reducdo da ligacdo do receptor ao ligante
radioativo no CPF, sendo esta de 53 % apdés EME e de 72 % ap6s a morte (Controle: 3182 +
370,8; EME: 1475 £ 143,1; morte: 896 + 87,4 fmol/mg de proteina), enquanto no CE ocorreu
reducdo apenas apoés EME (Controle: 1842 £ 214,7; EME: 699,5 £ 56,4; morte: 1829 + 191,5
fmol/mg de proteina) (Tabela 4-2).
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TABELA 4-1 Efeito da administracao de overdose de cocaina sobre o binding de [*H]-
GABA (receptores GABAérgicos) em cortex pré-frontal (CPF) e corpo estriado (CE) de

camundongos
Grupos CPF CE
(fmol/mg de proteina) (fmol/mg de proteina)
Controle 361,3 £ 36,0 (8) 305,4 £31,9 (7)
EME 172,3 £ 15,3 (9)*** 165 £ 16,5 (8)**
Morte 195,7 £ 18,5 (6)*** 250,2+ 24,8 (8)

Os camundongos foram tratados com salina ou cocaina 90 mg/kg, i.p. Os animais que morreram apos
administra¢do da droga foram imediatamente dissecados, enquanto os que apresentaram estado de mal
epiléptico (EME) e os controles foram sacrificados e dissecados 60 minutos apds a administragio da
droga ou 4gua destilada, respectivamente, para a retirada do cértex pré-frontal (CPF) e corpo estriado
(CE). A determinacdo dos receptores GABA foi feita utilizando o antagonista inespecifico tritiado
[*H]-GABA. Os resultados (fmol/mg de proteina) foram expressos como média + EPM do niimero de
animais mostrados em parénteses.

*#*p< 0,001, **p< 0,01, ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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TABELA 4-2 Efeito da administracao de overdose de cocaina sobre o binding de [*H]-
glutamato (receptores glutamatérgicos) em cortex pré-frontal (CPF) e corpo estriado

(CE) de camundongos

Grupos CPF CE
(fmol/mg de proteina) (fmol/mg de proteina)
Controle 3182 +370,8 (7) 1842 +214,7 (6)
EME 1475 £ 143,1 (8)*** 699,5 + 56,4 (6)***
Morte 896 * 87,4 (6)*** 1829+ 191,5 (7)

Os camundongos foram tratados com salina ou cocaina 90 mg/kg, i.p. Os animais que morreram apos
administracdo da droga foram imediatamente dissecados, enquanto os que apresentaram estado de mal
epiléptico (EME) e os controles foram sacrificados e dissecados 60 minutos apds a administracio da
droga ou 4gua destilada, respectivamente, para a retirada do cértex pré-frontal (CPF) e corpo estriado
(CE). A determinagdo dos receptores glutamatérgicos foi feita utilizando o antagonista inespecifico
tritiado [*H]-glutamato. Os resultados (fmol/mg de proteina) foram expressos como média = EPM do
nimero de animais mostrados em parénteses.

*##%¥p< 0,001, ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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2. DETERMINACAO DOS NIVEIS DE NITRITO/NITRATO EM CORPO
ESTRIADO (CE) E CORTEX PRE-FRONTAL DE CAMUNDONGOS APOS EME E
MORTE INDUZIDOS POR OVERDOSE DE COCAINA

Os niveis de nitrito/nitrato variaram nas mesmas dreas e condi¢des experimentais
observadas em relagcdo aos receptores GABAérgicos e glutamatérgicos (Figuras 4-1 e 4-2),
ocorrendo aumento significativo nos niveis destes no CPF apés EME (62,5 %) e morte (87,5

%) [Controle (n-7): 1,6 £ 0,21; EME (n-6): 2,6 = 0,26; morte (n-6): 3 = 0,47 mM].

Em CE o aumento significativo ocorreu apenas apés EME (141%) [Controle (n-

6): 3,1 £0,47;, EME (n-6): 7,5 = 1,2; morte (n-8): 2,3 £ 0,3 mM].
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Figura 4-1 Determinacdo dos niveis de nitrito/nitrato em corpo_estriado (CE) de
camundongos apés EME e morte induzidos por cocaina. Os camundongos foram tratados
com salina ou cocaina 90 mg/kg, i.p. Os animais que morreram apés a administragdo da droga foram
imediatamente dissecados, enquanto os que apresentaram estado de mal epiléptico (EME) e os
controles foram sacrificados e dissecados 60 minutos ap6s a administracdo da droga ou agua
destilada, respectivamente para a retirada do corpo estriado. Os niveis de nitrito/nitrato foram
determinados por espectrofotometria. As barras representam média = EPM de 7-10 animais por grupo.
** p< 0,01 e ***¥p< 0,001 quando comparado ao controle. ANOVA e Student Newman Keuls como
teste post hoc.
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Figura 4-2 Determinacdo dos niveis de nitrito/nitrato em coértex pré-frontal de
camundongos submetidos a convulsao e morte por overdose de cocaina. Os camundongos
foram tratados com salina ou cocaina 90 mg/kg, i.p. Os animais que morreram apds a administracio
da droga foram imediatamente dissecados, enquanto os que apresentaram estado de mal epiléptico
(EME) e os controles foram sacrificados e dissecados 60 minutos apés a administracdo da droga ou
dgua destilada, respectivamente para a retirada do cértex pré-frontal. Os niveis de nitrito/nitrato foram
determinados por espectrofotometria. As barras representam média = EPM de 7-10 animais por grupo.
*p< 0,05 quando comparado ao controle. ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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DISCUSSAO

Ocorreu uma redug¢do na ligacdo dos ligantes radioativos aos receptores
GABAérgicos a glutamatérgicos nas mesmas condicdes experimentais e areas cerebrais, ou
seja, a diminuicdo de ambos receptores ocorreu no CPF de camundongos, apés EME e morte
e a diminui¢do no CE ocorreu apenas apés EME nao sendo visualizada apds a morte induzida
por cocaina nesta drea cerebral. Curiosamente o aumento nos niveis de nitrito/nitrato ocorreu,
obedecendo a mesma variacdo observada em relacdo aos receptores GABA e glutamato,
mostrando desta forma uma relacdo paralela entre estes dois sistemas de neurotransmissao e o

NO nas convulsdes e morte induzidas por cocaina.

A literatura vem dando ateng¢do a interagdo entre estes sistemas (JAYAKUMAR et
al., 1999; PAUL et al., 2001). Os anticonvulsivantes mais novos tém como mecanismo a
inibicdo da enzima metabolizadora do GABA, a GABA transaminase (GABA-T). Os
inibidores de GABA-T, como a vigabatrina, uma droga anticonvulsivante, produzem uma
reducdo da atividade da GABA-T cerebral em 65-80 % comparado ao controle, com um
aumento concomitante no contetiido de GABA cerebral de 40-100 % (NEAL & SHAH, 1990).
A liberagdo basal de GABA no hipocampo aumentou em 250-450 % dos niveis controle
seguindo a administracdo de inibidores da GABA-T (QUME & FOWLER, 1997). Por outro
lado, o glutamato (um neurotransmissor excitatério) no SNC tem um importante papel na
manutencdo dos niveis de GABA no cérebro pela sua conversdo a GABA através da enzima
dcido glutamico descarboxilase (GAD) (ver Figura I-6, INTRODU(;[&O). Desta forma, a

inibicdo desta enzima pode depletar a concentracdo de GABA no cérebro.

Contrapondo estes mecanismos, o NO foi proposto como uma substancia
anticonvulsivante endégena (BUISSON et al., 1993). O NO ¢ sintetizado no cérebro a partir
do aminodcido L-arginina através da atividade da enzima NOS e também por uma via
independente da NOS (YAMADA & NABESHIMA, 1997). Trabalhos anteriores (BUISSON
et al., 1993) mostram que convulsdes induzidas pelo NMDA foram potencializadas por
agentes que inibiram a sintese de NO. Dando suporte a esta evidéncia, foi visto que o efeito de
inibidores da sintese do NO foi revertido pelo precursor do NO, L-arginina e o bloqueio da
NO sintase aumentou o kindling da amigdala ou seja, a administragdo sist€émica de um

inibidor da NO sintase facilitou o kindling (RONDOUIN et al., 1992).
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Em outro estudo foi mostrado que a auséncia da sintese do NO durante a epilepsia
aumentou a severidade das convulsdes e a morte neuronal (RONDOUIN et al., 1993; PENIX
et al., 1994). Além disso, a inibi¢do da sintese do NO aumentou a severidade das convulsoes
induzidas por dcido cainico e outros sugerindo que o NO age como um anticonvulsivante
endégeno com a duragdo dos ataques dobrando quando a sintese do NO € inibida

(RONDOUIN et al., 1993).

JAYAKUMAR et al. (1999) mostraram em seu trabalho a correlacdo existente
entre NO e a atividade da GABA-T no cérebro de ratos. No estudo destes pesquisadores 10
min apds a administracdo de L-Arginina, as concentracdes de GABA e NO no cortex cerebral
dos ratos aumentaram, enquanto a atividade da GABA-T diminuiu. Desta forma, o NO
contribui para a liberagdo de GABA na fenda sindptica. Alguns pesquisadores relatam que
este aumento na liberacio do GABA provém do aumento nas concentracdes de potdssio
(SEILICOVICH et al., 1995). Drogas como o nitroprussiato de sédio , um doador de NO,
dobram a liberagao de GABA. Interessantemente, em outro estudo, os autores sugeriram que
o NO pode atuar diretamente nas terminagdes nervosas para inibir a liberacdo de aminodcidos

excitatérios (KAMISAKI et al., 1995).

Estudos mais recentes (PAUL et al., 2001) relatam que o diazepam promove o
aumento de NO sendo este acompanhado por aumento na atividade da NOS. Desta forma
torna-se aparente que o diazepam promove a sintese do NO por aumento na atividade da
NOS. O NO ¢é produzido enzimaticamente em resposta a ativacdo dos receptores de
aminodcidos excitatérios. A liberacdo do glutamato de terminais pré-sindpticos atua nos
receptores NMDA e promove a atividade da NOS e a formacao do NO a partir da L-arginina
(GARTHWALITE et al., 1988). Recentemente, GABA e acetilcolina foram mostrados também
influenciar a atividade da NOS no cérebro (FEDELE & RAITERI, 1999). Dando suporte ao
envolvimento do GABA, WANG et al. (1997) referiram que neur6nios GABAérgicos tém
sinapses com neur6nios NOS no nucleo dorsal da rafe. A co-existéncia de NOS e GABA

também foi demonstrada no cérebro (VALTSCHANOFF et al., 1993).

Apesar de todas estas evidéncias a favor do NO, ITZHAK (1996) mostrou que a
inibicdo da NOS neuronal pelo 7-nitroindazol (7-NI), considerado um inibidor seletivo da

NOS neuronal preveniu a inducdo e expressao da sensibiliza¢do aos efeitos convulsivantes da
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cocaina. Entretanto, o mesmo estudo mostrou que o 7-NI ndo foi efetivo na inibi¢do da
convulsdo desencadeada por uma dose alta de cocaina, mostrando que o mecanismo do NO
pode estar relacionado ao desenvolvimento do kindling, mas no caso da administracdo aguda

0 mesmo pode ter agdo protetora.

Em face a esta interacdo relatada anteriormente podemos teorizar que pelos
resultados apresentados neste capitulo o glutamato deve estar ativando seus receptores. De
fato foi vista uma reducado da ligacdo do ligante radioativo aos receptores. Esta ativacdo dos
receptores glutamatérgicos pelo glutamato, principalmente os receptores NMDA provoca um

aumento na atividade da NOS com produg¢do de NO.

O NO no SNC pode ser produzido pela NOS endotelial (NOSe), uma enzima
constitutiva e pela NOS neuronal (NOSn). BAGETTA et al. (2002) relataram que a expressao
de NOSe no cérebro ndo estd correlacionada com convulsdes e lesdo neuronal. Outra parte do
NO ¢ sintetizada pela NOS induzivel (NOSi) que regula a resposta imune. O excesso de NOSi
no cérebro, hipocampo CA;, foi detectada em camundongos geneticamente epilépticos
(MURASHIMA et al., 2002). Além disso, um aumento marcante na imunoatividade para a
nitracdo de proteina induzida pela NOSi e por produtos da peroxidacdo de acidos graxos
ocorre no hipocampo de camundongos injetados por cainato (PENKOWA et al., 2001). Os
nossos resultados mostram um aumento dos niveis de nitrito/nitrato que poderiam estar
relacionados a um aumento de NO cerebral, o qual pode ter ocorrido por acdo da NOSi. O
excesso de NO juntamente com o aumento do estresse oxidativo apés EME e morte induzidos
por cocaina (Ver capitulo 5) pode participar do mecanismo das convulsdes e morte induzidos
por cocaina e até mesmo ser responsavel por uma possivel lesdo cerebral das dreas

envolvidas.

Trabalho recente (ELLIOTT et al., 2003) mostrou que a administracdo aguda de
cocaina nas doses de 7,5 a 30 mg/kg potencia de maneira dose-dependente a expressao da
NOS:i induzida por lipopolissacarideo (LPS) até 3 vezes dos valores basais (animais tratados
com salina) no baco, pulmio e figado, da mesma forma que aumentou os niveis de
nitrito/nitrato. Este aumento ocorreu principalmente na administracdo aguda, ndo sendo
detectada apds administragdo repetida. Provavelmente o mecanismo de aumento da NOSi e

portanto, nitrito/nitrato, estd acontecendo no cérebro como evidenciado por nossos resultados.
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Esta auséncia de alteracdes observadas por ELLIOTT et al. (2003) na administracdo repetida
e as alteragOes vistas na administracdo aguda explicam pelo menos em parte porque a inibi¢dao
da NOS previne a inducao do kindling, enquanto na administracdo aguda nao ocorre protecao
por estas drogas.

O presente trabalho traz evidéncias de uma possivel funcdo exagerada dos
receptores glutamatérgicos na toxicidade induzida por cocaina. No capitulo 1, vimos que o
NMDA reduziu a laténcia das convulsdes e aumentou a morte dos animais submetidos a
overdose de cocaina, j4 a cetamina, um antagonista dos receptores NMDA aumentou a
laténcia das convulsdes, bem como reduziu significamente o nimero de animais que
morreram pela administracdo de alta dose de cocaina. A agdo destas drogas sugere que os
receptores glutamatérgicos estdo hiperativados durante as convulsdes. Outras evidéncias para
este mecanismo sao provenientes de estudos recentes (PARK et al., 2002) que mostraram que
o peroxinitrito (ONOOQO"), radical livre formado a partir do metabolismo do 6xido nitrico,
reduz a atividade do transportador de dopamina (DAT). Isto contribuiria ainda mais para a
potencializacdo das convulsdes induzidas por cocaina, visto que o mecanismo da mesma
como anteriormente relatado envolve a inibi¢do do DAT com aumento dos niveis de DA. Jd a
vitamina E, um importante antioxidante, foi hdbil na protecdo das convulsdes e morte
induzidas por cocaina (Ver capitulo 5). Portanto, existe uma importante participacido destes

sistemas (glutamato/NO) nas convulsdes e morte induzidas por cocaina.

A reducdo da ligacdo do [’H]-GABA ao receptor GABA observada apés EME e
morte induzidas por cocaina deve evidenciar uma reducdo da afinidade do receptor pelo
ligante e este evento j4 foi referido em outros modelos de convulsido (COSTA-LOTUFO,
2001). Portanto, no mecanismo da convulsdo o receptor torna-se pouco ativo, o que explica os
eventos vistos no capitulo 1, onde as drogas que interferem com a neurotransmissiao
GABAGérgica foram as mais ativas na inibi¢cao das convulsdes e morte induzidas por cocaina.
Estas drogas apresentaram como mecanismo de acdo a potencializacdo da neurotransmissao
GABAérgica nos locais afetados, ou seja, naqueles locais onde a neurotransmissao
GABAérgica estd comprometida pela reducdo da afinidade do receptor. Das drogas que
interferem na neurotransmissdo GABAérgica estudadas, a mais ativa foi o fenobarbital, droga
que além de potencializar a neurotransmissao GABAérgica também estd relacionado a
inibicao da neurotransmissao excitatéria. O pré-tratamento com fenobarbital fez com que dos

8 animais testados apenas 1 convulsionasse apds administragdao de cocaina 90 mg/kg.



Capitulo 4 — Receptores GABAéergicos, glutamatérgicos e niveis de nitrito/nitrato 198

Existe uma evidente interacdo entre receptores benzodiazepinicos, GABA e
NMDA com a neurotransmissdo serotonérgica. Dados anteriores mostram que a liberagao in
vivo da SHT no hipocampo ventral pode ser inibida pela administracdo sistémica ou local de
agonistas benzodiazepinicos (ZETTERSTROM & FILLENZ, 1989). Registros intracelulares
de neurdnios serotonérgicos no nucleo da rafe dorsal podem ser modulados por antagonistas
do receptor GABA, de receptores para aminodcidos excitatorios (PAN et al., 1989). Também
€ possivel que interneurdnios GABAérgicos presentes no cortex piriforme possam influenciar
a atividade neuronal na amigdala associada com as convulsdes induzidas por cocaina. Como
os receptores SHT, corticais sdo esparsamente distribuidos, existe alta densidade de
receptores SHT, localizada na banda compacta da camada II de células piramidais do cortex
piriforme e terminando na juncdo mediana com o nicleo amigdaldide cortical (MORILAK et
al.,, 1993). Também existem densidades moderadas de células imunopositivas levando
impulsos desta drea para a amigdala. Estudos farmacolégicos mostraram que a bicuculina, um
antagonista do receptor GABA, pode bloquear a estimulacdo serotonérgica destes neurdnios
GABAérgicos (GELLMAN & AGHAJANIAN, 1994; MAREK & AGHAJANIAN, 1994).
Estes achados sugerem que a inibicdo da captacdo de SHT pela cocaina pode afetar a
influéncia cumulativa de receptores SHT, na func¢do dos interneurdnios GABAérgicos no
cortex piriforme e isto pode estar associado com o inicio da atividade convulsivante na
amigdala. Além disso, a co-localizagdo dos receptores 5-HT, nos interneurdnios
GABAérgicos no cortex piriforme sugere um importante mecanismo para a efetividade de
compostos GABAérgicos e benzodiazepinicos na inibicdo das convulsdes seguindo a

administracao aguda de cocaina.

Realmente nossos resultados mostram uma potencializacdo da neurotransmissao
serotonérgica apds as convulsdes e morte induzidas por cocaina. Neste trabalho ocorreu
aumento nos niveis de SHT em CPF com reducdo da taxa de metabolizacdo para esta
monoamina apés EME no CPF e apds morte nas duas dreas cerebrais. Também houve
aumento nos receptores SHT,, e reducdo nos receptores GABAérgicos e glutamatérgicos.
Embora pareca, como ja discutido anteriormente, que a diminui¢cdo nestes dois ultimos
receptores seja proveniente de uma reducdo da afinidade dos receptores GABA, visto que
existem evidéncias de sua hipofuncdo acompanhando as convulsdes (necessitamos de estudos

de Scatchard para confirmar esta hipétese), a redug¢ao dos receptores glutamatérgicos pode ao
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contrario do que ocorreu com o GABA ser decorrente de uma estimulacio mediada pelo

glutamato deste receptor.



CAPITULO 5

DETERMINACAO DA PARTICIPACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO NAS
CONVULSOES E MORTE INDUZIDAS POR OVERDOSE DE COCAINA EM
CORPO ESTRIADO E CORTEX PRE-FRONTAL DE CAMUNDONGOS
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INTRODUCAO

O cérebro obtém quase toda a sua energia da fosforilacao oxidativa mitocondrial,
que gera ATP ao mesmo tempo em que reduz o oxigénio molecular em 4gua. Sob certas
condigdes as espécies reativas do oxigénio (ERO), por exemplo oxigénio e radicais hidroxila

e per6xido de hidrogénio podem ser gerados como subprodutos secunddrios deste processo.

Visto que participam de reacgdes essenciais ao organismo as ERO sao
constantemente formadas e podem ser prejudiciais, quando sua producdo foge do controle
exercido pelos antioxidantes de defesa enddgenos, como as enzimas superéxido dismutase, as
catalases, glutationa peroxidase e outros antioxidantes como albumina (HALLIWELL &

GUTTERIDGE, 1990), e vitamina E (MULLER & GROSS-SAMPSON, 1990).

Todos os componentes da célula sdao suscetiveis a acdo das ERO, porém a
membrana € uma das mais atingidos em decorréncia da peroxidacdo lipidica, que acarreta
alteracdes na sua estrutura e permeabilidade (VAN DER KRAAIJ et al.,, 1988).
Conseqilientemente, ha perda da seletividade na troca idnica e liberacdo do conteido de
organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas, e formacdo de produtos citotéxicos
(como o malonaldeido), culminando com a morte celular (HERSHKO, 1989). A
lipoperoxidagao também pode estar associada aos mecanismos de envelhecimento, de cancer
e a exacerbacdo da toxicidade de xenobidticos (SHAN et al., 1990). Assim, como na
formacdo das ERO, nem sempre os processos de lipoperoxidag¢do sdo prejudiciais, pois seus
produtos sdo importantes na reacdo em cascata a partir do dcido araquidonico (formagao de
prostaglandinas) e, portanto, na resposta inflamatéria (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
1990). Todavia, o excesso de tais produtos pode ser lesivo (ROSS & MOLDEUS, 1991).

Em sistemas aerdbicos € essencial o equilibrio entre agentes 6xido-redutores
(como as ERO) e o sistema de defesa antioxidante. Como estes agentes sdo gerados
endogenamente, como conseqiiéncia direta do metabolismo do O, e também em situagcdes
nao-fisioldgicas, para proteger-se a célula possui um sistema de defesa que pode atuar em
duas linhas. Uma delas atua como detoxificadora do agente antes que ele cause a lesdo. Esta
linha € constituida por glutationa reduzida (GSH), superéxido-dismutase (SOD), catalase,

glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitamina E. A outra linha de defesa tem a funcdo de
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reparar a lesdo ocorrida, sendo constituida pelo dcido ascorbico, pela glutationa-redutase
(GSH-Rd) e pela GSH-Px, entre outros. Com exce¢do da vitamina E (a-tocoferol), que € um

antioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes estd no meio

intracelular (HEBBEL, 1986; ROSS & MOLDEUS, 1991).

A glutationa reduzida (GSH, L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) estd presente na
maioria das células e o tiol (-SH) é mais abundante no meio intracelular (MEISTER &
ANDERSON, 1983). A capacidade redutora da GSH ¢ determinada pelo grupamento —SH,
presente na cisteina. A GSH pode ser considerada um dos agentes mais importantes do
sistema de defesa antioxidante da célula protegendo-a contra a les@o resultante da exposicao a
agentes como ions ferro (GALLEANO & PUNTARULO, 1995), oxigénio hiperbdrico,
ozonio, radiacdo e luz ultarvioleta (DENEKE & FANBURG, 1989). Além disto, diminui a
suscetibilidade a lesdo renal decorrente da isquemia e reperfusdo (SHAN et al., 1990), atua
como transportadora e reservatorio da cisteina e participa da detoxicac@o de agentes quimicos
e da eliminagdo de produtos da lipoperoxidagao. Ainda é requerida para a sintese de DNA, de

proteinas e de algumas prostaglandinas (DENEKE & FANBURG, 1989).

O poder antioxidante da GSH foi demonstrado pelo aumento da sobrevida de 90
% de ratos submetidos a hiperéxia e tratados com instilacdo de eritrdcitos na traquéia. Este
resultado foi atribuido a GSH intra-eritrocitdria, que protege contra o choque de pulmio

induzido pelo estresse oxidativo resultante da hipéxia (VAN ASBECK et al., 1985).

Apds a exposi¢do da GSH ao agente oxidante ocorre sua oxida¢do a GSSG
(HEBBEL, 1986). A recuperagdo da GSH ¢ feita pela enzima GSH-Rd, uma etapa essencial
para manter integro o sistema de prote¢do celular (GILBERT & LEAN, 1990). Uma outra
enzima a GSH-Px catalisa a reducdo do perdxido de hidrogénio (H,O,) e peréxidos organicos
para seus correspondentes dlcoois as custas da conversdao da GSH a GSSG (SHAN et al.,
1990). Embora a GSH-Px tenha acdo fundamentalmente citosélica, in vitro ela é capaz de

reduzir hidroperéxidos de membrana (HEBBEL, 1986) (Quadro 5-1 —-A e B).

A catalase é uma hemeproteina citoplasmatica que catalisa a reducao do H,O, a
H->0 e O,. E encontrada no sangue, medula dssea, mucosas, rim e figado (MAYES, 1990).

Sua atividade é dependente de NADPH (SCOTT et al., 1991) (Quadro 5-1- C).
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A suplementacdo da catalase exdgena previne a oxidacdo da GSH mediada pelo
H,0,, em eritrécitos humanos normais (SCOTT et al., 1991). Em modelo de estresse
oxidativo decorrente de agressdo térmica, os eritrécitos exibem diminui¢do da atividade da

catalase durante o processo hemolitico termodependente (HATHERILL et al., 1991).

Quadro 5-1 Reacoes catalisadas por diferentes enzimas antioxidantes

GSH-px: ROOH + 2GSH — ROH + H,0 + GSSG  (A)
GSH-rd: GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP* (B)

Catalase: H202 + H202 — 2H20 + 02 (C)

Fonte: MICHIELS et al., 1994.

O metabolismo da cocaina parece estar envolvido com a geracdo de estresse
oxidativo, visto que este produz uma reagdo redox incomum na forma de nitroxido-
hidroxilamina, dentre outras. O ciclo redox que ocorre in vivo com oxigénio e agentes
transferidores de elétrons (TE) pode ocorrer dando origem ao EO através da geracdo de ERO,
tais como peroxido, hidroperdxidos, alquilperéxidos, hiponitrito e diversos radicais
(superoxido, hidroxil, alcoxil e alquilperoxil). Em alguns casos, a transferéncia de elétrons
resulta em uma interferéncia com o transporte normal de elétrons ou efeitos elétricos, isto é,
na respira¢do ou neuroquimica. Os TE e EO estdo sendo cada vez mais relacionados com o
mecanismo de ac¢do de drogas e toxinas, tais como, agentes antiinfecciosos (KOVACIC &
BECVAR, 2000) carcin6genos (KOVACIC & JACINTHO, 2001), neurotoxinas (JACINTHO
& KOVACIC, 2003; BUTTERFIELD, 2003; SAYRE et al., 2001; ADAMS et al., 2001) e
varios outros, inclusive doengas humanas (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

A cocaina é metabolizada principalmente por duas vias distintas em humanos
(KOVACIC et al., 1988). A principal transformacdo consiste da hidrdlise de grupamentos

éster a qual parece ndo ser importante para as manisfestacdes toxicas da droga. A via
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minoritdria € oxidativa e envolve os grupamentos amina, os quais t€ém atraido muita atencao
com relacdo as respostas toxicas. Os possiveis metabodlitos que participam dos efeitos da
cocaina, além da prépria droga, s@o a norcocaina, o nitréxido de norcocaina, N-

hidroxinorcocaina, norcocaina nitrosonium, cocaina iminium e formaldeido (Figura 5-2).

CH
i CH, o OH

fop 1 Ho My = eH* 1
CO.CHy = N CHA o T AN TR
O CCH;

1 2 3 4 5

Fonte: KOVACIC, 2005

Figura 5-1 Metabolismo da cocaina. 1- Cocaina, 2- cocaina iminium, 3-
norcocaina, 4- nitréxido, 5- N-hidroxinorcocaina, 6- norcocaina nitrosonium.

O metabolismo oxidativo da cocaina leva a formacdo de norcocaina,
evidentemente via derivado iminium (KOVACIC et al., 1988). Microssomas no cérebro e
figado oxidam esta substancia a nitréxido. Este radical € estabilizado por deslocamento sobre

O e N, e aparentemente por interacdo intramolecular com n-elétrons no éster substituinte.

Um outro metabolito € o derivado N-hidr6xi (uma hidroxilamina) que provém da
norcocaina. A norcocaina e nitréxido de norcocaina funcionam como um acoplamento redox

(KOVACIC et al., 1988; LLOYD et al., 1993).

Existem numerosos exemplos considerando o envolvimento de iminiums nas
acoes de drogas e agdes toxicas com a participacdo dos TE e EO (KOVACIC et al., 2002).
Aminas bioativas tercidrias sao consideradas as mais envolvidas com esta fun¢do (SAYRE et
al.,, 1997). Atualmente especula-se que a exposicdo a longo prazo com aminas tercidrias
como a cocaina, pode resultar em lesdes bioquimicas via metabdlitos reativos, tipo iminium,

que parecem ser os primeiros envolvidos na neurotoxicidade (RAPAKA et al., 1997).



Capitulo 5- Estresse Oxidativo 205

Existem varias evidéncias do envolvimento dos metabdlitos da cocaina no

estresse oxidativo. A literatura mostra que a reducao microssomal da norcocaina no cérebro

gera radicais superéxido (KLOSS et al., 1984). A incubacao de microssomas hepaticos com

derivados nitroxido ou N-hidréxi levam a peroxidagao lipidica, sendo esta mais pronunciada

com os metabdlitos que com a cocaina propriamente dita (KLOSS et al., 1983). O ciclo redox

envolvendo os metabdlitos parece ocorrer acompanhando a formacgdo de superdxido e

radicais de peroxidagao lipidica (LLOYD et al., 1993).

Os trabalhos existentes na literatura até o presente momento em relacdo ao

envolvimento do EO nas ac¢des da cocaina s6 referem alteragdes nas enzimas antioxidantes

apo6s administragdo de cocaina em algumas situagdes como:

Figado: algumas ag¢des da cocaina no figado podem estar associadas a hepatotoxicidade
da droga. Em animais expostos a droga sozinha foi evidenciado aumento de catalase
(DEVI & CHAN, 1997) e inalteracdo nos niveis de GSH (MASINI et al., 1997). Quando
em associagdo com o dlcool (HOROWITZ et al., 1999), ocorreu uma supressdo na
atividade da catalase. Varios trabalhos revelaram a geracdo de ERO, incluindo
peroxidacdo lipidica, na hepatotoxicidade relacionada a droga (TEAF et al., 1984;
GOLDLIN & BOELSTERLLI, 1994; DIEZ-FERNANDEZ et al., 1999; OZTEZCAN et al.,
2000). Endotoxinas potenciam a toxicidade mediada pela cocaina via NO e ERO (LABIB
et al., 2003). A norcocaina aumenta o ataque de peroxidases e aumenta a formacdo de

MDA (TEAF et al., 1984).

SNC: aumentos do estresse oxidativo induzido por cocaina pode levar a
neurodegeneracao (FANTEL & PERSON, 2002; SHARAN Et al., 2003). Estudos com
doses baixas multiplas de cocaina produziram ERO, tais como radicais hidroxil, sendo que
alguns antioxidantes como salicilato podem oferecer protecao (CASTELLI et al., 2001).
No cérebro de ratos a produ¢do de MDA foi estimulada pela cocaina indicando a
ocorréncia de peroxidacdo lipidica. Na administracdo pré-natal da droga ocorreu uma

reducdo dos niveis de glutationa no cérebro fetal de ratos (LIPTON et al., 2003).

Outros sistemas: no sistema cardiovascular foi evidenciada geracdo de ERO em células

cardiacas (HARGRAVE et al., 2003). As patologias cardiacas relacionadas ao abuso da
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cocaina estdo associadas a lesdo oxidativa e deplecao da GSH (LEE et al., 2001). O uso de
cocaina estd associado a ocorréncia de vdrias doencas renais, tanto nos adultos
(inflamac¢d@o glomerular), como no feto (anormalidades no trato urogenital) (NZERUE et
al., 2000). Revisdo recente relaciona esta toxicidade a geracio de ERO e peroxidacdo
lipidica via ciclo redox (KOVACIC et al., 2002). Os derivados da norcocaina como o

nitroxido e derivados N-hidréxi parecem ter um papel chave neste processo.
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OBJETIVOS

O objetivo principal deste capitulo foi investigar o possivel envolvimento do
estresse oxidativo nas convulsdes e morte induzidas por overdose de cocaina. Para isto foram
determinados:

— Atividade da catalase em diferentes grupos de animais submetidos ao tratamento
com cocaina em baixas (10 e 30 mg/kg, i.p.) e altas doses (90 mg/kg, i.p.), pré-

tratados com diazepam antes da administracdo da overdose de cocaina e

submetidos a overdose de bupropiona, uma droga que apresenta mecanismo de

acdo semelhante ao da cocaina, ou seja, inibindo a recaptacdo da DA e NA;

- Niveis de GSH e peroxidacdo lipidica (malonildialdeido- MDA) em camundongos
submetidos a overdose de cocaina;

- Se o pré-tratamento com vitamina E, um antioxidante, altera alguns dos
parametros relacionados a convulsao induzida por overdose da droga, na tentativa

de determinar um possivel envolvimento do estresse oxidativo nas convulsdes e

morte induzidas por esta condi¢do experimental.
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RESULTADOS

1. ATIVIDADE DA CATALASE APOS ADMINISTRACAO DE COCAINA EM
BAIXAS DOSES E NA OVERDOSE EM CORPO ESTRIADO E CORTEX PRE-
FRONTAL DE CAMUNDONGOS

A atividade da catalase no corpo estriado como mostrado na Fgura 5-2A foi
reduzida em cerca de 60 % apds a administracdo da cocaina na dose de 10 mg/kg (p< 0,001)
e 30 mg/kg (p< 0,001) [controle (n=13): 73,9 *+ 6,8; coc 10 (n=7): 29,8 £ 2,7; coc 30 (n=6):
28,4 t 2.8]. Em cortex pré-frontal (Figura 5-2B) a atividade da catalase permaneceu
inalterada apds a administracdo de cocaina em baixas doses [controle (n=13): 41,6 = 4,7; coc
10 (n=6): 39,4 + 4,9; coc 30 (n=6): 34 = 1,9]. Em ambas areas cerebrais estudadas a atividade
da catalase reduziu ap6és estado de mal epiléptico e morte induzida por cocaina [Corpo
estriado - controle (n=13): 73,9 + 6,8; EME (n=10): 46,3 + 6; Morte (n=9): 26,2 + 3,4,
Cortex pré-frontal - controle (n=13): 41,6 = 4,7; EME (n=6): 16,7 + 2,4; coc 30 (n=6): 24,2
+3,9].

O pré-tratamento com diazepam inibiu as convulsdes induzidas por cocaina em
66,6 % dos animais. Para a determinacdo da atividade da catalase s6 foram utilizados animais
que ndo apresentaram atividade convulsiva apds o tratamento DZP + COC 90. O pré-
tratamento com diazepam foi hédbil em reverter a redug¢do na atividade da catalase no corpo
estriado [controle (n=13): 73,9 = 6,8; DZP 10 + COC 90 (n=6): 51,3 £ 4,1] (Figura 5-2A) e
cortex pré-frontal (Figura 5-2B) observado apds a administracdo de cocaina em alta dose
trazendo o resultado para os niveis dos animais controle [controle (n=13): 41,6 = 4,7; DZP 10
+ COC (n=6): 39,3 + 6,8]. O diazepam quando administrado sozinho ndo alterou a atividade
da catalase em nenhuma das dreas cerebrais estudadas [Corpo estriado - controle (n=13):
73,9 £ 6,8; DZP 10 (n=6): 50,9 £+ 7,8; Cértex pré-frontal - controle (n=13): 41,6 £ 4,7, DZP
10 (n=6): 44,6 + 2,8].

A bupropiona 150 mg/kg, i.p. causou convulsdes clonicas e estado de mal
epiléptico em 100 % dos animais que durou até o momento do sacrificio. A laténcia média

para o inicio das convulsdes foi de 4:14 £ 0.31 min. A atividade da catalase foi reduzida apds
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as convulsdes induzidas por bupropiona (em 62 %) no corpo estriado [controle (n=13): 73,9 +
6,8; BUP 150 (n=6): 27,8 £ 5,2] (p= 0,0005), como observado na Figura 5-2A e cértex pré-
frontal em 51 % (p= 0,01) como mostrado na Figura 5-2B [controle (n=13): 41,6 = 4,7; BUP
150 (n=6): 20,4 £ 3,1].
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Figura 5-2 Atividade da catalase em corpo estriado (A) e cértex pré frontal (B) de
camundongos. Diferentes grupos de camundongos foram tratados com: salina (controles), cocaina
em baixas doses (COC 10 e 30 mg/kg, i.p.) e altas doses (COC 90 mg/kg, i.p. — separados em EME e
morte, como descrito nos métodos), pré-tratados com a droga anticonvulsivante, diazepam 10 mg/kg,
i.p (DZP 10) sozinho e 30 min antes da administracdo de COC 90, e submetidos a overdose de
bupropiona (150 mg/kg). Uma hora apds o pré-tratamento os animais tiveram o corpo estriado e cortex
pré-frontal dissecados para determina¢do da atividade da catalase. A atividade da catalase foi
determinada por espectrofotometria. As barras representam média + EPM de 6-10 animais por grupo.

*p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0.001 quando comparados aos animais controle (ANOVA e teste de

Student Newman Keuls )

“p=0,0005, ° p= 0,01 quando comparados aos animais controle (“teste - T”)
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2. DETERMINACAO DOS NIVEIS DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH) EM
CORPO ESTRIADO E CORTEX PRE-FRONTAL DE CAMUNDONGOS APOS
OVERDOSE DE COCAINA

Os niveis de glutationa reduzida (GSH) tanto no corpo estriado (Figura 5-3A)
como no cortex pré-frontal (Figura 5-3B) s6 apresentaram alteracdo significativa (aumento)
ap6s a morte induzida por cocaina (47 e 27 % de aumento, respectivamente no CE e CPF).
Este resultado foi significativo quando comparado aos animais controle ¢ EME em ambas
areas cerebrais (CE — controle (n= 6): 744,3 + 40,3; EME (n= 6): 819,2 + 29,3; morte (n= 6):
1101 £ 75,8 ng/g de tecido — CPF — controle (n= 6): 765,7 £ 19,3; EME (n= 6): 833,3 + 59;
morte (n=6): 975,4 £ 19,5 ng/g de tecido).
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Figura 5-3 Niveis de glutationa reduzida (GSH) em corpo estriado (A) e cortex pré-

frontal (B) de camundongos apos overdose de cocaina. Os camundongos foram tratados com
salina ou cocaina 90 mg/kg, i.p. Os animais que morreram apés a administracdo da droga foram
imediatamente dissecados, enquanto os que apresentaram estado de mal epiléptico (EME) e os
controles foram sacrificados e dissecados 60 minutos ap6s a administracido da droga ou dgua destilada,
respectivamente para a retirada do corpo estriado e cortex pré-frontal. Os niveis de glutationa reduzida
(GSH) foram determinados por espectrofotometria. As barras representam média + EPM de 6 animais
por grupo *p< 0,001 quando comparado ao controle; p< 0,05 quando comparado aos animais EME.
ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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3. DETERMINACAO DO EFEITO DA OVERDOSE DE COCAINA SOBRE A
FORMACAO DE MALONILDIALDEIDO (MDA) EM HOMOGENATOS DE
CORPO ESTRIADO E CORTEX PRE-FRONTAL DE CAMUNDONGOS

Os niveis de MDA, como mostra a Figura 5-4A s6 apresentaram aumento
significativo no corpo estriado apds a morte induzida por cocaina. No cortex pré-frontal
(Figura 5-4B) nenhuma alteracdo foi detectada (CE- controle (n= 6): 1,5 £ 0,14; EME (n=
6): 1,6 £ 0,3; morte (n= 6): 2,2 + 0,2 umol de MDA/ mg de proteina; CPF- controle (n= 6):
5,4+ 0,5; EME (n= 6): 4,4 + 0,4; morte (n=6): 6,3 £ 0,7 umol de MDA/mg de proteina).
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Figura 5-4 Efeito da overdose de cocaina sobre a formacao de malonildialdeido (MDA)
em corpo estriado (A) e cortex pré-frontal (B) de camundongos. Os camundongos foram
tratados com salina ou cocaina 90 mg/kg, i.p. Os animais que morreram apds a administracdo da
droga foram imediatamente dissecados, enquanto os que apresentaram estado de mal epiléptico
(EME) e os controles foram sacrificados e dissecados 60 minutos apds a administragdo da droga ou
dgua destilada, respectivamente para a retirada do corpo estriado e cértex pré-frontal. Os niveis de
malonildialdeido (MDA) foram determinados por espectrofotometria. As barras representam média
EPM de 6 animais por grupo. * p< 0,05 ANOVA com Teste de Student Newman Keuls post hoc.
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4. EFEITO DO PRE-TRATAMENTO COM VITAMINA E SOBRE AS
CONVULSOES E MORTE INDUZIDAS POR COCAINA

O pré-tratamento com vitamina E, como mostrado na Figura 5-7, reduziu o
nimero de animais que convulsionaram em 40 %, aumentando a sobrevivéncia dos mesmos

em 26,7 %, mas ndo interferiu com a laténcia da convulsio [cocaina 90 (n= 50): 232,3 + 13,4;

Vitamina E 400 mg/kg (n=15): 190,9 + 18,6 seg].
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Figura 5-5 Efeito do pré-tratamento com vitamina E sobre as convulsoes e morte
induzidas por cocaina. Os camundongos foram tratados agudamente com cocaina 90 mg/kg, i.p.
(n=50) ou vitamina E 400 mg/kg, i.p. (n= 15) 45 minutos antes da administracdo de cocaina e foram
observados por 60 min para a determinacdo da percentagem de animais que convulsionaram e
morreram apds a overdose de cocaina. As barras representam a percentagem de animais que
convulsionaram e que sobreviveram apds o tratamento com as drogas. **p< 0,01; *** p< 0,0001
(teste do qui-quadrado) quando comparados com os animais tratados apenas com cocaina 90 mg/kg.
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DISCUSSAO

Os resultados deste capitulo mostram de forma inédita uma importante
participacao do estresse oxidativo (EO) nas convulsdes e principalmente na morte induzida
por cocaina. O presente estudo demonstra que a atividade da catalase reduziu apds o
tratamento com cocaina em baixas doses (apenas no corpo estriado) e apés EME e morte
induzidos pela overdose de cocaina em ambas dreas, corpo estriado e cortex pré-frontal de
camundongos. Esta reducdo da atividade da catalase reflete um possivel acimulo de per6xido
de hidrogénio, pois a catalase previne o organismo do acimulo de peréxido, desde que a

mesma converte peréxido a H,O.

O EO € uma condi¢do na qual as defesas celulares antioxidantes sdo inadequadas
para detoxificar completamente os radicais livres gerados, devido a produgdo excessiva de

ERO, perda das defesas antioxidantes ou ambas (DAVIES, 1995)

Esta condi¢do pode ocorrer localmente, quando as defesas antioxidantes
apresentam-se reduzidas em certas localizagdes subcelulares, enquanto permanecem intactas
no todo, e seletivamente com relacdo a espécie de radical, visto que as defesas antioxidante
sao radical-especificas, por exemplo, superéxido dismutase (SOD) para o superdxido e

catalase e glutationa para H,O, (DUGAN & CHOI, 1999).

Uma conseqiiéncia do EO € a destruicdo de macromoléculas celulares. Esta
destruicdo pode ocorrer pela adicdo de grupamentos peroxil ou hidroxil em &cidos graxos
insaturados. Alternativamente a cadeia de dcido graxo do carbono pode ser clivada durante a
reacdo com o elétron livre para gerar um aldeido graxo, ambos processos sendo denominados
peroxidacao lipidica. Estes dcidos graxos aldeidicos podem reagir com cisteinas em proteinas
produzindo tioésteres que podem afetar as funcdes e estabilidade das proteinas celulares

(HALLIWELL, 1992).

E bem conhecido que o mecanismo de ac¢do da cocaina envolve a inibi¢do da
recaptacdo da dopamina, resultando em aumento dos niveis extraneuronais desta monoamina.
Fisiologicamente, H,O, pode ser gerado a partir do metabolismo da dopamina, o qual produz

subseqiientemente o danoso radical hidroxil (HALLIWELL, 1992; EBADI et al., 1996).
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Trabalho recente de nosso laboratério (MACEDO et al., 2004b e Capitulo 2, Figura 2-5 deste
trabalho) mostrou um aumento no HVA, um metabdlito extracelular da dopamina, apés EME
e morte induzidos pela cocaina em CE, bem como um aumento nos niveis de DOPAC, um
metabolito intracelular da dopamina, apés morte € no CE e EME em CPF de camundongos.
Em conjunto estes resultados sugerem um aumento no metabolismo da DA apds a
administracdo da cocaina em altas doses (Ver capitulo 2). Este aumento no metabolismo da
DA pode ter acarretado uma elevagao no conteido de H,O, em ambas areas cerebrais apds a
overdose induzida por cocaina e especificamente no CE apds baixas doses da droga. Estes
resultados estdo provavelmente correlacionados com o aumento das ERO nestas areas

cerebrais.

Como a literatura nao possuia informacdes a respeito do envolvimento da catalase
nos efeitos da cocaina, resolvemos estudar de modo mais aprofundado a relagdo da cocaina
com esta enzima, inclusive utilizando para isto a droga em baixas doses, bem como uma

substancia com o mecanismo de a¢do semelhante ao da cocaina, a bupropiona.

A bupropiona, um antidepressivo monociclico conhecido por inibir a captacdo
neuronal de DA e NA (ASCHER et al., 1995) causou uma redugdo na atividade desta enzima
apés o seu uso em altas doses, indicando provavelmente a existéncia de uma importante

interacdo entre dopamina, atividade da catalase, H,O, e convulsdes.

Trabalhos prévios (HUANG et al., 2003) indicam que H,0, inibe a atividade do
transportador da dopamina de uma maneira reversivel e que a super expressdo da catalase
alivia a inibi¢do da captacdao da dopamina produzida pelo H,O, Também foi observado que a
supressdo da producdo de radicais hidroxil a partir do H,O,, pelo bloqueio da reacdo de
Fenton usando um quelador de fons (mesilato de deferoxamina) reduziu efetivamente o efeito
inibidor do H,0O,. Baseado nos dados destes autores (HUANG et al., 2003) podemos especular
que a reducdo na atividade da catalase vista neste trabalho potenciou a inibicio do
transportador de dopamina mediada pela cocaina através do aumento do conteido de H,O,

nas areas cerebrais estudadas.

O pré-tratamento com o anticonvulsivante diazepam antes da administracdo de

cocaina 90 mg/kg reverteu a reducdo na atividade da catalase evidenciado apés o EME e
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morte induzidos por cocaina, enquanto o diazepam sozinho ndo alterou a atividade da referida
enzima. A literatura mostra que ativacdo dos receptores GABA, reduz os niveis basais, bem
como a liberacdo de dopamina induzida pela cocaina em CE e niicleo accumbens (DEWEY et
al., 1998) e cortex pré-frontal (STEKETEE, 2002). A neurotransmissdo serotonérgica que
parece influenciar as convulsdes induzidas por cocaina (RITZ & GEORGE, 1997a) também ¢é
inibida pela administragdo sistémica e local de agonistas benzodiazepinicos (ZETTERSTRON

& FILLENZ, 1989).

A administracdo de cocaina em baixas doses 10 e 30 mg/kg alterou a atividade da
catalase apenas no CE, drea cerebral que é a mais associada ao mecanismo de acdo de drogas
psicoestimulantes (STEKETEE, 2002). Sabe-se que convulsdes generalizadas, como as
induzidas por cocaina em altas doses, ativam o cérebro como um todo. Assim, as convulsoes
induzidas por cocaina por serem generalizadas, reduziram a atividade da catalase em ambas
areas cerebrais estudadas, CE e CPF. Vale ressaltar que estas areas cerebrais também estdao
relacionadas a atividade convulsivante (DERANSART et al., 2000; LASON, 2001;
SACKEIM, 2004).

Dados recentes (FREITAS et al., 2004) mostraram que a catalase estd envolvida
com a patogénese da epilepsia do lobo temporal induzida pela pilocarpina. No entanto, neste
modelo de convulsio os autores observaram um aumento na atividade da catalase no cerebelo,
hipocampo, CPF e CE. Comparando os resultados de FREITAS et al (2004) com 0s nossos,
podemos observar que nem todas as drogas convulsivantes interferem com a atividade da

catalase da mesma maneira.

O perdxido de hidrogénio também estd envolvido com neurotoxicidade, desde que
a super expressdo dos genes para enzimas antioxidantes como catalase e glutationa peroxidase
em culturas hipocampais e corticais primarias de fetos de ratos, reduziu a neurotoxicidade
induzida por 4cido cainico, glutamato, cianeto de sodio e deprivagdo cerebral de
oxigénio/glicose, a qual foi acompanhada por redu¢des do acimulo de peréxido de hidrogénio

e da extensdo da peroxidacao lipidica (WANG et al., 2003).

Nossos resultados em relag@o a catalase demonstram uma importante participagdo

desta enzima nas a¢des da cocaina no SNC, bem como nas convulsdes e morte induzidas pela
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droga. A reducdo da atividade da catalase pode estar associada a um aumento no contetido de
H,0; e possivel geracdo de radicais hidroxil. Estes dados indicam uma possivel participagdao

do EO nas acdes da cocaina no cérebro de camundongos.

A segunda enzima estudada, GSH apresentou aumento apenas apds a morte
induzida por cocaina em ambas dreas cerebrais estudadas, o que indica uma possivel acdo
antioxidante desta enzima na tentativa de reverter ou evitar alguma lesdo provocada pela
overdose da droga nestas dreas cerebrais. No corpo estriado de animais que morreram apds a
convulsdo induzida por cocaina houve um aumento nos niveis de MDA, o que mostra a

ocorréncia de peroxidacao lipidica nesta drea cerebral, ou seja, neurotoxicidade.

Trabalho recente (DIETRICH et al., 2005) mostra que os niveis de per6xido de
hidrogénio e de perdxidos lipidicos estdo aumentados apds a administragdo aguda e cronica
(10 dias) de cocaina 20 mg/kg, i.p. A glutationa € uma enzima especializada na remoc¢ao de
peréxidos como € também a catalase, mas estas t€m localizacdes distintas no SNC. A catalase
¢ mais abundante nos astrocitos do que em neurdnios e na substincia branca, do que na
cinzenta, mas pode ser induzida em neurdnios pela acdo das neurotrofinas. Os componentes
do sistema da glutationa peroxidase, GPx, GSH, glutationa redutase e NAD(P)H estdo
presentes na mitocondria, bem como no citoplama dos neurdnios. O aumento da glutationa
reduzida pode ter ocorrido por um mecanismo gerenciado pelos neurdnios para se livrar dos
radicais gerados por pelo menos dois mecanismos apds a overdose da cocaina: aumento do

metabolismo da DA e inibicdo da atividade da catalase.

Evidéncias recentes (Kovacic, 2005) sugerem que a cocaina e seus metabdlitos
estdo envolvidos na producdo de ERO e estresse oxidativo, portanto, a toxicidade relacionada
a cocaina pode ocorrer devido a produgdo de metabdlitos oxidativos.

As ERO e a oxidacdo que € resultante de sua acdo tém sido implicadas em
doencas relacionadas a morte neuronal e neurodegeneracdo (HALLIWELL, 1992). Por
exemplo, um aumento nos niveis de radicais livres € um dos principais fatores que contribuem
para a perda de neurdnios dopaminérgicos na doenca de Parkinson. Estes radicais estdo
implicados também no desenvolvimento de convulsdes sob certas condi¢des patologicas e

também ligadas a neurodegeneracao associada a convulsdo. Evidéncias considerando o papel
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de radicais livres nas convulsdes sdo as de que condi¢Oes patoldgicas associadas com a
formacgdo aguda de radicais livres como trauma cerebral, hiperoxigenagdo e hipoxia (Jensen et
al., 1991) apresentam uma alta incidéncia de convulsdes (HALL, 1993; PEREZ
VELAZQUEZ et al.,, 1997), bem como a existéncia de véarios modelos experimentais de
epilepsia com base na geracdo de radicais livres (WARD, 1972; WILLMORE & RUBIN,
1981; KATZ et al., 1987).

As convulsdes aumentam o conteido de ERO e formacdo de superéxido no
cérebro (ARMSTEAD et al., 1989; ESSMAN & WOLLMAN, 1989). A geracdo de radicais
livres pode induzir a atividade convulsivante pela inativagdo direta da glutamina sintetase,
permitindo desta forma o aumento do neurotransmissor excitatério glutamato. (para detalhes
ver Figura I-6, Introducao) (OLIVER et al., 1990). O inicio das convulsdes induzidas pelo
oxigénio em animais estd correlacionado a uma reducdo dos niveis cerebrais de GABA, como
resultado da inibicdo da enzima glutamato descarboxilase pelas ERO (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1991). Desta forma parece que os radicais livres sdo responsdveis pelo
desenvolvimento de convulsdes. Além disso, os radicais livres também contribuem para a
apoptose em vdrios niveis da cascata apoptoética, servindo como iniciadores, sinais recentes e

possivelmente efetores tardios da morte neuronal apoptédtica (DUGAN & CHOI, 1999).

Evidéncias sugerem que o transportador da dopamina (DAT), principal alvo da
acdo da cocaina seja regulado pelos ERO, possivelmente quinonas da dopamina (BERMAN et
al., 1996). Em fatias estriatais, a peroxidacao lipidica suprimiu a atividade do DAT (PAGE et
al., 1998). Mais recentemente, PARK et al. (2002) relataram que o peroxinitrito (ONOQO)
reduz a atividade do DAT. Recentemente foi demonstrado (HUANG et al., 2003) que o H,O,
reduz a atividade do DAT através de oxida¢do mediada pelo radical hidroxil nos seus sitios
intra e extracelulares. Esta inibi¢do da atividade do DAT produzida pelo H,O; foi revertida
pela superexpressdo da catalase, como comentado anteriormente. Estas evidéncias sugerem
uma potenciagdo dos efeitos da cocaina pela geracdo de radicais livres, contribuindo desta

forma para a exacerbacdo dos efeitos da droga e surgimento de efeitos toxicos.

Como o cérebro contém relativamente baixos niveis de catalase e glutationa do
que tecidos periféricos como o figado (OLANOW, 1993) os ERO sdo mais perigosos para o

cérebro do que para os tecidos periféricos. Neurdnios da substancia negra pars compacta,
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onde existe uma quantidade grande de neurdnios dopaminérgicos sao particularmente
vulneraveis ao estresse oxidativo porque o H,O, pode ser gerado a partir do metabolismo da
DA através da monoamina oxidase ou auto-oxidacdo. Além do mais, dreas cerebrais que
contém altos niveis de ferro, tais como o globo palido e substancia negra, produzem grande
quantidade de radicais hidroxil citotoxicos através da reacao entre H,O, e ferro (OLANOW,
1993). O tratamento com anfetamina também aumenta os niveis de radicais hidroxil no corpo
estriado de ratos (HUANG et al., 1997). Coletivamente, existe uma ampla evidéncia que
sugere que o H,O, e radicais hidroxil sdo importantes fatores na regulacdo fisiologica e

patoldgica de vérias atividades no cérebro.

Os resultados deste capitulo dao indicios de que ocorreu aumento de H,O, apds as
convulsdes e morte induzidas por cocaina, fato evidenciado pela diminuicdo da atividade da
catalase observada em nossos resultados. Este aumento (H,O,) pode ter ocorrido através do
aumento no metabolismo da dopamina, como evidenciado no capitulo 2 deste trabalho. O
H,0, como mencionado anteriormente inibe a atividade do DAT (juntamente com a cocaina),
0 que contribui para um acimulo de dopamina, acelerando a morte celular sob certas
condig¢des patoldgicas, como no caso das convulsdes induzidas por cocaina, contribuindo para
a morte induzida por cocaina observamos além deste mecanismo a geracdo de perdxido

lipidico (MDA).

Dados anteriores (VOLTERRA et al., 1994) evidenciaram uma supressao da
atividade do transportador de glutamato em cultura cortical de astrdcitos de ratos pelo H,O,,
bem como pelo peroxinitrito, também contribuindo para o actimulo de glutamato e

conseqiientemente surgimento de convulsoes.

Para se verificar o real envolvimento do estresse oxidativo nas convulsdes e morte
induzidas por cocaina resolvemos verificar se a vitamina E, um antioxidante que participa do
sistema de defesa celular contra lesdes induzidas por radicais livres tinha a propriedade de
inibir as convulsdes e morte induzidas por cocaina. Realmente, ocorreu uma prote¢ao dos
animais com o pré-tratamento agudo com vitamina E, ocorrendo uma reducao do nimero de
animais que convulsionaram e aumento da sobrevivéncia dos mesmos. A vitamina E, também
denominada o-tocoferol € considerada a principal substancia antioxidante no organismo

humano pois interfere com o radical livre ROO’ e também com o oxigénio nas membranas
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celulares, atrapalhando a peroxidacdo lipidica (NAMIKI, 1990). O a-tocoferol é regenerado
depois disso pela oxidag@o do ascorbato e glutationa (NAMIKI, 1990). A acdo neuroprotetora

do a-tocoferol contra o dano excitotoxico ja foi descrita in vivo e in vitro.

Em conclusdo, as alteragdes observadas neste capitulo mostram um acimulo de
H,0; (pela reducdo da atividadade da catalase) tanto apés EME, como apds a morte induzida
por cocaina, e alteracdes em outros parametros estudados como glutationa e peroxidacdo
lipidica apenas ap6s a morte. Isto nos leva a acreditar que as convulsdes e morte induzidas
pela droga tém uma grande participacdo do estresse oxidativo nas dreas cerebrais estudadas,

que estdo intimamente relacionadas ao mecanismo de ag¢do da cocaina.
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A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, podemos concluir que os
efeitos toxicos da cocaina, representados neste estudo pelas convulsdes e morte, sdo eventos
multimediados. De fato, como abordado no capitulo 1, drogas que interferem em diversos
sistemas neurotransmissores podem alterar os pardmetros relacionados as convulsdes e morte
induzidas por cocaina. E consenso na literatura que os diferentes sistemas neurotransmissores
apresentam uma importante interagdo entre si, a qual estd relacionada ao bom funcionamento
das dreas cerebrais por eles reguladas. Desta forma o descompasso entre estes
neurotransmissores pode provocar problemas no SNC, como ocorre no caso das convulsoes,
que ocorrem tanto pelo excesso de excitabilidade como pela redug@o na inibi¢do mediada por
neurotransmissores inibitorios, principalmente o GABA. Sabendo que existem interagdes
entre diferentes neurotransmissores, como discutido ao longo deste trabalho, podemos

entender porque as convulsdes e morte induzidas por cocaina sdo multimediadas.

No capitulo 1 ¢ quadro 1 mostramos que entre as drogas utilizadas as mais
eficazes foram as que interferiram na neurotransmissido GABAérgica. Dentre estas drogas
podemos ressaltar o diazepam e o fenobarbital, este dltimo inibindo quase completamente as
convulsdes e morte induzidas por cocaina. Ambas as drogas potencializam a
neurotransmissao GABAérgica, sendo que o fenobarbital também tem efeitos inibitérios

sobre a neurotransmissao excitatoria.

No capitulo 4 foi observada uma reducdo na ligacdo do ligante radioativo [*H]-
GABA aos receptores GABAérgicos, sugerindo que esta diminui¢do provavelmente tenha
ocorrido pela redugdo da afinidade destes receptores pelo ligante radioativo, fato este ja visto
em outros modelos de convulsdo como o da pilocarpina (COSTA-LOTUFO et al., 2002), o
que intensificaria as convulsdes. Esta alteracdo nos receptores GABAé&rgicos ocorreu em
ambas dreas cerebrais apés EME e apenas no CPF apds a morte. A literatura mostra que
existe uma evidente interacdo dos receptores benzodiazepinicos, GABA e NMDA com a
neurotransmissdo serotonérgica esta ultima estando bastante associada as convulsoes
induzidas por cocaina (RITZ & GEORGE, 1997a,b; O’DELL et al.,2000). A liberagdo in vivo
da SHT no hipocampo ventral pode ser inibida pela administracao sistémica ou local de
agonistas benzodiazepinicos (ZETTERSTROM & FILLENZ, 1989). No presente trabalho foi
visto que a fluoxetina, um inibidor da recaptacdo de serotonina provocou uma exacerbacao

das convulsdes e morte induzidas por cocaina nas duas maiores doses estudadas, embora
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contrariamente ao observado por RITZ & GEORGE, 1997a, ndo vimos uma melhora nas
convulsdes e morte com o pré-tratamento com mianserina, uma droga antagonista do receptor

5-HT>.

Foi detectado aumento na ligacdo do ligante radioativo aos receptores
serotonérgicos SHT; no capitulo 3 tanto ap6s EME como na morte, nas duas areas cerebrais
estudadas. Os niveis de SHT no CPF ap6s EME também aumentaram com redugio da taxa
metabdlica da SHT (SHIAA/5HT) apds a morte tanto no CE como no CPF e ap6s EME
apenas no CPF. Estes resultados sugerem um possivel aumento desta monoamina também
apdés a morte, visto que seu metabolismo encontrava-se reduzido. No presente trabalho foi
evidenciada uma importante participacao da SHT via receptores SHT, nas convulsdes e morte
induzidas por cocaina, resultados observados também em trabalhos anteriores demonstrados
por RITZ & GEORGE (1997 a,b), assim como O’DELL et al. (2000). Analisando os dados
referentes a neurotransmissao GABAérgica e serotonérgica obtidos neste trabalhos podemos
concluir que a neurotransmissdo serotonérgica encontra-se exacerbada, enquanto a
GABA¢érgica reduziu o que favorece a um aumento da excitacdo, culminando com o

surgimento de convulsdes.

O aumento da DA e SHT no CPF € importante e merece ser discutido com base
nas interacdes entre estas monoaminas € outros neurotransmissores. Estudos eletrofisioldgicos
levando em consideracdo o sistema de aminodcidos excitatdrios sugeriram que a SHT facilita
a transmissao glutamatérgica via acdo focal em dendritos apicais de neurdnios piramidais
(AGHAJANIAN & MAREK, 1997). Esta facilitacio da transmissdo glutamatérgica € o
resultado de uma freqii€éncia aumentada de correntes pds-sindpticas excitatérias e pode ser
prevenida pela aplicacio de antagonistas SHT>4, como o MI100907 ou SR46549B
(AGHAJANIAN & MAREK, 1997). Isto pode provar de certa forma porque alguns trabalhos
na literatura mostram que os antagonistas do receptor SHT, sao efetivos no combate as
convulsdes induzidas por cocaina (RITZ & GEORGE, 1997a), ja que estas drogas inibem a

transmissdo glutamatérgica.

No capitulo 1, o carbonato de litio reduziu significativamente o nimero de
animais que convulsionaram em ambas doses estudadas. O litio parece reduzir a afinidade da

cocaina pelo transportador da serotonina, por uma acdo direta da droga neste transportador
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(NI et al., 2002). Assim, este efeito produzido pelo litio pode justificar sua a¢do protetora

sobre as convulsdes induzidas por cocaina.

Os receptores glutamatérgicos, por sua vez apresentaram uma menor ligacdo ao
ligante radioativo, possivelmente pela ligacdo do glutamato a estes receptores. Esta ativacdo
dos receptores glutamatérgicos pelo glutamato, principalmente os receptores NMDA provoca
um aumento na atividade da NOS com produgdo de NO. Este trabalho também mostrou um
aumento dos niveis de nitrito/nitrato, o que estd relacionado a um aumento do NO que no
SNC pode ser produzido pela NOS endotelial (NOSe), uma enzima constitutiva e pela NOS
neuronal (NOSn). H4 relatos (BAGETTA et al., 2002) de que a expressio de NOSe no
cérebro nao estd correlacionada com convulsdes e lesdo neuronal. A literatura mostra que
outra parte do NO ¢ sintetizada pela NOS induzivel (NOSi) que regula a resposta imune. O
excesso de NOSi no cérebro, hipocampo CA;, foi detectado em camundongos geneticamente
epilépticos (MURASHIMA et al., 2002). O excesso de NO juntamente com o aumento do
estresse oxidativo apés EME e morte induzidos por cocaina (Ver capitulo 5) pode participar
do mecanismo das convulsdes e morte induzidos pela droga e até mesmo ser responsavel por

uma possivel lesdo cerebral das areas envolvidas.

Foram detectadas alteracdes também na neurotransmissdao dopaminérgica. As
convulsdes por cocaina obedeceram ao que ja era visto em outros modelos de convulsio
como o da pilocarpina, no qual os receptores D; e D, apresentam papéis opostos, onde o
estimulo do receptor D; potencializa e a ativacdo do receptor D, inibe as convulsoes
(BARONE et al., 1991). No capitulo 1 do presente estudo o antagonista D,, pimozide
potencializou, enquanto o antagonista D;, SCH 23390 inibiu as convulsdes e morte induzidas
pela cocaina. No capitulo 2 foram observadas alteragdes opostas nos niveis de dopamina,
dependendo da drea cerebral estudada, bem como nos niveis de NA. De maneira geral
ocorreu um aumento nas taxas metabdlicas da DA (DOPAC/DA) em ambas areas cerebrais
na morte e em CE apés EME e na relacio HVA/DA no CE apés EME e morte, sugerindo um
aumento no metabolismo da dopamina em ambas condi¢des estudadas. Este aumento no
metabolismo da DA estd relacionado a geracdo de estresse oxidativo que discutiremos
adiante. Os efeitos nos receptores da dopamina também foram variados, onde foi encontrada

uma redugdo nos receptores D;-simile apenas no EME em ambas as dreas, enquanto os D;-

simile aumentaram no CPF ap6s EME e na morte tanto no CPF como no CE. A redugdo da



V- Consideracoes Finais 228

ligacdo do [*H]-SCH23390 aos receptores D; foi discutida como uma possivel ativagdo deste
receptor pela DA, visto que os experimentos sao conduzidos de forma aguda. O aumento nos
receptores D, com aumento da afinidade dos mesmos pelo ligante em CPF, foi entendida
como uma tentativa do organismo de contrabalangar o excesso de excitagdo gerada com a
ativacdo dos receptores D; e possivelmente outros receptores excitatdrios como 0s
glutamatérgico, que da mesma forma que os D;-simile tiveram sua densidade reduzida, talvez

por uma possivel ligacao do ligante endégeno.

Existem interacOes reciprocas entre as neurotransmissdoes dopaminérgica,
GABAérgica e glutamatérgica nos nucleos da base (MORARI et al., 1998) e cortex pré-
frontal (SEAMANS & YANG, 2004). Trabalhos mostram que a DA agindo em receptores D
reduz os niveis extracelulares de GABA no CPF. Porém, outro estudo de microdialise mostra
que agonistas D; ndo alteram os niveis de GABA in vivo, mas agonistas D, liberados no
interior do CPF via probe de didlise produzem um aumento dose-dependente dos niveis
extracelulares de GABA. Isto mostra que o estimulo de receptores D; versus D, pode ter
acoes opostas nas respostas GABAérgicas. Existem evidéncias de que a dopamina agindo em
receptores D; aumenta a excitabilidade dos neur6énios do CPF in vitro (HENZE et al., 2000;
WANG & O’DONNELL, 2001) e in vivo (NOGUEIRA et al., 2003) Estas interacdes sdao
complexas, mas foi visto que a DA quando iontoforeticamente co-aplicada com glutamato ou
GABA potenciou a excitagdo mediada pelo glutamato no corpo estriado, nicleo accumbens,

substancia negra pars reticulata e cértex somatosensorial (HU & WHITE, 1997).

Estes receptores (D;- e D;-simile) também interferem com a neurotransmissao
excitatoria. Os receptores D; estdo distribuidos muito préximos aos receptores
glutamatérgicos ionotrépicos (NMDA e AMPA) (SESACK et al., 1998b). Estudos em corpo
estriado mostram que agonistas D; potenciam as correntes AMPA (CHAO et al., 2002a, b).
Em relagdo aos receptores NMDA, a maioria dos estudos mostra que a DA via receptores D;
aumenta as respostas mediadas pelo NMDA nesta area cerebral (FLORES-HERMANDEZ et
al., 2002), hipocampo (YANG, 2000) e neuronios corticais (WANG & O’DONNELL, 2001;
CHEN & YANG, 2002a). A aplicac@o de agonistas D; pode aumentar lentamente o potencial
pOs-sindptico excitatério nos neurdnios hipocampais CA1l para 140 % dos niveis da linha de
base por um periodo maior que 3 h. Este efeito foi largamente eliminado na presenga de
antagonistas NMDA, indicando que a maior parte desta potenciagdo era devido ao

componente NMDA. Desta forma podemos resumir que no caso das convulsdes e morte
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induzidas por cocaina a DA ao agir nos receptores D; ativa a neurotransmissao
glutamatérgica, pois drogas como o NMDA potencializaram as convulsdes € morte, € o
antagonista NMDA, cetamina conseguiu aumentar a laténcia, sobrevivéncia e reduzir o
nimero de animais que convulsionaram, principalmente, na maior dose estudada (30 mg/kg).
Vale ressaltar que as doses de cetamina escolhidas para o estudo sdo doses sub-anestésicas
ndo tendo, portanto, causado nenhum comprometimento motor nos animais estudados, mas
sim, aumento na atividade locomotora quando da administracdo da cetamina na auséncia da

cocaina.

Trabalho anterior desenvolvido em nosso laboratério (MACEDO et al., 2004a)
demonstrou que a administracdo de cocaina durante 7 dias nas doses de 20 e 30 mg/kg, i.p.
também induz altera¢des nos receptores D;- e D;-simile em CE. O receptor D; na dose de 30
mg/kg teve uma upregulation 30 min apds a udltima administracio da droga em CE,
apresentando uma redu¢do dos seus niveis apenas 24 h apds a ultima administracdo. Estas
alteracdes nos receptor D; persistiram até um periodo de 30 dias de retirada. MAGGOS et al.
(1998) usando a técnica de PET scan para verificar a densidade da ligacdo do [''C]SCH23390
aos receptores Dy, no corpo estriado de ratos, observaram uma downregulation deste receptor

no ultimo dia apds administracao repetida de cocaina (trés inje¢des ao dia por 14 dias).

Com relagdo ao receptor D, o trabalho anteriormente referido (MACEDO et al.,
2004a) mostrou uma upregulation deste receptor nas doses de 20 e 30 mg/kg, nas duas doses
estudadas nos 4 periodos de retirada observados: 30 min, 1 dia, 5 dias e 30 dias, em CE. Estes
resultados mostram que a cocaina também em baixas doses produz altera¢des nos receptores
dopaminérgicos semelhantes as encontradas na overdose e que provavelmente estas
alteracdes estejam relacionadas ao kindling, também chamado de abrasamento, no qual a
administracio repetida de doses sub-convulsivantes de drogas com potencial convulsivante
como a cocaina estd associada ao aumento no risco do desenvolvimento de convulsoes
(POST & ROSE 1976, STRIPLING & ELLINWOOD 1977 a, b), inclusive em humanos. Um
estudo feito por DHUNA et al. (1991) com 98 pacientes dos 945 admitidos no Hennepin
Couty Medical Center vitimas de intoxica¢do por cocaina concluiu que anos de abuso da
droga podem resultar em Kindling quimico. Portanto, podemos imaginar que estas altera¢des
observadas em baixas doses podem contribuir para o desenvolvimento de intoxicacdes

relativas ao uso cronico ou em baixas doses da droga.
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A neurotransmissao muscarinica também foi afetada pela overdose de cocaina. O
antagonista do receptor muscarinico M, pirenzepina conseguiu reduzir a percentagem dos
animais que convulsionaram, embora tenha apresentado redu¢do da laténcia daqueles animais
que apresentaram convulsdes. Ao estudar o receptor M, foi visto que ocorreu uma redugdo na
ligacdo do ligante radioativo a estes receptores no EME e morte induzidos por cocaina,
apenas no CPF. Esta drea cerebral recebe inervacdo colinérgica do ntcleo basalis
magnocelularis (SATOH & FIBIGER, 1986; GAYKEMA et al., 1990). Além de ser liberada
nos impulsos aferentes para o cortex, a acetilcolina também o € em circuitos locais de
neurOnios nesta regido (CUELLO & SOFRONIEW, 1984; HOUSER et al., 1985). Os
receptores muscarinicos do tipo M; estdo localizados em neurdnios piramidais no CPFm

(CHESSEL et al., 1993).

Agonistas M, como PD 142505-0028 quando injetados no cértex frontal, ativam
neurdnios piramidais, como determinado pelo aumento nas concentracdes de glutamato no
dialisato de regides estriatais (DIJK et al., 1995) e este efeito excitatério da ACh no CPF &,
portanto, projetado para o CE. Como os receptores M;-simile estdo correlacionados com a
estimulagcdo glutamatérgica, a reducdo da ligagdo do ligante radioativo aos receptores M;-
simile,como observado neste trabalho pode indicar uma possivel ocupagao destes receptores
pela ACh contribuindo para a atividade convulsiva e posterior morte dos animais, via

liberagdo de glutamato.

Para determinar o verdadeiro papel da neurotransmissdo muscarinica nas
convulsdes e morte induzidos por cocaina foram verificados os niveis da acetilcolinesterase
(AChE) cerebral. A enzima mostrou um comportamento diferente do observado em relacao
aos receptores M;-simile, ou seja, ocorreu um aumento na atividade apés EME e morte no CE
e, um aumento apenas apds a morte no CPF. Este resultado pode dar suporte a hipdtese que
nao apenas os receptores M;-simile estejam envolvidos nas convulsdes induzidas por cocaina
ap6s EME no CE, mas que pode haver alguma participacdo de outros receptores da
acetilcolina, como por exemplo os receptores M,-simile, ou até mesmo 0s nicotinicos.
Acetilcolinesterase parece ser um bom indicador da fungdo colinérgica, ou seja, a reducdo na
atividade da AChE indica uma reducdo da transmissdo colinérgica (SUDHA et al., 1995).

Assim, o aumento na atividade da AChE vista ap6s EME e morte no CE pode estar
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relacionado a um aumento no conteido de ACh nesta drea cerebral, contribuindo para a

atividade convulsiva.

O capitulo 5 mostra o envolvimento do estresse oxidativo nas convulsdes e morte
induzidas por cocaina. Até onde se saiba nenhum estudo como este foi ainda realizado, os
primeiros dados sendo os nossos publicados recentemente (MACEDO et al., 2005). As ERO e
a oxidagdo que € resultante de sua acao t€m sido implicadas em doencas relacionadas a morte
neuronal e neurodegeneracdo (HALLIWELL, 1992). Em sistemas aerdbicos € essencial o
equilibrio entre agentes 6xido-redutores (como os ERO) e o sistema de defesa antioxidante.
Esta linha de defesa € constituida por glutationa reduzida (GSH), superdéxido-dismutase
(SOD), catalase, glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitamina E. Este estudo mostrou que a
atividade da catalase foi reduzida apds o tratamento com cocaina em baixas doses (apenas no
corpo estriado) e ap6s EME e morte induzidos pela overdose de cocaina em ambas areas,
corpo estriado e cortex pré-frontal de camundongos. Esta redugdo da atividade da catalase
reflete um possivel acimulo de peréxido de hidrogénio, pois esta enzima previne o organismo

do acimulo de per6xido, desde que a mesma converte peréxido a H,O.

Fisiologicamente, H,O, pode ser gerado a partir do metabolismo da dopamina, o
qual produz subseqiientemente o danoso radical hidroxil (EBADI et al., 1996; HALLIWELL,
1992). Nossos dados (MACEDO et al., 2004b e Capitulo 2, Figura 2-5 deste trabalho)
mostraram um aumento no metabolismo da DA apds overdose da cocaina em CE e CPF (ver
capitulo 2). Este aumento no metabolismo da DA pode ter acarretado uma elevagdo no
conteddo de H;O, em ambas dreas cerebrais apds a overdose induzida por cocaina, o que esta

provavelmente correlacionado com o aumento das ERO nas dreas cerebrais estudadas.

Trabalhos prévios (HUANG et al., 2003) indicam que H,0, inibe a atividade do
transportador da dopamina e do glutamato de uma maneira reversivel e que a super expressao
da catalase alivia a inibicao da captacdo da dopamina e do glutamato produzida pelo H;O, No
pré-tratamento com a droga anticonvulsivante diazepam reverteu a reducdo na atividade da
catalase provocada pela cocaina levando os valores para os niveis dos controles, o que
mostrou o verdadeiro envolvimento da catalase com o mecanismo da convulsio e morte

induzida por cocaina.
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A GSH aumentou apenas apds a morte induzida por cocaina em ambas 4reas
cerebrais estudadas, o que indica uma possivel acdo antioxidante desta enzima na tentativa de
reverter ou evitar alguma lesdo provocada pela overdose da droga nestas dreas cerebrais. No
CE dos animais que morreram apds convulsdo induzida por cocaina houve um aumento nos
niveis de MDA, o que mostra a ocorréncia de peroxidag¢do lipidica nesta area cerebral, ou
seja, neurotoxicidade. Analisando os resultados de uma forma geral destacamos um maior
envolvimento destas enzimas na morte induzida por cocaina, visto que apenas nesta condi¢cao

ocorreu alteracdo nos niveis de GSH e de MDA.

O pré-tratamento com vitamina E reduziu o ndmero de animais que
convulsionaram, aumentando a sobrevivéncia dos mesmos. Além do citado anteriormente, 0s
radicais livres inibem a glutamina sintase aumentando niveis de glutamato e reduzem
também os niveis de GABA, pois inibem a enzima glutamato descarboxilase. Os resultados
obtidos neste trabalho indicam um real envolvimento do EO nos eventos relacionados a

overdose induzida por cocaina.
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Quadro V-1 Acido de drogas agonistas e antagonistas de diversos sistemas
neurotransmissores na protecao contra as convulsoes e letalidade associadas a overdose
de cocaina

Droga (mg/kg) Convulsao Morte
Neurotransmissao GABAérgica Laténcia % convulsao % sobrevivéncia
Diazepam 3 - + -
Diazepam 10
Diazepam 15
Fenobarbital 10 -
Fenobarbital 50 +
Gabapentina 50 -
Gabapentina 100 -
Gabapentina 150 -
Neurotransmissao Dopaminérgica

Pimozida 10 - - -
Pimozida 20 1 - -
SCH 23390 0,1 + + +
Neurotransmissao muscarinica

Pirenzepina 10 1 + -
Pirenzepina 20 1 + -
Pirenzepina 40 - + -
Neurotransmissao Serotonérgica
Fluoxetina 10

+
+

+ + + + + + +

1
+

Fluoxetina 20

— —

Fluoxetina 40

1
+ > —

Buspirona 5 - -
Buspirona 10 - - -
Mianserina 10
Mianserina 20

- - —
1
— —

Mianserina 40
Imipramina 5

Imipramina 10 1 - -
Neurotransmissao glutamatérgica

NMDA 20 1 - 1
Cetamina 20 - + +
Cetamina 30 + - +

1
+

Neurotransmissao opioide

Naltrexone 25 ) - -
Naltrexone 50 1 - 1
Outros Sistemas

Litio 56,3 - + -
Litio 112,5 -
Vitamina E 400 - + +

+

Simbolos utilizados: +protecao; 1 piora; - auséncia de efeitos significativos
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Quadro V-2 Resumo das alteracoes neuroquimicas encontradas apoés estado de mal
epilético (EME) e morte induzidos por overdose de cocaina (90 mg/kg, i.p.) em corpo
estriado (CE) e cortex pré-frontal (CPF) de camundongos.

EME Morte

CE CPF CE CPF
Monoaminas e
metabolitos
DA ! T - !
DOPAC - 1 1 -
HVA ) ND 1 ND
SHT - 1 - -
SHIAA - ! - !
NA ! 1 1 l
Taxas metabélicas
DOPAC/DA 0 - 1 1
HVA/DA ) ND 1 ND
SHIAA/SHT - ! ! !
Densidade de Receptores
Dopaminérgico D;-simile ! ! - -
Dopaminérgico D,-simile - ) ) )
Muscarinico M;-simile - ! - !
Serotonérgico SHT, ) 1 1 1
GABAérgicos ! ! - !
Glutamatérgicos ! ! - !
Enzima
Acetilcolinesterase (AChE) 0 - 1 1
Estresse Oxidativo
Nitrito/Nitrato ) 1 - 1
Glutationa reduzida (GSH) - - 1 1
Catalase ! ! ! !
Peroxidagao lipidica - - 1 -
(MDA)

Simbolos: 1 ou | aumento ou diminui¢ao, respectivamente em relacao ao grupo controle

quando estatisticamente significativo; —auséncia de efeito significativo; ND, nao
detectado
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A andlise dos resultados apresentados nos capitulos deste trabalho, nos permitiu

concluir que:

A As convulsdes e letalidade induzidas por cocaina sdo eventos multimediados envolvendo
diferentes sistemas neurotransmissores, mas nem sempre 0S mesmos neurotransmissores

estdo envolvidas nas convulsdes e letalidade;

A& A reducdo dos receptores Di-simile apés EME no CPF ocorreu provavelmente pela
ligacdo da DA a estes receptores. A diminuicdo do nimero de receptores D; no CE pode
estar relacionada a redugdo da afinidade do receptor pelo ligante radioativo. O aumento
dos receptores D, apés EME no CPF e ap6s a morte no CE e CPF pode refletir um

mecanismo compensatorio contra as convulsoes;

A A redugdo da taxa de metabolizacdo da SHT no CE e aumento dos seus niveis no CPF,
bem como o aumento do nimero de receptores SHT, apés EME e morte tanto no CE
como no CPF, sugere uma potencializacdo da neurotransmissdo serotonérgica causada
pela convulsio e morte induzida por cocaina. O estimulo desta neurotransmissdo da
mesma forma que os receptores D; estd relacionada a facilitagdo da neurotransmissao

glutamatérgica;

A A reducio dos receptores M;-simile apés EME e morte induzidos por cocaina apenas no
CPF pode ter ocorrido pela ligagdo da ACh a este receptor. O aumento da atividade da
AChE sugere um possivel envolvimento de outros receptores colinérgicos no mecanismo

desta convulsao;

A A reducdo dos receptores glutamatérgicos ocorreu pelo estimulo destes receptores pelo
seu ligante enddgeno. A reducdo do ndmero de receptores GABAérgicos pode ter

ocorrido por uma redugdo da afinidade do receptor pelo ligante radioativo;
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A Existe um importante envolvimento do estresse oxidativo nas convulsdes e morte

induzidas por cocaina, visto que:

- Ocorreu redugdo na atividade da catalase apés EME e morte nas duas dreas
cerebrais estudadas;

— O pré-tratamento com diazepam reverteu a reducdo na atividade da catalase
induzida pela overdose de cocaina;

— A glutationa reduzida apresentou aumento dos seus niveis apenas apds a morte
em CE e CPF;

- O MDA aumentou apenas apds a morte no CE;

- O aumento nos niveis de glutationa pode ter ocorrido como mecanismo
compensatdrio a geracao de perdxidos lipidicos (MDA);

- O pré-tratamento com vitamina E, um importante antioxidante, protegeu os
animais das convulsdes e morte induzidas pela cocaina, mostrando o real

envolvimento do mecanismo do estresse oxidativo nesta neurotoxicidade.
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Trabalho aceito em setembro/2005 para publicacio na revista “CELLULAR AND
MOLECULAR NEUROBIOLOGY™.

Differential effects of cocaine-induced seizures and lethality on M;-like muscarinic and
dopaminergic D;- and D;-like binding receptors in mice brain.
Danielle Silveira Macédo, Silvania Maria Mendes Vasconcelos, Manoel Andrade-Neto, Marta
Maria Franca Fonteles, Lissiana Magna Vasconcelos Aguiar, Glauce Socorro Barros Viana,
Francisca Cléa Florengo de Sousa.

Abstract
This work was designed to study the changes produced by cocaine-induced seizures and
lethality on dopaminergic D;- and D,-like receptors, muscarinic M;-like binding sites, as well
as acetylcholinesterase activity in mice prefrontal cortex (PFC) and striatum (ST). Binding
assays were performed in brain homogenates from the PFC and ST and ligands used were
[3H]—N—methylscopolamine, [3 H]-NMS, (in the presence of carbachol), [SH]—SCH 23390 and
[3H]—spir0peridol (in presence of mianserin), for muscarinic (M;-like), D;- and D,-like
receptors, respectively. Brain acetylcholinesterase (AChE) activity was also determined in
these brain areas. Cocaine-induced SE decreased [3H]—SCH 23390 binding in both ST and
PEC areas. A decrease in [’H]-NMS binding and an increase in [*H]-spiroperidol binding in
PEC was also observed. Cocaine-induced lethality increased [*H]-spiroperidol binding in both
areas and decreased [3H]—NMS binding only in PFC, while no difference was seen in [3H]—
SCH 23390 binding. Neither SE, nor lethality altered ["’H]-NMS binding in ST. AChE activity
increased after SE in ST while after death the increase occurred in both PFC and ST. In
conclusion, cocaine-induced SE and lethality produces differential changes in brain
cholinergic and dopaminergic receptors, depending on the brain area studied suggesting an
extensive and complex involvement of these ones with cocaine toxicity in central nervous
system.
Keywords: acetylcholinesterase activity, brain receptors, cocaine-induced lethality, cocaine-
induced seizures, dopaminergic binding sites, muscarinic binding sites, prefrontal cortex,

striatum.
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Cocaine alters catalase activity in prefrontal cortex and striatum of
mice.

Macedo DS, de Vasconcelos SM, dos Santos RS, Aguiar LM, Lima VT, Viana GS, de Sousa FC.

Department of Physiology and Pharmacology, Federal University of Ceara, Rua Cel. Nunes de Melo
1127, 60431-970 Fortaleza, Ceara, Brazil. daniellesm2000 @ yahoo.com

Catalase is one of the enzymes that convert hydrogen peroxide (H202) to H20 presenting a protective
role against free radicals. In this study, catalase activity was determined in homogenates of striatum
(ST) and prefrontal cortex (PFC) in order to examine the participation of oxidative stress (OS) on
cocaine actions in mice brain. Male Swiss mice were injected (i.p.) with cocaine at low (10 and 30
mg/kg) and high doses (90 mg/kg), and observed for 1 h. After cocaine overdose (90 mg/kg) some
animals presented only status epilepticus (SE) while others died after seizures. These animals were
dissected and divided in two groups, SE and death. Catalase activity was also determined after
pretreatment with the anticonvulsant drug, diazepam, alone or injected before cocaine 90 mg/kg, and
after seizures induced by a high dose of bupropion, a known inhibitor of NE and DA reuptake used for
comparison. Results showed a decrease in catalase activity of the PFC and ST after SE and death
induced by cocaine and bupropion overdoses. Cocaine at low doses decreased the enzyme activity only
in ST. Diazepam treatment alone and before cocaine overdose did not interfere with catalase activity.
This reduction in catalase activity may reflect an increase in H202 content in PFC and ST. Previous
data reports that H202 inhibits dopamine transporter activity, suggesting that the decrease in catalase
activity may potentiate the toxic mechanism of drugs that inhibit monoamines reuptake. As far as we
know, this is the first report showing an involvement of OS in the cocaine's central mechanism of
action.

PMID: 16085363 [PubMed - in process]
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Effect of anxiolytic, antidepressant, and antipsychotic drugs on cocaine-
induced seizures and mortality.

Macedo DS, Santos RS, Belchior LD, Neto MA, Vasconcelos SM, Lima VT, Fonteles MM, Viana
GS, de Sousa FC.

Department of Physiology and Pharmacology, Federal University of Ceara, Ceara, Brazil.

Cocaine abuse may lead to overdose (related to seizures and/or status epilepticus) and to diseases
(schizophrenia, depression, and anxiety). This work was designed to study the influence of drugs used
to treat psychopathologies associated with cocaine abuse on cocaine-induced seizures and mortality in
mice. Fluoxetine (10, 20, 40 mg/kg), imipramine and buspirone (5, 10 mg/kg), pimozide (10, 20
mg/kg), lithium (56.3, 112.5 mg/kg), and naltrexone (25, 50 mg/kg) were administered
intraperitoneally, 30 minutes prior to cocaine (90 mg/kg, ip). The animals were observed (30 minutes)
to determine: latency to first seizure, number of seizures, and number of deaths after cocaine overdose.
Fluoxetine, imipramine, buspirone, and pimozide had pro- or anticonvulsant effects depending on the
dose. Smaller doses protected and higher doses increased cocaine-induced seizures and/or mortality.
Naltrexone worsened and lithium protected against seizures. Thus, these results suggest that caution
should be taken in the selection of pharmacotherapy and dosages for patients with cocaine addiction
because of the possibility of potentiating cocaine toxicity.

PMID: 15582832 [PubMed - indexed for MEDLINE]
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Alterations in monoamine levels after cocaine-induced status epilepticus
and death in striatum and prefrontal cortex of mice.

Macedo DS, Vasconcelos SM, Belchior LD, Santos RS, Viana GS, Sousa FC.

Department of Physiology and Pharmacology, Federal University of Ceara, Rua Cel. Nunes de Melo
1127, Fortaleza 60431-970, CE, Brazil.

Seizures and death are the more important toxic consequences related to cocaine overdose. Some
reports have shown that pharmacological manipulations in dopaminergic, serotonergic and
noradrenergic systems alter the occurrence of cocaine-induced convulsions and death. Based on this
fact, this work was performed to determine the changes in monoamine levels (DA, 5-HT and NE) and
their metabolites (DOPAC, HVA and 5-HIAA) after cocaine-induced status epilepticus (SE) and death
in striatum and prefrontal cortex (PFC). The monoamines and their metabolites were assayed by
reverse-phase high-performance liquid chromatography with electrochemical detection. Animal SE in
striatum presented a decrease in DA and NE levels and an increase in HVA although in PFC there was
an increase in DA, 5-HT and NE. Animals that died from cocaine-induced seizures in striatum showed
an increase only in NE levels, but on the other hand in PFC a decrease occurred in DA and NE levels.
Taken together these results indicated that cocaine-induced SE and death altered monoamine levels in
different ways depending on the brain area studied, suggesting that different mechanisms are involved.
Copyright 2004 Elsevier Ireland Ltd.

PMID: 15158010 [PubMed - indexed for MEDLINE]
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Cocaine treatment causes early and long-lasting changes in muscarinic
and dopaminergic receptors.

Macedo DS, Correia EE, Vasconcelos SM, Aguiar LM, Viana GS, Sousa FC.

Laboratory of Neuropharmacology, Department of Physiology and Pharmacology, Federal University
of Ceara, Fortaleza, Brazil.

1. The study of changes that persist after drug discontinuation could be fundamental to understand the
mechanisms involved in craving and relapse. 2. In this work the changes occurring in muscarinic, D1-
and D2-like receptors after 30 min (immediate), 1 day (early), 5 and 30 days (late) withdrawal periods
were studied, in the striatum of rats treated once a day for 7 days with cocaine 20 and 30 mg/kg, i.p. 3.
Binding assays were performed in 10% homogenates and ligands used were [3H]-N-
methylscopolamine, [3H]-SCH 23390, and [3H]-spiroperidol for muscarinic (M1 + M2-like), D1-, and
D2-like receptors, respectively. 4. Muscarinic receptors presented a downregulation at all doses and
discontinuation times, while the dissociation constant (Kd) for this receptor decreased after 30 min, 5
and 30 days abstinence times. In relation to D1-like receptors we found an antagonistic effect with
100% increase in receptor number 30 min after the last cocaine injection, but after 1-day withdrawal a
downregulation was observed with both doses that persisted up to 30 days, only with the higher dose.
The dissociation constant value (Kd) for this receptor showed a decrease only with 5 and 30 days
withdrawal. An increase occurred with D2-like receptors at all doses and withdrawal periods studied,
while Kd increased in 30-min, 5, and 30 days withdrawal. 5. In this work we found that the subchronic
cocaine treatment produces early and long-lasting modifications in cholinergic muscarinic as well in
dopaminergic receptors that persist up to 30 days of cocaine withdrawal.
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Different times of withdrawal from cocaine administration cause
changes in muscarinic and dopaminergic receptors in rat premotor
cortex.

Macedo DS, Sousa FC, Vasconcelos SM, Lima VT, Viana GS.

Department of Physiology and Pharmacology, Federal University of Ceara, Rua Cel. Nunes de Melo
1127, Fortaleza 60431-970, CE, Brazil.

The present work studied neurochemical changes in rat premotor cortex 30 min, 1 and 5 days after
withdrawal from cocaine repeated administration (20 and 30 mg/kg, intraperitoneally, daily for 7 days).
Binding assays were performed in 10% homogenates, and ligands used were [(3)H]-N-
methylscopolamine, [(3)H]-SCH 23390, and [(3)H]-spiroperidol for muscarinic, D(1)- and D(2)-like
receptors, respectively. Levels of cyclic AMP (cAMP) and cyclic guanosine monophosphate (cGMP)
were determined using a commercial kit. Scatchard analyses of muscarinic receptors showed an
upregulation after 1 and 5 days withdrawal. While D(2)-like receptors were upregulated at all
withdrawal periods, D(1)-like receptors were upregulated only at the 30 min withdrawal, and returned
to normal levels after 1 day of the last injection. In relation to cAMP levels, the repeated cocaine
administration, 1 day after the last injection produced a decrease (around 26%) with both doses, while a
67% increase was seen in cGMP levels with the 30 mg/kg dose. These findings indicate lasting
neurochemical changes in premotor cortex caused by cocaine which remained after different withdrawal
periods.
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