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RESUMO

Perante o atual consumo e diante das complicagbes neurovasculares decorrentes do elevado
indice de morbidade e mortalidade e, sem que exista tratamento especifico para a dependéncia
de cocaina, ha uma urgente necessidade no desenvolvimento de alternativas terapéuticas para
a populacao de usuarios, com o intuito de promover protecdo do encéfalo contra as lesdes
vasculares, neurolégicas e cognitivas decorrentes do uso abusivo e, assim, melhorar a qualidade
de vida dos individuos que desejam cessar o uso e reduzir o impacto que as suas sequelas
trazem para o individuo e a saude publica. Atualmente s&o utilizados psicofarmacos,
principalmente benzodiazepinicos e anticonvulsivantes, para amenizar 0s sintomas de
abstinéncia e a impulsividade, respectivamente, entretanto sem acgéo protetora das lesbes
cerebrais. Por outro lado, os flavonoides, classe de compostos da qual pertence a quercetina,
tém sido amplamente estudados por sua acéo antioxidante, por bloguear a toxicidade neuronal e
as alteracdes neurovasculares, além de promover melhora da coordenacéo motora e reducao da
ansiedade. O uso da quercetina como antidepressivo, anticonvulsivante, ansiolitico e na melhora
da cognicdo é conhecido e atrai atencéo por apresentar bases farmacoldgicas de medicamentos
semelhantes aos utilizados para tratamento da drogadicdo, com acao GABAérgica e
benzodiazepinica. Este trabalho teve por objetivo avaliar a atividade funcional da quercetina em
modelo animal de exposi¢do aguda Unica a cocaina em baixa dose. Para tanto foi realizada
administracdo de cocaina (0,5 mg/kg) e quercetina (50 mg/kg) em camundongos Balb-c, em
monoterapia ou de forma associada. Realizou-se Tomografia Computadorizada por Emisséo de
Pésitron (PET) para a andlise funcional, Open Field Maze (OF) e Eleveted Plus Maze (EPM) para
0s testes comportamentais e analise anatomopatol6gica por microscopia 6tica dos encéfalos
extraidos, ap6s eutanasia, para deteccdo de alteracBes morfolégicas. Observou-se que o0s
animais que receberam quercetina ou cocainha apresentaram comportamentos globais
semelhantes entre si e diferentes do controle aos 60 minutos, enquanto 0 grupo que recebeu
cocaina associada a quercetina se assemelhou ao controle em parametros que identificam nivel
de ansiedade ou esquiva. A analise histolégica demonstrou que ndo houve alteragbes no
cerebelo, entretanto, nos ndcleos da base, principalmente hipocampo, e no cértex pré-frontal
houve gliose leve no grupo quercetina, gliose intensa no grupo cocaina e melhora dos parametros
no grupo de cocaina associada a quercetina. A intensidade de captacdo da quercetina e cocaina
estiveram aumentadas principalmente no talamo, enquanto o grupo cocaina associado a
guercetina assemelhou-se ao controle. Desta forma, a partir do estabelecimento de modelo
animal de exposicdo aguda a cocaina foi possivel observar o comportamento, as regides
cerebrais metabolicamente ativas e as modificacdes estruturais encefélicas dos animais
submetidos agudamente a cocaina, quercetina e ambos, no qual a quercetina demonstrou
atividade funcional como potencial psicofarmaco protetor na adiccdo de cocaina.

Palavras-chave: Flavonoides. Quercetina. Exposi¢do aguda. Cocaina. Dependéncia.
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ABSTRACT

Given the current consumption and the neurovascular complications resulting from cocaine use,
with high morbidity and mortality rates, and due to no specific treatment for addiction, there is an
urgency in the development of alternative treatments for the users’ population. The therapeutic
will be to protect the encephalon from vascular, neurological and cognitive injuries resulting from
addiction, thus improving the quality of life people who wish to cease use and reduce the impact
of their sequelae bring to the individual and public health. Currently, psychotropic drugs,
benzodiazepines and anti-convulsants are used to soften withdrawal symptoms such as
impulsivity, however without brain lesions protection. On the other hand, flavonoids, a class of
compounds of which Quercetin belongs to, have been extensively studied for their antioxidant
activity, blocking neuronal toxicity and neurovascular changes, improving motor coordination and
reducing anxiety. The quercetin acting is well known as an antidepressant, anticonvulsant,
anxiolytic, improving cognition. It attracts attention since it has similar pharmacological bases of
drugs used to treat drug addiction, with GABAergic and benzodiazepine activity. This study aimed
to evaluate the functional quercetin activity in an animal model of acute low dose cocaine. For this
purpose cocaine administration (0.5 mg/kg) and quercetin (50 mg/kg) were administered to Balb/c
mice, alone or in association. Positron Emission Computed Tomography (PET) was used for
functional analysis, Open Field Maze (OF) and Eleveted Plus Maze (EPM) for behavioral tests
and anatomopathological analysis for the detection of morphological changes. The animals that
received quercetin or cocaine had similar global behaviors among themselves. They are different
from the control at 60 minutes. The group that received cocaine associated with quercetin
resembled to the control and presented anxiety-like or avoidance levels. Histological analysis
showed no alterations in the cerebellum, however, in the nuclei of the base, mainly the
hippocampus, and in the prefrontal cortex there was minor gliosis in the quercetin group, intense
gliosis in the cocaine group that decreased when both, quercetin and cocaine, are associated.
The intensity of uptake in quercetin and cocaine was increased mainly in the thalamus, whereas
the cocaine group associated with quercetin resembled the control. Thus, after the establishment
of an animal model of acute cocaine exposure, it was possible to observe the behavior, the
metabolically active brain regions and the encephalic structures, in which quercetin showed
functional activity as potential psychoactive drug in cocaine addiction.

Keywords: Flavonoids. Quercetin. Acute Intoxication. Cocaine. Dependence.
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1. INTRODUCAO
1.1. Dependéncia de Cocaina

1.1.1. Histérico e epidemiologia

A dependéncia quimica € considerada uma condic¢éo fisica e psicolégica que acarreta
doenca crbnica e recidivante, em que o0 uso continuado de substancias psicoativas provoca
mudancas na estrutura e no funcionamento do cérebro (RIBEIRO; LARANJEIRA, 2012). Varias
sdo as substéancias que podem levar a dependéncia quimica por seu uso constante, como tabaco,

opiodides, canabindides, psicoestimulantes, entre outros.

A cocaina é uma das drogas mais utilizada no mundo. Na Europa, a previsdo para 2017
era de que cerca de 3,5 milhdes de pessoas entre 15 e 64 anos faziam uso de cocaina e 17
milhdes tinham consumido ao menos uma vez na vida (EMCDDA, 2013; UNODC, 2015).
Segundo dados do Ministério da Saude entre 2005 e 2015, 604.965 internacbes por uso de
substancias foram realizadas no Brasil e, em levantamento feito pelo IBGE em 2016, o niUmero
de jovens que ja tiveram algum contato com drogas ilicitas era de 236,8 mil (EMCDDA, 2013;
UNODC, 2015). Seu consumo atinge cerca de 0,4% da populacdo mundial e a maior parte dos
usuarios (70%) concentra-se nas Américas (NEGRETI, 1992; APA, 2012; FERIGOLO, 2007),
sendo que o Brasil consome quatro vezes mais cocaina (1,75%) que a populacdo mundial
(UNODC, 2015).

O cultivo e consumo da coca iniciaram na civilizacdo Inca, para aumento da capacidade
de trabalho, devido a sua acao psicoativa. A cocaina (FIGURA 1) é originaria Erythroxylum coca
(OLIVEIRA et al., 2009). Em 1855, Friedrich Gaedecke extraiu o ingrediente ativo da sua folha e,
em 1859, Albert Niemann isolou o alcaloide denominando de cocaina. A partir de 1880 a cocaina

foi empregada em varios produtos e utilizada amplamente (BAHLS, 2002).

No Brasil, foi legalmente comercializada no inicio do século XX, como formulacdo de
remédios ou em sua forma pura. Em 1914, a sua disponibilidade & populagéo foi restringida e seu

consumo entrou em declinio (BAHLS, 2002).



Q

Figura 1: Formula estrutural da cocaina. Fonte: Oliveira et. al, (2009, p78).
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+As folhas de coca sdo utilizadas porindios da América do Sul, principalmente em rituais religiosos,
sendo a planta chamada um presente clos Deuses

sdascricao dos primeiros relatos de alguns efeitos ¢a planta mascada pelos indios

*Rei Felipe Il declarou o habito de mascar folhas de coca, essencial para a saade do indio

s Friedrich Gaedecke, extraiu o ingrediente ativo dafolha de coca e deu o nome de Erythroxylone

€€

e Albart Nieman isolou o extrato de cocaina, e criou o termo “cocaina”, Nesse experimento
também encontrou outras substancias como nicotina e cafeina;

7

Fy O " F 5 E F T
e Angelo Mariani, criou uma mistura de vinhos e folhas de coca, o qual denominou de Vin Mariani,
<1 bastante utilizado por pessoas importantes como Papas e Reis; )
*Freud publica o Ivro “Uber coca” (sobre a coca), listando seus efetos beneficos e de bastanteimportancia paraaterzp@a )
da depressio
*Karl Koller descobre que o uss dacocainatornao olheinszngvel a dor, tornando-se o pai da snestesialocal. No entanto, devido
a dependéndapdo uso ardnice da cocaina, tornarse conhecido pda dcunhade “ Coca Koller”; J
oA industria farmacaéutica Parke-Davis, descobre a maneira de refinar a cocaina e comega Y
apresentar ao mercado diversas formas de consumo, sendo elas naforma de charutos, cigarros,
inalantes, solucdes, cristais, e atéinjetaveis; J
*A CocaCola é ariada por John Styth Peberton, sendo uma bebida isenta de alcool, que utilizava na composicao
noz de cola e folhas de cocaina, era consumida pelas classes menos favoreddas para problemas gastricos,
dores de cabaga, cansago, entra outros. J
sFreud publica Fissura e Medo da Cocaina, descrevendo os sintomas parandides, as alucinagdes e a )
detrioragdo fisica @ mental associada ao consumo repetido. )
~ . . . N
«as folhas de coca dafermulagde da Coca-Colaforam substituidas por cafeina e folhas de coca
descocainizadas; )
- - - . - - - - 3
« A partir da primeira guerra mundial os efeitos da cocaina comegaram atornar-se mais evidentes, e os
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Figura 2: Histérico sobre descoberta e utilizacdo da Cocaina. Fonte: dados retirados de Bahls (2002).

Em 1962 foi feito o primeiro levantamento brasileiro sobre internacdo por dependéncia de
drogas que contou com 4 casos de internacdo por uso de cocaina, em contraste aos mais de 8
mil casos de internacao por dependéncia de &lcool (CARLINI et al.,1996). Entretanto, observou-

se o ressurgimento de sua disponibilidade e consumo em 1970 nos Estados Unidos, e no final de
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1980, e no Brasil, no inicio de 1990 (BAHLS, 2002) (FIGURA 2). Desde entdo, novos padrdes de

consumo e apresentacdes da substancia foram introduzidos.

O envolvimento dos usuarios com atividades ilegais, roubos, sequestros, trafico e outros
crimes aumenta a predisposicdo de mortes por causas externas, o que justifica a alta taxa de
homicidio nesta populagdo. O uso concomitante de multiplas substancias € comum e tem pior
prognostico. O inicio € comumente associado ao tabaco, alcool e maconha, a mais comum das
associacdes (RIBEIRO; LARANJEIRA, 2012).

1.1.2. Fisiopatologia do abuso de cocaina

Segundo o Manual de Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-V), todas
as drogas consumidas em excesso promovem a ativacéo direta do sistema de recompensa do
cérebro envolvido no reforco de comportamentos e na producdo de memodrias, sendo esta

ativacao intensa a ponto de fazer atividades rotineiras serem negligenciadas (APA, 2014).

Ao invés de atingir a ativacdo do sistema de recompensa por meio de comportamentos
adaptativos, as drogas de abuso ativam diretamente as vias mesolimbica e mesocortical. Apesar
da diferenca entre a producdo de recompensa de cada substancia, elas geralmente ativam o
sistema e produzem sensacoes de prazer, frequentemente denominadas de "barato” ou "viagem"
(APA, 2014).

A cocaina tem como ac¢éo cerebral a inibicdo de recaptacao de varios neurotransmissores,
sendo que a principal acdo esta na inibicdo da recaptacdo de dopamina, consequentemente
gerando a sensacdo de bem-estar e euforia (PLANETA, 2013). Entretanto, a grande
concentracao da dopamina pode levar a processos neurodegenerativos e, por conseguinte, a
morte celular. Isso acontece porque gera neurotoxicidade decorrente da auto-oxidagdo, do
estresse oxidativo e de apoptose celular (RIBEIRO; LARANJEIRA, 1998; ARAUJO et al.,2008;
PLANETA, 2013). O estresse oxidativo se da ndo apenas pelo aumento da producéo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), mas também pela reducéo da atividade antioxidante (ZAPARTE,
2014; SORDI, 2015).

Outro neurotransmissor envolvido na dependéncia de cocaina € o GABA, principal
neurotransmissor inibitério do cérebro, sintetizado a partir do glutamato, que é excitatorio. O
GABA vem sendo analisado como alvo potencial no tratamento para dependéncia de cocaina.
Estudo pré-clinico demonstrou que neurdnios GABAérgicos modulam o sistema dopaminérgico
e os efeitos recompensadores da cocaina (LARANJEIRA; DIEHL, 2015).
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A ativacdo do sistema de recompensa cerebral é o elemento comum ao uso de todas as
substancias psicoativas, gerando reforgo positivo, ou seja, sensac¢éo agradavel e prazerosa, que

leva a intensificagdo do consumo.

O sistema de recompensa (FIGURA 3) é formado pela via mesolimbica, uma das vias
dopaminérgicas cerebrais, que esta relacionada a impulsos, instintos e emocdes e as sensacgdes
subjetivas e motivacionais devido ao uso da substancia. Além da via mesolimbica também é
estimulada a via mesocortical, responsavel pela experiéncia consciente dos efeitos da droga e
pela capacidade de controlar o seu uso, desta forma, se relacionando a compulsdo ao consumo
da substancia. Esse sistema também chamado de mesolimbico-mesocortical € composto pela
substancia nigra, area ventral tegmental, corpo amigdal6ide, hipocampo, hipotalamo, talamo,
estriado ventral (ntcleo accumbens), estriado (nucleo caudado, putamen e globo palido) e cortex
pré frontal (CPF) (KALIVAS; VOLKOW, 2005).

O descontrole se manifesta na incapacidade de gerenciar e controlar o impulso de
consumir a droga, ou em forte impulso subjetivo para usar a substancia (SILVEIRA e DOERING-
SILVEIRA, 2016). A via dopaminérgica do sistema de recompensa se projeta na area ventral
tegmental (VTA) para as areas desse circuito, mesolimbica e mesocortical (KALIVAS; VOLKOW,
2005; KOOB; LE MOAL, 2001).

Por outro lado, o hipocampo também esta envolvido na meméria aversiva e de repulsa.
Lesbes estruturais nessa area podem inibir as reac6es de medo desencadeadas por determinado
estimulo. Essa resposta relacionada ao medo envolve também o corpo amigdalbide basolateral
(BLA) (KANDEL et al.,2014). As projecdes do VTA para a concha do NAc (Ndcleo accumbens) e
para a amigdala basolateral e central tém papel na modulacdo da motivacdo, ou seja, na
aprendizagem de associacao entre estimulos. Ja os comportamentos como a escolha, agem néo
apenas pelas vias dopaminérgicas, mas também por vias glutamatérgicas e da interacdo entre
elas. Sendo assim, conexfes dopaminérgicas e glutamatérgicas podem modular as respostas
adaptativas aprendidas (KELLEY, 2004).

O condicionamento classico, conhecido como condicionamento pavloviano ou
respondente € um processo que descreve a modificagdo de alguns comportamentos baseados
nos efeitos do bindmio estimulo-resposta, descritos em experimentos realizados pelo fisiélogo
Ivan Pavlov (1849-1936). Um estimulo incondicionado decorre de uma resposta natural e
automética, como por exemplo, cheiro de comida leva a sensagcdo de fome. Um estimulo

condicionado é a introdugdo de um estimulo externo, por exemplo, um som. Um estimulo

condicionado (som) executado repetidas vezes e associado com o estimulo incondicionado,
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cheiro de comida, faz com que o individuo passe a apresentar uma resposta (fome) relacionada
ao estimulo condicionado (som a sensacéo de fome). Esse condicionamento esta relacionado a
memoria associativa e estudos demonstram que lesdes em estruturas cerebelares profundas
foram associadas a perda da reacdo ao estimulo ndo condicionado em resposta ao estimulo
condicionado, sugerindo que essas estruturas possam estar relacionadas a esse tipo de
aprendizado (PAVLOV in ALVAREZ, 1976; KENDEL et al.,2014).

Striatum

Cingulate Nucleus Prefrontal
Putamen Caudate cortex accumbens cortex

Medial orbital Amygdala Hippocampus
frontal cortex and parahippocampal
gyrus
Mesostriatal Mesolimbic Mesocortical

(nigrostriatal)

Substantia
nigra pars
compacta

Ventral
tegmental arca

Figura 3: Sistema de recompensa cerebral. Fonte: Ciéncias e Cogni¢éo (2016, parte 3).

Sabe-se que as projecdes do VTA para o NAc e para a amigdala basolateral e central tém
papel fundamental na modulagdo motivacional de estimulos, isto é, na eficacia reforcadora ou
eliciadora e na aprendizagem de associacdo entre estimulos neutros e incondicionados,
enguanto os comportamentos mais complexos, como escolha, parecem depender ndo apenas
de vias dopaminérgicas, mas também de vias glutamatérgicas e da interacdo entre elas. Assim,
as interconexdes dopaminérgicas e glutamatérgicas entre o NAc e o CPF modulam a emissao e
intensidade das respostas adaptativas aprendidas, quando na presenca de estimulos que

predizem eventos motivacionais relevantes (KELLEY, 2004), enquanto a atividade dos neurénios
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no NAc eliciada por estimulos condicionados é especifica ao estimulo incondicionado com o qual
foi associado (CARELLI; WONDOLOWSKI, 2003).

O circuito cortico-estriado-talamico parece estar envolvido no processo do comportamento
de busca de drogas devido ao seu papel na impulsividade e compulsividade, ja bem estabelecido
em outras doencas psiquiatricas como o Transtorno Obsessivo-Compulsivo. Isso ocorre porque
sinais excitatorios glutamatérgicos ativam o estriado e aumentam os sinais inibitdrios
Gabaérgicos, reduzindo a acédo do talamo, que, uma vez desinibido, promove uma hiperexcitacéo
do cortex, que levaria aos comportamentos repetitivos (PETERS; DUNLOP; DOWNAR, 2016).

O envolvimento do cerebelo nas alteracdes decorrentes do uso de cocaina tem sido
observado em alguns estudos (JIMENEZ-RIVERA et al.,2000; ANDERSON et al.,2005; SIM et
al.,2007; LOPEZ-PEDRAJAS et al.,2015). E conhecido o papel do cerebelo na funcéo executiva
e de suarelacdo com o cortex pré-frontal e o sistema limbico e, se acredita que esteja relacionado
a manutencao e recuperagdo de memorias relacionadas as drogas, entretanto, apesar da
evidéncia de uma maior ativacao cerebelar em estudos relacionados a cocaina, esse mecanismo
ainda ndo est4d completamente explicado (CARBO-GAS et al.,2013; LOPEZ-PEDRAJAS et
al.,2015; VAZQUEZ-SANROMAN et. al, 2015).

1.1.3. Estégios da dependéncia de cocaina

Trés estagios (KALIVAS; VOLKOW, 2005; GARCIA-MIJARES, 2006) estdo descritos no

desenvolvimento da dependéncia em humanos:

- primeiro estagio ou exposicdo aguda. Relacionado aos efeitos agudos da droga. Sao
produzidas alteracbes transitérias na expressdo génica de algumas proteinas das células
dopaminérgicas do circuito da motivagéo, entre elas as quinases reguladas por sinal extracelular
(ERK) (TORRES; HOROWITZ, 1999). A duracéo das alteragdes pode ser de algumas horas ou
até alguns dias e, ainda que possam intermediar a repeticdo da autoadministracdo de drogas,
ndo se associa diretamente as alteragbes comportamentais de longo prazo observadas no
dependente (GARCIA-MIJARES, 2006).

- segundo estagio ou tolerancia. Denominado de “transicdo a dependéncia”. Ocorrem
mudangas moleculares como produto da administragdo repetida da droga ou de seu uso
intermitente que produz uma superregulacdo da via AMPc e o aumento na expresséo da proteina

AFosB (fator de transcricdo de gene que esta envolvido nos vicios comportamentais). Esse
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aumento se da gradualmente e sugere mudancgas que ocorrem em longo prazo, na regulacao da
expressao génica da célula (CHAO; NESTLER, 2004; GARCIA-MIJARES, 2006).

- terceiro estagio. E o Ultimo e ocorre pelo aumento da proteina G no CPF promovendo
alteracdes permanentes de neurotransmissdo dopaminérgica entre ele e o NAc e na
neurotransmissao pré e poés-sinaptica do NAc, pela inibicdo dos receptores D2, levando ao
aumento do sinal dos receptores D1 (GARCIA-MIJARES, 2006).

Desta forma pode-se dizer que a regulacdo pela dopamina da neurotransmissao
glutamatérgica no CPF depende do tipo de receptor dopaminérgico que é preferencialmente
estimulado (SEAMANS; YANG, 2004). O estado 1 é mediado por D2 e se caracteriza pela
diminuicdo de inibicdo sinptica, a qual permite 0 acesso de varias entradas excitatorias
posteriormente projetadas do CPF para o NAc. Ja o estado 2 é mediado por D1 e se caracteriza
por aumento da inibicao sinaptica, fazendo com que apenas estimulacdes particularmente fortes
no CPF sejam transmitidas para o NAc. Sendo assim, enquanto no estado 1, exposi¢cao aguda,
0 comportamento ocorre pela concorréncia entre diferentes estimulacdes produzidas por varios
estimulos, no estado 2, tolerancia, o comportamento é decorrente de poucas estimulactes
suficientemente fortes (GARCIA-MIJARES, 2006).

Quando ocorre o periodo de abstinéncia, a regulacdo dopaminérgica no CPF é mediada
pelo receptor D1 (estado 2), fazendo com que apenas estimulos ambientais associados
repetidamente com o efeito da droga, conhecidos como gatilhos, sejam capazes de ativar a
neurotransmissdo entre o CPF e NAc, enquanto outros estimulos ndo promovem efeito
reforcador, mas produzem aumento do controle dos estimulos relacionados a droga (KALIVAS;
VOLKOW, 2005). Com a transmissdo glutamatérgica potencializada no NAc e a liberacdo
aumentada de glutamato nos terminais pré-sinapticos, ocorre um aumento do sinal excitatorio
produzido pelos estimulos associados a droga (KALIVAS; VOLKOW, 2005). Quando estimulos
reforcadores naturais (sexuais, por exemplo) séo apresentados, observa-se uma ativacdo do CPF
significativamente menor do que aquela produzida pelos estimulos associados a droga e do que

a observada em sujeitos ndo dependentes (GARAVAN et al., 2000).

1.1.4. Sintomas de dependéncia de cocaina

A caracteristica essencial da dependéncia é a presenca de agrupamento de sintomas
cognitivos, comportamentais e fisiolégicos indicando que o individuo continua utilizando a

substéncia apesar de problemas significativos relacionados a ela, sendo assim, é definida por



24

trés ou mais dos sintomas que ocorrem a qualquer momento, no periodo de 12 meses ou mais
(QUADRO 1).

Quadro 1. Critérios diagndsticos de dependéncia de substancias. Fonte: Referéncia APA (2014, p. 484).

Critérios Diagno6sticos Tolerancia

Abstinéncia

Uso em grande quantidade ou por peri-
odo maior que o intencionado

Desejo persistente ou esforgco se sucesso
de diminuir ou controlar a ingesta
Grandes periodos de tempo utilizados em
atividades necessarias para obter a subs-
tancia, usa-la ou recuperar-se de seus
efeitos

Reduzir ou abandonar atividades sociais,
recreacionais ou ocupacionais por causa
do uso da substancia ou uso continuado
da substancia, apesar do conhecimento
de ter um problema fisico ou psicologico
recorrente que tenha sido casado ou exa-
cerbado pela mesma

Os sintomas gerais agudos aparecem imediatamente apdés uma Unica dose e
desaparecem dentro de poucos minutos ou horas. A cocaina apresenta, em humanos, um inicio
de acéo de 120 a 180 segundos quando inalada em pé e de 30 a 45 segundos quando injetada.
Seus efeitos apresentam duracao de 30 a 45 minutos quando inalada, com biodisponibilidade de
20 a 30%. Quando injetada, a sua duracao é de 10 a 20 minutos com 100% de biodisponibilidade
(FERIGOLO, 2007). A cocaina pode ser detectada no plasma até 12 horas e na urina de 48 a 72
horas (VERSTRAETE, 2004).

Em camundongos, a cocaina atinge valores maximos no cérebro ap6s 5 minutos da
administracao intraperitoneal e a concentragéo de cocaina no cérebro costuma ser maior do que
no plasma (BENUK et al.,1985). Nestes animais, apesar de ter uma meia vida de
aproximadamente 60 minutos, o tempo de duracdo dos seus efeitos e o tempo de excrecao
também irdo depender da dose e da via de administracdo (VERSTRAETE, 2004; FERIGOLO,
2007).

Na intoxicagcdo aguda, em humanos, sdo descritos euforia, sensacdo de bem estar,
autoconfianca elevada, aceleracdo do pensamento, distirbios do sono, excitagdo motora,
aumento da libido, agressividade, inquietacdo, anorexia leve e aumento das percepcdes

sensoriais além de sintomas cronicos decorrentes do uso prolongado de cocaina como
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irritabilidade e disturbios do humor, alucinacéo, delirio, hostilidade, ansiedade, medo, paranoia,
abstinéncia, extrema energia ou exaustao, compulsdo motora estereotipada, diminuicéo da libido,

violéncia, anorexia, tolerancia e dependéncia (FERIGOLO 2007).

A tolerancia é caracterizada quando € necessaria a utilizacdo de dose acentuadamente
maior da substancia para obtencéo do efeito desejado ou quando o efeito € acentuadamente
reduzido apos o consumo da dose habitual. O grau em que a tolerancia se desenvolve apresenta
grande variacdo individual, assim como de uma substéncia para outra, e pode envolver uma

variedade de efeitos sobre o sistema nervoso central.

O binge é o padrao de consumo mais recorrente, caracterizado por uso compulsivo com
duracdo de varios dias e, muitas vezes, multiplos episddios intercalados por crimes aquisitivos
devido a falta de dinheiro para a compra de droga e por interrupcdo condicionada a exaustao
fisica e psiquica (RIBEIRO e LARANJEIRA, 2012).

Em alguns casos de dependéncia todas as atividades da pessoa giram em torno da
substancia. As atividades sociais, ocupacionais e recreativas podem ser abandonadas ou
reduzidas, em virtude do uso da droga de abuso, e o individuo pode se afastar de atividades
familiares e passatempos a fim de usa-la em segredo ou para passar mais tempo com amigos
usuarios da substancia. Apesar de admitir a sua contribuicdo para um problema psicol6gico ou
fisico, como severos sintomas depressivos ou danos aos sistemas organicos, a pessoa continua
fazendo seu uso (APA, 2014).

O craving, também conhecido como fissura, é o desejo ou necessidade intensa de
consumir a droga e pode ocorrer a qualguer momento, mas com maior probabilidade quando em
ambiente onde a droga foi obtida ou usada anteriormente. Esse desejo intenso esta associado a
intensdo de repetir a experiéncia dos seus efeitos (UNODC e OMS, 2015), sendo, geralmente,

acompanhado de alteragdes do humor, do comportamento e da cogni¢do (ARAUJO et al.,2008).

Os tipos de craving dividem-se em: somatico, em que o0 desejo e 0 impulso estdo
localizados no corpo; cognitivo, na qual o desejo e o impulso estao localizados no pensamento
ou imaginagao; e afetivo, em que o desejo e o impulso estéo localizados na emocgéo (NIDA, 2012).
O craving ocorre quando, diante de estimulos internos - ansiedade ou depresséo - ou externos -
presenciar pessoas em uso da droga - sao ativadas crengas centrais (“sou fragil”’) e crengas
adictivas (“a droga me fortalece”). O usuario precisa estar ciente dos gatilhos e um trabalho
terapéutico pode facilitar este entendimento e reduzir recaidas (LARANJEIRA, 2012; GIGLIOTTI
et al., 2016).
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A abstinéncia € uma sindrome que ocorre quando as concentracdes de uma substancia
no sangue ou nos tecidos diminuem em um individuo que manteve uso intenso prolongado. A
sua caracteristica essencial é o desenvolvimento de uma alteragcdo comportamental mal
adaptativa e especifica a substancia, com concomitantes fisiol6gicos e cognitivos, devidos a
cessacao ou reducdo do uso intenso e prolongado de uma substancia; causa sofrimento ou
prejuizo clinicamente significativo no funcionamento social, ocupacional ou em outras areas
importantes. Apos desenvolver sintomas de abstinéncia, o individuo tende a consumir a
substancia para alivia-los. Os sintomas de abstinéncia apresentam grande variacdo entre as
diferentes classes de substancias, e conjuntos distintos de critérios para abstinéncia séo

fornecidos para as classes de drogas (APA, 2014).

O quadro da adiccéo pode ser descrito como trifasico sendo que a primeira fase, "crash”,
tem duracdo de poucas horas a cinco dias e se caracteriza pelo craving intenso no inicio,
irritabilidade e agitacdo, evoluindo para hipersonoléncia, depressdo, anedonia e exaustéo,
acompanhados da reducdo da fissura. A abstinéncia é a segunda fase e se inicia com o
reaparecimento do craving e de sintomas depressivos e ansiosos, podendo durar até dez
semanas. Por fim, se inicia a terceira fase, caracterizada por reducdo gradativa do craving e
tendéncia a normalizacéo do humor, sono e ansiedade (LEITE et al., 1999; LARANJEIRA, 2012).

Vérias complicacdes estdo associadas ao abuso de cocaina. As mais frequentes incluem
efeitos cardiovasculares, respiratorios, neuroldgicos e gastrintestinais (FERIGOLO 2007). Dentre
as causas nheurolégicas decorrentes do uso de cocaina estao os transtornos do movimento, como
tiques, distonias e coréias, devido ao acumulo de dopamina nos nucleos da base; cefaleia e
atrofia cerebral, sendo as causas multifatoriais e pouco estabelecidas; crises convulsivas, devido
a intensa estimulacdo serotoninérgica; além do comprometimento neurovascular, como AVCs e
vasculite cerebral, de causa ainda pouco clara, mas associado, possivelmente a vasoespasmo e
provocado por aumento da dopamina e seu papel no controle do fluxo sanguineo cerebral
(RIBEIRO e LARANJEIRA, 2009).

1.1.5. Tratamento da adic¢&o por cocaina

Atualmente os pacientes dependentes quimicos encontram grande dificuldade em relagéo
ao seu tratamento: a auséncia de medicamentos especificos para a dependéncia e a existéncia

de medicacgdes, como 0s benzodiazepinicos, que auxiliam apenas na diminui¢cdo dos sintomas
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iniciais de abstinéncia, mas ndo na sua manutencdo, ja que o craving pode acontecer em

gualquer momento da vida do paciente, mesmo que esteja medicado.

O tratamento do dependente quimico visa a reducdo da vontade da substancia, a
supresséo do craving, alivio dos sintomas de abstinéncia e diminuigdo/inibicdo do comportamento
de busca, além de reinsercdo do usuario na sociedade. Entre as técnicas para evitar e enfrentar
0 craving estdo a evitacdo de gatilhos, distracdo do paciente com outras atividades, contatar
pessoas soébrias (apoio de amigos e familiares, por exemplo), relaxamento, refocalizacao,
substituicdo da imagem positiva da droga por imagem negativa, ou seja, Nnao pensar em prejuizos,
mas sim em motivos para nao ter uma recaida, e visualizacdo de dominio sobre a droga
(LARANJEIRA, 2012).

Apesar de ndo haver tratamento medicamentoso especifico, alguns medicamentos tém

se mostrado eficazes para usuarios de cocaina. Entre eles:

a) os agonistas dopaminérgicos, indicados no tratamento da fase aguda de abstinéncia
pela suposta deplecéo dopaminérgica que ocorre no uso crénico, e na fase inicial da abstinéncia,
a fim de aliviar sintomas decorrentes dessa alteracdo (LEITE, 1999; LARANJEIRA e RIBEIRO,
2012; DIHEL e LARANJEIRA, 2015);

b) os neurolépticos, com a finalidade de bloquear os receptores dopaminérgicos, tornando
necessarias doses maiores de cocaina para a obtencdo dos efeitos anteriores, mas que nao tém
acdo no sistema de recompensa (LEITE, 1999; LARANJEIRA e RIBEIRO, 2012; DIHEL e
LARANJEIRA, 2015);

) os antidepressivos, para o alivio dos sintomas de humor, tanto durante a desintoxicacao
guanto na manutencdo da abstinéncia (LEITE, 1999; LARANJEIRA e RIBEIRO, 2012; DIHEL;
LARANJEIRA, 2015);

d) os estabilizadores de humor/anticonvulsivantes, utilizados em quadros de irritabilidade
e impulsividade possivelmente pela acdo dopaminérgica que levaria a diminuigdo do craving
(LEITE, 1999; LARANJEIRA e RIBEIRO, 2012; DIHEL; LARANJEIRA, 2015);

€) antagonistas opidides, que ainda apresentam estudos escassos e contraditérios para o
mecanismo de agdo na dependéncia de cocaina (VOCCI, 2005; SOFUOGLU; KOSTEN, 2006;
DIHEL; LARANJEIRA, 2015);

f) outras substancias, como o dissulfiram, que além de inibir a aldeido-desidrogenase
também inibe a conversdo de dopamina em noradrenalina, reduzindo o gatilho e modulando os

efeitos de recompensa e, o modafinil, que apresenta mecanismo de acdo ainda n&o totalmente
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compreendido, com possivel inibicdo da recaptacao de dopamina e noradrenalina e aumento da
atividade do sistema glutamato, levando ao bloqueio do efeito euforizante e prevenindo a
reinstalacdo do comportamento de busca (RIBEIRO, et al., 1998; LEITE, 1999; LARANJEIRA,;
RIBEIRO, 2012; DIHEL; LARANJEIRA, 2015).

O tratamento sintomético se faz com a clonidina, agonista a2-adrenérgico, que reduz a
atividade simpatica, e, consequentemente, a taquicardia, a hipertensdo e os tremores; com o
propranolol, B-bloqueador adrenérgico, que proporciona remissao dos sintomas decorrentes do
aumento da acdo simpéatica e; com os benzodiazepinicos, utilizados na fase inicial da abstinéncia
para reduzir os sintomas de ansiedade, como insénia, inquietacdo, sensacdo de medo e/ou
angustia (RIBEIRO, et al., 1998; LARANJEIRA, 2012; RIBEIRO et al., 2013).

1.2. Flavondides

Flavonéides compreendem uma das varias classes de compostos polifendlicos. Estdo
presentes em frutas e vegetais, bebidas derivadas de plantas, medicamentos orientais
tradicionais e suplementos dietéticos contendo ervas. Sao conhecidos pelos seus efeitos
antioxidantes e, portanto, por sua agéo no estresse oxidativo (FLAMBO, 2013; BOMBARDI et al.,
2018). Sao biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides e podem ser encontrados sob
diversas formas estruturais (HARBORNE, 1994). A maioria apresenta 15 atomos de carbono em
seu nucleo fundamental, comumente dispostos na forma triciclica (anéis A, B e C). A posicao do
anel B e o grau de oxidacdo do anel C permitem classifica-los como: flavanos, flavonas,
flavanonas, isoflavonas, isoflavanonas, antocianos, auronas e chalconas (ZUANAZZI;
MONTANHA, 2003).

Varios estudos sobre os flavonoides tém sido publicados e demonstram sua agao sobre o
atraso no declinio cognitivo, diminuicdo da morte celular neuronal e melhora da memoria
relacionados aos efeitos neuroprotetores, a propriedade anti-oxidante e anti-inflamatéria
(SPENCER, 2010; BOMBARDI et al., 2018), assim como tém demonstrado potencial atividade
ansiolitica (MARDER; PALADINI, 2002; KANAZAWA, 2016) devido a sua afinidade e seletividade
determinada pela acdo em sitios receptores benzodiazepinicos e agdes em receptores GABA
(GRALLERT, 2006).

Apesar das inUmeras atividades bioldgicas descritas para os flavondides, até o inicio da
década de 1980 néo havia muitos dados disponiveis sobre a a¢do destas substancias no Sistema

Nervoso Central. Em 1983 foi feita a primeira referéncia aos flavonoides como ligantes do sitio
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benzodiazepinico, no complexo receptor GABAA, quando foram isoladas trés isoflavonas com
afinidade pelo sitio benzodiazepinico. A partir destes resultados outras trés isoflavonas foram
sintetizadas, sendo uma delas idéntica & formononetina, uma isoflavona natural. Porém, todos
0s compostos apresentaram baixa afinidade pelo receptor e ndo apresentaram atividade in vivo
(LUCK et al., 1983).

A primeira molécula sem atomos de nitrogénio com alta afinidade pelo sitio benzodia-
zepinico foi descrita em 1988, por Nielsen. Trata-se de um biflavonol da mesma classe da
guercetina, a amentoflavona, isolada a partir de uma tintura comercial usada no tratamento de
ansiedade e epilepsia. A amentoflavona se liga a receptores benzodiazepinicos tipos | e Il, nas
membranas de células do cerebelo e hipocampo. De forma distinta, quando a amentoflavona
foi administrada via peritoneal, ndo apresentou efeito, sugerindo que seja rapidamente trans-
formada em metabdlitos que ndo possuem afinidade pelo sitio benzodiazepinico ou que nao
seja capaz de ultrapassar a barreira hematoencefalica (NIELSEN et al., 1988). De fato, a per-
meabilidade da amentoflavona em células de capilar cerebral porcino é inferior a 2% (GUTMAN
et al., 2002). Estes dados corroboram estudos anteriores em que a amentoflavona ndo apre-
sentou nenhuma atividade central, quando testada in vivo, tanto em ratos quanto em camun-
dongos (CHAKRAVARTHY et al., 1981). A amentoflavona foi também identificada em outras
espécies vegetais como o Hypericum perforatum (NAHRSTEDT; BUTTERWECK, 1997). Por
sua afinidade pelo sitio benzodiazepinico acredita-se que ela possa ser responsavel, ao menos
em parte, pelo efeito ansiolitico relatado para H. perforatum. Estudos eletrofisiolégicos demons-
traram que a amentoflavona exerce acdo moduladora negativa moderada em receptores
alp2y2L GABAA (HANRAHAN et al., 2003). No entanto, este efeito ndo parece ser mediado
pelo sitio benzodiazepinco, pois nao foi afetado pela presenca de flumazenil (antagonista ben-
zodiazepinico) ou pelo diazepam. (BUTTERWECK et al., 2002).

A pesquisa fitoquimica realizada com Passiflora incarnata levou ao isolamento de varios
metabdlitos bioativos como crisina, apigenina, homoorientina, vitexina, luteolina, kaempferol,
isovitexina, orientina, isoorientina, schaftosido, isoschaftésido, harman, harmol, harmina,
harmalol, harmalina e quercetina. Varios efeitos depressivos do SNC de Passiflora incarnata
foram explorados experimentalmente e sugeriram que o flavondide crisina age agonizando o

receptor benzodiazepinico (DINIZ et.al., 2015).

O primeiro monoflavonéide especifico benzodiazepinico e com atividade in vivo foi a
crisina, isolada de Passiflora caerulea. Apresentou também efeito anticonvulsivante e ansiolitico.
Ambos os efeitos foram abolidos pela co-administracéo de flumazenil, indicando que estes efeitos

estdo vinculados a modulacdo do complexo receptor GABAA via ligagdo com sitio
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benzodiazepinico (MEDINA et al., 1990; WOLFMAN et al., 1994; ZANOLI et al., 2000). Foi
verificado que a quercetina e a crisina atuam de modo distinto dos benzodiazepinicos classicos,
uma vez que ndo potencializam as correntes iénicas induzidas por GABA em receptores a1p2y2s
GABAA e GABAC expressos em o0citos de Xenopus leavis (GOUTMAN et al., 2003). Em
concentracdes mais altas, a crisina apresentou acédo nao vinculada ao sitio benzodiazepinico,
uma vez que nao foi afetada pela presenca de flumazenil e, além disso, a a¢édo inibitdria foi mais

pronunciada sobre os receptores p1 GABAC, que ndo expressam o sitio benzodiazepinico.

Estudo de fracionamento do extrato de Matricaria recutita identificou diversas fracbes
com afinidade pelo sitio benzodiazepinico. De uma dessas fracdes foi isolada a apigenina que,
de forma semelhante a crisina, apresentou afinidade pelo sitio benzodiazepinico e efeito ansi-
olitico em camundongos. Um discreto efeito sedativo foi observado em doses elevadas. Nao
foram observados efeitos miorrelaxante, anticonvulsivante ou amnésico (VIOLA et al., 1994a;
SALGUEIRO et al., 1997). Foi estudado o efeito ansiolitico da apigenina em dois modelos ani-
mais de ansiedade: labirinto em cruz elevado (do inglés Elevated Plus Maze) e discriminacéo
claro-escuro, ndo sendo verificado efeito ansiolitico. Esta flavona apenas reduziu a atividade
motora espontanea, indicando possivel efeito sedativo que nao foi bloqueado pela pré-admi-
nistracao de flumazenil. Este resultado indica que o efeito ndo € mediado pela modulagéo alos-
térica exercida via interacdo com sitio benzodiazepinico. (AVALLONE et al., 2000; ZANOLI et
al., 2000).

Estudos eletrofisioldgicos revelaram gue a apigenina inibiu as correntes de cloreto in-
duzidas por GABA em receptores alB2y2s GABAA, alB2y2L GABAA e pl GABAC, sendo
seu efeito mais pronunciado sobre o receptor GABAC. De forma semelhante a crisina, o efeito
inibitério ndo foi afetado pela presenca de flumazenil (CAMPBELL et al., 2004).

Os flavonodides das plantas medicinais como valeriana (Valeriana officinalis), camomila
(Matricaria recutita) e kava-kava (Piper methysticum) também tém efeitos sedativos-hipnéticos
baseados na modulacdo alostérica positiva de receptores GABAA e inibem, em graus variados,
enzimas (quinases) que fosforilam proteinas criticas de fosforilato (fosfatases), as quais sinalizam

caminhos de transducgéo e regulam o estresse oxidativo, inflamacéo e sobrevivéncia celular.

Alguns flavonoides, assim como seus metabdlitos, também foram relatados como tendo
atividade anticonvulsivante (PROVESI, 2007). As evidéncias experimentais demonstraram
claramente que os flavonéides exercem atividade antiepiléptica modulando o complexo do canal

GABAA-CI, pois sédo estruturalmente semelhantes aos benzodiazepinicos (DINIZ et.al., 2015).
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Evidéncias sugerem que os alimentos ricos em flavonoides podem ser capazes de
prevenir muitas formas de doenga cerebrovascular, incluindo as associadas ao AVC e deméncia.
Eles podem afetar a funcéo endotelial e o fluxo sanguineo periférico e esses efeitos vasculares
sdo potencialmente significantes, j& que o aumento da funcdo cerebrovascular facilita a
neurogénese do adulto que ocorre no hipocampo, na camada granulosa. De fato, novas células
do hipocampo estdo agrupadas perto de vasos sanguineos, 0s quais proliferam em resposta a
fatores de crescimento vascular e podem influenciar a memoria (SPENCER, 2010).

1.2.1. Quercetina

A gquercetina € um flavonol caracterizado por uma estrutura derivada de fenil-benzo-(y)-
pirona (FIGURA 4) (KUHNAU, 1976; MORAND et al., 1998).

Figura 4: Férmula estrutural da quercetina. Fonte: Yang et al. (2016, p. 3).

A quercetina apresenta uma meia vida de 20 a 72 horas (COSTA, 2005; YANG et al.,
2016), e sua acéo cerebral se inicia logo nos primeiros 5 minutos, com estabiliza¢do do pico entre
4 e 12 horas (YANG et al., 2016).

Comercialmente a quercetina € produzida da extracéo do glicosideo, rutina, de plantas. A
rutina é posteriormente submetida a hidrélise para produzir sua forma aglicona, a quercetina. Em
sua forma de alta pureza foi reconhecida como Geralmente Segura (GRAS) pela FDA em 2009,
consistente com a Sec¢ao 201 (s) da Lei Federal de Alimentos, Medicamentos e Cosméticos, nos
termos 21 CFR s170.35 (USA). Esta determinacdo baseia-se em procedimentos cientificos, nas
condi¢bes de seu uso pretendido e na opinido de consenso de um painel independente de
especialistas qualificados. Para a ANVISA, a quercetina é considerada um fitoterapico (QUADRO
2).
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Quadro 2: Caracterizacéo da quercetina como fitoterapico. Fonte: dados retirados de ANVISA

(2003)
Padronizacéo/Marcador Padronizacéo/Marcador
Formas de uso Infuso, tintura, extratos
IndicacBes / AcOes terapéuticas Cicatrizante

Anti-inflamatdrio
Antisséptico

Dose Diéria Infusdo 1 a 2g/150 ml
Tintura 1:5 (g/ml): 5 a 10 ml
Extrato fluido 1:1, 1-2 ml

Restricdo de uso Venda sem prescricdo médica

A relacdo da quercetina como antidepressivo, anticonvulsivante, ansiolitico atrai atencdo
pois apresenta as mesmas bases farmacologicas de medicamentos utilizados para o tratamento
de abstinéncia e craving, ou seja, acdo GABAérgica e benzodiazepinica (GRALLERT, 2006). Por
outro lado, os flavonoides tém sido amplamente estudados por sua acdo antioxidante, com
bloqueio da toxicidade neuronal, atuando como neuroprotetores, e reduzindo, assim, o estresse
oxidativo e as alteracdes neurovasculares com protecdo contra a degeneracdo cerebral
(SPENCER, 2010; BOMBARDI et al.,, 2018). A quercetina age reduzindo a resposta
neuroinflamatéria (BOMBARDI et al., 2018). Apresenta atividade na coordena¢do motora e na
melhoria da cognicdo (GRALLERT, 2006; DINIZ et al., 2015; BOMBARDI et al., 2018; KARIM et
al., 2018).

A acdo da quercetina como neuroprotetor e no estresse oxidativo ocorre pelo acumulo
celular de EROs, por excesso da produgéo ou insuficiéncia de neutraliza¢éo, o que promove dano
tecidual, deplecdo de ATP e, assim, morte celular (KALE et al., 2018). Também inibe a
peroxidacao lipidica, em que os &cidos graxos insaturados sao convertidos em radicais livres pela
captacdo de hidrogénio, por interferir nos radicais formados (KALE et al., 2018; HAQ; ALAMRO,
2019).

Estudos recentes sugerem que a quercetina promove redugdo da ativacdo do eixo
hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA) pela supressdo da expressdo de mRNA do fator de liberacao
de corticotrofina (CRF) no hipotalamo (BHUTADA et al., 2010; KAWABATA; KAWAI; TERAO,
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2010). Ativagdo anormal do eixo HPA durante uma condi¢éo de estresse € um fator de risco para
depressao e ansiedade e é ativado pelo CRF, horménio liberado pelo hipotdlamo, que leva a
liberacdo de hormonios do estresse, como adrenalina e cortisol pelas glandulas supra-renais
(BHUTADA et al., 2010). Também tem acao como antidepressivo e anticonvulsivante (PROVESI,
2007; DINIZ et al., 2015), bem como atividade ansiolitica devido a sua acéo sobre o0s receptores
GABAEérgicos e benzodiazepinicos (GRALLERT, 2006; DINIZ et al., 2015).

A guercetina antagoniza as respostas mediadas pelos receptores GABAA e GABAC
observadas por meio das alteragbes na ativacdo e desativagdo das correntes GABAp1
(GOUTMAN et al., 2003), produz desativagao das correntes GABAp1, sugerindo que seu
antagonismo ndo é competitivo (BIANCHI & MACDONALD, 2001). Ela inibe a proteina quinase
C (PKC), uma substancia descrita como chave reguladora de respostas celulares neuronais
(GAMET-PAYRASTRE et al., 1999; KANAZAWA, 2016).

Recentemente a quercetina foi apresentada como regulador da neurotransmissao
serotoninérgica e colinérgica e por produzir efeito ansiolitico, antidepressivo e melhorar a

memoria, em estudo com animais submetidos a estresse (SAMAD et al., 2018).

A quercetina interfere na transmissdo GABAérgica cortical pré-frontal e aliva a
hiperatividade induzida pelo antagonista do receptor N-metil-d-aspartato glutamatérgico MK-801,
reduzindo acentuadamente as correntes ativadas por GABA de uma maneira ndo competitiva em
neurdnios corticais cultivados além disto, inibe na corrente pds-sinaptica inibitéria GABAérgica
evocada espontaneamente e eletricamente em cortes corticais pré-frontais de camundongo (FAN
et al., 2018).

Perante o atual consumo de cocaina pela populacdo mundial, aliado a ndo existéncia de
tratamento especifico ao seu consumo, ha necessidade de novas alternativas terapéuticas para
tratamento de sua adiccdo. Baseado na acdo ansiolitica, anticonvulsivante e neuroprotetora da
guercetina, justifica-se este estudo que pretende avaliar sua agao funcional na exposi¢éo aguda

a cocaina.

2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade funcional da quercetina na exposi¢do aguda a cocaina.

2.1. Objetivos especificos

o Desenvolver modelo de exposi¢do aguda por cocaina;
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) Observar o comportamento de animais submetidos agudamente a: a) cocaina; b)

guercetina; c) cocaina associada a quercetina;

o Determinar qual a regido cerebral metabolicamente ativa por meio de easyPET-3D
de animais submetidos agudamente a: a) cocaina; b) quercetina; c) cocaina associada a

guercetina;

) Identificar quais as alteracfes histologicas de encéfalo de animais submetidos

agudamente a: a) cocaina; b) quercetina; c) cocaina associada a quercetina.

3. METODO

3.1. Adequacdao do projeto

O estudo foi desenvolvido na Universidade Sao Francisco, Laboratdrio Multidisciplinar de
Pesquisa, Braganca Paulista em conjunto a Universidade de Coimbra, nos Laboratérios de

Biofisica e de Farmacologia e Terapéutica Experimental.

Todas as orientacdes da Sociedade Portuguesa de Ciéncia em Animais de Laboratério
(SPCAL), a Diretiva 2010/63/EU foram cumpridas sempre na perspectiva dos 3R’s - Reduction
(reducdo, traducéo livre); Refinement (refinamento, traducao livre); Replacement (substituicao,
traducao livre) - em pesquisa com animais. O trabalho foi aprovado pelo ORBEA da Universidade
de Coimbra (#1248).

Os animais estiveram alojados em isoladores, em rack ventilado, com controle de
temperatura, umidade e luminosidade, obedecendo ao ciclo claro-escuro de 12 horas. Receberam

agua e racao ad libitum.

3.2. Grupos

Foram utilizados camundongos Balb-c, machos, com média de idade de 6 semanas e

peso médio de 24,79.

Os animais (n=48) foram divididos, de forma aleatdria, por sorteio, em 4 grupos de
acordo com o recebimento de Salina (Controle), Cocaina (Exposi¢do aguda), Quercetina ou
Quercetina e Cocaina associadas, sendo no total 12 animais por grupo de experimentacdo. Para
a avaliacdo de imagem foram utilizados 8 animais por grupo e para as andlises comportamentais

foram utilizados 4 animais por grupo, sendo 0s mesmos animais utilizados para a avaliacéo
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morfolégica (FIGURA 5). A escolha da ordem de administragéo se deu a partir da meia vida das
substancias ja referidas anteriormente (VERSTRAETE, 2004; COSTA, 2005; YANG et al.,2016;
FERIGOLO, 2007).

As administracdes foram feitas por via intraperitoneal em uma dose Unica de 0,5 mg/kg
de cocaina, com volume total de 0,5 ml e, 50 mg/kg de quercetina diluida em 0,15 ml de metanol
e 0,35 ml de PBS argonado com ph= 7,2, volume final de 0,5 ml. A dose da cocaina foi escolhida
levando em consideragdo a menor dose que demonstrou acdo dopaminérgica visivel na
Tomografia por Emissao de Positron (PET) em avaliacdo de imagem em humanos voluntarios e
acdo da cocaina em uso crnico nos neurotrasmissores cerebrais (VOLKOW et al, 1997; HEARD
et al, 2008).

Grupos

Salina Cocaina Quercetina Cocaina+Quercetina
n=12 n=12 n=12 n=12

Anatomopatoldgico
*Procedimentos

n=4 n=4

-
[

Comportamental }

Figura 5: Grupos de animais e procedimentos utilizados. Foram utilizados 12 animais por grupo de
experimentacdo, sendo que para a avaliagdo de imagem foram utilizados 8 animais e para as andlises
comportamentais e andlises anatomopatoldgicas foram utilizados 4 animais. Fonte: arquivo pessoal.
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3.3. Caracterizacdo do modelo animal de exposicéo aguda

3.3.1 Andlise comportamental

Os testes Elevated Plus Maze (EPM) e Open Field Maze (OF) foram utilizados para avaliar
as alteracbes comportamentais nos animais buscando marcadores para a exposi¢cado aguda de

cocaina.

Foi utilizada sala de testes a prova de som e o nivel de iluminag&o foi mantido em 100 lux.
O animal permaneceu na sala de testes por 1 hora para a sua ambientacdo antes de se proceder
aos testes comportamentais. Apds os primeiros 30 minutos de ambientacdo foi realizada a
administracdo da primeira dose, via intraperitoneal (Animal A: solu¢do salina 0,5ml, Animal B:
solucéo salina 0,5ml, Animal C: quercetina 0,5ml e; Animal D: quercetina 0,5ml). Trinta minutos
depois foi administrada a segunda dose (Animal A: solucao salina 0,5ml, Animal B: cocaina 0,5ml,
Animal C: solucdo salina 0,5ml e, Animal D: cocaina 0,5ml) e em seguida os animais foram

colocados nos aparatos de testes (FIGURA 6).

30min 30min

=il lina

= 2Cocaina™

22 Dose

30min 60min

Figura 6: Protocolo das andlises comportamentais. Fonte: arquivo pessoal.

3.11.a. Labirinto em cruz elevado
Em modelos de dependéncia ou tolerancia, o grau de ansiedade esté relacionado a
esquiva do braco aberto (BA) e uma maior permanéncia nos bracos fechados (BF) e em relacdo

a atividade locomotora, considera-se o total de entradas nos bragos (PELLOW et al.,1985).



37

Trata-se de aparato elevado do chdo com dois bracos abertos e dois fechados (FIGURA
7), que envolve a exploragdo espontanea do ambiente. O animal é colocado na area central do
labirinto com a cabecga voltada para um dos bragos abertos. O teste é gravado usando uma
camera de video conectada a um computador que é controlada por um dispositivo remoto e o
teste é realizado durante 5 minutos e posteriormente analisado pelo software Anymaze 4.99m
(Stoelting Co., llinois, EUA). O nimero de entradas em cada braco, uma entrada € definida
guando as quatro patas do animal entram no brago, e 0 tempo gasto nos bracos abertos sédo

registrados. Essas medi¢des servem como um indice de comportamento ansiedade-like.

=

Figura 7: Labirinto em Cruz Elevado. Equipamento utilizado para avaliacdo de ansiedade e esquiva.
Fonte: arquivo pessoal.

3.1.1.b.  Labirinto de campo aberto

O labirinto em campo aberto é um teste para avaliacdo de ansiedade que consiste em
uma caixa dividida em quatro camaras de atividade (FIGURA 8). Em modelos de dependéncia
ou tolerdncia, o grau de ansiedade estad relacionado a esquiva do centro e uma maior
permanéncia nas periferias. A atividade locomotora € avaliada pela distancia total percorrida.

Considera-se que quanto menor a locomoc¢ao, maior o nivel de ansiedade (BONUTI, 2014).

O animal é colocado no meio do campo do labirinto enquanto, simultaneamente, € ativado

o software Anymaze 4.99m (Stoelting Co., llinois, EUA) para analisar atividade motora. E
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esperado que o animal se mova imediatamente para as paredes periféricas do labirinto. O
movimento livre e ininterrupto do animal ao longo do respectivo quadrante do labirinto deve ser

permitido por um periodo Unico de 10 minutos durante o qual o software de rastreamento registra

0 movimento.

Figura 8: Labirinto em Campo Aberto. Equipamento utilizado para avaliacdo de ansiedade e esquiva.
Fonte: arquivo pessoal.

3.3.2 Avaliacdo por Tomografia Computadorizada por Emisséo de Pésitrons (easy-PET 3D)

de areas envolvidas na drogadicédo

O PET tem como finalidade comparar areas cerebrais ativadas ou ndo com diferentes
estimulos. A captacdo de imagens ocorre por meio da identificagdo de radiacdo por camaras que
contém cristais sensiveis a essa radiagéo, dispostos em anéis. Raios-y percorrem a camara em
sentidos opostos e sdo detectados ao colidirem com os cristais opostos do anel detector
(CAMARGO, 2005).

Existem vérios tipos de radiofarmacos que podem ser utilizados no PET, entre eles o "®F
Fluordeoxiglicose (**F-FDG) muito usado por sua meia vida longa (110 minutos) e por seu papel

biolégico bem definido no metabolismo glicolitico.
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O "8F-FDG € um analogo da glicose ligado ao fluor radioativo transportado para a
membrana celular por difusdo. Dentro da célula, é fosforilado pela hexoquinase e pode ser
lentamente desfosforilado pela glicose 6-fosfatase, o que gera acumulo do radiofarmaco no
tecido. Uma vez que a membrana é impermeavel ao FDG metabolizado, apés liberar a glicose,
o marcador se acumula nas células metabolicamente ativas, permitindo a captacdo de imagens
(ALAVI; REIVICH, 2002; FELIX et al.,2014).

A avaliacdo das areas cerebrais na exposi¢cdo aguda a cocaina, utilizou o equipamento
EasyPET- 3D (Patente, Universidade de Aveiro: PCT/IB2016/051487) (FIGURA 9).

Figura 9: EasyPET-3D. Equipamento utilizado para avaliagcdo da atividade metabdlica de areas cerebrais
de pequenos animais. Fonte: arquivo pessoal.
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O "®F-FDG foi colocado em seringa para a administracdo, sob camara de protecdo de
radioatividade, para afericdo da atividade do radiois6topo e injetado via intraperitoneal no animal.
A radioatividade na seringa correspondente a dose a ser administrada ao animal sempre foi igual
ou superior a 200uCi diluida em solucdo salina de 0,2ml (DELEYE et al., 2016). O animal foi
colocado na maquina, devidamente posicionado (posi¢cdo ventral) e mantido aquecido por
dispositivo de aquecimento (Heat Therapy Pump, Adroit Medical Systems,Loudon, TN 37774,
USA) anexado ao tunel de manutencao do animal, fixado com fita adesiva na regido abaixo da
cabeca e no torax. Apés fixacao foi iniciada a captacdo das imagens até completar 1 milhdo de
contagens, demorando entre 30 a 50 minutos, no maximo. Depois de captadas, as imagens foram

processadas pelo software acoplado ao equipamento.

5 min
’-Jnjegéo : Estimulo Grup'os -
lgna =
\ & E :nggytma 2
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30 min 5 min

Figura 10: Protocolo do processo de captacédo de imagens. O "®F-FDG foi administrado em injecao
intraperitoneal em volume final de 0,2ml com 200uCi. Ap6s aguardar 30 minutos para distribuicdo do radi-
ofarmaco foi realizado um estimulo com luz branca continua por 10 segundos, seguida de um estimulo
sonoro, repetidos apds 5 minutos. Em seguida, foi administrada a anestesia. Os animais foram levados ao
easyPET-3D 60 minutos apés a administra¢éo do FDG.

Apo6s 30 minutos foram realizados os estimulos luminoso e sonoro, White Noise a 80dB
continuo por 10 segundos, repetidos em intervalo de 5 minutos. Procedeu-se a anestesia com
Ketamina (50ml/ml) e Clorpromazina (5mg/ml) na propor¢éo de 3:1 em volume de 0,2ml em via
intraperitoneal, e seguiu-se a inje¢éo da droga teste, em acordo ao grupo. Assim, apés 60 minutos
da administragcdo do radioisétopo, iniciou-se a captacdo das imagens no easyPET-3D (FIGURA
10).
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Os estimulos de luz e som sao normalmente utilizados nos modelos de dependéncia, uso
crénico ou abstinéncia para condicionamento do animal nos aparatos de autoadministracéo
(condicionamento pavloviano). Apesar de nao ser objetivada a analise da dependéncia crénica,
no presente estudo, € importante utilizar os mesmos estimulos, para que se possa comparar com

andlises que utilizam a caixa de autoadministragéo.

Apos a reconstrucao da imagem, foi feita a andlise qualitativa/visual das areas captantes
onde se observaram as estruturas cerebrais de interesse. Como referéncia utilizou-se o corte
axial para localizacéo dos corpos amigdaloides, tAlamo, hipotalamo e hipocampo e o corte sagital
para localizacéo do cerebelo. Levando-se em conta que se trata de sistema em desenvolvimento,
e assim ainda nao sendo possivel fazer a analise quantitativa por meio da dose injetada (ID) ou

do SUV (standardized uptake value).

Desta forma, a intensidade de captacao visual, nas diferentes areas, foi interpretada pela
escala de cores (fatiamento em arco-iris ou espectro de cores em arco-iris), sendo
tradicionalmente seguida a escala que variou do preto - auséncia de coloracdo, ao vermelho —

mais alta captacao, segundo a sequéncia preto, roxo, azul, verde, amarelo, laranja, vermelho.

3.4 Técnica de eutanasia dos animais

Depois de anestesiados, conforme descrito anteriormente, os animais foram submetidos
a eutanasia. A profundidade da anestesia foi observada testando o reflexo corneo-palpebral.

Apods eutanasia foi iniciada exérese do encéfalo do animal.

3.5 Analise anatomopatoldgica

A andlise anatomopatolégica foi realizada observando-se a presenca de alteracbes

macroscaopicas e microscopicas.

Todos os espécimes previamente fixados em solug¢éo de formalina a 10% foram incluidos
em blocos de parafina. Trés cortes de 4 um foram obtidos de cada bloco, sendo corados pela
técnica de Hematoxilina-Eosina (HE) para diagnéstico anatomopatoldgico, a fim de avaliar as
estruturas morfol6gicas de modo convencional. A andlise microscopica das laminas foi realizada
com o auxilio de microscopio 6ptico comum, com magnificacao final de 40x para observacgao de

alteracdes morfologicas.

3.6 Andlise estatistica dos resultados

Os dados individuais foram inseridos em planilha eletronica (Excel). A andlise dos

resultados obtidos foi realizada adotando-se nivel de significancia menor que 5% (p<0,05) para
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rejeicdo da hipétese de nulidade, mediante os seguintes modelos: estatistica descritiva; medidas
de tendéncia central; teste de normalidade; analise de variancia, teste de correlacdo. Foi feita
analise amostral para determinagédo do “n” minimo a ser utilizado. Para analise estatistica dos
resultados foi utilizado o programa de andlise estatistica SPSS for Windows, versao 20.0.

4, RESULTADOS

Os resultados estao apresentados sob a forma de figuras e graficos e serdo discutidos no
capitulo apropriado.

4.1. Analise Comportamental

4.1.1. Labirinto em cruz elevado
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*EPM: Elevated Plus Maze; CTL: controle; Querc: Quercetina; BA: Brago Aberto; s: segundos; M: metros; BF: Brago

Fechado.

Grafico 1: Teste do Labirinto em Cruz Elevado (EPM). Note que o nédo ha diferenca na andlise de cada
um dos parametros do grupo controle quando comparado com os demais grupos.
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4.1.2. Labirinto em campo aberto
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Gréfico 2: Labirinto em Campo Aberto (OF). Note que, ao final dos 60 minutos do teste, os animais dos
grupos cocaina, quercetina e cocaina associada a quercetina apresentam comportamentos diferentes
guando comparados ao controle quanto a distancia percorrida (A), velocidade média (B), velocidade ma-
xima (C), distancia percorrida na periferia (E) e no tempo de laténcia da primeira entrada no centro (I). O
tempo na periferia do aparato (D), nUmero de entradas no centro (F) e distancia percorrida no centro (H),
0S grupos cocaina e quercetina apresentam comportamentos diferentes ao do grupo controle, enquanto o
grupo cocaina associada a quercetina apresenta comportamento semelhante. Os grupos cocaina e coca-
ina associada a quercetina apresentam comportamentos semelhantes na analise da distancia percorrida
(A), velocidade média (B), velocidade maxima (C). O grupo cocaina associada a quercetina assemelham-
se ao grupo controle em tempo na periferia do aparato (D), nimero de entradas no centro (F), tempo no
centro do aparato (G) e distancia percorrida no centro (H). Os grupos cocaina e quercetina sdo semelhantes
quanto a laténcia na primeira entrada no centro (1).

4.2. Avaliacao por Tomografia Computadorizada por Emissao de Pésitrons (PET-
F- FDG)

Sagital

Figura 11: Representacdo dos cortes coronal, axial e sagital em imagem de PET (A) e atlas
anatdmico (B), onde é possivel identificar as estruturas cerebrais: 0- Glandulas Harderianas (HG),
1- Bulbo Olfatério (OB), 2- Prosencéfalo Basal e Septo, 3- Estriado (St), 4- Talamo (TH), 5- Hipo-
campo (HC), 6- Corpo Amigdaldide (AMY), 7- Hipotalamo (HT), 8- Cerebelo, 9- Tronco cerebral.

Fonte: Ma (2008, p. 5).
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Figura 12: EasyPET-3D-®F-FDG Talamo. Imagem comparativa dos grupos controle, cocaina, quercetina
e cocaina associada a quercetina. As imagens demonstram a captagdo comparativa de cada grupo no
Talamo. Note a intensa captacéo talamica nos grupos cocaina, quercetina e cocaina associada a querce-

tina.

CONTROLE

Low

COCAINA +
QUERCETINA




47

CORONAL SAGITAL

™ High

o ':; . . I
Hdll
QUERCETINA

Kad B

Figura 13: EasyPET-3D-8F-FDG Corpos amigdaléides. Imagem comparativa dos grupos controle, co-
caina, quercetina e cocaina associada a quercetina. As imagens demonstram a captagdo comparativa de
cada grupo no Corpo amigdaldide. Note a forte captacdo em todos 0s grupos.
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Figura 14: EasyPET-3D-18F-FDG Cerebelo. Imagem comparativa dos grupos controle, cocaina, querce-
tina e cocaina associada a quercetina. As imagens demonstram a captacdo comparativa de cada grupo no
cerebelo. Note a baixa captacdo no grupo controle, a maior captacdo nos grupos cocaina e cocaina asso-
ciada a quercetina e a auséncia de capta¢do no grupo quercetina.
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Figura 15: EasyPET-3D-*¥F-FDG Hipocampo. Imagem comparativa dos grupos controle, cocaina, quer-
cetina e cocaina associada a quercetina. As imagens demonstram a captagdo comparativa de cada grupo
no hipocampo. Note uma maior captacao nos grupos cocaina e quercetina.
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Figura 16: EasyPET-3D-®F-FDG Cortex. Imagem comparativa dos grupos controle, cocaina, quercetina
e cocaina associada a quercetina. As imagens demonstram a captagdo comparativa de cada grupo no

cortex. Note uma maior captacdo nos grupos cocaina e quercetina.
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*PET: Tomografia por Emissdo de Pdsitrons; CTL: controle; Coc: cocaina; Querc: Quercetina; p= significancia

Gréfico 3: EasyPET-3D-*®F-FDG. Note que n&o ha diferenca na captacdo do encéfalo dos animais que
receberam quercetina quando comparado ao controle, entretanto os grupos cocaina e cocaina associado
a quercetina apresentaram diferenca (A). Ha diferenca na captagao do tdlamo de todos os grupos em
relacéo ao controle e do cerebelo do grupo cocaina associado a quercetina (B) (Teste de Dunnett’s).
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Gréfico 4: Correlagdo entre o EasyPET-3D-®F-FDG e os grupos de animais submetidos a diferentes com-
postos. Notar a correlacéo linear entre 0 aumento da captacao e os diferentes grupos. Ha maior captacao
No grupo que recebeu cocaina associada a quercetina.
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4.3. Analise anatomopatoldgica

4.3.1. Analise macroscépica

N&ao foram encontradas alteracdes macroscopicas em nenhum dos espécimes e grupos
analisados.

* OB: Bulbo Olfatério; FC: cortex frontal; LF: fissura longitudinal; PC: cortex parietal; OC: cortex occiptal; RC: coliculo
rostral; CC: coliculo caudal; CBL: cerebelo (lateral); CBV: cerebelo (vermis); OIfT: tubérculo olfatério; TC: tuber

cinereum; OT: trato 6ptico; IN: infundibulo; PiC: cortex piriforme; MB: corpos mamilares; P: ponte: M: medula oblonga;
Pyr: pirdamide; VF: fissura mediana ventral

Figura 17: Aspecto macroscopico do cérebro. Note a auséncia de alteragBes macroscopicas. Na figura:
encéfalo de um animal controle, com as areas cerebrais demarcadas.
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4.3.2. Analise microscopica

4.3.2.a. Quanto ao cerebelo

Quercetina

Quercetina + Cocaina

Figura 18: Microfotografias do cerebelo de animais com ou sem exposi¢cdo aguda a cocaina e
quercetina. Notar auséncia de alteragBes histopatolégicas no cerebelo normal (A); ou com utilizacéo de
quercetina (B), Cocaina (C) e Quercetina associada a cocaina (D) [H&E], 40x.
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4.3.2.b. Quanto ao hipocampo

Quercetina Quercetina + Cocaina Cocaina

Figura 19: Microfotografias da regido hipocampal de animais com ou sem exposi¢cédo aguda a coca-
ina e quercetina. Notar auséncia de alteragdes histopatologicas em no grupo normal (A), quercetina (B) e
na associacgao quercetina e cocaina (C) e as alteragdes histoldgicas nos animais que receberam cocaina
(D), da mais leve (fotografia superior), a mais intensa (fotografia inferior). Ha deterioragdo morfologica in-
tensa da camada granulosa com uso de cocaina (D inferior), com descaracterizagdo quase completa da
morfologia da regido, que pode ser preservada na associagdo com quercetina [H&E], 40x.

4.3.2.c.  Quanto ao cortex pré-frontal
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Quercetina Quercetina + Cocaina

Cocaina

Figura 20: Microfotografias do encéfalo de animais com ou sem exposi¢ao aguda a cocaina e quer-
cetina. Notar auséncia de alteragdes histopatolégicas em cértex pré-frontal nos animais normais (A) e
quercetina (B), da mais leve (fotografia superior), a mais intensa (fotografia inferior). Ha gliose reacional
nos animais que receberam cocaina associada a quercetina (C) mais intensa no grupo cocaina, associada
a necrose (D) [H&E], 4x.
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Gréfico 5: Dados anatomopatolégicos mostrando as areas mais afetadas pela cocaina. Note que o
pré-frontal sofre alterac6es histoldgicas importantes, diferenciando-se de todas as demais regiées e que o
uso associado de quercetina previne a lesédo pré-frontal (A). H4 uma diferenca entre quercetina e cocaina,
no cerebelo e tAlamo e nlcleos da base. Na analise do CPF, houve diferenca de todos os grupos quando
comparados a cocaina (B).
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4.4. Correlagao entre atividade cerebral e histologia

Coronal Sagital

Figura 21: Microfotografias do encéfalo de animal exposto de forma aguda a cocaina. Notar a gliose
reacional (A) associada a vacuolizacdo em cortex pré-frontal (B) [H&E], 4x. No EasyPET-3D pode-se ob-
servar captacado difusa cerebral, sem possibilidade de localizacdo da atividade nos cortes axial (C), coronal
(D) e sagital (E), mostrando a correlacdo morfofuncional do EasyPET-3D.
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Gréfico 6: Correlagdo entre o EasyPET-3D-'®F-FDG e as alteracdes histolégicas encontradas. Notar o
aumento de atividade inicial até que em certo grau de lesao histolégica ha decaimento da captacédo, de-
monstrando a correlacé@o entre caracteristicas morfolégicas e atividade metabdlica cerebral.



Quadro 3: Principais associa¢des entre as variaveis estudadas.
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PET Histologia Histologia Corpo Grupo Estriado Histologia
Cerebelo  CPF _ ~amigdaloide Talamo
Corpo 0,510
amigdaléide (0.04)
(PET)
PET 0,707** 0,634** 0,760 (0.00) 0.516
(0.00) (0.00) (0.00)
T imével -0,544
(0.02)
OF -0,523
(0.03)
EPM 0,512 -0,516 0,888**
(0.04) (0.04) (0.00)
Distancia 0,760
BF (0.00)
Distancia 0,601
BA (0.03)
T neutro 0,599 0,690
(0.01) (0.00)
Histologia -0,684
Cerebelo (0.00)
Velocidade -0,770
maxima (0.00)

*CPF: cortex pré-frontal; PET: tomografia computadorizada por emissao de pésitrons; T: tempo; OF: open field maze;

EPM: elevated plus maze; BF: brago fechado; BA: brago aberto
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5. DISCUSSAO

As limita¢des para se investigar uma doenca humana podem envolver aspectos éticos ou
inerentes a prépria doenga e no modo de investigacdo. Uma das maiores limitacdes € a de ordem
ética, pois exige uma série de requisitos para resguardar a integridade fisica e psicoemocional
dos investigados. Atualmente, os modelos animais sdo usados quando néo € possivel realizar a
investigacdo em humano e quando ndo se tem um método alternativo ao uso de animais, como
em experimentos que envolvem comportamento, aprendizagem e memodria. Existe legislacéo e
ética na qual esse tipo de experimentacdo esta inserida para garantir que ndo haja o uso de
namero de animais maior do que 0 necessario e para a reducdo do sofrimento, seguindo o
principio dos 3Rs, a saber Reduction, Refinement, Replacement (RUSSELL e BURSCH, 1959).
Ainda é necessario levar em consideracdo o tamanho da amostra para haver representatividade
estatistica, sendo assim, existe outra dificuldade quando, por exemplo, trata-se de doenca com
baixa incidéncia. Além disso, é necessario acompanhar a amostra pelo periodo de investigacao
para evitar viés, o que é bastante trabalhoso e nem sempre possivel, em doencas com alta taxa
de ndo adesao terapéutica. Por Gltimo e ndo menos importante é a escolha do tratamento padrao
e do controle. Todas essas limitacBes fazem com que muitas vezes seja necessario modelo de
estudo alternativo que pode ser por levantamento de dados, técnicas fisico-quimicas, modelos
matematicos ou computacionais, ship, sistemas in vitro, uso de organismos inferiores e modelos
animais, como o aqui proposto (ANDRADE, 2002; FAGUNDES, 2004; CASTRO, 2013).

O modelo animal é usado em todos os campos da pesquisa biol6gica. A escolha do
modelo deve ser criteriosa e é ponto fundamental do planejamento da pesquisa. Um modelo é
um objeto de imitacdo, algo que represente alguma coisa ou alguém, algo que seja semelhante
ou imagem de outro. Ele deve ter caracteristicas suficientes para ser semelhante ao objeto
imitado e ter a suficiente capacidade de ser manipulado sem as limitagbes do objeto imitado
(FAGUNDES, 2004). Um modelo inadequado implicard em restricbes comprometedoras na
andlise e interpretacdo dos resultados e no processo de indugéo destes resultados para os seres
humanos. Desta forma, € necessaria a correspondéncia entre 0 modelo proposto e a situacéo de
vida da espécie alvo (ANDRADE, 2002).

A literatura é bastante limitada quando se fala em modelo animal de dependéncia a
cocaina e seu tratamento. A maior parte dos estudos esté relacionada a exposicao crénica,
dependéncia; ao processo de retirada, abstinéncia e craving e a intoxicagdo, sintomas
relacionados com altas doses (PELLOW et al.,1985; MULLER, 2008; BONUTI, 2014). Os

modelos existentes envolvem a autoadministracdo voluntaria da droga pelos animais, assim
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como acontece nos humanos. Incluem ainda a discriminacdo de estimulos, dentre eles o
condicionamento de lugar, e a autoestimulagdo intracraniana, e procuram avaliar diversos
aspectos da dependéncia, desde o processo de aquisicdo do uso de drogas, como o potencial
de reforgo positivo, o potencial de reforco negativo da abstinéncia, o potencial de geracéo de
escalada no uso da droga e aspectos associados a recaida. Modelos sao usados para estudar
os efeitos crbnicos das drogas (GARCIA-MIJARES, 2006; NEGUS; MILLER, 2014).

Martin-Garcia et. al., em 2014, utilizaram modelo animal para estudar a recaida ao uso de
cocaina apds abstinéncia, pois os fundamentos neurobioldgicos permaneciam hipotéticos, apesar
da ingestdo de alta frequéncia e alta procura induzida por drogas estarem associadas a
dependéncia de cocaina, tanto em seres humanos quanto em animais. Isso ocorre porque 0
cortex pré-frontal medial (mPFC), a amigdala basolateral (BLA) e o NAc parecem ter papel na
busca de cocaina, como descrito anteriormente. Animais que se autoadministram em alta
frequéncia, intervalos curtos permitidos por curto periodo de tempo, apresentam maior procura
induzida por cocaina do que administrados em baixa frequéncia, ou seja, longos intervalos
impostos por longo tempo. Assim, a ingestao de alta frequéncia promove controle pré-limbico
exercendo efeito facilitatorio, 0 que pode ser uma fonte de vulnerabilidade para a busca e/ou
consumo de cocaina. Para se obter modelo animal de drogadicdo os animais sdo mantidos em
gaiola onde podem se autoadministrar cocaina, sendo analisada a frequéncia e o tempo dessa
autoadministracdo a fim de identificar um padrdo de consumo compulsivo, semelhante aos

episodios de craving em humanos.

A intoxicacao aguda esté relacionada ao uso esporadico e também pode induzir & ativacao
do sistema de recompensa em humanos (LARANJEIRA, 2012). A expressao intoxicacdo aguda
refere-se a exposicao recente a droga que pode ou hdo estar associada ao uso crénico ou a
dependéncia quimica (AMARAL, 2013). Conforme observado apds revisdo de estudos de
drogadicdo em modelos animais, a administracdo Unica de substancia de abuso em animais é
chamada de exposi¢do aguda e a administragdo Unica diaria, porém, em dias consecutivos é
chamada de sensibilizacdo, enquanto em humanos, usa-se o termo intoxicacdo. Estudos
comportamentais de exposi¢cdo aguda com dose Unica de cocaina em animais ainda sao
escassos (DARMANI et al.,1997; UNGLESS et.al., 2001; FOURGEAUD et al., 2004;
ALVARENGA et al, 2010). Maluf em 2011, em estudo de sensibilizacdo, observou que a
administracdo aguda de cocaina em camundongos leva ao aumento de niveis proteicos no CPF,
enquanto a administracdo prolongada cursa com diminuicdo dessas proteinas, o que poderia ter

relacdo com uma piora da ansiedade. Outro estudo sugere que a cocaina pode apresentar efeitos
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ansioliticos temporarios apds a primeira exposicdo (MULLER, 2008). Pouco se sabe sobre as
nuances que diferenciam exposi¢cao aguda, intoxicacdo aguda, reexposi¢cao, recaida e craving e
menos ainda sobre a fase de adic¢do que o paciente se encontra, assim como se a dose utilizada
€ determinante da adic¢do. Todas as informacdes sdo importantes para a proposta terapéutica
adequada e devem ser consideradas e investigadas. Estudos realizados com exposi¢do aguda a
cocaina, sensibilizacdo e administracdo de baixas doses sdo importantes para avaliar os
prejuizos que estdo relacionados as dosagens menores, tanto sob o ponto de vista
comportamental, como nas alteracBes cerebrais, ou mesmo no potencial para desencadear a

dependéncia e a evolucdo da doenca.

As doses variam bastante entre os estudos em animais, tendo sido descritas doses a partir
de 5mg/kg, mas variando de 15mg/kg (binge) a 40mg/kg (SHUSTER et al, 1977; ROCHA et al.,
1998; ZHANG et al., 2002) quando o propoésito é o estudo da intoxicacdo aguda. Embora pesqui-
sas sobre modelos animais de exposi¢do aguda a cocaina sejam escassos, permanecendo este
assunto como lacuna na compreensao da drogadicado, foi relatado que doses entre 0,3 a 0,6
mg/kg apresentam acéo dopaminérgica visivel em PET Scan em humanos (VOLKOW et al, 1997,
HEARD et al, 2008). Desta forma, foi escolhida dose baixa, de 0,5 mg/Kg no presente estudo, em
busca de modelo de exposicdo aguda de cocaina, ou seja, qual o papel da primeira exposicao,
“recreativa”, costumeiramente em baixa dose, no processo de drogadicdo e a partir dele foram

desenvolvidos os estudos e analises.

Independente da fase em que se encontra o paciente, o principal marcador e identificador
da doenca € o comportamento adquirido pelo adicto. Na exposicdo aguda a alteracdo
comportamental ocorre logo apds a administracdo da cocaina, sendo que 0s sintomas iniciais
diferem dos sintomas do uso crénico. Os sintomas agudos aparecem apds um Unico uso e
incluem excitagdo motora, agressividade e/ou inquietacdo, aumento das percepg¢des sensoriais,
euforia, além de autoconfianca elevada com desinibi¢cdo, em acordo ao encontrado no presente
estudo. Ja os sintomas crdnicos, se iniciam apdés o uso prolongado e se manifestam por
ansiedade, hostilidade, medo e estereotipias motoras (FERIGOLO, 2007; DSM-V, 2014). Da
mesma forma que os sintomas da exposi¢cdo aguda, em uso Unico ou esporadico, diferem do
guadro de toleréncia e dependéncia em humanos, o comportamento em animais nas diferentes
fases também tem diferentes apresentacdes. Para a melhor compreensdo das alteragcbes
apresentadas em animais séo utilizados testes comportamentais. Entre outros, 0s testes
ansiedade-like como o OF e EPM, que sdo os mais descritos em estudos de dependéncia

quimica.
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As avaliacbes de ansiedade nos animais relacionam-se geralmente ao medo do ambiente
desconhecido e sdo bons métodos para comparar substancias ansioliticas e ansiogénicas
(HANDLEY & MITHANI, 1984; PELLOW et al.,1985; CRUZ et al.,1994; OLIVEIRA, 2012). Apesar
de cada teste ter varios parametros para serem analisados, € preferivel utilizar mais de um teste
gue envolva diferentes tipos de estimulos para que haja uma avaliacdo mais completa (SOUZA
et al.,2018). Tanto o EPM quanto o OF avaliam a ansiedade e esquiva em compara¢cdo com o
comportamento exploratério normal do animal. Nos primeiros estudos, os pesquisadores
acreditavam que a aversdo aos bracos abertos do EPM se relacionava ao medo da altura
(HANDLEY; MITHANI, 1984), entretanto andlises subsequentes demonstraram que a aversado
era decorrente da tigmotaxia, ou seja, a tendéncia de roedores de se esquivarem de areas
abertas, desconhecidas e potencialmente perigosas (LISTER, 1987; LACERDA, 2006). Esta
descricdo aplica-se também a maior permanéncia dos animais nas periferias em comparacao ao
centro do aparato, no OF. Nos testes em OF com uso cronico de cocaina, a locomocao periférica
esta relacionada a ansiedade e ao medo, enquanto a locomocao central representa a diminuicéo
do grau de ansiedade e de esquiva (LISTER, 1987; RAMOS et al.,1997; BELZUNG et al., 2001).

No EPM (FIGURA 7) os animais ndo estimulados apresentam comportamento exploratorio
espontaneo por todo o aparato, tendem a explorar 0 ambiente como um todo, naturalmente,
entretanto com menor entrada nos bragcos abertos quando comparado com os fechados,
demonstrando evitacdo de ambiente aversivo (PELLOW et al.,1985; LISTER, 1987; OLIVEIRA,
2012). Drogas ansioliticas, como 0s benzodiazepinicos, promovem diminuicdo da esquiva,
fazendo com que o0s animais passem mais tempo nos bracos abertos, enquanto as drogas
ansiogénicas ou psicoestimulantes como a cocaina, levam ao aumento da esquiva (HANDLEY;
MITHANI, 1984; PELLOW et al., 1985; CRUZ et al., 1994; OLIVEIRA, 2012), sendo assim o EPM
evidencia que as drogas psicoestimulantes levam ao comportamento de esquiva dos bracos
abertos com tendéncia a maior tempo de permanéncia nos bracos fechados, indicando aumento
da ansiedade (LISTER, 1987; RAMOS et al., 1997; BELZUNG et al., 2001). Além disso, pode
gerar aumento da atividade locomotora, avaliado pelo namero total de entradas nos bracos
(LISTER, 1987; RAMOS et al., 1997). Portanto, animais normais tendem a apresentar maior
tempo de permanéncia nos bragos fechados e menor tempo de permanéncia nos bracos abertos
em comparacado com 0s outros grupos com utilizagdo de droga, com menor tempo de laténcia
para a entrada nos bragos abertos, o que demonstra o comportamento normal, em que, evitam a
permanéncia nos bracos abertos (local de perigo que gera ansiedade) e ndo demoram em entrar
e explorar esse compartimento do aparato (curiosidade) (PELLOW et al.,1985; OLIVEIRA, 2012).

Distintamente do relatado na literatura, no presente estudo os animais que receberam quercetina,
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cocaina ou cocaina associada a quercetina (FIGURA 5) apresentaram comportamentos globais
semelhantes quando comparados ao grupo controle (GRAFICO 1) no EPM. Esses dados podem
relacionar-se com o fato da avaliacéo ter sido realizada ap6s o OF, ou seja, 120 minutos apos a
administracdo da cocaina e da quercetina. Considerando o tempo de meia vida da cocaina os
animais ndo estavam mais sob o efeito da substancia e, portanto, ja apresentavam

comportamento normal.

A avaliacdo do OF (FIGURA 8) foi feita pela analise da distancia total percorrida no
aparato, da velocidade, do tempo de permanéncia imovel, do tempo de permanéncia na periferia
e do numero de entradas na periferia, do tempo de permanéncia no centro e do nimero de
entradas no centro. A andlise demonstra que, ao final dos 60 minutos no aparato, houve diferenca
no comportamento dos grupos cocaina, quercetina e cocaina associada a quercetina quando
comparados ao controle quanto a distancia percorrida (GRAFICO 2A), velocidade média
(GRAFICO 2B), velocidade maxima (GRAFICO 2C), distancia percorrida na periferia (GRAFICO
2E) e tempo de laténcia da primeira entrada no centro (GRAFICO 2I), sendo que a atividade da
guercetina foi maior que a da cocaina quanto a distancia percorrida, a velocidade média, a
velocidade méxima e distancia percorrida na periferia (A, B, C e E) e semelhante a cocaina no
tempo de laténcia da primeira entrada no centro (). O grupo cocaina associada a quercetina
assemelha-se ao grupo controle em relagdo ao tempo na periferia do aparato (GRAFICO 2D),
numero de entradas no centro (GRAFICO 2F), tempo no centro do aparato (GRAFICO 2G) e
distancia percorrida no centro (GRAFICO 2H), com maior tempo na periferia, menor tempo de
permanéncia, entradas e distancias percorridas no centro sugerindo que, em relacdo aos
parametros que demonstram ansiedade, 0 grupo cocaina associada a quercetina retoma o
comportamento normal, ou seja, mais evitativo nas areas aversivas, enquanto 0s grupos cocaina
e quercetina ndo demonstram esse comportamento, mantendo-se, portanto, mais tempo no

centro (comportamento ansiolitico-like).

A laténcia de primeira entrada no centro é maior nos grupos controle e cocaina associada
a quercetina demonstrando o comportamento exploratorio demonstrando hesitagdo. Para a
avaliacdo da atividade locomotora, os parametros observados sdo distancia total percorrida,
velocidade média e velocidade maxima. Nos primeiros 10 minutos de experimento observa-se
que, em relacdo a distancia percorrida e a velocidade média, o grupo cocaina associada a
guercetina assemelha-se ao grupo controle, enquanto ao final dos 60 minutos assemelha-se a
cocaina, com uma atividade locomotora mediana quando comparada ao controle (menor

atividade) e a quercetina (maior atividade) (GRAFICOS 2A, B e C). Quanto a ansiedade, os
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parametros analisados séo relacionados ao comportamento nas periferias e centro do aparato,
sendo que mais tempo no centro indica diminui¢cdo da ansiedade, aumento da autoconfianga e
desinibicdo. Ao final dos 10 minutos foi possivel observar comportamento semelhante entre os
grupos controle, quercetina e quercetina associada a cocaina quanto ao tempo na periferia
(GRAFICO 2D). Houve, ao final dos 60 minutos, comportamento semelhante entre controle e
cocaina associada a quercetina quanto ao tempo no centro, sendo que O grupo cocaina
apresentou tempo de permanéncia no centro maior que os demais, demonstrando maior
desinibicdo, em relagdo aos outros grupos. Distintamente do que ocorre com os testes realizados
com animais em uso cronico e prolongado da cocaina, que apresentam esquiva e ansiedade
(LISTER, 1987; RAMOS et al., 1997; BELZUNG et al., 2001), a resposta dos animais com baixa
dose de cocaina em exposicao aguda demonstrou que o comportamento do grupo quercetina e
do grupo cocaina sdo semelhantes, com diminuicdo da esquiva e da ansiedade. Este parece
indicar uma diminui¢do da ansiedade por uma acao ansiolitica-like, ou mesmo um aumento da

autoconfianca pela acdo psicoestimulante.

O comportamento da exposi¢do aguda em humanos inclui euforia, autoconfianca elevada,
excitacdo motora, inquietacdo e aumento das percepc¢des sensoriais, e sugerem que a cocaina
poderia apresentar efeitos distintos aos descritos para 0 uso cronico, que cursa com ansiedade,

medo, paranoia e esquiva (MULLER, 2008).

O mapeamento das func¢des cerebrais pode ser realizado por exames de imagens da area
da medicina nuclear, néo invasivos, a partir da distribuicdo de um radiofarmaco marcado. Essa
marcacéao pode ser por meio da Tomografia Computadorizada por Emissao de Pésitron (PET) ou
por Tomografia Computadorizada por Emissdo de Foton Unico (SPECT) (COSTA et al.,2001;
FELIX et al.,2014). A Tomografia por Emissédo de Pésitron (PET) € um exame cuja finalidade é
identificar imagens funcionais do cérebro de forma n&o invasiva, além de ter aplicagdo na
descoberta e avaliacdo de novos farmacos por definir com facilidade a farmacocinética e

demonstrar comportamentos farmacodindmicos (COSTA et.al., 2001).

A tomografia por emissao de pdésitrons tem sido amplamente utilizada em diversos paises
ndo s6 no campo da cardiologia, mas também na oncologia e neurologia. No Brasil ha limitagdes
para o desenvolvimento desta tecnologia devido a dificuldade de producéo dos tracadores e/ou
a distancia de centros que os produzam. Para essa producdo séo utilizados aceleradores de
particulas do tipo ciclotron, que geram principalmente tracadores de meia vida bastante reduzida.

A meia vida fisica curta dificulta a distribuigédo, transporte e comercializagdo destes tracadores.
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Uma excecdo é a fluordesoxiglucose, ®F-FDG, com uma meia-vida relativamente mais longa, de
120 minutos (MENEGHETTI; CHALELA, 2002).

O exame com PET é uma modalidade diagnostica nao invasiva que usa radiofarmacos
para apreender e medir processos bioquimicos tissulares. Como outras técnicas de medicina
nuclear, o exame demarca a doenca em termos de uma quimica regional quantitativamente
anormal. Ela mede a atividade metabdlica das células corporais, permitindo a investigacao da
perfusdo, dos caminhos metabdlicos e dos processos biomoleculares em estados normais e
patologicos (PEREGRINO et al., 2004).

O exame fornece imagens da funcdo e da bioquimica corporais. Essa tecnologia utiliza
derivados de compostos biologicamente ativos ou farmacos. No presente estudo, a quercetina,
marcada com emissor de pdsitrons, ®F-FDG, processada internamente de uma maneira
virtualmente idéntica as suas contrapartidas ndo radioativas, fornecem o mecanismo para

registrar a atividade metabdlica in vivo.

A distribuicdo dos compostos pode ser medida com um tomoégrafo PET que produz
imagens e indices quantitativos dos tecidos e 6rgaos corporais. Dessa maneira, 0 metabolismo
da glicose, o transporte de aminocidos, a sintese de proteinas, a divisao celular, o consumo de
oxigénio, o fluxo sanguineo e o status dos diversos neurorreceptores podem ser determinados.
Processos bioquimicos como esses podem estar alterados em varias doencas e tracadores
desses processos podem ser usados para detectar sua presencga, na auséncia de alteracbes

estruturais grosseiras ou o0 avanco das mesmas (PEREGRINO et al.,2004).

As vantagens do seu uso estéo na facilidade de realizacdo, auséncia de dor, ndo se tratar
de procedimento invasivo, além do bom resultado das imagens. No entanto, trata-se ainda de
exame de alto custo e complexidade, com limitacdo de acesso na maior parte dos centros que
trabalham com pesquisa pré-clinica baseada em modelos animais de doencas. Esse exame tem

se mostrado util na area da neurologia e da psiquiatria.

Recentemente, para reduzir custos e facilitar o acesso, foi desenvolvido pela Universidade
de Aveiro o equipamento EasyPET-3D (RIBEIRO et.al, 2018) tendo seus resultados sido
validados na Universidade de Coimbra, onde foram executadas as analises do presente estudo
(FIGURAS 9 e 10).

O marcador utilizado para a aquisi¢cdo de imagens foi o radioisétopo "®F-FDG que é uma
molécula analoga da glicose marcada com fldor 18, um emissor de pdsitrons que atravessa a

membrana celular por difusdo com transportadores de glicose. A quantidade que se acumula nos
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tecidos ao longo de um periodo de tempo especifico permite o calculo da taxa de absorcao de
glicose em um tecido. Trata-se de radiofarmaco com finalidade diagndstica que é transportado
via membrana celular, mas passa apenas pela primeira etapa da glicélise, resultando na formacéao
de Fluordeoxiglicose-18F-6-fosfato que ndo € metabolizado. Passa por uma lenta desfosforilagéo,
0 que faz com que permaneca no tecido por muitas horas. A '"F-FDG atravessa a barreira
hematoencefélica. Aproximadamente 7% da atividade injetada acumulam-se no cérebro

(Cyclobras Industria Comércio e Servigos Laboratoriais Ltda).

Estudos demonstram que pacientes dependentes de cocaina apresentam irregularidades
do fluxo cerebral e esse tipo de irregularidade é melhor percebido em exames de PET (NICASTRI
et al. 2000; SILVEIRA, 2001). Estudo caso-controle com quatorze pacientes dependentes de
cocaina, do sexo masculino e sem co-morbidades foram selecionados e submetidos, assim como
0s pacientes controle, a estudos de PET cerebral. A propor¢cédo de exames considerados alterados
foi significativamente maior no grupo de pacientes comparados ao controle, sendo que nove dos
guatorze pacientes (63%), em contraste com apenas dois, dentre os quatorze controles (14,3%),
apresentaram alteracdes. Esses dados sugerem que 0s pacientes dependentes de cocaina

apresentam irregularidade no fluxo sanguineo cerebral (NICASTRI et al., 2000).

Em outro estudo, composto por amostra de 30 individuos do sexo masculino, observou,
apos a realizacdo dos exames de PET/SPECT que 20% pacientes apresentavam exame
tomografico normal, 36,7% apresentavam alteracBes de grau leve, 36,7% apresentavam
alteracBes de grau moderado, e 6,7% pacientes apresentavam alteracbes graves da perfusdo
cerebral; ndo foi observado padrdo caracteristico de localizacdo das alteracdes (SILVEIRA,
2001).

A administracdo cronica de cocaina estd associada com a reducéo global no metabolismo
cerebral de glicose e do fluxo sanguineo cerebral, além dos efeitos subjetivos da droga e a
sensacdo de craving relaciona-se com o aumento do metabolismo regional de glicose no cortex
pré-frontal dorsolateral, na amigdala e no cerebelo (NICASTRI, 2001). Uma importante
vasoconstricao arterial cerebral induzida pela cocaina, mesmo em doses relativamente baixas,
pode ser uma explicacdo para essa contradicdo. Em alguns estudos realizados comparando
cocaina e placebo foram descritas varias areas de ativagao rapidas e transitorias localizadas em
regides que incluiram cingulo, cértex pré-frontal dorsolateral, prosencéfalo basal, nulcleo
caudado, tegmento ventral e ponte, ao passo que foi observada ativacdo mais gradual e mantida
no nucleo accumbens (LONDON et al.,1990; PEARLSON et al.,1993; WALLACE et al.,1996;
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NICASTRI, 2001). Os autores relataram que as ativacdes iniciais e tardias se correlacionaram,
respectivamente, com a euforia e com a sensacéo de "craving" pela droga (NICASTRI, 2001).

Complicagbes neurovasculares decorrentes do uso de cocaina podem ser
responsabilizadas pelos elevados indices de morbidade e mortalidade deste grupo. Os estudos
com o PET/SPECT demonstram a existéncia de alteracdes de perfuséo cerebral na maioria dos
dependentes de cocaina (SILVEIRA, 2001), entretanto estudos clinicos sao bastante enviesados
e a analise em animais de experimentacdo pode trazer bastante beneficio sobre o mecanismo

associado a uso de cocaina.

A captacéo cerebral por meio de PET com 8F-FDG é evidenciada pelo aumento de me-
tabolismo regional de glicose. No caso da cocaina, autores relataram a captacdo de distintas
areas cerebrais, entre elas, o cortex pré-frontal dorsolateral e na amigdala, além do cerebelo,
relacionadas a sensacéao de craving em individuos dependentes, o que nao se observa em con-
troles normais (NICASTRI, 2001). Investigacdo semelhante, utilizando Ressonancia Magnética
Funcional encontrou ativacdes no cingulo anterior e no cértex pré-frontal dorsolateral esquerdo
em grupo de usuarios de cocaina, havendo correlacdo com a intensidade de craving relatada
(MAAS et.al., 1998; NICASTRI, 2001). Mais recentemente, o PET permitiu a demonstracédo de
aumento de fluxo sanguineo em areas limbicas, particularmente o cingulo anterior e a amigdala,
durante a craving, em usuarios de cocaina (CHILDRESS et al.,1999; NICASTRI, 2001). Outros
estudos também demonstraram a captacado de areas cerebrais como cingulo, cértex pré-frontal
dorsolateral, prosencéfalo basal, nicleo caudado, tegmento ventral, cerebelo e ponte em usua-
rios de cocaina (LONDON et al.,1990; PEARLSON et al.,1993; WALLACE et al.,1996; NICASTRI
et al., 2000; SILVEIRA, 2001; SEAMANS; YANG, 2004; KALIVAS; VOLKOW, 2005; GARCIA-
MIJARES, 2006), entretanto ndo ha estudos em PET sobre a exposicao aguda em baixa dose de

cocaina nem em humanos nem em animais, do melhor do nosso conhecimento.

A anadlise por PET traz grandes beneficios aos estudos relacionados as substancias qui-
micas, pois torna possivel avaliar as alteracfes cerebrais imediatamente ap0s o uso e compara-
las ao longo do tempo de adicgéo, além de avaliar as peculiaridades que possam diferir as res-
postas em cada individuo, em cada dosagem e ao longo da sua exposi¢do, e assim, ter uma
melhor compreensao dos transtornos relacionados a dependéncia quimica. As regides cerebrais
ativadas pelo uso de substancias psicoativas sdo conhecidas, entretanto, a confirmacao das si-
milaridades das areas ativadas em modelos animais € Util para caracterizar e validar os modelos

na pesquisa.
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A andlise global da imagem demonstrou uma captagédo das areas como o cértex, Corpos
estriados, talamo, hipotadlamo, amigdalas e cerebelo, demonstrando a identidade funcional entre
homem e o modelo animal proposto, além de uma maior capta¢do no grupo que recebeu cocaina

associada a quercetina (GRAFICO 4).

A quercetina utilizada de maneira isolada manteve a intensidade de captacdo igual ao
controle (GRAFICO 3A) (p=0,06), enquanto a cocaina diferiu do controle (p=0,02) tal qual a as-
sociacao de cocaina com quercetina (p=0,001). Quando observada area por area, notou-se que
a captacao talamica diferiu do controle em todos os grupos (cocaina p=0,01, quercetina p=0,00
e quercetina associada a cocaina p=0,00), enquanto a captacao do cerebelo foi diferente apenas
nos animais que receberam quercetina associada a cocaina (p=0,02) (FIGURAS 11 e 12, GRA-
FICO 3B).

No modelo de exposicdo aguda a cocaina, aqui apresentado, as analises no EasyPET-
3D demostraram que as principais areas de captacao estéo relacionadas ao sistema limbico (FI-
GURAS 11-16).

O tdlamo € uma das estruturas que compde o sistema limbico e esta relacionado a reati-
vidade emocional. E responsavel por projetar as informacdes sensitivas e sensoriais que orques-
tram reacdes e respostas. Essas reacdes sdo mais elaboradas quando coordenadas pelo CPF e,
mais impulsivas, rapidas e intensas quando projetadas sobre os corpo amigdaléides (RIBAS,
2007), portanto, o talamo tem como funcéo organizar os estimulos para desencadear a resposta

mais adequada.

A diferenca encontrada em todos 0s grupos na captacao talamica quando comparada ao
normal poderia decorrer das diferentes formas de modulacdo dos neurbnios talamicos, que pode
ocorrer de forma direta ou indireta e promover a¢do sobre os heurbnios GABAérgicos. Embora
as areas de captagdo sejam as mesmas, a modulacéo € diferente. Na via indireta, ocorre uma
inibicdo glutamatérgica com consequente diminuigcdo da inibicdo do ndcleo subtalamico, o que
leva ao aumento da inibi¢cdo talamica, e a diminuicdo da atividade cortical. Em contrapartida, na
via direta, a dopamina diminuiu a inibicdo do talamo levando ao aumento da atividade cortical
(SCALZO; TEIXEIRA-JUNIOR, 2009).

No periodo de abstinéncia, a regulagdo dopaminérgica no CPF é mediada pelo receptor
D1, fazendo com que apenas estimulos ambientais associados repetidamente com o efeito da
droga, os gatilhos, sejam capazes de ativar a neurotransmissdo entre o CPF (KALIVAS;
VOLKOW, 2005), sendo assim, as interconexfes do CPF modulam as respostas adaptativas

aprendidas na presenca de estimulos que predizem eventos motivacionais relevantes (KELLEY,
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2004), portanto, em uma exposicao aguda e Unica, ainda ndo houve condicionamento do estimulo
e efeito reforcador, o que poderia justificar o fato de ndo haver diferengas na captacdo do CPF
entre os grupos. Além disso, acao da quercetina pode estar relacionada a via direta, pois promove
aumento da concentracdo de dopamina, o que leva a diminui¢do da inibicdo do tdlamo (portanto
uma maior captacdo deste), enquanto a cocaina pode estar envolvida na via indireta, pois, um
aumento do glutamato acarreta em um aumento da inibicdo subtalamica e consequente diminui-
¢&o da inibicdo do talamo (GARCIA-MIJARES, 2006; SCALZO; TEIXEIRA-JUNIOR, 2009).

Desta forma, pode-se sugerir que a Quercetina em associa¢cao com a Cocaina, promova
uma ativacdo dopaminérgica, com consequente aumento da atividade do talamo e possivel inibi-
cdo da resposta emocional a cocaina. Além disso, a Quercetina pode promover uma modulacao
dos receptores dopaminérgicos mediados pela ativacdo de GABA, reduzindo a acdo euforizante
e psicoestimulante da cocaina e promovendo uma acao ansiolitica pela reducéo da atividade do

complexo amigdaldide.

O cérebro é formado por diferentes estruturas com unidades histologicas distintas e o
circuito nervoso por neurdnios e células da glia que conduzem estimulos para os impulsos

nervosos e realizam as sinapses.

A neurogénese, formacado do sistema nervoso que ocorre nessas estruturas, relaciona-se
a formacdo dos processos cognitivos como memoria e aprendizagem. Fatores neurotdxicos,
como a cocaina, podem promover prejuizo na estrutura ou na funcdo do sistema nervoso. Como
dito anteriormente, as principais areas afetadas na dependéncia quimica sédo o CPF, o NAc, os
corpos amigdaldides e o hipotalamo. Esse prejuizo pode ser reparado pelo processo de
regeneracdo celular pela ativacdo de células estaminais, localizadas principalmente na camada
granulosa, entretanto, uma exposicdo a doses elevadas de drogas de abuso pode ser
responséavel pela destruicdo de células estaminais existentes, comprometendo a neurogénese
(COSTA, 2012).

A neurotoxicidade das drogas psicoestimulantes ocorre pela producéo de radicais livres e
do estresse oxidativo e consequentemente pela neuroinflamacgéo e alteracdo das propriedades
da barreira hematoencefélica permitindo a passagem de moléculas nocivas para o cérebro
(COSTA, 2012). O uso de cocaina pode levar a destruicdo da mielina com formagé&o de vacuolos,
como descrito no presente estudo, além da associacdo do seu uso com lesdes vasculares
(BIMBATO et.al., 2015). A diminuicdo da recaptacdo leva ao aumento da concentracdo da
dopamina circulante, que por ser neurotdxica quando em grandes quantidades, acarreta em

processo neurodegenerativo (PLANETA, 2013). Associado a isso, hd um aumento do glutamato
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e dos receptores NMDA que apresentam toxicidade celular. Nao ha relatos sobre a dose
especifica de cocaina que desencadeie essas altera¢des cerebrais, visto que a maior parte dos
estudos sao de altas doses e/ou uso crénico, mas é importante ressaltar que, no presente estudo,
em dose “recreativa” as lesdes degenerativas morfolégicas puderam ser observadas. Os
flavonoides sdo apontados como moduladores de dopamina e, especificamente a quercetina,
pode afetar a funcdo endotelial e o fluxo sanguineo periférico, por reducéo da peroxidacgéo lipidica
e de espécies reativas de oxigénio e da ativacdo de enzimas antioxidantes, induzindo a
neuroprotecdo (BEHLING, 2004; SPENCER, 2010; DINIZ, 2015; GRALERT, 2016; BOMBARDI
et al., 2018).

A analise macroscopica dos encéfalos dos animais ndo evidenciaram alteracdes (FIGURA
17).

A andlise histologica do cerebelo demonstra que ndo ha diferenca entre cocaina e
guercetina (FIGURA 18). Em relacdo ao CPF, ha diferenca entre controle e cocaina (p=0,00),
cocaina e quercetina (p=0,04) e cocaina com quercetina associada a cocaina (p= 0,00) (FIGURA
20). Nota-se que o CPF no grupo quercetina associada a cocaina ha diminuicao da gliose,
sugerindo que a quercetina pode prevenir a lesdo do CPF e/ou diminuir sua progresséao (FIGURA
20), corroborando com as evidéncias de que alimentos ricos em flavonoides previnem muitas
formas de doenca cerebrovascular, pelo aumento da funcdo cerebrovascular que facilita a
neurogénese do adulto na camada granulosa do hipocampo, onde, novas células estdo
agrupadas perto de vasos sanguineos, 0s quais proliferam em resposta a fatores de crescimento

vascular e podem influenciar a memdéria (SPENCER, 2010).

No grupo que recebeu cocaina foram vistas desde lesdo responsiva representada por
gliose até degeneracdo cerebral intensa do tipo degeneracédo espongiforme (hecrose de tecido
cerebral). A cocaina induziu gliose no hipocampo e CPF nos animais expostos (FIGURAS 19 e
20), enquanto que em regido de hipocampo, houve diferenca entre os grupos cocaina e
guercetina (p=0,00) (FIFURA 19; GRAFICO 5B).

Foi possivel observar apagamento da camada granular do hipocampo (FIGURA 13),
responséavel pela area sensitiva, do tipo neurdnio glutamatérgico excitatorio e pela restauracéo
de tecido cerebral (JOCA et al.,2003). No animal onde houve degeneracédo intensa do tecido
cerebral o EasyPET-3D mostrou captacéo difusa sem possibilidade de localizacdo da atividade
funcional cerebral (FIGURA 21, GRAFICO 6).

O estudo de correlagdo mostrou que as alteracdes funcionais do EasyPET-3D estéao

relacionas as alteragdes morfolégicas cerebral, até que em casos de lesfes muito extensas ha,
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obviamente, decaimento da captacdo (GRAFICO 6). Uma vez que a quercetina apresenta acio
na funcao endotelial e no fluxo sanguineo cerebral (SPENCER, 2010), seu uso pode diminuir a
progressdo das lesdes vasculares provocadas pela cocaina, conforme observado nas analises
histologicas. Do melhor do nosso conhecimento nunca tinha sido relatada alteracdo estrutural
com uso de cocaina em dose Unica e baixa, anteriormente. Alertando para esta possibilidade,
este resultado, entretanto, deve ter seu nimero de analises aumentado para determinar seu
verdadeiro significado clinico, mas indica que a quercetina apresenta papel promissor de protecéo

cerebral para a populacdo usuaria.

No presente estudo foi observada correlacdo entre a captacdo em cerebelo e corpo
amigdal6ide (QUADRO 3), corroborando com o proposto por Nicastri em 2001 que aponta para
a administracdo crénica de cocaina associada ao aumento do metabolismo regional de glicose
na amigdala e no cerebelo (NICASTRI, 2001). Ha escassez de estudos experimentais em animais
visando o envolvimento do cerebelo em memoérias associadas a drogas. Até o momento, o
cerebelo ndo foi considerado como parte do circuito que sustenta o comportamento aditivo
(CARBO-GAS et al.,2013) apesar de evidéncias sugerirem que a ativacao cerebelar possa estar
envolvida em fungBes relacionadas a cognicao, previsao, aprendizado e meméria (MORENO-
RIUS, MIQUEL, 2017).

O envolvimento do cerebelo nas alteracdes decorrentes do uso de cocaina tem sido
observado em alguns estudos, apontando para a relagdo com a manutencao e recuperacao de
memoarias relacionadas as drogas, entretanto, apesar da evidéncia de uma maior ativacado
cerebelar em estudos relacionados a cocaina, esse mecanismo ainda ndo esta bem explicado
(JIMENEZ-RIVERA et al.,2000; ANDERSON et al.,2005; SIM et al.,2007; CARBO-GAS et
al.,2013; LOPEZ-PEDRAJAS et al.,2015; VAZQUEZ-SANROMAN et. al, 2015). O aumento da
captagcdo foi especificamente encontrado no cerebelo em animais que receberam cocaina
associada a quercetina. A inibicdo pela quercetina da vasoconstricdo arterial cerebral induzida
pela cocaina, mesmo em doses relativamente baixas, pode ser uma explicacdo para sua

captacdo apenas no grupo em associacao.

A acdo do CPF e do NAc na dependéncia de cocaina modulada por estimulos
dopaminérgicos e glutamatérgicos esta relacionada as respostas reforgcadoras e adaptativas da
adiccéo (gatilhos) (CARELLI e WONDOLOWSKI, 2003; KELLEY, 2004). O CPF é responsavel
pela tomada de decis6es e quanto maior a exposi¢do a droga, maior o desejo de uso. Sendo
assim, estdo diretamente ligadas ao condicionamento da dependéncia quimica, tal qual aos

gatilhos de recaida e craving no uso crénico e continuado, portanto, a auséncia de captagdo nas
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regides que correspondem a estas estruturas pode estar relacionada a exposi¢ao aguda, ou seja,
sem a acao do CPF.

Isso pode relacionar-se com o fato de que uma Unica exposicao a droga, nao levaria a
modulacdo das respostas adaptativas da adicdo do CPF, porém ativaria diferentes areas
cerebrais, individualmente, como o caso do cerebelo, que tem seu papel envolvido ha memoéria e
aprendizagem motoras, e do talamo, uma das estruturas relacionadas a reorganizagao,
modulacdo e distribuicdo de estimulos do sistema limbico, com envolvimento nas respostas

emocionais elaboradas ou impulsivas, para o cortex cerebral.

5.1. Consideracgfes Finais

O desenvolvimento de modelo de exposi¢cdo aguda a cocaina é factivel e permitiu avaliar
alteracdo comportamental, prejuizos estruturais e analisar possiveis acdes farmacoldgicas das
drogas testadas, muito embora ndo seja capaz de avaliar fatores socioculturais, o que é uma

limitacéo inerente aos modelos animais.

Quando comparada a resposta em testes comportamentais, tanto a cocaina quanto a
guercetina demonstraram uma reducdo do medo e da ansiedade em uma Unica e primeira

administracéo, entretanto, a associacdo de ambas permitiu o retorno ao comportamento normal.

Pode sugerir que a cocaina promova uma inibicdo de GABA na substancia negra,
ocasionando a acdo de dopamina no nucleo accumbens e consequentemente, no aumento da
atividade em complexo amigdaloide e assim, aumento da ansiedade, enquanto a quercetina, pela
sua afinidade com o sitio benzodiazepinico, estimula GABA, regulando a liberacdo
dopaminérgica, diminuindo a atividade do complexo amigdaloide e diminuindo a ansiedade
FIGURA 22). A diminui¢cdo de dopamina em D1 e D2 pode desativar as vias direta e indireta do
circuito cértico-talamico, promovendo a regulacdo da dopamina circulante. O aumento controlado
de dopamina no cérebro promove bem-estar, sensagdo de motivagdo, prazer e melhora do
humor, entretanto, seu aumento desregulado, como no uso de substancias de abuso, faz com
gue haja excesso da substéncia na fenda sinaptica promovendo sintomas como agitacao,
ansiedade, hiperatividade, insbnia, alta energia e libido, estresse, ac¢fes impulsivas e
agressividade. Desta forma, sua regulacdo reduz os sintomas de agitacdo e euforia, diminui o
estresse oxidativo e a apoptose celular que ocorrem pela neurotoxicidade da dopamina em
excesso, pela producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), decorrentes do metabolismo

oxidativo, além de diminuir a progressao da degeneracgéao celular.
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A quercetina pode ser considerada responsavel pela dessensibilizacdo das éareas
envolvidas na dependéncia de cocaina, pela modulagdo dos receptores dopaminérgicos que
estdo aumentados durante o uso de cocaina, 0 que poderia reduzir a busca pela droga e
consequentemente reduzir a fissura, por atuar amenizando os efeitos da cocaina no sistema

limbico, ou seja, nas areas envolvidas no reforco do consumo.

Além da acdo nos neurotransmissores, soma-se 0 potencial de neuroprotecdo da
guercetina com reducdo ou inibicdo da progressédo da lesdo cerebral, especialmente no CPF,
provocada pela cocaina, o que melhoraria na tomada de decisédo e diminuiria a impulsividade.
Entretanto, € importante salientar que mesmo em uma Unica administracdo de cocaina, em dose
baixa, a cocaina pode gerar lesdes histol6gicas em area relacionada ao comportamento, como o
CPF, e relacionada ao centro de punicdo e respostas aversivas, como 0 hipocampo,

demonstrando que nao ha dose segura para 0 uso da substancia.

A avaliacdo das agbes da cocaina no comportamento e na estrutura cerebral deve ser
considerada independente da dosagem utilizada, sendo imprescindivel prevenir a populacao de
gualquer tipo de contato e, ndo menosprezar a exposi¢cao aguda e recreativa, uma vez que 0 uso,
ainda que em dose pequena, pode gerar prejuizos estruturais. A quercetina, por sua vez,
demonstrou ser capaz de prevenir ou diminuir a progressao de lesbes corticais, gliose frontal,
decorrente do uso de cocaina e determinou o retorno ao comportamento normal do animal

apontando para o potencial psicofarmacoldgico substitutivo da quercetina na adic¢éo a cocaina.
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Mais estudos séo necessarios para compreender o papel da utilizacdo aguda da cocaina
na drogadicdo, entre outras perguntas estdo: o tempo de laténcia para que existam respostas
terapéuticas na abstinéncia e no craving com o uso da quercetina, que poderiam representar

grandes avancos na terapéutica da populacao usuéria.

GABA

GABA

Nucleo
acumbens
Quercetina

Substancia

negra

Nucleo
acumbens

Complexo

Substancia
negra

amigdaloide

Complexo Dopamina
amigdaloide P

Dopamina

Cocalna Quercetina

Figura 22: Mecanismo de regulacdo de GABA sob a¢cdo da cocaina e quercetina. A cocaina
inibe GABA na substancia negra, ocasionando a acdo de dopamina no ndcleo accumbens e
consequentemente, no aumento da atividade em complexo amigdaloide e assim, aumento da
ansiedade. A quercetina, pela sua afinidade com o sitio benzodiazepinico, estimula GABA, re-
gulando a liberacdo dopaminérgica, diminuindo a atividade do complexo amigdaloide e dimi-

nuindo a ansiedade.
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Diante dos achados do presente estudo, foi possivel observar o comportamento, a regido

cerebral metabolicamente ativa por meio de PET, assim como as leses estruturais encefalicas

\

by

em modelo animal de exposicdo aguda a cocaina, a quercetina e a cocaina associada a

guercetina, demonstrando que a quercetina apresenta atividade funcional reguladora, como

potencial psicofarmaco protetor na adic¢éo a cocaina.

Quadro 4: Achados comparativos entre os animais dos grupos que receberam agudamente cocaina, quer-
cetina e ambas.

Controle Quercetina Cocaina Cocaina associada
a Quercetina
Atividade cere-  Normal Télamo Téalamo Télamo e Cerebelo
bral avaliada
pelo ¥F-FDG-
PET
Comporta- Normal Desinibicdo no Desinibicdo no OF Normal
mento OF
Receptores - Dopamina Dopamina
Ativacao de (inibicdo da recap- (modulacao)
Gaba tacao)
Benzodiazepi- Inibicdo de Gaba
nico Aumento de gluta-
mato
Atividade Normal Diminuicdo da Aumento do prazer Normal
ansiedade e do e diminuicdo da via
medo de aversao Ha um aumento da
dopamina circulante
O aumento da li- A inibicdo da re- comaumento da ati-
beracdo de do- captacdo da dopa- vidade talamica.
pamina ativa o0 mina aumenta a Ativacdo cerebelar
sistema de re- sua concentracdo que pode estar en-
compensa e pro- circulante ativando volvida em fungbes
move uma sen- 0 sistema de re- relacionadas a cog-
sacdo de prazer compensa. H&a nicao, previsao,
e bem-estar, re- ainda, um aumento aprendizado e me-
duzindo a ansie- de glutamato pro- mobria.
dade e o0 medo. movendo ativagéo
As acdes em de tédlamo. As le- A acdo antiinflama-
Gaba e em re- sbdes histolégicas téria, antioxidante
ceptor Benzodia- em hipocampo ini- da Quercetina reduz
zepinico promo- bem a via de aver- o dano tecidual, re-
vem efeito cal- sdo, reduzindo o gulando as respos-
mante. medo. tas neurologicas.
Histologia Normal Gliose leve Gliose intensa Gliose leve
Vacuolizagdo em
CPF e Hipocampo
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