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RESUMO

A cocaina, atuando sobre o Sistema Nervoso Central, induz alteragfes neuroquimicas,
fisiologicas e comportamentais. De fato, a administragdo deste psicoestimulante influéncia
diversas fungdes neuroenddcrinas como, por exemplo, a ativacdo do eixo HPA e a inibicdo da
liberagdo de prolactina. Entretanto, os circuitos neurais ativados e as respostas fisiolégicas e
comportamentais provocadas pela cocaina, assim como suas possiveis interacGes, ainda nao
foram totalmente elucidadas. Desta forma, este trabalho teve como objetivo determinar os efeitos
da administracdo sistémica aguda de cocaina sobre os horménios adrenocorticotropico (ACTH),
cortisol e prolactina em micos-estrela (Callithrix penicillata). Para tanto, foi dosada — por
imunoensaio com deteccdo quimioluminescente — a concentracdo plasmatica/sérica dos
horménios acima citados em nove micos adultos e ingénuos ao procedimento experimental. Este
consistiu em coletar, em intervalos de 7-dias, amostras de sangue de cada sujeito 30 e 60-min
apos a administracdo ip de 10 e 20 mg/kg de cocaina, e ap6s 0, 30 e 60-min pos-injecdo ip de
salina. Ademais, 0s niveis basais de ACTH e cortisol foram determinados de 2 em 2 meses,
durante 6 meses apoOs a Ultima injecdo da droga. A administracdo de 20 mg/kg de cocaina
aumentou a concentra¢do plasmatica basal de ACTH 30-min ap0s a sua injecdo, enquanto que
depois de 60-min foi observada uma diminuicdo significativa. Este psicoestimulante também
aumentou significativamente a concentracao sérica de cortisol dos micos, porém apenas depois de
60-min da injecdo de 20 mg/kg. Por outro lado, os niveis séricos de prolactina diminuiram
significativamente apds a administragdo de ambas as doses da droga (10 e 20 mg/kg), sendo este
efeito observado 30 e 60-min pds-injecdo. Por fim, um aumento persistente e gradual — mas nao
significativo — foi observado na concentracdo plasmatica de ACTH, principalmente 4 e 6 meses

da primeira injecdo de cocaina, apesar da concentracdo circulante de cortisol ter permanecido



constante. A concentracdo dos horménios avaliados ndo alterou significativamente ap6s 0, 30 e
60-min da administracdo de salina. Ademais, os resultados néo parecem ter sido influenciados
pela administracdo da droga/salina, coleta de sangue ou analises de imunoensaio
qguimioluminescente. Contudo, a divisdo dos sujeitos em grupos experimentais deve ser
considerada ao interpretar os dados de alguns horménios (ex. prolactina). Portanto, os resultados
sugerem que a administracdo sistémica aguda de cocaina induz alteragdes neuroenddcrinas
significativas em micos-estrela, similares as observadas em outros animais. Estes efeitos
seguiram um padréo (temporal) distinto para cada um dos hormdnios analisados, possivelmente
devido ao seu respectivo mecanismo de controle de liberacdo (ex. feedback negativo). Novos
estudos sdo necessarios para melhor elucidar os efeitos neuroenddcrinos — e seus mecanismos
centrais subjacentes — da administracdo de cocaina, visando possiveis novos alvos

farmacoldgicos para o tratamento de dependentes.



ABSTRACT

Cocaine, via its actions on the Central Nervous System, induces neurochemical,
physiological and behavioral changes. In fact, the use of this psycostimulant influences several
neuroendocrine functions, such as activation of the HPA axis and decrease in prolactin release.
However, the neural circuits activated and the physiological and behavioral responses induced by
cocaine, in addition to their possible interactions, have not been completely elucidated. Thus, the
present study aimed at determining the effects of an acute systemic cocaine administration on the
adrenocorticotropic hormone (ACTH), cortisol and prolactin circulating levels of black tufted-ear
marmosets (Callithrix penicillata). The plasma/serum concentrations of the aforementioned
hormones were dosed — by immunoassay with quimioluminescent detection — in nine adult and
experimentally naive marmosets. For each subject, blood samples were collected at 7-day
intervals, 30 and 60-min after an ip injection of 10 and 20 mg/kg of cocaine, as well as 0, 30 and
60-min following the ip administration of saline. Furthermore, basal levels of ACTH and cortisol
were determined every 2-months, during 6 months after the last cocaine injection. The
administration of 20 mg/kg of this drug increased plasma ACTH concentrations 30-min
following its injection, while a significant decrease was observed after 60-min. This
psycostimulant also significantly increased the marmosets’ serum cortisol levels, although only
after 60-min of a 20 mg/kg injection. On the other hand, serum prolactin levels decreased
significantly after the administration of both cocaine doses (10 and 20 mg/kg), being this effect
observed 30 and 60-min post-injection. Lastly, a gradual and persistent non-significant increase
in plasma ACTH was observed, particularly 4 and 6 months after the first cocaine injection,

although the circulating levels of cortisol remained constant. The concentration of the hormones



analyzed 0, 30 and 60-min after saline administrations were also similar. Furthermore, the results
do not seem to have been influenced by the drug/saline injections, blood samplings or
immunoassay quimioluminescent analysis. However, when interpreting data for some hormones
(e.g. prolactina), the use of two experimental groups should be considered. The results, therefore,
suggest that an acute systemic cocaine administration induces significant neuroendocrine changes
in black tufted-ear marmosets, similar to previous results in other species. For each of the
hormones analyzed, the effects followed a distinct (temporal) pattern possibly due to specific
control mechanisms (e.g. negative feedback). Further studies are necessary to better elucidate the
neuroendrocine effects — and their underlying central mechanisms — of cocaine administration, as

new pharmacological target may be identified for the treatment of cocaine dependence.



1. INTRODUCAO

1.1. Neuropsicobiologia da farmacodependéncia

A farmacodependéncia, segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS, 2004), ¢ um
transtorno complexo com mecanismos bioldgicos que afetam o cérebro causado pela acao
reciproca entre um individuo ¢ um farmaco e sua a capacidade de controlar o uso dessas
substancias. Este estado ¢ caracterizado por alteragcdes comportamentais e outras reacdes que
compreendem essencialmente a busca e a administragdo do composto em questdo de forma
continua ou periddica a fim de experimentar seus efeitos e, as vezes, evitar o mal-estar gerado
pela sua privagao.

Os compostos psicoativos, que englobam um grande leque de classes quimicas, sao os
principais agentes causadores da farmacodependéncia que atinge atualmente uma grande
parcela da populacao mundial. Capazes de alterar o humor e o comportamento, principalmente
por interferirem na transmissdo sinaptica quimica, estas substancias podem ou ndo gerar
dependéncia (Marquardt & Barros, 2006). As que de fato possuem este efeito geram,
caracteristicamente, uma grande motivagao por obter o prazer e a euforia propiciados por elas,
além de induzirem mecanismos de reforcamento, independente de serem depressoras ou
estimulantes do Sistema Nervoso Central (SNC) (Marquardt & Barros, 2006; Nestler et al.,
2001).

Portanto, o abuso de drogas pode ser definido como um padrao mal-adaptado de uso
recorrente de compostos ilicitos, com conseqiiéncias adversas do ponto de vista interpessoal,
social, legal e profissional (Marquardt & Barros, 2006). Ja a dependéncia ¢ um padrao de uso

desadaptado de substancias psicoativas que, além de provocar alteragdes clinicamente



significativas, estd necessariamente associada a perda de controle do comportamento de auto-
administracao, aos sintomas de retirada (sindrome de abstinéncia) e a tolerancia aos efeitos da
droga (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders IV; DMS-1V, 1994).
Atualmente, estes trés critérios sao empregados para o diagnostico de um quadro clinico de
dependéncia de drogas (DMS-1V, 1994).

Existem didaticamente dois tipos de dependéncia, a fisica e a psicologica relacionadas,
respectivamente, aos processos de tolerancia e aos mecanismos de reforcamento. A tolerancia
¢ a diminuicao de um efeito provocado pela administracao repetida da droga (Rang et al.,
2001), ou seja, € a necessidade de se aumentar a dose administrada para alcangar os mesmos
efeitos prazerosos obtidos inicialmente (Marquardt & Barros, 2006). Existem trés tipos de
tolerancia, a saber: (I) a farmacocinética, que ocorre devido ao aumento da velocidade de
metabolismo e/ou excrecdo da droga; (II) a farmacodinamica, decorrente de alteracdes neurais
adaptativas de afinidade e nimero dos receptores, e (II[) a comportamental, que envolvem
processos ndo-associativos e/ou associativos classicos (Graeff, 1999). E importante ressaltar
que um tipo de tolerancia nao exclui outro, podendo haver uma interagdo entre eles.

Ademais, os compostos psicoativos capazes de gerar dependéncia induzem
mecanismos de recompensa. Estes podem estar associados a estimulos extra- e/ou intra-
corporeos percebidos pelo cérebro que alteram a probabilidade de ocorréncia de
comportamentos diretamente associados a estes estimulos (Nestler et al., 2001). No caso da
dependéncia pode ocorrer recompensa: (I) positivo, onde os comportamentos relacionados a
administracdo da droga tornam-se mais freqiientes com o intuito de se obter o seu efeito

prazeroso, ou (II) negativo, onde o aumento do comportamento esta associado a uma tentativa



de diminuir o efeito aversivo provocado pela interrup¢ao do uso da droga do qual o individuo
tenta evitar através da auto-administragao (Rang et al., 2001).

A dependéncia ndo ¢ um processo que se instala repentinamente, sendo, na verdade,
um processo complexo de cinco etapas gerais: (I) aquisi¢ao, relacionada aos mecanismos de
reforgamento positivo, aos sistemas neurais de recompensa e ao poder inerente da droga gerar
dependéncia; (II) manutengao, formagao do habito de consumir a droga, estando associado ao
recompsena negativo (Graeff,1999); (III) retirada, interrup¢do do consumo da droga; (IV)
compulsdo, associada ao intenso desejo de se obter e consumir a droga apds sua retirada
(Marquardt & Barros, 2006); e (V) recaida, retomada do comportamento de busca e auto-
administracao da droga (Graeff, 1999).

Ademais, a dependéncia ndo ocorre da mesma forma e na mesma intensidade em todos
os individuos (Graeff, 1999). Além da variabilidade individual, existe uma complexa relacao
entre a auto-administracao e fatores sociais, genéticos, culturais e politicos. Ha, por exemplo,
um maior risco de dependéncia quando tem-se uma historia de uso na familia ou entre os
amigos e companheiros (Graeff, 1999). Comportamentos anti-sociais também podem ser
preditivos do desenvolvimento da dependéncia (Graeff, 1999). Vale ressaltar que as
caracteristicas da dependéncia também variam de acordo com o tipo de substancia utilizada
sendo que, normalmente, ela comega com uma classe especifica, mas tende a expandir-se e
incluir outras classes (Graeff, 1999).

Os mecanismos de acdo das drogas no cérebro e de desenvolvimento da dependéncia
ainda ndo estdo totalmente elucidados (Marquardt &Barros, 2006). Porém, o seu efeito
recompensador parece ser devido a ativacao do substrato neural relacionado aos refor¢adores

naturais como comida, agua e sexo (Graeff, 1999). Estes estimulos naturais ativam o chamado



“Sistema de Recompensa/Prazer” do cérebro, envolvendo a via neurotransmissora
dopaminérgica mesocorticolimbica (Fig. 1). Esta via tem origem na area tegmental ventral do
mesencéfalo (VTA) e projeta para o estriado ventral, incluindo o ntcleo accumbens (NAc) e
outras regides do sistema limbico, como a amigdala e o septo, assim como para areas corticais
(Rang et al., 2001; Graeff, 1999; Marquardt & Barros, 2006). Na verdade, um aumento na
concentragdo extracelular do neurotransmissor catecolaminérgico dopamina (DA) no NAc esta
intimamente relacionado ao comportamento de auto-administragdao e a dependéncia de varios

compostos, a exemplo dos psicoestimulantes anfetamina e cocaina (Graeft, 1999).

Via Via
tibero-hipofisaria X 7 . nigro-estriatal

Via
mesocortical

DOPAMINA Via

mesolimbica

Figura 1. Vias dopaminérgicas no cérebro: Ac = nlcleo accumbens;
Am = amigdala; C = cerebelo; Hipot = hipotalamo; Hip = hipocampo; P
= pituitaria/hip6fise Sep = septo; SN = substéncia negra; Str = corpo
estriado; Tam = tdlamo (Fonte: Rang et al., 2001).
De fato, todos os compostos capazes de gerar dependéncia até hoje testados, incluindo

os opioides, a nicotina, as anfetaminas, o etanol e a cocaina, conseguem ativar o NAc, mesmo

que por mecanismos e receptores diferentes (Rang et al., 2001). Esta estrutura atua como uma



importante interface entre os sistemas limbico e motor, relacionado a motivagdo das nossas
acoes (Ventulani, 2001a). Porém, ja se tem conhecimento que outros sistemas
neurotransmissores sdo fundamentais para farmacodependéncia como, por exemplo, o
serotonérgico, glutamatérgico e GABAérgico (Graeff, 1999). Ademais, o eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HPA) também ¢ alterado por drogas de abuso, estando esse efeito
relacionado aos mecanismos envolvidos na dependéncia, aspecto que sera discutido mais

adiante.

1.2. Farmacodependéncia da cocaina
1.2.1. Aspectos gerais

A cocaina é um alcaldide presente na folha da planta Erythroxylon coca (Fig. 2), que é
um arbusto perene endémico do Peru, Colombia e Bolivia, isolado pela primeira vez por

Albert Niemann em 1860 (Katzung, 1998).

Figura 2. Fotografias do arbusto Erythroxylon
coca (a) folhas e frutos; (b) e (d) flor; (c) folha
(Fotos:http://asanbiotech.co.kr/img/inform/p02a_1

2.jpg).


http://asanbiotech.co.kr/img/inform/p02a_12.jpg
http://asanbiotech.co.kr/img/inform/p02a_12.jpg

Durante muito tempo a cocaina foi consumida somente na América, principalmente
nos paises andinos. Os primeiros relatos de sua utilizagao datam do século XVI, quando a
folha da coca era comumente mastigada em cerimoOnias religiosas pelos incas (Ventulani,
2001b). Nesta época, a cocaina também era consumida em chas e infusdes da folha, além de
ser misturada com alimentos. Seu uso era indicado para diminuir os efeitos de altitudes
elevadas e facilitar a realiza¢ao de trabalhos pesados nestas regides, uma vez que ela diminui
os sintomas de cansaco e fome, além de melhorar a resisténcia do organismo em
circunstancias ambientais adversas.

Introduzida na Europa na segunda metade do século XIX, através de uma companhia
farmacéutica, a cocaina passou a ser adicionada a remédios caseiros e varios alimentos e
bebidas, como o vinho Mariani. Ademais, nos Estados Unidos, a cocaina fez parte da
composicdo inicial da Coca-cola® durante muito tempo (Ventulani, 2001b). Em 1884, o
oftalmologista Carl Koller descobriu um efeito anestésico reversivel deste composto e durante
muitos anos a cocaina foi aplicada como anestésico local em cirurgias gerais e odontoldgicas
(Rang et al., 2001). Entretanto, devido aos seus efeitos colaterais, parou de ser usada para este
fim.

Atualmente, o agente quimico puro — hidrocloreto de cocaina — ja pode ser sintetizado
em laboratorio. Contudo, seu processamento a partir da Erythroxylon coca comec¢a com a
maceracdo de suas folhas e o seu tratamento com solventes e acidos, como o querosene € o
acido sulfurico, resultando em uma pasta base de cocaina. Em seguida trata-se esta pasta com
acido cloridrico, obtendo-se a forma mais conhecida da droga — o p6 cloridrato de cocaina,
também conhecido vulgarmente como “branquinha”, “neve” ou “coca”. Este p6 é cheirado ou

dissolvido em agua para ser injetado. O crack ¢ obtido a partir do processamento da pasta



basica de cocaina com amonia ou bicarbonato de sddio, apresenta-se como uma pedra branca
pequena para ser fumada, e tem sido amplamente utilizado principalmente devido ao seu
menor custo (Romano et al., 2002; Brick & Erickson, 1999).

Vale ressaltar que a via de administra¢ao da cocaina influencia a intensidade e duragao
dos seus efeitos. Por via intravenosa, a droga produz euforia intensa e rapida (30 a 45-s),
porém de curta duragdo (10 a 20-min); quando aspirada cronicamente tende a provocar atrofia
e necrose da mucosa do septo nasal, sendo o inicio do efeito um pouco mais demorado (120 a
180-s) e com duragdo entre 30 a 45-min, aproximadamente. A via inalatoria produz um efeito
euforico imediato, uma vez que a droga atinge o cérebro apds £5-s, porém tem menor duragao
(5 e 10-min). A cocaina nao ¢ comumente administrada por via oral. Depois de absorvida, ¢
rapidamente metabolizada e excretada na forma de benzoilecgonina, norcocaina (metabdlitos
ativos) e éster de metilecgonina (metabolito inativo) na urina, possuindo uma meia-vida
plasmatica de =1-h (Romano et al., 2002; Rang et al., 2001; Vasconcelos et al. 2001; Brick &

Erickson, 1999).

1.2.2. Efeitos comportamentais e neuroquimicos da administracdo de cocaina
A cocaina provoca alteragdes comportamentais, autondmicas ¢ fisiologicas poucos
segundos/minutos apos sua administracdo. Os principais efeitos a curto-prazo incluem:
euforia, desinibicao, redugdo do sono, diminui¢ao da fadiga, hiperlocomocgao, hipervigilancia,
midriase, anorexia e elevagdo dos batimentos cardiacos, da temperatura corporal e da pressao
arterial. Entretanto, o uso indiscriminado e cronico da droga pode levar a agressividade,
alteracdes hormonais, cefaléia, febre alta, hipertensdo arterial, parada cardiorespiratoria,

convulsdes e dbito (Marquardt & Barros, 2006; Brick & Erickson, 1999; Mello & Mendelson,



1997). Ademais, importantes eventos neurovasculares ja foram observados, a exemplo de
hemorragias sub-aracnoides e acidentes vascular cerebrais (Nicastri et al., 2000).

O principal — e mais conhecido — mecanismo de ag¢do da cocaina no SNC esta
relacionado ao neurotransmissor DA (Fig. 3). Este psicoestimulante bloqueia a recaptacao
neuronal de DA liberada na fenda sinaptica (Nestler et al., 2001), resultando em uma maior
disponibilidade extracelular deste neurotransmissor (Ritz et al., 1990). De fato, a cocaina
induz alteracdes conformacionais na proteina transportadora de DA (DAT), presente na
membrana pré-sinaptica, impedindo a recaptacao deste neurotransmissor (Elliott & Beveridge,
2004). Estudos recentes também sugerem que esta droga possa aumentar a liberagdo de DA,
atuando nos transportadores vesiculares responsdveis pelo armazenamento deste
neurotransmissor dentro dos neurdnios pré-sinapticos, porém este mecanismo nao esta
totalmente elucidado (Venton et al., 2006). De qualquer forma, o acimulo extracelular de
dopamina no NAc, proveniente da VTA e induzido pelo uso desta droga, € visto como um dos
principais mecanismos subjacentes ao efeito de recompensa e da hiperatividade induzida pela
cocaina (Koob, 1992).

No entanto, pesquisas recentes vém demonstrando que outros neurotransmissores
também possuem um importante papel modulador na dependéncia de cocaina. De fato, a
capacidade de adquirir ¢ manter o comportamento de auto-administragdo — um indicativo do
potencial de dependéncia de um composto (Almeida, 2006; Graeff 1999) — foi observado
mesmo em camundongos knockout (KO) para a proteina DAT (Elliott & Beveridge, 2004). De
forma semelhante, camundongos KO para DAT também mantiveram o comportamento de
preferéncia-por-lugar condicionada/aprendida (conditioned place-preference), outro teste

relacionado a farmacodependéncia, apds administragdo de cocaina (Rocha et al., 1998).



Portanto, os efeitos recompensadores podem ser mediados por outros mecanismos

dependentes e/ou independentes de DA (Elliott & Beveridge, 2004; Muller et al., 2003).

NEURONIO
PRE-SINAPTICO
TIROSINA

TIROSINA

DOPAC

HVA

NEURONIO POS-SINAPTICO

Figura 3. Mecanismo de acdo classico do psicoestimulante
cocaina no SNC (Fonte: Cooper et al., 1996; com adaptacdes).

Na verdade, a administracio de cocaina também aumenta a disponibilidade do
neurotransmissor monoaminérgico serotonina (5-HT) no NAc, podendo haver, portanto, uma
interagdo entre os sistemas DA/5-HT nesta, e talvez outras regides com altas concentragdes de
receptores 5-HT. Camundongos KO para as proteinas transportadoras pré-sinapticas de
serotonina (SERT) e para DAT ndo adquiriram o comportamento de auto-administracdo de
cocaina (Elliott & Beveridge, 2005). Em roedores, a administracdo do antagonista seletivo de
receptores 5-HT14 WAY 100635 bloqueou, enquanto que a do agonista 8-OH-DPAT
aumentou a hiperlocomogao induzida por baixas doses de cocaina (Carey et al., 2000, 2001,

2002; Muller et al., 2002a, 2002b, 2003). O efeito comportamental desses ligantes
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serotonérgicos parece ser exercido sem alterar a capacidade da cocaina em aumentar a
disponibilidade de DA em diversas regides cerebrais intimamente relacionadas ao processo de
recompensa (Carey et al., 2000, 2001, 2002; Muller et al., 2002a, 2002b, 2003). A
administracdo de agonistas de receptores 5-HT g (RU 24969, CP 94,253 ¢ CP 93,129) tambeém
potencializou os efeitos recompensadores da cocaina. Da mesma forma, os efeitos do
GBR12909, um inibidor seletivo da recaptacdo de DA, aumentaram com a administragdo do
agonista 5-HT ;g CGS 12066B (Caine, 1998; Parsons et al., 1998). Portanto, varios receptores
serotonérgicos parecem exercer um papel facilitador sobre os efeitos comportamentais
promovidos pela cocaina.

A noradrenalina (NA) e alguns neuropeptideos também parecem estar envolvidos.
Zhang & Kosten (2005), mostraram que o antagonista de receptores a-1 adrenérgicos prazosin
atenuou os comportamentos de recaida induzidos pela cocaina e camundongos KO para
proteina transportadora de noradrenalina (NAT) ndo demonstraram a resposta de preferéncia-
por-lugar condicionado/aprendido (Elliott & Beveridge, 2005). Ademais, a substancia P (SP),
um neuropeptideo da familia das taquicininas, possui um conhecido efeito reforcador (ex.
Hasenohrl et al., 2000), assim como aumenta a concentragdo extracelular de DA (Kombian et
al., 2003). Com a administracao de antagonistas de receptores NK, ligante preferencial da SP,
estes efeitos foram bloqueados (Gygi et al., 1993; Gonzalez-Nicolini & McGinty, 2002;
Loonam et al., 2003). Recentemente, em ratos e primatas neotropicais, os receptores NKj
também se mostraram relacionados aos efeitos comportamentais e neuroquimicos da cocaina

(Jocham et al., 2006; de Sousa Silva et al., 2006a, 2006b).
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1.2.3. Efeitos neuroendocrinos da administracdo de cocaina

A administracdo de cocaina provoca, além dos efeitos comportamentais e
neuroquimicos descritos anteriormente, importantes modificagdes fisiologicas, como
alteragdes nas concentragdes plasmaticas de diversos hormonios. Dentre os principais efeitos
neuroenddcrinos estdo a ativacdo do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal e a inibicdo da

prolactina (revs. Levy et al., 1994; Mello & Mendelson, 1997), discutidos a seguir.

1.2.3.1. Eixo hipotadlamo-hip6fise-adrenal (HPA)

O eixo HPA, o principal sistema neuroenddcrino relacionado ao estresse, ¢ formado
pelas estruturas do hipotalamo, hipéfise e glandulas adrenais (Fig. 4). O primeiro consiste em
um pequeno agrupamento bilateral de nucleos situados na regido ventral do 3° ventriculo do
cérebro. Com aproximadamente 4g, ¢ uma das estruturas mais importantes do SNC devido a
sua participacdo em varias fungdes vitais do corpo, como a liberacdo de hormonios, a
temperatura corporal, a diurese e o ciclo sono ¢ vigilia (Machado, 2004).

Dentre as substancias secretadas por esta estrutura estda o fator liberador de
corticotropina (CRF), um peptideo de 41 aminoacidos produzido pelos neuronios
parvocelulares do nucleo paraventricular do hipotdlamo e liberado na circulagdo porta-
hipofisaria (Berne et al., 2004). Este fator se liga a dois tipos de receptores membranais, CRF;
e CRF,, os quais sao amplamente distribuidos no SNC e na hipofise anterior (ex. Hauger et al.,
2006). Sua liberacdo ¢ controlada por dois mecanismos gerais: retroalimentacdo negativa de
glicocorticdides circulantes e/ou por estimulagdo neural direta. No primeiro, o glicocorticoide
cortisol liberado pelas glandulas supra-adrenais (produto final da ativagdo do eixo HPA)

penetra facilmente no SNC e liga-se aos seus receptores nucleares presentes nos neuronios
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parvocelulares, inibindo a liberacdo de CRF (Fig. 4; Berne et al., 2004). No segundo
mecanismo, a ativacao de receptores dopaminérgicos D, no hipotadlamo estimula a liberacao
de CRF e ativacdo do resto do eixo HPA (Levy et al., 1994). Porém, outros mecanismos
também estdo envolvidos na liberacdo do CRF, como a estimulacdo no hipotalamo de
receptores de 5-HT, NA e adrenalina e o sistema opidide enddogeno que inibem a secrecao

deste fator (Yen, 1991a).

Estresse e estimulos neurais  Ritmo circadiano

Hipotalamo
__ CRF
Hipofise ‘;1-3— Hipofise
posterior > anterior

Supra adrenal

Rim

Misculos Células de )
gordura Figado

Figura 4. Mecanismo de ativacao e regulacédo do eixo HPA.
(Fonte: Randall et al., 2002; com adaptagfes).
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O CREF liberado pelo hipotalamo ira, por sua vez, estimular a sintese e liberagdo do
hormonio adrenocorticotropico (ACTH) na circulagdo sist€émica pela hipdfise anterior/adeno-
hipofise (Fig. 4) que ¢ formada essencialmente por células endocrinas (Sarnyai et al., 1992). O
ACTH ¢ um hormonio polipeptideo amplamente encontrado entre os vertebrados (Berne et al.,
2004; Katzung, 1998), sendo a sua secregao regulada por diversos fatores/estimulos. Além de
exibir ritmos circadianos e controle por retroalimentagao, o ACTH responde a uma variedade
de estimulos/situacdes, como estresse (cirurgia, hipoglicemia, trauma), depressao, ansiedade,
transi¢des no estado sono-vigilia e neurotransmissores (5-HT, acetilcolina) (Berne et al.,
2004). Entretanto, a liberacdo de ACTH esté sob o controle direto do CRF, sendo este um dos
seus principais moduladores (Millan et al., 1987).

Este hormdnio possui uma meia-vida plasmatica de 15-min, sendo sua principal fungao
estimular/regular o crescimento de zonas especificas do cortex das glandulas supra-adrenais,
além de induzir a sintese e liberagdo dos hormdnios corticoesteroides por estas glandulas (Fig.
4; Berne et al., 2004). Estas sdo o6rgaos endocrinos complexos, formados por duas partes
funcionais distintas: um coértex externo de trés camadas, onde sdo produzidos e liberados os
hormonios corticoesterdides, ¢ uma medula interna, fonte das catecolaminas circulantes
(Berne et al., 2004).

O glicocorticoide cortisol, um dos hormdnios corticoesterdides liberados, mantém a
producdo de glicose a partir de proteina, facilita o metabolismo de gordura, mantém a
responsividade da arvore vascular, modula varias fun¢des do SNC e afeta o sistema imune, as
respostas inflamatdrias e as fungdes muscular e renal (Fig. 4; Berne et al., 2004). A maior
parte deste hormonio circulante no plasma esta ligada a uma a-globulina de ligacdo especifica

a corticoesteroides, chamada transcortina ou CBG (corticosteroid-binding-globulin). Cada
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molécula de transcortina se liga a apenas uma de cortisol, que apresenta uma meia-vida
plasmatica de +70-min (Berne et al., 2004). Ademais, o cortisol — a exemplo dos demais
glicocorticdides — pode se ligar a dois tipos de receptores nucleares: tipo I (receptor
mineralocorticoide — MR) e tipo II (receptor glicocorticdide — GR) (ex. Prunet et al., 2006).

A liberagao de cortisol € controlada primariamente pelo hipotalamo e hipéfise, através
dos hormodnios CRF e ACTH, respectivamente (Fig. 4; Mello & Mendelson, 1997). Desta
forma, os fatores que influenciam a secrecao desses hormdnios também afetam a de cortisol.
Portanto, situagdes de estresse, cirurgia, queimaduras, infecgdes, terapia eletroconvulsiva,
febre, depressdo, ansiedade, exercicios prolongados e quadros de hipoglicemia tendem a
aumentar os niveis de cortisol circulante. Ademais, este glicocorticoide também apresenta um
ritmo circadiano, com um pico pouco antes do despertar e nadir a partir do final da tarde
(Berne et al., 2004). A liberacao de cortisol no sangue, como dito anteriormente, induz o
mecanimso de retroalimentacdo negativa, inibindo a ativagdo do hipotidlamo, e
consequentemente do eixo HPA.

Este importante sistema neuroendocrino de resposta a situagdes de estresse também ¢
influenciado pela administragdo de cocaina, que induz principalmente um aumento
significativo na concentracao plasmatica de corticosterona em roedores (Mantsch et al., 2000)
e de cortisol em primatas ndo-humanos € no homem (ex. Baumann et al., 1995; Sarnyai et al.,
1996). Esta resposta decorre, principalmente, de um aumento na liberagdo de CRF pelo
hipotalamo, detectado através de estudos in vitro (Calogero et al., 1989) ¢ in vivo (Sarnyai et
al., 1993), ao invés de uma ag¢do direta sobre 0 ACTH ou cortisol (Rivier & Vale, 1987).
Estudos em roedores demonstraram que o bloqueio de CRF endoégeno, pela administracao

sistémica de anticorpos anti-CRF (Rivier & Vale, 1987; Sarnyai et al., 1992) e de antagonistas
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dos receptores CRF (Sarnyai et al., 1992), bloqueou o aumento de corticosterona circulante
induzido pela cocaina. Ademais, foi observado um aumento de mRNA para CRF no nucleo
paraventricular do hipotalamo com a administracdo de cocaina, assim como uma menor
liberacao de ACTH apos lesdes feitas nesta mesma regido (Rivier & Lee, 1994). Em seres
humanos tratados com o opidide buprenorfina, houve uma diminuicdo na concentragdo de
ACTH em resposta a administracdo de cocaina, possivelmente devido a agdo inibitoria do
primeiro sobre a liberagao de CRF pelo hipotdlamo (Mendelson et al., 1992).

O mecanismo exato pelo qual a cocaina modula o eixo HPA e mais precisamente no
hipotalamo ainda ndo esta totalmente elucidado. Contudo, existem importantes indicios que
essa estimulagcdo possa estar sendo modulada diretamente por neurotransmissores no SNC,
como a DA e 5-HT. Neste sentido, foi identificada a existéncia de receptores D; e D,, assim
como 5-HT;, no nacleo paraventricular do hipotalamo (rev. Levy et al., 1994). Ademais, a
administracdo de antagonistas seletivos de receptores D; (SCH 23390) e D, (sulpirida)
atenuou o aumento na concentragdo de ACTH provocado pela cocaina (Levy et al., 1994;
Borowsky & Kuhn, 1991a). Por outro lado, os agonistas dopaminérgicos SKF38393 e
quinpirola, quando administrados em roedores, induziram respostas neuroenddcrinas
semelhantes a cocaina, como o aumento nos niveis circulantes de ACTH e corticosterona
(Borowsky & Kuhn, 1992).

Com relagdo a 5-HT, a lesdo de neurdnios serotonérgicos ou deple¢do dos seus
estoques intracelulares com p-clorofenilalanina (PCPA) bloqueou a liberacdo de ACTH e
corticosterona induzida pela cocaina (Levy et al., 1991). Nesta mesma linha, a administracao

dos antagonistas serotonérgicos quetanserina e ritanserina induziu o mesmo efeito em roedores
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(Borowsky & Kuhn, 1991a; Levy et al., 1991), demonstrando assim uma possivel interagao
entre esta via neurotransmissora e os efeitos neuroendocrinos da cocaina sobre o eixo HPA.

Como este eixo € o principal sistema endogeno relacionado ao estresse e as suas
respostas fisiologicas (Mello & Mendelson, 1997), varios autores vém sugerindo a existéncia
de uma importante relacdo entre este fator e os mecanismos neurais que subsidiam a
farmacodependéncia (Mello & Mendelson, 1997; Goeders, 2002a; Majewska, 2002). Marinelli
et al. (1997), observaram em roedores que a supressao de glicocorticoides, através da retirada
das glandulas supra-adrenais ou de manipulagcdes farmacologicas, diminui o efeito
hiperlocomotor da cocaina, sendo este revertido pela reposi¢do exdgena de corticosterona. O
mesmo efeito foi observado via bloqueio dos receptores glicocorticoides no cérebro (Marinelli
et al., 1997). De forma semelhante, a adrenalectomia inibiu a aquisi¢ao do comportamento de
auto-administragdo de cocaina em ratos, o qual foi revertido pela reposicdo hormonal de
glicocorticoides (Goeders & Guerin, 1996).

Estudos mais recentes, por sua vez, vém apontando para a interagao entre o sistema DA
e os glicocorticdides na dependéncia de cocaina, especificamente no NAc. A hiperlocomogao
induzida pela injecao de cocaina no NAc ¢ dependente do aumento de DA nesta estrutura,
sendo reduzida pela supressdo de corticosterona (Marinelli et al., 1994). Ademais, foi
observado que a adrenalectomia em ratos era capaz de reduzir os niveis extracelulares de DA
na regido periférica, mas nao na central, do NAc em condi¢des basais e apds a administracdo
de psicoestimulantes, detectado por meio de estudos de microdialise in vivo ¢ da expressdo de
proteinas fos (Barrot et al., 2000). Estes efeitos parecem ser especificos para os receptores GR,
uma vez que a administracdo de antagonistas destes, ¢ ndo para os MR, foi capaz de diminuir

as concentragoes extracelulares de DA no NAc (Marinelli et al., 1998).
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Portanto, os efeitos e alteragdes neuroenddcrinos observados apos a administracao de
cocaina em animais, € que também estdo presentes nos usuarios dessa droga, podem subsidiar,
em parte, os mecanismos pelos quais este psicoestimulante gera dependéncia e induz uma
resposta de recaida apds a sua retirada. Contudo, € importante ressaltar que apesar da cocaina
induzir uma caracteristica ativagao do eixo HPA, esta ndo ¢ uma condi¢do primordial para que
a droga induza seus efeitos euféricos/comportamentais, nem para o desenvolvimento da

dependéncia (Marinelli & Piazza, 2000).

1.2.3.2. Prolactina

A prolactina ¢ um hormonio de natureza protéica, encontrado em todos os vertebrados
e produzido especificamente pelas células lactotrdpicas da adenohipofise (Berne et al., 2004).
Foram identificados dois subtipos de células, uma sensivel ao hormonio tireoideano (TRH) e
outra a DA, sendo que a ultima possui receptores D, e secreta significativamente mais
prolactina que a primeira (Mello & Mendelson, 1997).

Este hormonio atua estimulando a produgdo de leite e mantém a lactagdo apos o parto.
Entretanto, a prolactina desempenha varios outros efeitos fisioldgicos e comportamentais no
homem e em outros animais. Como exemplo, ela influencia a fungdo reprodutora e as
respostas imunes, uma vez que também ¢ sintetizada em linfocitos, neuronios e células
especializadas do tutero, placenta e mamas (Berne et al., 2004). A suc¢ao dos mamilos, o sexo,
o exercicio fisico e até o sono podem aumentar os niveis circulantes deste hormonio, estando
as concentracdes basais mais elevadas entre as 04:00 e 06:00 horas da manha (Mello &
Mendelson, 1997). Situagdes de estresse, incluindo anestesia, cirurgia, hipoglicemia insulinica

e medo também podem estimular a liberagao de prolactina (Berne et al., 2004).
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Todos os mecanismos especificos pelos quais este hormonio ¢ liberado ainda nao estao
completamente estabelecidos, sendo possivel a existéncia de fatores neuroendocrinos e
paracrinos (Yen, 1979, 1986, 1991a). Ao contrario do eixo HPA, a liberagao de prolactina nao
parece ser controlada por retroalimentacdo negativo do produto final de uma ativagdo em
cascata. Na verdade, ela mesma parece desempenhar um controle de retroalimentagao (Fig. 5),
mas através da regulacdo do sistema DA do hipotalamo (via tubero-infundibular; Fig. 1).
Neste mecanismo, a prolactina liberada ¢ capaz de aumentar a sintese e liberagdo de DA da via
tubero-infundibular, uma importante conexdo entre o hipotalamo e a hipodfise. A liberacao de
DA pelo hipotalamo na adenohipofise inibe a sintese e liberacdo da prolactina no sangue,
através da ativagdo de receptores DA (Berne et al., 2004). Contudo, sabe-se que a propria DA
também ¢ capaz de controlar a via tibero-infundibular.

Desta forma, a administracdo de cocaina atuando sobre a neurotransmissao DA,
também induz uma diminui¢ao na liberacao de prolactina em roedores, macacos rhesus e seres
humanos (Mantsch et al., 2000). Esta alteracdo ocorre em resposta ao acimulo extracelular de
DA em decorréncia do bloqueio de sua recaptagdo na regido tibero-infundibular (Martinez de
la Escalera & Weiner, 1992; Mello et al., 1993). Por conseqiiéncia, o acimulo de DA induz
uma maior ativagdo de receptores nesta regido, que inibe as células lactotropicas da hipofise,

diminuindo a liberacao de prolactina (Martinez de la Escalera & Weiner, 1992).
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Figura 5. Mecanismo que regula a liberacdo de prolactina.
PRF=fator de liberacdo de prolactina, PRIF=fator de inibicdo
de liberacdo de prolactina, TRH=horménio de liberacdo da
tireotropina (Fonte: Rang et al., 2001; com adaptacées).

Ademais, estudos clinicos e pré-clinicos sugerem que a cocaina altera os niveis de
prolactina dependendo do seu regime de administragdo: agudo ou cronico (rev. Mello &
Mendelson, 1997). Neste sentido, apds o uso agudo de cocaina foi observada uma
hipoprolactinemia, enquanto ap6s sua administragdo cronica, tém-se verificado uma
hiperprolactinemia. Esta ultima, possivelmente, causada por uma diminui¢do no numero e
afinidade dos receptores dopaminérgicos na regido tibero-infundibular (Mello et al., 1994).
Independentemente do resultado, alteragdes nos niveis circulantes de prolactina podem ter
sérios efeitos sobre o sistema imune como, por exemplo, a maior incidéncia de infecgdes e a

amenorréia (rev. em Mello & Mendelson, 1997).
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1.3. Uso de primatas neotropicais como modelos experimentais

Entende-se por primatas neotropicais, primatas do Novo Mundo ou platirrinos, aqueles
que habitam o continente Americano, desde a América Central até a América do Sul. Por sua
vez, primatas do Velho Mundo ou catarrinos sdo aqueles que habitam os continentes Asiatico
e Africano (Napier, 1985).

O mico-estrela (Callithrix penicillata; Fig. 6) pertence a familia Callithrichidae de
primatas neotropicais. Pesa entre 250-450 g quando adulto, possui tufos pretos pré-auriculares,
tem uma expectativa de vida de 10-12 anos em cativeiro, atinge maturidade sexual apds 12-18
meses e apresenta alta taxa reprodutiva devido ao seu curto periodo de gestacdo (£145 dias),
partos gemelares e anestro pos-parto (Coimbra Filho & Mittermeier, 1981). Esses pequenos
animais vivem nas copas das arvores e raramente vao ao chdo, alimentando-se principalmente
do exsudato (goma) de arvores, mas também de pequenos insetos, frutos, folhas, sementes,
aranhas, lagartos, sapos, lesmas e ovos de aves (Coimbra Filho & Mittermeier, 1981). Na
natureza, calitriquideos vivem em grupos familiares de 3-10 individuos, dependendo da
disponibilidade de alimento, habitando desde a Bacia Amazdnica, a costa Atlantica e florestas
secas na Amazonia, até a caatinga do nordeste semi-arido. O Callithrix penicillata, em
particular, ¢ originalmente endémico da regido do cerrado do centro-oeste brasileiro, mas hoje

ja € observado em vérias regides do Brasil (Coimbra Filho & Mittermeier, 1981).



21

Figura 6. Fotografia do mico-estrela (Callithrix
penicillata) adulto em seu ambiente natural.

Portanto, por pertencer a uma familia de primatas neotropicais de pequeno porte, facil
manipula¢do e manejo, e com alta taxa reprodutiva — em comparagdo a outros simios, assim
como apresentar uma diversidade de comportamentos complexos, o mico-estrela ¢ um sujeito
impar para pesquisas comportamentais, biomédicas e neuropsicofarmacologicas (ex. Barros &

Tomaz, 2002).
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2. JUSTIFICATIVA & RELEVANCIA DO ESTUDO

O abuso e dependéncia de drogas sdo problemas graves enfrentados pela nossa
sociedade nos dias atuais, devendo ser tratados como uma questdo de satide publica, uma vez
que envolve uma problematica muito maior do que o mero tratamento clinico dos usudrios.
Esta pratica acaba sendo a causa direta ou indireta de varios crimes e mortes, de horas de
trabalho desperdicadas, de falta de produtividade e ¢ um importante vetor para a transmissao
de doencas como a hepatite B e a AIDS (Nestler, 2002; Ventulani, 2001b).

Com relacdo a cocaina, especificamente, estima-se que 13,4 milhdes de pessoas no
mundo usam anualmente este psicoestimulante (OMS, 2006), sendo a maior parcela
encontrada nas Américas, principalmente nos Estados Unidos (OMS, 2006). No Brasil, o
consumo de cocaina por estudantes de 10-18 anos do ensino fundamental e médio das escolas
publicas brasileiras aumentou de 0,6% em 1987 para 2,1% em 1997, permanecendo nesta taxa
entre 1997-2004 (OMS, 2006; CEBRID, 2004). No Distrito Federal, segundo dados do
CEBRID (2004), as drogas mais consumidas por adolescentes homens foram a maconha, a
cocaina, os anabolizantes e os energéticos, enquanto que entre as mulheres, houve predominio
de anfetaminicos e ansioliticos.

Em vista do grande niimero de dependentes quimicos em nossa sociedade, assim como
da falta de conhecimento a respeito dos mecanismos especificos de a¢do, dos substratos neurais
envolvidos e das vias neurotransmissoras relacionadas, estudos sobre a farmacodependéncia
sdo de alta relevancia. Com relacdo a cocaina, alguns mecanismos subjacentes aos seus efeitos
comportamentais vém sendo elucidados. Contudo, este composto também induz alteragdes

neuroenddcrinas apos o seu consumo agudo e cronico, sendo estes mecanismos ainda pouco
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conhecidos (Levy et al.,, 1994). Na verdade, respostas hormonais podem ser bastante
complexas, como demonstrado pelo desenvolvimento de quadros de hipo e hiperprolactinemia,
dependendo do uso agudo ou cronico, respectivamente (Levy et al., 1994). Ademais, a cocaina
pode gerar alteracdes persistentes no funcionamento do eixo HPA (Mello & Mendeleson,
1997), o que sugere uma inter-relacdo entre os mecanismos neurais € hormonais da
farmacodependéncia (Majewska, 2002).

Para se estabelecer a relacdo entre os eventos neuroquimicos no cérebro, os
comportamentos observados e as respostas fisioldgicas resultantes, contribuigdes significativas
poderdo ser obtidas através de estudos que empregam modelos animais. Estudos desta natureza
permitem verificar de forma mais controlada os diversos efeitos da administra¢ao (aguda e/ou
cronica) de cocaina. Estudos clinicos realizados com usuarios apresentam complicagdes éticas
e metodologicas, como a influéncia do uso concomitante de outras substancias que dificultam a
interpretagao dos efeitos provocados apenas pelo uso da cocaina (Mello & Mendelson, 1997).
Adicionalmente, devido a semelhanca nos mecanismos especificos € nos sistemas fisiologicos
entre primatas humanos e nao-humanos, torna-se vantajoso o uso de primatas nao-humanos em
pesquisas desta natureza. A partir destes modelos animais se minimizam possiveis restricdes ao
se generalizar os resultados para humanos.

Neste contexto, o presente estudo visa dados que contribuam para uma melhor
elucidagdo dos efeitos neuroendocrinos induzidos pela administragdo aguda da cocaina em

primatas ndo-humanos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Este trabalho teve como objetivo geral investigar respostas neuroenddcrinas
decorrentes da administragdo sistémica aguda de cocaina em um primata neotropical,

(Callithrix penicillata).

3.2. Objetivos especificos
De forma mais especifica, este trabalho se propds a:

o determinar as concentragdes plasmaticas/séricas basais de ACTH, cortisol e prolactina de
micos-estrela adultos (Callithrix penicillata);

. verificar os efeitos, a curto prazo, da administracdo sistémica aguda de cocaina sobre a
concentragdo plasmatica/sérica de ACTH, cortisol e prolactina nos micos;

e  determinar a influéncia da dose de cocaina administrada (10 ou 20 mg/kg) e do seu curso
temporal no corpo (30 ou 60-min pds-injecdo) sobre os possiveis efeitos hormonais a
curto prazo;

. avaliar os efeitos, a longo prazo (6 meses), da administracao sistémica aguda de cocaina

sobre a concentragdo plasmatica/sérica de ACTH e cortisol nos micos.
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4. METODOLOGIA

4.2. Sujeitos

Foram utilizados nove sujeitos adultos ingénuos (6 fémeas, 3 machos) da espécie mico-
estrela (Callithrix penicillata; Fig. 6). Os animais foram mantidos no Centro de Primatologia
da Universidade de Brasilia (CPUnB) sob condi¢des naturais de temperatura, luminosidade e
umidade. O CPUnB ¢ um criadouro de primatas para fins cientificos credenciado pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) (Registro
IBAMA 1/53/1999/000006-2). A rotina alimentar e de manejo adotadas pelo CPUnB estdo em
conformidade com o IBAMA. Todos os animais foram pesados no inicio e ao final dos
procedimentos e foram acompanhados por um médico veterindrio durante a realizacdo da
pesquisa.

Os animais foram alojados no Pavilhdo Central do CPUnB (Fig. 7A), o qual consiste
de dois corredores paralelos de 12 viveiros cada, separados no meio por um corredor de
seguranca (Fig. 7B). Os micos foram alojados em casais heterossexuais ou grupos mistos de 2-
3 animais em viveiros medindo 1,3 m de comprimento x 2 m de largura x 2 m de altura (Fig.

7C). Dentro do viveiro existem troncos de madeira natural em diversas alturas, uma caixa-



26

ninho suspensa, um recipiente de aluminio para alimento fresco e um tubo de PVC para racao
seca. Cada viveiro possui duas paredes paralelas de concreto e outras duas de tela de arame
(malha: 2,5 cm?). As telas de arame formam a frente e o fundo do viveiro. O teto do viveiro
também ¢ feito da mesma tela de arame, enquanto que o chdo, de terra e areia, ¢ coberto por
uma camada grossa de folhas secas naturais. Acima da tela superior existe uma cobertura de
telha Eternite intercalada com telha transparente em dois ter¢os do viveiro, a partir do corredor
central de seguranca (Fig. 7D). Desta forma, o animal dispde de uma area coberta e outra ao ar

livre.

Figura 7. Fotografias do Pavilhdo Central do CPUNB. (A) Vista frontal do pavilhdo:
porta de acesso ao pavilhdo; (B) Vista interna do pavilhdo: corredor e disposicéo dos
viveiros, (C) Vista de um viveiro tipico; e (D) Vista lateral do pavilhdo.
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Aos animais foram fornecidos diariamente, das 07:30 as 17:30 h, uma variedade de
frutas e vegetais frescos. Agua e ragdo seca sdo oferecidos ad libitum. Ademais, os micos
receberam larvas de tenébrio trés vezes na semana e ovos cozidos e peito de frango cozido

uma vEzZ por s€mana.

4.3. Drogas

4.4. Procedimento Experimental

Em cada dia de coleta a ordem dos sujeitos foi randomizada e as coletas foram
realizadas entre 10-12 horas da manha para evitar o pico de concentracao plasmatica do ciclo
circadiano do cortisol que ocorre as 8-h. Todos os procedimentos relacionados a coleta de
sangue foram realizados com o objetivo minimizar o grau de estresse do animal.

Cada sujeito foi submetido a seqiiéncia de procedimentos descritos a seguir.
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4.4.1. Estudo 1: Andlise dos efeitos neuroendécrinos a curto prazo
FASE 1: Inicialmente foram avaliados os niveis hormonais basais dos sujeitos através da
coleta de trés amostras de sangue, com intervalos de sete dias entre cada coleta (Fig. 8). A
primeira ocorreu imediatamente apos a administracdo de solugdo salina (S;Ty), a segunda
ap6s 30-min (S;Ts3p) e a terceira depois de 60-min (S;Tep). Estas trés primeiras coletas foram
utilizadas como controle. Ademais, a primeira coleta de sangue (S;Ty) também foi utilizada
como controle na andlise dos efeitos neuroenddcrinos da cocaina a longo prazo (ver Estudo 2).
Sete dias depois da ultima coleta, foi avaliada a resposta hormonal dos sujeitos apos a
administracao intraperitoneal de cocaina. Para isto, foi injetada uma dose de 10 mg/kg de
cocaina em 5 sujeitos (Grupo 1; n=5), enquanto que os demais micos receberam uma dose de
20 mg/kg (Grupo 2; n=4). Para cada sujeito foram coletadas duas amostras de sangue, também
em intervalos de sete dias, sendo a primeira 30-min apods a administragao da dose de cocaina
(Grupo 1: Cy¢T30; Grupo 2: Cy0T30), € a segunda apds 60-min da inje¢ao (Grupo 1: C;¢Teo;
Grupo 2: CTeo). A determinagdo dos intervalos entre a administracao de cocaina e coleta de
sangue foi baseada em um estudo realizado anteriormente em um outro grupo de micos (dados

nao publicados) e em dados da literatura (Mello & Mendelson, 1997).

FASE 2: Esta fase do estudo foi realizada dois meses apds o término da Fase 1 (Fig. 8). Os
animais que haviam recebido durante a Fase 1 a dose de 10 mg/kg (Grupo 1; n=5) foram
testados com a dose de 20 mg/kg, e aos que receberam 20 mg/kg na Fase 1 (Grupo 2; n=4) foi
administrada uma dose de 10 mg/kg.

Uma amostra de sangue foi coletada imediatamente apos a administracdo de solugao

salina (S,Ty), a qual foi utilizada como controle na analise dos efeitos a longo prazo da
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administracdo de cocaina (ver Estudo 2). Apds um intervalo de sete dias, foram coletadas
novamente duas amostras de sangue de cada sujeito para avaliagdo dos efeitos hormonais da
cocaina, mantendo-se o intervalo de sete dias entre cada coleta. A primeira amostra foi
coletada 30-min depois da administracdo da droga (Grupo 1: CyT30; Grupo 2: CioT30), € a

segunda apds 60-min (Grupo 1: CyoTeo; Grupo 2: CioTeo).



Intervale Intervalo
Tratamento  ate coleta Tratamente  ate coleta
de sangue de sangue

Salina — 00-min Salina —» 00-min

. T dias . T dias

Salina —» 30-min Salina —» 30-min

_-.-:F dias _-.-:f dias

Salina —» G60-min Salina —» 60-min

. T dias . T dias

Cocaina ] Cocaina i
10 mgfkg_.' 30-min 20 |llgj'kg_." 30-min

. T dias . T dias

Cocaina Cocaina

— G0-min — G0-min

10 ma/kag 20 ma,/kg

. 2 meses . 2 meses

Salina — 00-min Salina — 00-min

- T dias . T dias

Cocaina Cocaina

— 30-min —* 30-min

20 mg/kg 10 mg,/kg

. T dias . T dias

Cocaina
10 ma/kg

Cocaina

20 mag/ kg —* G0-min

—* G0-min

Figura 8. Esquema do procedimento experimental empregado nas
duas fases do Estudo 1 para a andlise dos efeitos
neuroenddcrinos a curto prazo da cocaina, indicando a sequéncia
realizada em cada grupo experimental, os tratamentos
administrados e os intervalos de tempo das injeces até as coletas
e entre as coletas de sangue.
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Portanto, ao final do Estudo 1 todos os animais receberam os trés tratamentos (salina,
cocaina 10 mg/kg e cocaina 20mg/kg), e foram coletadas oito amostras de sangue apos trés
intervalos de tempo pré-estabelecidos (0-min: somente para salina; 30 ¢ 60-min para os trés

tratamentos).

4.4.2. Estudo 2: Andlise dos efeitos neuroendécrinos a longo prazo

Para analisar os efeitos da administragdo aguda da cocaina a longo prazo nos
hormonios ACTH e cortisol foi coletada uma amostra de sangue de cada sujeito
imediatamente apds a administracdo de salina (tempo = 0-min), durante um periodo de seis
meses sendo o intervalo entre cada coleta de 2 meses. Desta forma, ao final deste estudo,
foram analisadas um total de quatro amostras sanguineas de cada mico (Fig. 9). Vale ressaltar
que as duas primeiras amostras (S;Too € S2Too) correspondem as coletas realizadas durante o

Estudo 1 descrito anteriormente.
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Intervalo
Tratamento ate coleta
de sangue

Salina —» 00-min

. 2 meses

Salina —» 00-min

. 2 meses

Salina — 00-min

_-.'_2 MESES

Salina —» 00-min

Figura 9. Esquema do procedimento experimental
empregado no Estudo 2 para analise dos efeitos
neuroenddcrinos a longo prazo da cocaina, indicando a
sequéncia realizada nos dois grupos experimentais, 0
tratamento administrado e os intervalos de tempo das
injecdes as coletas e entre as coletas de sangue.

4.4.3. Coleta de sangue

Todas as coletas de sangue foram realizadas no CPUnB e acompanhadas pelo
veterindrio. Para cada sujeito, o procedimento nos dias de coleta consistiu na captura do
animal no seu viveiro de moradia pelo tratador, seguida da administragdo de um dos
tratamentos pré-estabelecidos (salina, cocaina 10 mg/kg ou cocaina 20 mg/kg) e da liberagao
do mico no seu viveiro de moradia. Apos o intervalo de tempo estipulado (30 ou 60-min pds-
injecdo), o animal foi novamente capturado pelo tratador, levado para uma sala de

procedimento e em seguida anestesiado para a realizagdo da coleta de sangue. No caso da
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coleta imediatamente ap6s a administracdo da salina (t=0-min), o mico foi anestesiado logo
depois da injecdo de salina. Foi registrado, com um cronometro, o tempo despendido na
captura do animal, que consistiu na entrada do tratador no viveiro do animal, a captura
propriamente dita do mico e o transporte deste até a sala de procedimento.

Cada sujeito foi anestesiado com o auxilio de um algoddao embebido com o anestésico
inalatorio isoflurano (Flurane®). Este algoddo foi colocado proximo as vias aéreas do mico de
forma que ele inalasse o anestésico. O animal foi considerado anestesiado depois que se
observava uma diminui¢do visivel nos movimentos motores voluntarios e na sua frequéncia
respiratoria. O tempo entre a aproximagao do algoddo com anestésico nas vias aéreas do
animal e a observagao do efeito do isoflurano, denominado de tempo de anestesia, também foi
registrado.

Uma vez anestesiado, uma amostra de 1,0 ml de sangue foi obtida por venopungao da
veia femoral, sendo que 0,4 ml desta amostra foram colocados em um tubo pré-resfriado com
EDTA para posterior andlise de ACTH plasmatico e os outros 0,6 ml em um tubo pré-
resfriado com ativador de coagulo para dosagem de cortisol e prolactina séricos. As amostras
foram mantidas em gelo até seu processamento no laboratério. O sujeito foi entdao liberado no
seu viveiro de moradia e o seu comportamento geral observado durante 30-min pos-anestesia
para verificar a sua completa recuperacao. A duragdo do procedimento de coleta também foi

cronometrado e consistiu no tempo gasto entre a anestesia e o fim da coleta de sangue.
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4.4.4. Analise hormonal

As dosagens das concentragdes plasmaticas e sé€ricas dos hormonios de interesse foram
realizadas em colaboragao com o Laboratorio SABIN de Analises Clinicas de Brasilia.

As amostras de sangue resfriadas foram centrifugadas a 3.500 rpm, por 5 minutos, a
4°C para ACTH ou temperatura ambiente (22°C) para cortisol e prolactina. O plasma ou soro
foi entdo coletado e transferido para um tubo Eppendorf, seguido da realizagdo das seguintes
diluicdes em solucao salina: 1:50 para a analise do cortisol, 1:8 para prolactina e 1:2 para
ACTH, uma vez que os niveis circulantes basais de cortisol em micos sdo maiores que oS
encontrados em humanos (ex. Boere at al., 2005) e que o volume de amostra coletado era
pequeno. Os fatores de diluicdo empregados no presente estudo foram baseados em dosagens
realizadas em micos em um experimento anterior com procedimento semelhante (dados nao
publicados).

Em seguida, as concentracdes plasmatica ou sérica de ACTH, cortisol e prolactina
foram determinadas por imunoensaio enzimatico quimioluminescente no analisador
automatizado IMMULITE 2000™ (Diagnostic Products Corporation/DPC Medlab, Los
Angeles, EUA). Portanto, os procedimentos para quantificacdo do nivel dos hormdnios de
interesse foram realizados de forma automatizada, sendo a metodologia descrita a seguir de
acordo com dados fornecido pelo fabricante (Manual Immulite 2000 ACTH, Cortisol e
Prolactina).

A concentragdo plasmatica do ACTH foi determinada através do método imunométrico
sequencial de dois ciclos, sendo 75 pl de plasma da amostra diluida transferidos para um Tudo
de Reacdo (TR) contendo uma esfera de poliestireno recoberta com anticorpos monoclonais de

rato anti-ACTH (kit: L2ZKAC2; DPC Medlab) e 124 pul de uma solu¢do de uma matriz protéica
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de soro tamponizada com anticorpos policlonais de coelho anti-ACTH conjugada a fosfatase
alcalina bovina. Apo6s 2 ciclos de incubagao de 30-min a 37°C, a fragdo nao-ligada foi retirada
por lavagem centrifugal (4 ciclos de 400 pl de agua deionizada). Em seguida, foram
acrescentados ao TR 200 pl de PPD (fosfato de adamantil de dioxietano; LUMIGEN®™;
Southfield/MI, EUA)- substrato da fosfatase alcalina ainda presente no TR. Para reagdo
luminogénica a quantidade de luz emitida foi diretamente proporcional a concentracdo de
ACTH na amostra.

Para quantificacao do cortisol, através do método de imunoensaio competitivo, 10 pl
de soro da amostra diluida foram transferidos para um TR contendo uma esfera de poliestireno
recoberta com anticorpos policlonais de coelho anti-cortisol e 190 ul de cortisol conjugado a
fosfatase alcalina bovina em solucdo tampao (kit: L2KCO6; DPC Medlab). O cortisol da
amostra competiu com o cortisol conjugado a enzima por um numero limitado de sitios de
ligacdo na esfera recoberta com anticorpos. Apds 30-min de incubagdo a 37°C, a fracao nao-
ligada foi removida por lavagem centrifugal de 4 ciclos de 400 pl de agua deionizada (15
segundos). Em seguida, foram acrescentados ao TR 200 ul de PPD para reacao luminogénica.
A quantidade de luz emitida foi indiretamente proporcional a concentragdao de cortisol na
amostra.

A concentracao de prolactina foi analisada pelo método imunométrico, sendo 25 pl de
soro da amostra diluida transferidos para um TR contendo uma esfera de poliestireno
recoberta com anticorpos monoclonais de rato anti-prolactina e anticorpos policlonais de cabra
anti-prolactina conjugada a fosfatase alcalina bovina tamponizada (kit: L2KPR6; DPC
Medlab). Apds 30-min de incubacdo a 37°C, a fracdo nao-ligada foi removida por lavagem

centrifugal (4 ciclos de 400 pl de agua deionizada; 15 segundos). Em seguida, foram
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adicionados ao TR 200 ul de PPD para reacao luminogénica. A quantidade de luz emitida foi
diretamente proporcional a concentragdo de prolactina na amostra.

ApoOs a reagao luminogénica de cada ensaio, o TR especifico foi posicionado a frente
de um Tubo Fotomultiplicador (PMT), onde a luz gerada pela reacao foi medida. O sistema
IMMULITE 2000™ efetua uma leitura da quantidade de luz emitida em 1 segundo na faixa
espectral de 350-500 nm. Esta contagem por segundo (cps) foi diretamente proporcional a
quantidade de fosfatase alcalina remanescente no TR, e que por sua vez, foi direta ou
indiretamente associada a concentracao do hormdnio presente na amostra (dependendo do tipo
de ensaio descrito acima). Apds a passagem de cada amostra, o sistema foi lavado com 2,0 ml
de agua deionizada.

O IMMULITE 2000™, integrado a um sistema computadorizado, gerou um relatorio
impresso da concentracao do hormodnio de interesse presente na amostra em funcao do sinal de
luz (cps) medido, j& incluindo o fator de diluicdo especifico e usando uma curva padrao

previamente determinada e armazenada.

4.5. Analise estatistica

Os dados de cada hormonio foram analisados para detectar possiveis diferencas entre:
1) os diferentes tratamentos realizados (salina/cocaina 0, 30 e/ou 60-min pds-inje¢do), por
meio de uma Analise de Variancia (ANOVA) one-way para amostras pareadas para o fator
tratamento, seguido do teste de Tukey para comparagdes multiplas quando detectado
diferencas estatisticas; 2) as doses semelhantes em intervalos de tempo distintos utilizando o

Teste t para amostras pareadas; 3) os grupos experimentais (Grupo 1 e 2), empregando um
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two-way ANOVA para amostras nao pareadas (fatores: tratamento e grupo experimental),
seguido do teste de Tukey quando detectado diferencas estatisticas; (4) a concentracao de
prolactina apds a administracdo das duas salinas no tempo de 0-min (S;Too vs. S;Too; ver
metodologia) a partir de um Teste t para amostras pareadas.

Possiveis correlagdes entre concentragdes séricas/plasmaticas de cortisol e ACTH
foram testadas por meio do teste de correlagio de Pearson, ao: 1) tempo total do
procedimento, € ao 2) tempo até o animal ser anestesiado.

O nivel de significancia adotado em todos os testes foi de p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Estudo 1: Analise dos efeitos neuroenddcrinos a curto prazo
5.1.1. Tempo de coleta de sangue

Conforme descrito na metodologia, foi registrado o tempo de cada etapa do
procedimento para coleta de sangue dos micos (Tabela 1). Portanto, obteve-se os seguintes
tempos: 1) captura do sujeito, entrada do tratador no viveiro do animal, captura propriamente
dita do mesmo, e o seu transporte at¢ a sala de procedimento; 2) anestesia do sujeito,
aproximacao do algoddo com anestésico das vias aéreas do animal até o inicio do efeito; 3)
coleta de sangue, procedimento de coleta sanguinea realizado ap6s o animal estar anestesiado;
e 4) tempo total despendido no procedimento.

Tabela 1. Tempo médio em segundos (£SEM) despendidos em cada etapa do
procedimento para coleta de sangue dos micos-estrela para cada sessdo experimental.

Tratamento Captura Anestesia Coleta de sangue Tempo total
SiToo 132,9 +£8.,9 46,8 + 8,0 130,7 + 33,1 310,3 +40,0
Sy Too 103,0 5,5 68,0 £9,1 146,1 + 35,2 317,1 £36,7
S3Too 145,4 £10.4 64,6 £7,1 207,6 £ 81,9 417,6 £ 81,5
S4Too 110,1 +£4,3 59,7 £ 3,1 74,9 £ 13,9 24477 + 14,3
S T30 55,7 £6,0 343 £2,5 109,3 +29,0 199,3 £27,4
SiTeo 45,7 £4,0 36,3 + 3,1 153,0 £27,4 235,0 £26,4
C10T30 61,6 £8,4 332 +£238 110,9 +28,6 205,7 £31,1
CioTeo 48,1 +£3,2 29,6 +4,6 189,1 +58,3 266,9 + 61,8
CyoT30 58,0 £4,7 42,3 £4,0 123,2 £ 67,1 223,6 £70,7
CaoTe0 52,8 £4,0 35,3 £2.,8 103,1 +23,5 191,1 £26,0

S1Too= 0-min péds-injecéo salina 1; S,Toy = 0-min pds-injecdo salina 2; ; S3Tge = 0-min pos-
injecdo salina 3; S4Too = 0-min pés-injecéo salina 4; S;Tze= 30-min pés-injecao salina; S;Tgo=
60-min pés-injecdo salina; C19T30= 30-min pds-injecdo cocaina 10mg/kg; C1oTeo= 60-min pbs-
injecdo cocaina 10mg/kg; C,oT30= 30-min pds-injecao cocaina 20mg/kg; C,oTgo= 60-min pds-
injecdo cocaina 20mg/kg
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5.1.2. ACTH
5.1.2.1. Analise geral

A concentragdo plasmatica basal de ACTH dos micos, apds a administragdo de salina,
diferiu significativamente dependendo do intervalo de tempo da coleta: 0, 30 ou 60-min pos-
inje¢do (SiToo vs. S1T30 vs. S1Teo: Fs2=4,467, p<0,05). Andlises posteriores mostraram que o
nivel deste horménio foi significativamente menor (p<0,05) quando coletado 60-min apods

inje¢do, comparado ao de 30-min (S;T3g vs. SiTeo, Fig.9).
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Figura 9. Efeito da administracdo sistémica aguda de cocaina (10 e 20 mg/kg) sobre a
concentracdo plasmatica de ACTH+EPM (pg/mL) de micos-estrela (n=9) avaliada 00, 30 e
60 minutos pds-injecdo. (SiTgo= 0-min pds-injecdo salina; S;Ts= 30-min pés-injecdo salina;
S1Teo= 60-min pos-injecao salina; C1oT30= 30-min pds-injecdo cocaina 10 mg/kg; C1oTeo= 60-
min poés-injecdo cocaina 10 mg/kg; C,oT30= 30-min pos-injecdo cocaina 20 mg/kg; CyoTeo=
60-min poés-injecdo cocaina 20 mg/kg). *p<0,05 vs. CioTeg & CyTeg; +p<0,05 vs. S;iTe;
++p<0,05 vS. CyT6o-

Apds 30-min da administracdo de 20 mg/kg de cocaina, foi detectada um aumento na
concentragdo plasmatica de ACTH, em relagdo ao controle salina, embora nao tenha atingido
niveis significativos (SiTzo vs. CioT30 vs. CyoT30: Fs2=1,200; p=0,330; Fig. 9). Entretanto,
quando analisado os efeitos deste psicoestimulante 60-min apds a sua injecdo, um efeito

significativo foi observado sobre os niveis plasmaticos deste horménio (S;Tep vs. CioTeo &
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Ca0Teo: Fs,0=7,136; p<0,05). Analises posteriores indicaram que a administracdo de ambas as
doses de cocaina induziram, apos 60-min, uma diminuicdo significativa (p<0,05) da
concentracdo de ACTH, comparado ao controle salina (S;Teo vs. C1oTeo & C20Te0; Fig.9).
Quando analisado os niveis de ACTH apo6s a administragao de 10 mg/kg de cocaina, a
concentracdo observada deste hormodnio 60-min depois da injecdo foi significativamente
menor que apos 30-min (CyoT30 vs. CioTeo: t=2,955; gl=7; p<0,05). Um resultado semelhante
também foi observado para dose de 20 mg/kg, porém esta diferenca nao atingiu niveis

significativos (Cz0T3p vs. CTeo: t=83,00; gl=8; p=0,130; Fig.9).

5.1.2.2. Analise por grupo experimental

Considerando que no procedimento experimental os sujeitos foram divididos em dois
grupos, foram analisadas possiveis diferengas entre eles (Grupo 1: recebeu primeiro a dose de
10 mg/kg de cocaina e, 2 meses depois, a de 20 mg/kg; Grupo 2: recebeu primeiro a dose de
20 mg/kg da droga e, 2 meses depois, a de 10 mg/kg). Porém, a andlise estatistica nao
identificou diferengas significativas na concentracdo de ACTH entre os dois grupos
experimentais (F7,=3,270; p=0,077; Fig.10), entre os tratamentos administrados (salina,
cocaina 10 mg/kg e cocaina 20 mg/kg; F;,=1,737; p=0,123), ou uma interacdo entre estes dois

fatores (grupo experimental vs. tratamento: F;;=0,927; p=0,495).
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Figura 10. Efeito da administracdo sistémica aguda de cocaina (10 e 20 mg/kg) na
concentracdo plasmatica de ACTH+EPM (pg/mL) de micos-estrela (Grupo 1: n=5; Grupo 2:
n=4) avaliada 00, 30 e 60 minutos pés-injecdo (S;Tee= 0-min poés-injecdo salina; S;T3,= 30-
min pés-injecdo salina; S;Tg= 60-min pds-injecdo salina; CipTz= 30-min pds-injecdo
cocaina 10 mg/kg; C1oTge= 60-min pos-injecao cocaina 10 mg/kg; CooT3p= 30-min poés-injecao
cocaina 20 mg/kg; C,oTso= 60-min pds-inje¢éo cocaina 20 mg/kg).

5.1.3. Cortisol
5.1.3.1. Analise geral

A concentragdo sérica basal inicial de cortisol dos micos permaneceu constante,
independente do intervalo de tempo da coleta: 0, 30, e 60-min apds a administracdo de solucao
salina (S1Too vs. S1T30 vs. Si1Teo: Fs2=1,267; p=0,308; Fig.11). Portanto, a concentracdo média

inicial deste hormdnio foi de 139,86+12,94 pg/dL (S;Ty).
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Figura 11. Efeito da administracdo sistémica aguda de cocaina (10 e 20 mg/kg) na
concentracdo sérica de cortisol tEPM (ug/dL) de micos estrela (n=9) avaliada 00, 30 e 60
minutos pos-injecao (SiTe= 0-min pos-injecdo salina; S;Tz= 30-min pés-injecdo saling;
S1Teo= 60-min pos-injecao salina; C1oT30= 30-min pds-inje¢cdo cocaina 10 mg/kg; C1oTeo= 60-
min poés-injecdo cocaina 10 mg/kg; CaT30= 30-min pos-injecao cocaina 20 mg/kg; CuoTeo=
60-min pés-inje¢é@o cocaina 20 mg/kg). *p<0,05 vs. S; T & C1oTeo-

Trinta minutos apds a administracdo de cocaina nao foram detectadas alteracdes nos
niveis de cortisol, em relacdo ao controle salina (S;T3p vs. CioT30 vs. CaoT30: Fg2=0,589;
p=0,566; Fig.11). Porém, 60-min apds a injecdo da droga, os niveis diferiram
significativamente (S;Teo vs. CioTeo vs. CaoTeo: Fs2=10,207; p<0,05). Andlises posteriores
revelaram que a concentracdo sérica de cortisol dos micos aumentou significativamente
(p<0,05) apos a administragao da dose de 20 mg/kg de cocaina, comparado ao controle salina
e a dose de 10 mg/kg (Cy0Teo vs. SiTeo & CioTeo: Fig.11).

Ao se comparar cada dose administrada, nos dois intervalos de tempo de coleta, o nivel
de cortisol permaneceu constante 30 e 60-min apds a administragdo de 10 mg/kg de cocaina
(C10T30 vs. CyoTeo: t=-0,368; gl=7; p=0,724). Ja para a dose de 20 mg/kg, a concentragio deste

horménio foi maior 60-min pds-injecdo que depois de 30-min, porém esta diferenga ndo

atingiu niveis significativos (CyoT3o vs. CyTeo: t=-1,560; gl=7; p=0,163; Fig.11).
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5.1.3.2. Analise por grupo experimental

Ao comparar separadamente os grupos experimentais (Grupol vs. Grupo 2), ndo foi
observada uma diferenca significativa para esse fator (F;;=0,764; p=0,386) ou uma interacao
significativa entre grupo experimental vs. tratamento (F;,=0,696; p=0,675; Fig. 12). Porém,
considerando somente o fator tratamento, diferencas significativas foram observadas
(F71=2,405; p<0,05) e analisadas em mais detalhe, conforme descrito a seguir.

No Grupo 1, a concentracao de cortisol variou da mesma forma que o padrao descrito
na andlise geral (ver secdo 5.1.3.1). Assim, a concentragao sérica basal inicial foi semelhante
nos trés intervalos de tempo de coleta: 0, 30 e 60-min apds inje¢do de salina (S;Too vs. S1T30
vs. S1Teo: F42=0,208; p=0,816; Fig.12); concentragdo média inicial de 145,64+41,41 pg/dL
(SiToo). Ademais, a cocaina nao alterou os niveis de cortisol 30-min apds sua administragao
(S1T30 vs. CioT30 vs. CaoT30: F42=0,530; p=0,608), mas induziu mudancas significativas apos
60-min (S;Teo vs. CioTeo vs. CaoTeo: F42=15,618; p<0,05; Fig.12). Andlises posteriores
indicaram que a concentracdo deste hormonio aumentou significativamente (p<0,05) 60-min
apo6s a dose de 20 mg/kg, comparado ao controle salina e a dose de 10 mg/kg (Co0Teo vs. SiTeo
& CioTeo; Fig.12). Além disso, ao comparar a concentragdao de cortisol apds administracao de
10 mg/kg de cocaina, este parametro permaneceu constante independentemente do intervalo
de tempo (CjoT30 vs. CioTeo: t=1,335; gl=4; p=0,253). Ap6s a dose de 20 mg/kg, o cortisol
sérico observado 60-min pos-inje¢ao foi maior que depois de 30-min, mas ndo de forma

estatisticamente significativa (Cy0T30 vs. C20Teo: t=-0,869; gl=3; p=0,449; Fig.12).
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Figura 12. Efeito da administracdo sistémica aguda de cocaina (10 e 20 mg/kg) na
concentracdo sérica de cortisol tEPM (ug/dL) de micos-estrela (Grupo 1: n=5; Grupo 2: n=4)
avaliada 00, 30 e 60 minutos pdés-injecdo (S1Tee= 0-min pos-injecdo salina; S;Tz= 30-min
pos-injecao salina; S;Tgo= 60-min pods-injecao salina; C1yTz= 30-min pods-injecdo cocaina 10
mg/kg; C1oTeo= 60-min pbs-injecédo cocaina 10 mg/kg; C,oT30= 30-min pés-injecéo cocaina 20
mg/kg; CoTeo= 60-min pds-injecéo cocaina 20 mg/kg). *p<0,05 vs. S;Tgg & C1oTeo.

No Grupo 2, a concentragdo sérica basal inicial de cortisol também permaneceu
constante independente do intervalo de tempo de coleta apos administracao de salina (ST vs.
SiTso vs. SiTeo: F3,=1,395; p=0,318; Fig.12), sendo a concentragdo média de 132,63+9,73
pug/dL (S;Tgy). Trinta minutos ap6s a administragdo de cocaina nao foi detectada alteragao

significativa nos niveis de cortisol, comparada ao controle salina (S;T3p vs. Ci9T30 vs. Ca9T30:

F3,=0,856; p=0,471). Entretanto, 60-min depois da inje¢do das duas doses da droga, foi
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observado um aumento na concentragdo deste glicocorticoide em relagdo ao controle, porém
ndo atingiu niveis significativos (S;Teo vs. Ci9Teo vs. CaoTeo: F32=3,054; p=0,136; Fig.12). Por
fim, apos a administragao de ambas as doses de cocaina (10 e 20 mg/kg), a concentragdo de
cortisol foi maior no tempo de 60-min que no de 30-min pds-injecao, para cada dose. Contudo,
estas diferencas também ndo atingiram niveis estatisticamente significativos (CjoT3 vs.

CioTe0: t=-0,952; gl=2; p=0,441; Cy0T30 vs. CyoTeo: t=-1,178; gl=3; p=0,324; Fig.12).

5.1.4. Prolactina
5.1.4.1. Analise geral

A concentragdo sérica basal inicial de prolactina dos micos foi semelhante entre os trés
intervalos de tempo de coleta: 0, 30 e 60-min ap6s a administragdo de salina (S;Too vs. S1 T30
vs. SiTeo: Fs2=3,402; p=0,059: Fig.13); concentragdo média inicial de 6,85+0,46 ng/mL
(S1Too).

Depois de 30-min da administragdo do psicoestimulante, foi detectado um efeito
significativo deste sobre a concentragdo de prolactina (S;Tsp vs. CioTz0 vs. CxoTso:
F5,=10,138; p=0,001). Anélises posteriores mostraram que os niveis do hormdnio diminuiram
significativamente (p<0,05) apds a injecdo de ambas as doses de cocaina, comparado ao
controle salina (S1T3p vs. Ci0T30 & Cy0T30; Fig.13). Adicionalmente, o efeito da cocaina parece
ter persistido até pelo menos 60-min depois de sua administracao (S;Teo vs. CioTeo vs. CaoTeo:
Fs,=17,768; p<0,001), sendo observado uma diminui¢do significativa (p<0,05) na
concentracdo de prolactina apds a administracdo ambas as doses da droga em relagdo ao

controle salina (S;Teo vs. Ci9Teo & Ca0Te0; Fig.13).
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Figura 13. Efeito da administracdo sistémica aguda de cocaina (10 e 20 mg/kg) na
concentragdo sérica de prolactina +tEPM (ng/mL) de micos-estrela (n=9) avaliada 00, 30 e 60
minutos pos-injecao (SiTe= 0-min pés-injecdo salina; S;Tz= 30-min pds-injecdo salina;
S1Teo= 60-min pos-injecao salina; C1oT3= 30-min pds-injecdo cocaina 10 mg/kg; Ci1pTgo= 60-
min pos-injecdo cocaina 10 mg/kg; CaoT30= 30-min pods-injecdo cocaina 20 mg/kg; CyoTeo=
60-min poés-injecéo cocaina 20 mg/kg). *p<0,05 vs. CioTzp & CxoTap; **p<0,05 vs. CyoTeo &
CaoTeo.

Ao se comparar possiveis diferengas na concentragao de prolactina, em relagdo ao
intervalo de coleta apos a administragdo de 10 mg/kg de cocaina, ndo foi detectada alteragdes
significativas (CjoT30 vs. CioTeo: t=1,507; gl=7; p=0,176). Porém, apds a dose de 20 mg/kg, a
concentragdo do horménio foi menor 60-min pds-injecdo que apos 30-min. Contudo essa

diferenca ndo atingiu niveis significativos (Cy0T3o vs. CaTeo; t=1,753; gl=7; p=0,123; Fig.13).

5.1.4.2. Analise dos grupos experimentais
A andlise realizada para verificar possiveis diferencas entre os fatores grupo
experimental e tratamento administrado ndo revelou um efeito significativo entre os grupos

(Grupo 1 vs. Grupo 2: F7,=0,0145; p=0,905), mas sim entre os diferentes tratamentos
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(F7,=12,721; p<0,001) e para interacdo grupo experimental vs. tratamento (F;;=3,107;
p<0,05).

No Grupo 1, a concentracdo basal inicial de prolactina permaneceu constante,
independentemente do intervalo de coleta (S;Top vs. SiTso vs. SiTeo: F24=1,256; p=0,335;
Fig.14); concentragdo média inicial de 6,38+0,62 ng/mL (S;Tyy). Trinta minutos apos a
administracao de cocaina foi observado um efeito significativo nos niveis de prolactina (S;T3
vs. CioT30 vs. CyoT30: F42=10,124; p<0,05). Este diminui significativamente (p<0,05) apds a
injecdo de 10 mg/kg de cocaina, comparado com o controle salina (CioT3p vs. S;T30: Fig.14).
Sessenta minutos pos-cocaina, ainda se observou um efeito significativo (S;Teo vs. CioTgo Vs.
Ca0Te0: F42=15,148; p<0,05), sendo verificado que a concentracdo de prolactina diminuiu de
forma significativa (p<0,05) apds a administragdo de ambas as doses da droga, em relagao ao
controle salina (S;Tg vs. CioTeo & CroTeo; Fig. 14). Ademais, com a dose de 10 mg/kg e 60-
min pos-injecdo de cocaina, os niveis do hormonio foram menores que depois de 30-min,
quase atingindo niveis estatisticamente significativos (CjoTso vs. CioTeo: t=2,571; gl=4;
p=0,062). Para a dose de 20 mg/kg, a diferen¢a entre 60 ¢ 30-min pds-inje¢ao foi significativa

(C20T30 VS. C20T602 t:4,291; g1:3; p<0,05; F1g14)
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Figura 14. Efeito da administracdo sistémica aguda de cocaina (10 e 20 mg/kg) na
concentragdo sérica de prolactina +EPM (ng/mL) de micos-estrela (Grupo 1: n=5, Grupo 2:
n=4) avaliada 00, 30 e 60 minutos pos-injecao (S;Teo= 0-min pos-injecao salina 1; S;Tz,= 30-
min poés-injecdo salina; SiTg= 60-min pds-injecdo salina; CioTz= 30-min pds-injecdo
cocaina 10 mg/kg; C1oTeo= 60-min pos-inje¢ao cocaina 10 mg/kg; CyoTzp= 30-min pos-injecao
cocaina 20 mg/kg; C,oTso= 60-min pds-injecdo cocaina 20 mg/kg). *p<0.05 vs. C19T3g (Grupo
1) ou CyoT30 & CyoT3g (GrUpO 2), **p<0.05 VS. C1oTgg & CxTep (GrUpO 1), ***p<0.05 vS. CyoT3g
(Grupo 2); ****p<0,05 vs. CxTeg (Grupo 2); +p<0.05 vs CyTeo.

No Grupo 2, a concentragdo sérica basal inicial de prolactina também manteve-se
constante nos trés intervalos de coleta apos a injecdo de salina (S;Tgo vs. S;T3 vs. SiTeo:
F3,=1,990; p=0,217; Fig.14); com concentracdo média inicial de 7,43+0,58 ng/mL (SiToo).

Depois de 30-min da administragdo de cocaina foi observado um efeito significativo (S;Tsg vs.
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CioT30 vs. CyoTsp: F35,=31,251; p<0,001), sendo detectado uma diminui¢do significativa
(p<0,05) na concentracao sérica de prolactina apos a administracdo de ambas as doses do
psicoestimulante, comparada com o controle salina, e entre si (S;T3p vs. CjoT30 vs. CaoT30;
Fig.14). No tempo 60-min, a cocaina também induziu uma alteragdo no hormonio (S;Teo Vvs.
Ci0Te0 vs. CaoTeo: F3,=11,387; p<0,05), estando os seus niveis significativamente reduzidos
(p<0,05) apenas apoOs a administragdo da dose de 20 mg/kg da droga, em relagdo ao controle
salina (S;Teo vs. CyTeo; Fig.14). Na mesma dose de cocaina, mas apos intervalos de tempo
distintos (30 ou 60-min pos-injecdo) nao foi observada diferenga significativa (CioT3p vs.

CioTe0: t=0,0991; gl=2; p=0,930; Cy T30 vs. CaoTeo: t=-1,659; gl=3; p=0,196; Fig.14).

Vale lembrar que quando quando o Grupo 1 passou a receber a dose de 20 mg/kg e o
Grupo 2 a de 10 mg/kg, foi realizada uma coleta sanguinea apos a administracao de salina
(S;Too) (ver Metodologia). A concentragdo de prolactina permaneceu constante quando se
comparou as concentragdes basais iniciais de prolactina dos micos (n=9) (S;Too vs. S;Too:
t=0,173; gl=8; p=0,867; Fig.15). Quando a andlise foi realizada para cada grupo
separadamente, o Grupo 1 seguiu o mesmo padrdo e os niveis hormonais permaneceram
semelhantes (S;Too vs. S;Tgo: t=-1,026; gl=4; p=0,363; Fig.15). Contudo, no Grupo 2, a
segunda salina (S,Tgg) foi significativamente menor em relagdo a primeira (S;Too vs. SyToo:

t=3,506; gl=3; p<0,05; Fig.15).
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Figura 15. Concentracdo sérica de prolactina tEPM (ng/mL) de micos-estrela (Geral:

n=9, Grupo 1: n=5, Grupo 2: n=4) avaliada antes (S1Tg= 0-min pos-injecao salina 1) e 2

meses apos (S;Te= 0-min pds-injecdo salina 2) a administracdo inicial de cocaina

*p<0.05 vs. S;Tgo NO grupo 2.
5.2. Estudo 2: Analise dos efeitos neuroenddcrinos alongo prazo

Neste estudo foram analisadas durante seis meses as concentracdoes dos hormoénios
ACTH e cortisol logo apds a administragdo de solugdo salina (tempo = 0-min), coletadas em
intervalos de dois meses. Portanto, para este estudo foram coletadas 4 amostras de sangue de
cada animal, sendo as primeiras duas coletas realizadas, de fato, durante o Estudo 1 (ver
Procedimento Experimental).

Para o hormonio cortisol, foi observado um aumento da concentracao sérica apenas na
segunda coleta, apesar de ndo-significativo (SiToo vs. SaToo vs. S3Too vs. SaToo: Fg3=3,051;
p=0,052; Fig. 16). Para o ACTH, a concentragdo plasmatica aumentou gradativamente ao

longo das quatro coletas, porém este efeito também nao atingiu niveis significativos (S; Ty vs.

SQT()O VS. S3T00 VS. S4T001 F8,3:1,822; p:0,189; Flg 16)
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Figura 16. Concentragdo sérica de cortisol tEPM (ug/dL) e plasmatica de
ACTH £SEM (pg/mL) de micos-estrela (n=9) avaliada antes (S;Tg= 0-min
pés-injecdo salina 1), 2 meses (S;Tge = 0-min pos-injecdo salina 2), 4
meses (S3Tg= 0-min poés-injecdo salina 3) e 6 meses (S;Tp= 0-min pos-
injecdo salina 4) depois da administracéo inicial de cocaina.

5.3. Correlagdes entre os niveis hormonais e o tempo de coleta

Uma vez que a concentracdo plasmatica/sérica de ACTH e cortisol pode ser
influenciada por situagdes de estresse, os dados obtidos para estes hormdnios foram testados
quanto ao tempo gasto para a coleta de sangue. O tempo despendido nas seguintes etapas foi

analisado: tempo de captura e tempo total do procedimento.
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Os resultados, indicados de forma resumida na Tabela 2 e de forma detalhada no
Anexo 3 (Tabela 3), revelaram que o tempo total para coleta apresentou correlacdo positiva
apenas a concentracao plasmatica de ACTH coletada 60-min apds a administragdo de salina

(S1Teo: r=0,796; p<0,05; Tabela 3).

Tabela 2. Correlagdo entre a concentra¢do plasmatica/sérica de
ACTH e cortisol e o tempo despendido em duas etapas da coleta
de sangue em cada sessdo experimental.

Tratamento ACTH Cortisol
Tempo  Tempo Tempo Tempo
captura(s) total(s) _ captura(s) total (s)
SiToo 0 0 o o
SyToo 0 o o o
S5Too 0 o o o
S4Too 0 o o o
SiT30 0 o o o
SITGO 0 + 0 )
CioT3o 0 o o o
CioTeo 0 0 o o
CyT3o 0 o o o
CyTeo 0 o o o

SiToo= 0-min pds-injecao salina 1; S,To, = 0-min pés-injecdo salina 2;
S3Too = 0-min pds-injecdo salina 3; S;Too = 0-min poés-injecao salina 4;
S1T3= 30-min pés-injecdo salina; S;Tg= 60-min pds-injecdo salina;
C10T30= 30-min pos-injecao cocaina 10 mg/kg; CioTe= 60-min pés-
injecdo cocaina 10 mg/kg; C,oTs= 30-min pds-injecdo cocaina 20
mg/kg; CoTeo= 60-min pods-injecdo cocaina 20 mg/kg

+p=correlacéo positiva; o=sem correlacdo



53

6. DISCUSSAO

6.1. Efeitos da cocaina no eixo HPA
6.1.1. Efeitos a curto prazo

A administragdo sist€émica aguda de cocaina em micos-estrela adultos e
experimentalmente ingénuos alterou significativamente a concentragao plasmatica/sérica dos
hormonios do eixo HPA. De fato, sabe-se que dentre os efeitos neuroenddcrinos deste
psicoestimulante ocorre uma importante ativacao deste eixo, gerando um aumento nos niveis
circulantes de corticosterona em roedores (Mantsch et al., 2000) e de cortisol no homem e em
primatas nao-humanos (ex. Baumann et al., 1995; Sarnyai et al., 1996). Contudo, outros
estudos sobre os efeitos neuroendodcrinos deste psicoestimulante em Callithrix, ou até outros
géneros de calitriquideos, ainda ndo foram publicados.

No presente trabalho, o efeito sobre o cortisol ¢ ACTH foi dose-dependente, seguindo
um curso temporal distinto para cada hormdnio. Ou seja, a administracdo da dose mais elevada
de cocaina (20 mg/kg) induziu efeitos sobre os niveis dos hormonios do eixo HPA. Apds 30-
min da injecdo desta dose houve um aumento na concentracao plasmatica de ACTH seguido
de uma diminui¢do significativa depois de 60-min. Em relacdo ao cortisol, ndo foram
observadas alteracdes 30-min apds a administragdao de 20 mg/kg de cocaina. Porém, 60-min
pos-injecdo foi detectado um aumento significativo nos niveis circulantes deste
glicocorticodide, comparado ao seu respectivo controle salina.

As diferengas no curso temporal dos efeitos dos hormonios do eixo HPA podem estar
relacionadas aos seus proprios mecanismos de controle, sendo um dos principais a

retroalimentacdo negativa. Através deste, o cortisol liberado pelas glandulas supra-adrenais
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penetra no SNC, ligando-se aos receptores GR presentes nos neurdnios parvocelulares do
hipotalamo, inibindo a liberagao de CRF e conseqiientemente a de ACTH circulante (Berne et
al., 2004). Estudos farmacocinéticos vém demonstrando que a curva da concentragao
plasmatica da cocaina versus o tempo, em geral, corresponde a curva do ACTH versus o
tempo (Sholar et al., 1998; Mendelson et al., 1998). Portanto, o aumento na concentracao
plasmatica de ACTH 30-min apds administracao de 20 mg/kg de cocaina, levando a liberacao
de cortisol no sangue detectada 60-min poOs-injecdo, que poderia ser explicado por um
mecanismo de inibicdo do o eixo HPA por retroalimentagdo negativa, gerando a diminui¢ao
nos niveis de ACTH aos 60-min pos-injecao.

Alguns efeitos observados com a administragdo da dose de 10 mg/kg de cocaina nos
micos também podem estar associados a este mecanismo de retroalimentagdo negativa,
destacando-se a diminuicao significativa de ACTH plasmatico 60-min pos-cocaina. Neste
sentido, o pequeno aumento nao-significativo de cortisol — detectado aos 60-min pds-inje¢ao
de 10 mg/kg de cocaina — pode ter induzido uma diminui¢do na liberagdo de ACTH observada
no mesmo momento, mesmo que as taxas deste hormonio ndo estivessem significativamente
elevadas depois de 30-min de sua administragao (para outra hipdtese ver item 6.3.4). De fato,
sabe-se que varios compostos, em doses que ndo elevam os niveis de ACTH, sdo capazes de
aumentar significativamente a concentragao de corticosterona em roedores, sugerindo que as
glandulas supra-adrenais respondem a pequenas variacdes de ACTH que nem sempre sdo
detectaveis (Levy et al., 1994). Tal resultado poderia explicar como baixas doses de cocaina
alteram os niveis de corticosterona e cortisol sem alterar a concentragdo de ACTH (Levy et al.,

1994).
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Estudos realizando coletas em intervalos de tempo menores sao necessarios para
melhor elucidar a relagdo dos efeitos da retroalimentacdo negativa no curso temporal das
alteragdes observadas no eixo HPA apos a administracao de cocaina em micos. Em roedores, o
nivel de ACTH permaneceu elevado até 2-h apds a administragcdo aguda deste
psicoestimulante em animais adrenalectomizados sendo a auséncia do mecanismo de feedback
indicado como o responsavel por este efeito persistente (Torres & Rivier, 1992a.b).
Adicionalmente, Moldow & Fischman (1987) observaram um aumento nos niveis de ACTH
entre 10 e 30-min da administragdo ip de 20 mg/kg de cocaina, enquanto Borowsky & Kuhn
(1991a) detectaram elevagdes significativas deste hormdnio apenas 30-min pds-inje¢ao de
15mg/kg. No mico-estrela, a administracao de 10 mg/kg de cocaina nao induziu um aumento
significativo nos niveis circulantes de ACTH e cortisol analisados 20-min apods sua inje¢ao
(dados nao publicados). J& em humanos, a cocaina elevou a concentracdo de cortisol apenas
60-min apos sua administragdo intra-nasal (Heesch et al., 1995). Com a administracao 1iv,
observou-se um aumento significativo nos niveis de ACTH 5-min apds a inje¢do, o qual
persistiu por 45-min (Mendelson et al., 1992). Ademais, Sholar et al. (1998) mostraram em
humanos que a elevacao na concentracdo de cortisol iniciou-se 16-min apds da administracao
do psicoestimulante e atingiu um pico 30-min depois. Esta alteragao foi detectada 22-min apds
o pico do ACTH (Sholar et al. 1998).

Um efeito dose-dependente do psicoestimulante também foi observado sendo
necessario a administracdo de 20 mg/kg para induzir uma resposta significativa e consistente
no eixo HPA. Apesar da dose de 10 mg/kg, em geral, ndo ter alterado os niveis destes
hormonios, a mesma influenciou outras respostas neuroenddcrinas neste estudo (ver item 6.2),

e diversas reagdes comportamentais em outros estudos (de Sousa Silva et al., 2006a & 2006b).
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A divergéncia, particularmente entre as respostas neuroendocrinas, pode estar
associada ao fato do mico-estrela, assim como varias outras espécies de primatas neotropicais,
apresentar elevadas taxas basais de cortisol no sangue (Chrousos et al., 1982). Este
glicocorticdide pode atingir niveis 7-20 vezes maiores que 0s observados em primatas do
Velho Mundo — incluindo o homem — apesar de ndo apresentarem sintomas ou sinais de
hipercortisolismo como, por exemplo, o aumento dos niveis de glicose, de apetite, de pressao
arterial e osteoporose (Chrousos et al., 1982; Berne et al., 2004). Acredita-se que esta
resisténcia a glicocorticoides possa ser devido, em parte, a uma diminui¢ao na afinidade dos
receptores GR pelo seu ligante, induzido por uma mutagdo no proprio receptor ou em um fator
citoplasmatico essencial para a ligagao receptor-hormoénio (Reynolds et al., 1997). Além disso,
a globulina de ligagdo a corticosteroide (CBG — corticosteroid-binding-globulin), também
conhecida como transcortina, estd em menor concentracdo no sangue € possui uma menor
afinidade pelo glicocorticoide, contribuindo para os altos niveis de cortisol livre no sangue de
micos (Chrousos et al., 1982). Em testes de supressao de dexametasona, Moura (2002) relatou
que no mico-estrela foi necessaria uma dose significativamente maior que a de outros primatas
para inibir o eixo HPA. Portanto, esta caracteristica peculiar dos micos pode ter influenciado a
resposta diferenciada do cortisol a administracdo de cocaina, levando a um aumento
significativo apenas depois da injecdo de doses mais altas. Uma andlise comparativa entre
diferentes espécies de primatas (do Velho e Novo Mundo) seria interessante para confirmar
uma possivel relagdo entre a resisténcia ao glicocorticoide e a ativagdo do eixo HPA por
psicoestimulantes.

De fato, a dose necessaria para ativar o eixo HPA parece depender em grande parte de

caracteristicas anatomo-fisioldgicas espécie-especificas. Em roedores, diversos estudos
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relatam um efeito dose-dependente ap6s administracdes centrais e periféricas, porém a dose
significativa variou de 50 a 1000 pg/kg ou 1,6 a 30 mg/kg, respectivamente (ex. Levy et al.,
1991; Sarnyai et al., 1991). Em macacos rhesus, 0,8 mg/kg iv de cocaina aumentou a liberagao
de cortisol, comparado ao controle ¢ a dose de 0,4 mg/kg (Sarnyai, 1996). Vale ressaltar que
nao foram encontrados na literatura estudos em primatas nao-humanos utilizando a mesma via
de administragdo usada neste trabalho, o que limita as comparagdes entre as doses utilizadas.
Em homens dependentes, um aumento significativo na concentragdao plasmatica de cortisol foi
observado apos a administragdo iv de 40 mg/kg de cocaina (Baumann et al., 1995). Em nao-
dependentes, a utilizagdo de 2 mg/kg intra-nasal deste psicoestimulante elevou
significativamente os niveis deste glicocorticdide (Heesch et al., 1995), enquanto que 30

mg/kg iv foi eficaz para aumentar a concentragao de ACTH (Mendelson et al., 1992).

6.1.2. Efeitos a longo prazo

A longo prazo, foi observado um aumento persistente ¢ gradual, mas nao significativo,
na concentragdo plasmatica de ACTH detectada principalmente apds 4 (S3Top) € 6 meses
(S4Top) da primeira injecdo de cocaina. Nesta segunda fase do estudo, vale ressaltar que as
duas primeiras coletas correspondem aos controles salina realizados na fase anterior (Estudo
1), enquanto que as ultimas duas referem a novas coletas. Desta forma, para que todas as
amostras pudessem ser comparadas, foi mantido o mesmo procedimento, ou seja, uma
administracdo de solu¢do salina precedeu todas as coletas de sangue. Portanto, a elevacao a
longo prazo nos niveis de ACTH poderia, na verdade, estar relacionada a um efeito de

memoria a cerca do procedimento de coleta de sangue, do que a cocaina per se. Contudo, a
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concentragdo circulante de cortisol ndo seguiu o mesmo padrdo, sendo observado um aumento
nao-significativo transitorio apenas na segunda coleta (S;Too).

Em roedores, os estudos da avaliagdo a longo prazo referem-se aos efeitos do uso
cronico da cocaina nos horménios do eixo HPA e empregam procedimentos distintos para o
estabelecimento de uma administracdo cronica. Este varia de 3 a 15 dias de administragdes
diarias (até duas vezes ao dia; revisao em Mello & Mendelson, 1997, 2002), sendo injetados
pelo proprio experimentador, ou seja, ndo foram auto-administrados. Questdes metodoldgicas
dificultam a extrapolagdo para humanos e primatas ndo-humanos dos dados obtidos até o
momento com roedores. Mesmo assim, ndo foram observadas nestes animais alteragdes
persistentes nos niveis circulantes basais de ACTH e corticosterona (Pilotte et al., 1990; Van
der Kar et al., 1992), apesar de ter sido relatado uma diminui¢ao na densidade/afinidade dos
receptores para CRF (Goeders et al., 1990), sugerindo que a exposicdo cronica a este
psicoestimulante ndo resulta em uma tolerancia ou sensibilizagdo do eixo HPA. Contudo,
Mantsch et al. (2002) demonstraram que a auto-administracao de doses crescentes de cocaina
em ratos poderia induzir alteragdes permanentes no eixo HPA.

Em humanos, a utilizagdo cronica de cocaina pode causar alteragdes persistentes no
eixo HPA. Contudo os mecanismos nao estdo totalmente esclarecidos e podem variar de
acordo com a metodologia do estudo. Neste sentido, os pulsos de liberagdo de cortisol e
ACTH nao diferiram entre homens dependentes ou com historico de uso de cocaina e pessoas
normais (Mendelson et al., 1989; Teoh et al., 1994). Vecovi et al. (1992) detectaram um
aumento significativo nos niveis de ACTH diurno em homens dependentes de cocaina,
comparados a homens normais, porém o ritmo de secre¢do do horménio ndo foi alterado. A

dificuldade em realizar estudos cronicos em humanos esta na interferéncia que outras drogas
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de abuso podem provocar visto que, normalmente, os dependentes de cocaina fazem uso de
varias substancias ao mesmo tempo. Por exemplo, homens com histérico de abuso de cocaina
e opioides por 9 anos mostraram-se tolerantes aos efeitos neuroenddcrinos e cardiovasculares
da administracdo iv do psicoestimulante quando comparados a usudrios esporddicos da

cocaina (Mendelson et al., 1998).

Portanto, o presente estudo mostrou que a administragdo sist€émica aguda de cocaina,
principalmente na dose de 20 mg/kg, provocou alteragdes a curto prazo no eixo HPA que
seguiram um curso temporal distinto para cada um dos hormoénios. No geral, os efeitos
encontrados estao de acordo com a literatura, apesar da auséncia de estudos desta natureza em

primatas neotropicais, particularmente os calitriquideos.

6.2. Prolactina
6.2.1. Efeitos a curto prazo

Outro efeito neuroenddcrino comumente induzido pela administragdo sistémica aguda
de cocaina ¢ a redugdo dos niveis circulantes de prolactina (Heesch et al., 1996; Mello et al.,
1990a, 1993). Um dos principais mecanismos de controle da liberacdo deste horménio estd
relacionado ao neurotransmissor DA da via tibero-infundibular que, ao ligar-se a receptores
D, presente nas células lactotropicas da adenohipdfise, inibe a liberagdo de prolactina (ex.
Martinez de la Escalera & Weiner, 1992). A cocaina, por inibir a recaptacdo deste

neurotransmissor € consequentemente aumentar a concentragdo extracelular de DA (ex.
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Nestler et al., 2001), atua indiretamente como um agonista dos receptores dopaminérgicos
reduzindo os niveis de prolactina no sangue.

No presente estudo foi observada uma diminuigao significativa na concentracao sérica
de prolactina dos micos-estrela apos a administracao sistémica aguda de cocaina, comparada
ao controle salina. Na verdade, ambas as doses testadas (10 e 20 mg/kg ip) reduziram os niveis
deste hormonio, sendo este efeito significativo observado tanto 30-min, como 60-min depois
de sua injecao.

O curso temporal observado para este efeito neuroendocrino corresponde a resultados
ja observados nesta e outras espécies de primatas. Em micos-estrela, os niveis séricos de
prolactina ja estavam reduzidos 20-min ap6s a administragdo ip de 10 mg/kg de cocaina
(dados de estudos anteriores realizados pela equipe nao Centro de Primatologia da
Universidade de Brasilia, porém, nao publicados). Em macacos rhesus, foi observado o
mesmo efeito 40 a 80-min apoOs a injecao iv da droga, apesar dos niveis hormonais terem
comegado a diminuir 10-min pés-injecao (Mello et al., 1993). A concentragdo de prolactina
nestes macacos s6 comecou a elevar 90-min apds a administragcdo, atingindo niveis basais
depois de 110-min (Mello et al., 1993). Porém, Evans & Foltin (2006) relataram que os niveis
de prolactina permaneceram reduzidos por até¢ 120-min apos a injecdo de cocaina também em
macacos rhesus. Ademais, a administracdo direta de dopamina em primatas também foi capaz
de diminuir os niveis deste hormonio, sendo este quadro revertido apos sua retirada, sugerindo
novamente o envolvimento da neurotransmissao dopaminérgica nos efeitos da cocaina sobre a
concentragdo da prolactina (Frawley & Neill, 1984; Norman et al., 1980). Devido a longa

duracdo do efeito da administragdo aguda de cocaina em primatas, uma elevagdo na
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concentragdo sérica de prolactina para os niveis basais nao foi detectada nos micos, uma vez
que o tempo maximo analisado foi de 60-min.

Com relacdo as doses de cocaina testadas, ambas induziram uma diminui¢ao
significativa de prolactina, ndo sendo detectada diferenga significativa entre elas, conforme
descrito acima. Contudo, ao se comparar o efeito detectado 30 e 60-min pds-inje¢ao, observa-
se que para a dose mais elevada (20 mg/kg) a reducao nos niveis de prolactina foi mais
acentuada, apesar de nao atingir niveis significativos se comparada a dose de 10 mg/kg nos
respectivos tempos de coleta. A diminui¢do observada aplica-se para animais de ambos o0s
géneros (machos e fémeas), como tem sido relatado em macacos rhesus (ex. Mello et al.,
1990a, 1990b, 1993).

Em pacientes dependentes de cocaina, doses administradas de forma aguda que
provocaram alteragdes nos niveis de ACTH e cortisol nao foram suficientes para influenciar a
concentragdo de prolactina (Mendelson et al., 1992; Baumann et al., 1995). Divergéncias entre
estudos com humanos e outros animais ¢ geralmente atribuida ao fato de dependentes
quimicos fazerem uso de varios tipos de drogas ao mesmo tempo, as quais podem agir
antagonicamente sobre os mecanismos responsaveis pelo controle da liberagao de diversos

hormonios (Levy et al., 1994).

6.2.2. Efeitos a longo prazo
No presente estudo os efeitos a longo prazo da administragdo sist€émica aguda da
cocaina sobre a prolactina ndo foram avaliados uma vez que estes s6 sdo observados apds a

exposi¢do cronica ao psicoestimulante (rev. Mello & Mendelson, 1997, 2002). A concentracdo
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sérica basal do hormdnio permaneceu constante dois meses apos as primeiras administragcoes
(S1Too vs. S;Tgg) realizadas no Estudo 1.

O efeito da cocaina nos niveis circulantes de prolactina parece depender, na verdade,
do tempo de exposi¢ao a droga. O uso agudo reduz a concentragao de prolactina, enquanto que
com a administragdo cronica observa-se o desenvolvimento de quadros de hiperprolactinemia
provocado por um descontrole na regulacdo dopaminérgica central (Mello et al., 1993).
Portanto, o uso cronico parece alterar a regulagdo por feedback existente entre a dopamina
hipotalamica e a liberagao de prolactina, resultando em niveis séricos excessivos do hormdnio.
Adicionalmente, o bloqueio crénico da recaptagao de DA — provocado pela cocaina — parece
gerar uma reducdo na expressao de receptores dopaminérgicos € em uma provavel deplecao
dos estoques dopaminérgicos intra-celulares (ex. Dackis & Gold, 1985). De fato, estudos
clinicos observando o metabolismo de glicose cerebral mostraram uma redugdo na densidade
de receptores D, em regides do 16bulo frontal de dependentes de cocaina durante a abstinéncia

(Volkow et al., 1993).

Portanto, dados do presente estudo mostraram que a administragdo sistémica aguda de
cocaina reduziu significativamente a concentragdo sérica de prolactina nos micos. No entanto,
os efeitos de dose e curso temporal provocados por este psicoestimulante foram distintos dos
observados para os hormonios do eixo HPA. Tal resultado pode ser devido a mecanismos

distintos, alguns dos quais seriam especificos para o género Callithrix.
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6.3. Aspectos metodoldgicos
6.3.1. Administracéo intraperitoneal de cocaina/salina

A captura, a manipulacdo e a administragdo sist€émica de compostos sdo possiveis
fatores de estresse e ansiedade para micos (Hennessy, 1997), capazes de alterar os niveis
circulantes dos hormoénios do eixo HPA. Portanto, no presente estudo deve-se levar em
consideracdo um possivel efeito destes procedimentos realizados no inicio de cada sessdo.
Estes procedimentos podem ter alterado os niveis basais dos hormdnios de interesse, em
particular o ACTH e cortisol, influenciando os niveis analisados ap6s 30- ou 60-min.

Contudo, ao analisar os niveis circulantes basais de cortisol e prolactina, ndo foram
detectadas diferencas significativas entre as concentragdes séricas coletadas 00, 30 ou 60-min
apods a administragdo de solucdo salina. Este resultado sugere que os procedimentos realizados
inicialmente para administracdo de cocaina/salina ndo influenciaram significativamente os
niveis hormonais analisados 30- e 60-min pos-injecdo. Para o ACTH, foi detectada uma
diminui¢do significativa na sua concentracdo plasmatica 60-min ap6s a administracdo de
salina, em relacdo ao tempo de 30-min, sendo necessario cuidados ao interpretar os resultados

obtidos para este hormonio.

6.3.2. Coleta de sangue

Conforme acima descrito, o eixo HPA pode ser alterado por situagdes de estresse e
ansiedade, sendo os procedimentos necessarios para realizacao de coletas de sangue um desses
fatores (Hennessy, 1997). Assim sendo, todas as etapas do procedimento de coleta foram

cronometradas para se estabelecer: 1) o tempo gasto para realizacdo de cada etapa do
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procedimento de coleta de sangue em cada sessdo experimental, 2) o tempo total necessario
para coleta de sangue em cada sessdao experimental, e 3) uma possivel relagdo entre a
concentracdo de ACTH/cortisol ¢ a duragao da coleta.

Com relagdo aos tempos de coleta, foi observado que o tempo total para realizagdo da
coleta de sangue foi maior nas sessoes onde foi administrada salina imediatamente antes da
coleta (SiToo, S2Too, S3Too, SaTop) que nas demais. Na verdade, esta maior duragao
corresponde ao tempo necessario para a administracdo ip do tratamento, realizado entre a
captura do animal no seu viveiro de moradia e seu transporte até a sala de procedimento. Em
outras espécies de calitriquideos, uma coleta realizada em <5-min ndo influenciou os niveis de
cortisol ¢ ACTH analisados posteriormente (Saltzman et al., 1994). Em geral, os
procedimentos do presente estudo se enquadram neste intervalo. Portanto, o tempo necessario
para realizagdo da coleta de sangue foi realizado de maneira uniforme entre as sessoes e de
acordo com uma duracdo maxima descrita na literatura, minimizando a influencia deste fator
nos resultados encontrados para os efeitos da administracao de cocaina.

Apenas um dos tempos de captura apresentou uma correlagdo positiva significativa em
relagdo a concentragdo plasmatica de ACTH nos micos. Este resultado sugere que os niveis
hormonais observados nao estavam, em geral, correlacionados ao tempo de coleta de sangue,
indicando uma dissociagdo entre estes dois parametros. Vale ressaltar que a concentracdo da
prolactina ndo foi utilizada na analise de correlagdo, uma vez que este hormoénio ndo ¢

significativamente influenciado por condi¢des de estresse.
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6.3.3. Analises hormonais por imunoensaio enzimatico quimioluminescente

Foi detectada uma concentracao sérica basal inicial de cortisol de 139,86+12,94 pg/dL,
semelhante a valores ja descritos para esta espécie (Boere at al., 2005; Moura, 2002) e outros
calitriquideos (Saltzman et al., 2006; Pryce et al., 2002). A concentragdo plasmatica basal
inicial de ACTH encontrada (64,94 pg/mL) também se assemelha aos niveis encontrado por
Pryce et al. (2002). Para a prolactina, o nivel sérico basal inicial foi de 6,85+0,46 ng/mL,
correspondendo aos valores observados por Almond et al. (2006).

Portanto, as concentracdes basais iniciais, obtidas por imunoensaio enzimatico
quimioluminescente imediatamente apos a administragao de salina, estdo de acordo com niveis
basais ja relatados na literatura para -calitriquideos. Desta forma, as alteragdes nas
concentragcdoes de ACTH, cortisol e prolactina, apds a administracdo de cocaina, possivelmente
se devem a inje¢ao do psicoestimulante per se e nao a questdes metodologicas associadas ao

procedimento automatizado de dosagem hormonal.

6.3.4. Analise por grupo experimental

No presente estudo foram empregados dois grupos experimentais, que diferiram em
termos da ordem de administracdo dos tratamentos. Na primeira fase do Estudo 1 o Grupo 1
recebeu a dose de 10 mg/kg de cocaina e o Grupo 2 a de 20 mg/kg. Na segunda fase, as doses
do psicoestimulante foram invertidas e o Grupo 1 passou a receber 20 mg/kg e o Grupo 2 a
dose de 10 mg/kg. Desta forma, ao final do experimento, todos os sujeitos foram submetidos a
todos os tratamentos (ver Metodologia).

Neste sentido, € importante analisar os possiveis efeitos da primeira administracao de

cocaina nos niveis hormonais observados na segunda administragdo. Por exemplo, torna-se
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relevante considerar se a dose de 10 mg/kg influenciou os resultados observados apds a dose
de 20 mg/kg para o Grupo 1, sendo a sequéncia inversa para os micos do Grupo 2.

Ao analisar os efeitos da administracao de cocaina na concentracdo dos hormonios do
eixo HPA, em cada um dos grupos experimentais isoladamente, foi verificado no Grupo 1 o
mesmo padrao de resposta descrito na analise geral de todos os micos juntos. Contudo, no
Grupo 2 foi observado um aumento mais acentuado nos niveis séricos de cortisol apds 60-min
da injecdo da dose de 10 mg/kg, comparado ao perfil geral de todos os animais, apesar de nao
atingir niveis significativos.

Deste modo, o pequeno aumento ndo-significativo de cortisol pos-injecao de 10 mg/kg
de cocaina, pode ter sido devido aos sujeitos pertencentes ao Grupo 2. E possivel que a
administracao inicial da dose mais alta de cocaina possa ter influenciado os niveis hormonais
observados posteriormente com a administragdo da dose mais baixa apds um intervalo de 2
meses. Em pessoas ingénuas, respostas neuroendocrinas observadas apds a administragao de
cocaina podem ser significativamente diferentes de pessoas dependentes (Mendelson et al.,
1992; Baumann et al., 1995; Heesch et al., 1995). Entretanto, o regime de administracao da
cocaina adotado nos micos ndo caracteriza uma exposi¢ao cronica e nao parece induzir efeitos
neuroenddcrinos a longo prazo apds administracdo aguda. Estudos comportamentais nesta
mesma espécie também nao relataram efeitos duradouros, mesmo apos cinco administragdes
de 10 mg/kg ip em intervalos de 72-h (de Souza Silva et al., 2006a, 2006b).

Com relacdo os efeitos da cocaina nos niveis de prolactina do Grupo 1, ndo foi
observada uma redugdo significativa 30-min pos-inje¢ao de 20 mg/kg, ao contrario do que foi
visto quando todos os animais foram analisados em conjunto. Porém, ao analisar os resultados

deste mesmo grupo 60-min ap6s ambas as doses de cocaina, foi observado um perfil
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semelhante a analise geral descrita no item 6.2.1. No Grupo 2, a dose de 10 mg/kg, que foi a
segunda a ser administrada nestes animais, s6 diminuiu os niveis de prolactina 30-min pos-
injecdo. Além disso, neste mesmo momento, a reducdo do hormoénio depois de 20 mg/kg da
droga foi significativamente maior que a de 10 mg/kg.

Estes resultados sugerem que a resposta da prolactina a administragdo aguda de
cocaina nos micos ingénuos pode ser diferente daquela observada em animais ndo ingénuos ao
uso do psicoestimulante. Contudo, o efeito desta exposi¢ao prévia parece ser complexo, sendo
necessarios mais estudos em micos. Em roedores, a injecao de 15 mg/kg ip de cocaina durante
3 ou 7 (Borowsky & Kuhn, 1991b; Baumann & Rothman, 1993) ou 14 dias (Levy et al.,

1992) nao alterou a reducao induzida posteriormente por uma inje¢cao aguda da droga.

6.3.5. Analise por género

No presente estudo ndo foi realizada uma comparagao entre machos e fémeas em vista
do pequeno numero de sujeitos machos (n=3). Em estudos desta natureza, analises realizadas
com poucos sujeitos podem ndao ser muito representativas, influenciando a validade do
resultado encontrado (Cozby, 2003).

Sabe-se que os efeitos da administragdo de cocaina nao parecem ocorrer da mesma
forma em fémeas/mulheres e machos/homens. Estudos vém demonstrando que fémeas de
roedores sdo mais sensiveis aos efeitos comportamentais dos psicoestimulantes (ex. Festa,
2003, 2004). Em relacdo aos efeitos neuroendocrinos em roedores, as fémeas apresentaram
uma elevac¢ao maior nos niveis de ACTH e corticosterona que os machos apds a administragdo
de cocaina (Kuhn & Francis, 1997; Walker et al., 2000). Em comparacdo, macacos rhesus

\

machos parecem ser mais responsivos a estimulagdo do eixo HPA induzida pela cocaina
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(Broadbear et al., 1999). A causa dessa diferenca na resposta entre géneros pode estar
relacionada aos hormonios sexuais, principalmente o estrogénio (Festa, 2003, 2004; Kuhn &
Francis, 1997; Walker et al., 2000). A resposta diferenciada também poderia estar relacionada
as diferencas existentes na farmacocinética da cocaina entre machos/homens e

fémeas/mulheres (Van Haaren et al., 1997; Bowman et al., 1999; Festa et al., 2004).

6.4. Perspectivas futuras

A relagdo temporal entre o pico plasmatico de cocaina e respostas como euforia e
elevagdo nos niveis circulantes de ACTH e adrenalina sugere que as rapidas alteragdes
hormonais podem contribuir para a dependéncia provocada pela droga (Mello et al., 2002).
Contudo, resultados obtidos neste trabalho sugerem que a administracdo aguda deste
psicoestimulante induz alteragcdes neuroenddcrinas que seguem um curso temporal distinto
para cada hormonio. Desta forma, novos estudos abordando a temporalidade dos efeitos
hormonais induzidos pela cocaina, correlacionada a concentracdo da cocaina no sangue ao
longo do tempo e os efeitos comportamentais por ela eliciados, poderdo contribuir
significativamente para uma melhor elucidagdo dos mecanismos responsdveis pela
dependéncia gerada por esta droga.

Como o mico-estrela apresenta uma caracteristica resisténcia a glicocorticoides, outros
experimentos com este pequeno primata neotropical podem fornecer dados comparativos a
respeito do envolvimento do eixo HPA na dependéncia de cocaina. A utilizacdo e associagdo
de ferramentas farmacologicas e moleculares sdo essenciais para elucidar o impacto que os

receptores GR (ou sua auséncia ou fun¢do alterada) exercem sobre os mecanismos neurais
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responsaveis pelos diversos efeitos que a cocaina induz no organismo. Na verdade, os
receptores GR (ou seus co-fatores citoplasmaticos) podem se tornar alvos farmacoldgicos para
o desenvolvimento de novos farmacos no tratamento da dependéncia através do bloqueio dos
efeitos da cocaina no eixo HPA. Neste sentido, micos-estrela podem atuar como um
importante modelo experimental em pesquisas desta natureza.

Outros aspectos importantes que também deveriam ser explorados no futuro incluem:
1) analisar possiveis alteracdes a curto, médio e longo prazo da administragdo sistémica aguda
de cocaina em outras fungdes enddcrinas (ex. hormonios sexuais), € 2) verificar uma possivel
influéncia dos hormodnios sexuais na resposta diferenciada encontrada em macho/homens

versus fémeas/mulheres.

7. CONCLUSAO

No presente estudo sobre os efeitos da administragao sistémica aguda de 10 e 20 mg/kg
de cocaina em micos-estrela (Callithrix penicillata) nos horménios ACTH, cortisol ¢
prolactina foi observado que:

o a administracdo aguda de cocaina induziu alteragdes neuroenddcrinas significativas
nos micos-estrela, em geral similares as observadas em outros animais, inclusive no
homem;

o as alteragcdes neuroendocrinas induzidas nesta espécie seguiram um curso temporal

distinto para cada hormonio analisado, possivelmente associado a seu respectivo
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mecanismo de controle de liberacdo, a saber: 1) a concentragdo plasmatica de ACTH
aumentou significativamente 30-min ap6s a inje¢ao de 20 mg/kg de cocaina, enquanto que
depois de 60-min a mesma diminuiu (retroalimentagao negativa do cortisol sobre o eixo
HPA), 2) um aumento na concentracao sérica de cortisol foi observado apenas depois de
60-min da administragdo de 20 mg/kg de cocaina, induzido pelo aumento na concentragao
de ACTH no sangue dos micos, ¢ 3) os niveis séricos de prolactina estavam
significativamente reduzidos apds a administragdo de ambas as doses de cocaina (10 e 20
mg/kg) e nos dois intervalos de coleta avaliados (30 e 60-min);

o efeito dose-dependente observado no eixo HPA pode estar relacionado a resisténcia
aos glicocorticdides apresentados por varias espécies de primatas neotropicais, o que faz
do mico-estrela um importante modelo experimental em pesquisas sobre o potencial dos
receptores GR (ou seus co-fatores citoplasmaticos) como alvos para o desenvolvimento de
novos farmacos no tratamento de dependentes, via o eixo HPA;

a administracdo sistémica aguda de cocaina ndo induziu alteracdes significativas a
longo prazo (até 6 meses depois) nos hormonios ACTH e cortisol;

os resultados observados ndo parecem ter sido influenciados por aspectos
metodolégicos, uma vez que: 1) os niveis basais dos hormonios de interesse
permaneceram constantes 00, 30 e 60-min apés a administracao de salina; 2) o tempo de
captura ¢ a duragdo total da coleta de sangue nao foram significativamente correlacionados
aos niveis hormonais observados apos a inje¢do de salina ou cocaina, 3) as andlises
automatizadas de imunoensaio enzimatico quimioluminescente geraram niveis hormonais

basais correspondentes aos descrito na literatura para calitriquideos;
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. a divisao dos sujeitos em grupos experimentais, porém, deve ser considerada ao
interpretar os resultados de alguns hormdnios (ex. prolactina), uma vez que a resposta de
micos ingénuos (Estudo 1, fase 1) foi diferente daquela observada em animais nao-

ingénuos (Estudo 1, fase 2).
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9. ANEXOS

9.1. Anexo 1: Parecer do Comité de Etica no Uso Animal
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