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RESUMO

Cerca de 21 milhGes de pessoas usaram cocaina no ano de 2020, representando 0,4% da
populacdo mundial de 15 a 64 anos. Além da dependéncia a cocaina, 0 uso de adulterantes
tornou-se uma ameaca adicional a saude dos usuérios. Desde o inicio dos anos 2000, o
levamisol (LVS) tem sido frequentemente usado como agente adulterante em drogas ilicitas,
sendo detectado em até 79% da cocaina apreendida nas ruas. Algumas hipoteses tem sido
levantadas para a utilizacdo deste farmaco como adulterante, além de sua semelhanca fisica
com a cocaina, o seu efeito no sistema nervoso central (SNC) particularmente na liberacéo de
monoaminas e pelo maior tempo de meia-vida dos seus metabdlitos, potencializando assim 0s
efeito da cocaina e prolongando a experiéncia com a droga. Os perigos da associacdo entre
cocaina e LVS comecaram a vir a tona a partir do ano de 2009, quando se iniciaram os relatos
de caso das complicagdes clinicas decorrentes desta combinacdo, caracterizando-a como um
problema de satde publica. Dentre os achados clinicos mais citados estdo aqueles relacionados
a reacdes hematoldgicas, neuroldgicas, circulatdrias, dérmicas, pulmonares e renais. A fim de
contribuir com a elucidacdo dos prejuizos decorrentes do uso associado da cocaina e LVS o
presente trabalho ir4 apresentar e discutir as dosagens dos neurotransmissores (NT) dopamina
(DA), serotonina (5-HT), acido gama-aminobutirico (GABA), acetilcolina (ACh) e glutamato
(GLU) em cértex pré-frontal e estriado de ratos apds a exposi¢do aguda ao LVS. Para isto
foram utilizados 20 ratos Wistar adultos (machos) divididos em 4 grupos: grupo salina
(controle), LVS 12 mg/kg, LVS 24 mg/kg e LVS 36 mg/kg. Vinte e quatro horas apos a
administragdo os animais foram eutanasiados e o cortex pre-frontal e estriado, foram dissecadas
para analises por Cromatografia liquida/espectrometria de massa em tandem (projeto aprovado
no CEUA/UFRGS n° 34357). Os resultados mostraram que houve aumento
(ANOVA/Bonferroni) nos niveis de dopamina (DA) do cértex pré-frontal no grupo LVS 12
mg/Kg (*=p<0,05) e no estriado dos grupos LVS 24 mg/Kg (*=p<0,05) e LVS 36 mg/Kg
(**=p<0,001), entretanto ndo foram observadas alterac6es significativas nos niveis de 5-HT,
GABA, ACh e GLU nestas estruturas. Mais estudos necessitam ser realizados a fim de uma
melhor compreenséo sobre 0 aumento de dopamina no cortex pré-frontal e estriado e as relagdes
comportamentais observadas. Apesar disto, considera-se uma importante contribuicdo para que
futuros estudos possam ser realizados a fim de esclarecer os efeitos de LVS no SNC e se estes

podem ser reforgados pela associacdo de LVS com a cocaina.

Palavras-chave: levamisol, neurotransmissores, cocaina.



ABSTRACT

About 21 million people used cocaine in the year 2020, representing 0.4% of the world's
population aged 15-64. In addition to cocaine addiction, the use of adulterants has become an
additional threat to users' health. Since the early 2000s, levamisole (LVS) has been frequently
used as an adulterating agent in illicit drugs, being detected in up to 79% of cocaine seized on
the street. Some hypotheses have been raised for the use of this drug as an adulterant, in addition
to its physical similarity to cocaine, its effect on the central nervous system (CNS) particularly
in the release of monoamines and the longer half-life of its metabolites, potentiating thus the
effects of cocaine and prolonging the experience with the drug. The dangers of the association
between cocaine and LV'S began to emerge in 2009, when case reports of clinical complications
resulting from this combination began, characterizing it as a public health problem. Among the
most cited clinical findings are those related to hematological, neurological, circulatory, dermal,
pulmonary and renal reactions. In order to contribute to the elucidation of the damages resulting
from the associated use of cocaine and LVS, the present work will present and discuss the
dosages of the neurotransmitters (NT) dopamine (DA), serotonin (5-HT), gamma-aminobutyric
acid (GABA), acetylcholine (ACh) and glutamate (GLU) in prefrontal cortex and striatal of rats
after acute exposure to LVS. For this, 20 adult Wistar rats (male) were divided into 4 groups:
saline group (control), LVS 12 mg/kg, LVS 24 mg/kg and LVS 36 mg/kg. Twenty-four hours
after administration the animals were euthanized and the prefrontal cortex and striatum were
dissected for analysis by liquid chromatography/tandem mass spectrometry (project approved
in CEUA/UFRGS n° 34357). The results showed that there was an increase
(ANOVA/Bonferroni) in the prefrontal cortex dopamine (DA) levels in the LVS 12 mg/Kg
group (*=p<0.05) and in the striatum of the LVS 24 mg/Kg groups (*=p<0.05) and LVS 36
mg/Kg (**=p<0.001), however, no significant changes were observed in the levels of 5-HT,
GABA, ACh and GLU in these structures. More studies need to be carried out in order to better
understand the increase in dopamine in the prefrontal and striatal cortex and the observed
behavioral relationships. Despite this, it is considered an important contribution so that future
studies can be carried out in order to clarify the effects of LVS on the CNS and whether these
can be reinforced by the association of LVS with cocaine.

Keywords: levamisole, neurotransmitters, cocaine.
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1 INTRODUGCAO

1.1 A COCAINA E SEUS EFEITOS

O Relatdrio Mundial sobre Drogas divulgado no ano de 2022 pela UNODC (do inglés,
United Nations Office on Drugs and Crime) estimou que em 2020, cerca de 284 milhdes de
pessoas em todo o mundo na faixa etaria de 15 a 64 anos, ou cerca de 1 em cada 18 pessoas,
usaram drogas pelo menos uma vez no referido ano. Isso corresponderia a 5,6% da populacao
global deste intervalo de idades. Deste numero, cerca de 38,6 milhGes de pessoas (13,6%)
sofreram transtornos associados ao uso de drogas. E cerca de 21 milhGes foram usuérias de
cocaina no ano de 2020 representando 0,4% da populacdo mundial de 15 a 64 anos. Vale citar
que no Brasil, embora os dados estejam desatualizados, segundo o Il Levantamento Nacional
sobre o uso de drogas de 2015 mais de 1 milhdo de pessoas utilizaram cocaina nos ultimos 12
meses anteriores a pesquisa na faixa etaria de 12 a 65 anos.

A cocaina € um alcaloide obtido a partir das folhas da planta Erythroxylum coca Lam. e
pode ser comercializada ilegalmente na forma de base ou de sal, que diferem nas propriedades
fisicas e consequentemente nas vias de administracdo, mas que possuem a mesma estrutura
molecular, portanto a mesma a¢do farmacoldgica uma vez que atingem o encéfalo e outros
6rgdos alvo da mesma maneira (KUDLACEK et al., 2017a). O mecanismo de acao da cocaina
consiste no aumento da atividade dos neurotransmissores (NT) monoaminérgicos no sistema
nervoso central (SNC) e periférico (SNP) através do bloqueio dos transportadores de recaptacao
pré-sindpticos dos mesmos (BRUNT et al., 2017b).

Os efeitos psicoestimulantes que a cocaina proporciona sao derivados do aumento da
atividade de dopamina (DA) no encéfalo, principalmente na via mesolimbica que se origina na
area tegmental e segue para a amigdala, cértex pré-frontal, cortex cingulado anterior e nuicleo
accumbens, levando a um aumento do NT DA neste sistema de recompensa podendo causar
dependéncia (FRAZER; RICHARDS; KEITH, 2018; MARQUEZ et al., 2017b). Além da
dependéncia a cocaina, 0 uso de adulterantes tornou-se uma ameaga adicional a saude dos

USuarios.

12  ADULTERACAO DA COCAINA

A adulteracdo de drogas de abuso € uma pratica bastante conhecida e que possui

implicacbes alarmantes para a salde publica. Diversas substancias frequentemente séo



adicionadas durante o processo de fabricagdo com o objetivo de aumentar o volume da droga
ou potencializar o efeito desejado do principio ativo. A presenca de substancias ndo declaradas
pelos traficantes pode expor os usuarios a efeitos adversos inesperados, perigosos e
potencialmente fatais dependendo do tipo de adulterante utilizado (DI TRANA,
MONTANARI, 2022). Dentre as substancias mais utilizadas como adulterantes da cocaina
encontram-se: lidocaina, procaina, tetracaina, benzocaina, cafeina, &cido acetilsalicilico,
fenacetina, ibuprofeno, LVS, hidroxizina e diltiazem (FIORENTIN et al., 2019a;
LAPOSCHAN; KRANENBURG; VAN ASTEN, 2022).

Desde o inicio dos anos 2000, o LVS tem sido frequentemente usado como agente
adulterante em drogas ilicitas, especialmente na cocaina, fentanil e heroina. Embora sua
prevaléncia tenha variado ao longo do tempo e da localizacdo, o LVS foi detectado em até 79%
da cocaina apreendida nas ruas e em niveis de até 74% do peso total de cocaina apreendida no
mundo (MIDTHUN; NELSON; LOGAN, 2021).

1.3  LEVAMISOL: MECANISMOS DE ACAO E SEUS EFEITOS

O LVS é um derivado sintético de imidazotiazol e é o enantibmero S do fenil
tetrahidroimidazotiazol. Ele pode ser encontrado na forma de sal, sendo o cloridrato de LVS
um pdé branco, inodoro e hidrofilico (BRUNT et al., 2017b; POPE; DRUMMER,;
SCHNEIDER, 2018). Em sua descoberta na década de 1960, foi usado como um anti-
helmintico para uso humano e veterinario. Ja na década de 1970, a descoberta de propriedades
imunomoduladoras fez com que o farmaco fosse utilizado em condi¢des inflamatdrias como
artrite reumatoide, sindrome nefrética, colite ulcerativa dentre outros (NOLAN; JEN, 2015).
Também foi utilizado como adjuvante ao 5-fluorouracil (5-FU) no tratamento do cancer de
célon (MARQUEZ et al., 2017a). O uso a curto prazo do LVS como anti-helmintico ndo foi
tipicamente associado a efeitos colaterais significativos, entretanto relatos de caso de
complicacdes significativas surgiram rapidamente quando o LVS foi usado em condicGes
inflamatdrias por longos periodos (BRUNT et al., 2017b; LAROCQUE; HOFFMAN, 2012b;
MIDTHUN; NELSON; LOGAN, 2021).

O LVS foi banido dos Estados Unidos e Canada em 2000 e 2003, respectivamente, por
relatos de efeitos adversos graves, incluindo vasculite, leucopenia e agranulocitose.
Independentemente disso, 0 LVS permanece na Lista de Medicamentos Essenciais da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como medicamento seguro e anti-helmintico intestinal
eficaz (BRUNT et al., 2017b; CASALE; COLLEY; LEGATT, 2012; MIDTHUN; NELSON;
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LOGAN, 2021). No Brasil ele era comercializado para uso humano como anti-helmintico, mas
n&o possui nenhum registro ativo no momento.

A atividade anti-helmintica caracteristica do LVS deve-se ao seu papel como agonista
do receptor nicotinico de acetilcolina (ACh) em células nervosas e musculares de helmintos. O
farmaco se liga ao sitio ativo e abre um subgrupo especifico de canais idnicos que leva ao
influxo de célcio nas células e, finalmente, provoca contragdo muscular causando paralisia no
verme e permitindo assim a eliminacdo através do trato gastrointestinal do hospedeiro (BRUNT
etal., 2017b; MIDTHUN; NELSON; LOGAN, 2021).

A atividade imunomoduladora do LVS, parece estar relacionada a sua atividade
colinérgica em linfocitos T, embora 0 mecanismo de acdo completo de LVS ainda nédo esteja
bem esclarecido. O farmaco pode atuar tanto em linfocitos T quanto em linfocitos B, entretanto,
os efeitos sdo mais pronunciados nos linfécitos T. Os efeitos incluem ativacdo e aumento da
motilidade dos linfécitos T, aumento de anticorpos, aprimoramento de quimiotaxia de
neutréfilos e aumento da fagocitose de macro6fagos. A combinacdo dessas acdes estimulam a
resposta imunolodgica para combater diversos agentes, incluindo tumores e microorganismos
(BRUNT et al., 2017b; MIDTHUN; NELSON; LOGAN, 2021; WOLFORD et al., 2012).

O LVS ¢ uma substancia altamente lipofilica e possui a capacidade de atravessar a
barreira hematoencefalica (LIN; TSAI, 2006). Quando LVS foi utilizado em doses terapéuticas
foi percebida uma melhora no humor dos pacientes indicando potencial para atividade
antidepressiva e também, observou-se nos usuarios um estado de hiper alerta e até mesmo de
insdnia (GOLDIN et al., 1982; MUTCH; HUTSON, 1991). Essas observacfes levaram a
investigagdo sobre os efeitos do LVS na neurotransmissdo e no sistema adrenérgico
(HERNANDO et al., 2012a; HOFMAIER et al., 2014a; SPECTOR; MUNJAL; SCHMIDT,
1998). Spector et al. (1998) mostraram que apds a ingestdo de LVS, os niveis de morfina e
codeina aumentaram no cérebro e em 6rgaos periféricos. Neste mesmo trabalho, o LVS alterou
significativamente o metabolismo dos NT noradrenalina (NA), DA e serotonina (5-HT), e
induziu a liberagéo de DA em algumas areas do encéfalo.

O LVS é um agonista do receptor nicotinico de ACh que pode causar a liberagdo de
monoaminas e inibir enzimas participantes de seu processo de metabolizacdo como a
monoamina oxidase e catecol-o-metil-transferase, entretanto ndo é um inibidor muito potente
da recaptacdo de monoaminas (MAIER et al., 2018). Em contrapartida, seu metabolito o
aminorex € um potente inibidor dos transportadores de DA, NA e 5-HT, que pode exercer
efeitos psicoestimulantes semelhantes as anfetaminas (HOFMAIER et al.,, 2014b;
KUDLACEK et al., 2017b; MAIER et al., 2018).
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Em relacdo aos parametros farmacocinéticos, o LVS é rapidamente absorvido pelo trato
gastrointestinal e as concentracdes plasmaticas méaximas ocorrem entre 1,5 a 2 horas. O farmaco
é extensivamente metabolizado no figado, sendo sua meia-vida plasmatica de 3 a 4 horas e dos
seus metabolitos de até 16 horas (KOUASSI et al., 1986; LUYCKX et al., 1982). Dados sobre
a absorcao por via nasal ou intravenosa, vias mais utilizadas pelos usuérios de cocaina, ainda
ndo estdo disponiveis (LAURENTINO et al., 2021a).

A razdo do uso do LVS na adulteracdo da cocaina ainda permanece nao totalmente
elucidada, entretanto, ha algumas hipdteses na literatura visando explicar o uso generalizado
deste farmaco como adulterante. A primeira refere-se ao facil acesso devido a industrializacédo
do medicamento como anti-helmintico, principalmente para uso veterinario, €, neste mesmo
contexto, a semelhanca fisica da substancia com a cocaina, ndo diferindo em ponto de fuséo,
aparéncia e sabor, por exemplo (MAIER et al., 2018). A segunda diz respeito ao seu efeito no
SNC particularmente na liberagdo de monoaminas, conforme mencionado anteriormente,
potencializando assim os efeito da cocaina (BRUNT et al., 2017a; HOFMAIER et al., 2014b;
MAIER et al., 2018). E por fim, o tempo de meia-vida do LVS e de seus metabolitos é maior
do que o da cocaina, portanto a adi¢do desta substancia poderia prolongar a experiéncia com a
droga (MAIER et al., 2018; MARQUEZ et al., 2017b) .

1.4  DADOS SOBRE A ASSOCIACAO DE COCAINA COM LEVAMISOL

Os perigos da associagdo entre cocaina e LVS comecaram a vir a tona a partir do ano de
2009, quando se iniciaram os relatos de caso das complicacfes clinicas decorrentes desta
combinacdo, caracterizando-a como um problema de salude publica (BRUNT et al., 2017a;
VERONESE et al., 2016). Dentre os achados clinicos mais citados estdo aqueles relacionados
a reacdes hematologicas, neuroldgicas, circulatorias, dérmicas, pulmonares e renais (BRUNT
et al., 2017c; KHAN et al., 2018; LAROCQUE; HOFFMAN, 2012b; NOLAN; JEN, 2015;
PATNAIK et al., 2015; VERONESE et al., 2016). Diversos efeitos adversos neurolégicos
foram descritos decorrentes da adulteracdo da cocaina com LVS. O principal deles a
leucoencefalopatia, € uma deficiéncia potencialmente fatal devido a desmielinizagdo cerebral e
lesGes na substancia branca, podendo causar ataxia, confusdo, fraqueza motora, disfasia ou
afasia (ALLARD; ANCELET; DENIER, 2021; BRUNT et al., 2017c; CONRAD et al., 2021;
PESSINI et al., 2020; VONMOOS et al., 2018).

Apesar de todos os relatos de caso encontrados na literatura apontando as possiveis

manifestacdes clinicas decorrentes da associacao entre cocaina e LVS, ainda faltam pesquisas
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que envolvam a metabolizacdo de drogas brutas, pesquisas que elucidem a toxicologia e sinais
apresentados pelos usuérios de drogas adulteradas, a fim de que haja melhor compreenséo e
portanto, reflitam em um melhor diagndstico e tratamento para estes pacientes (LAURENTINO
et al., 2021b).

Neste contexto, nosso grupo de pesquisa desenvolveu um trabalho de avaliacdo da
toxicidade aguda e subcronica do LVS dando origem ao artigo intitulado “Levamisole, a
cocaine cutting agent, induces acute and subchronic systemic alterations in Wistar rats” fruto
da dissertacdo da Ma. Ana Olivia Martins Laurentino. Nesta pesquisa foram reportadas as
alteracbes comportamentais e histopatoldgicas derivadas da administracdo aguda do LVS e
alteracbes comportamentais, cognitivas, hematoldgicas, renais, hepéticas e de defesa
antioxidante advindas da administracdo subcrénica, desta maneira revelando a toxicidade da
substancia e as alteracGes clinicas importantes decorrentes do uso da mesma.

Deste trabalho ainda permaneceram amostras de estruturas cerebrais remanescentes que
seriam analisadas posteriormente visando a avaliagdo de possiveis alteracfes em importantes
NT. Desta forma, o presente trabalho ira apresentar e discutir as alteracbes encontradas nas
estruturas cerebrais ap0s a exposi¢cdo aguda ao LVS, a fim de colaborar com a elucidacdo das

contribuigdes prejudiciais que o LVS poderia ocasionar quando utilizado como adulterante.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Dosar NT em estruturas cerebrais isoladas ap0s a avaliacdo da toxicidade aguda de
diferentes doses do LVS em ratos e discutir os resultados obtidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Dosaros NT DA, acido gama-aminobutirico (GABA), ACh, glutamato (GLU) e 5-HT no cértex
pré-frontal de ratos tratados agudamente com LVS nas doses de 12, 24 e 36 mg/kg;

e Dosar os NT DA, GABA, ACh, GLU e 5-HT no estriado de ratos tratados agudamente com
LVS nas doses de 12, 24 e 36 mg/Kkg.
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3 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 20 ratos Wistar machos adultos (60 dias), pesando entre 250-300 g,
obtidos do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratorio (CREAL-
UFRGS). Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno (41 x 34 x 16 cm), sendo a
quantidade méxima de quatro animais por gaiola, com &gua e comida ad libitum, ciclos
controlados de claro/escuro de 12h, monitoramento de temperatura (22 + 2 °C) e umidade. Os
experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (projeto n° 34357). O nimero de animais por grupo foi de 5, conforme especificacGes
do protocolo n° 420 da Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD).

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O LVS foi obtido da Noxon® (Séao Paulo, BR) e dissolvido em solucdo salina 0,9%. As
administracdes foram realizadas por via intraperitoneal (i.p.) e ocorreram no periodo matutino.
As doses do tratamento foram calculadas com base nas doses geralmente ingeridas pelos
usuarios e com base em alguns estudos publicados (FIORENTIN et al., 2019b; LAURENTINO
et al., 2021b; MORETTI et al., 2016; TALLARIDA; TALLARIDA; RAWLS, 2015). Sendo
assim, foram estabelecidos quatro grupos (n = 5/grupo) conforme especificado abaixo:

l. Grupo salina (controle);

[l.  Grupo LVS 12 mg/kg;
. Grupo LVS 24 mg/kg;
IV.  Grupo LVS 36 mg/kg.

Vinte e quatro horas apds a administracdo os animais foram anestesiados (100 mg/kg
tiopental e 10 mL/kg de lidocaina) via i.p., eutanasiados e as estruturas anatémicas de interesse,
cortex pré-frontal e estriado, foram dissecadas e acondicionadas em freezer -80 °C para analises
posteriores.

Cabe ressaltar que quatro dos cinco animais pertencentes ao grupo LVS 36 mg/kg
morreram 15 minutos ap6s a administracdo de LVS. Neste contexto, todos os resultados

referentes a este grupo experimental sdo considerando o animal sobrevivente (n = 1).

32 CROMATOGRAFIA LIQUIDA COM ANALISE DE ESPECTROMETRIA DE
MASSA EM TANDEM PARA ANALISE DE NEUROTRANSMISSORES
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Para a preparacdo das amostras, uma aliquota do cérebro foi homogeneizada em &gua
tipo 1 com 2% de acido formico para uma concentracdo final de 100 mg/mL. A estrutura
cerebral homogeneizada (50 pL) e 20 pL de dopamina-ds (padréo interno, 250 ng/mL) foram
adicionados em tubos plasticos e 930 pL de acetona foram adicionados antes do vértice por 30
segundos. As amostras foram, entdo, centrifugadas por 6 minutos a 12000g a 4 °C e o
sobrenadante foi coletado e seco usando fluxo de nitrogénio. Apds o resfriamento, o residuo foi
reconstituido em 50 pL de 4agua, transferido para um frasco de autoamostrador ¢ uma aliquota
de 20 puL foi injetada no sistema analitico.

A curva de calibracdo foi preparada utilizando solucdo de estoque mista contendo ACh,
DA, 5-HT, GABA e GLU. Foi utilizado para as analises o sistema Nexera-i LC-2040C Plus
acoplado ao espectrometro de massa triplo quadrupolo LCMS-8045 (Shimadzu, Kyoto, Japan).
Os parametros ESI-MS/MS foram ajustados em modos de ion positivo e negativo (interruptor
de polaridade, 25 mseg) da seguinte forma: positivo 1500 V e negativo 4500 V; temperatura da
linha de dessolvatagdo, 250 °C; temperatura do bloco de aquecimento, 400 °C; gas de secagem,
10 L/min; e gas nebulizador, 3 L/min. A dissociacdo induzida por colisdo foi obtida com pressdo
de argonio de 230 kPa.

As analises foram realizadas com monitoramento de multiplas rea¢cées (MRM) usando
as seguintes fragmentacdes: m/z 147.1 - m/z 84.0 e m/z 147.1 — m/z 130.1 para deteccdo de
ACh; ([M+H]"); m/z 154.0 >m/z 137.1 e m/z 154.0 > m/z 91.1 para deteccdo de DA
([M+H]"); m/z 104.2 — m/z 87.05 e m/z 104.2 — m/z 69.0 para detec¢do de GABA ([M+H]");
m/z 148.1 - m/z 84.1 e m/z 148.1 —»m/z 130.1 para deteccdo de GLU ([M+H]"); m/z
177.0 - m/z 160.1e m/z 177.0 — m/z 132.1 para deteccdo de 5-TH ([M+H]*); m/z 158.0 — m/z
141.1e m/z 158.0 — m/z 95.15 para deteccdo de DA-ds ([M+H]"). A separacdo cromatogréafica
foi realizada com uma coluna Shim-pack GISS (2,1 x 100 mm, tamanho de particula de 1,9 um)
(Shimadzu, Kyoto, Japéo) eluida com vazao de 0,3 mL/min.

O sistema de fase movel gradiente consistia em agua (solvente A) e acetonitrila
(solvente B) ambos fortificados com &cido férmico a 0,1% da seguinte forma: 0 — 1 min, 0%
de B; 1 — 6 min, 0 — 100% de B; 6 — 7 min, 100% de B; 7 — 7,1 min, 100 — 0% de B; 7,1 — 15
min, 0% B. O forno da coluna foi mantido a 25°C. Os dados foram processados no software

LabSolutions (Shimadzu, Kyoto, Japao).

3.3  ANALISE ESTATISTICA
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Os resultados foram analisados através do software GraphPad Prism v.8.0. Os dados
paramétricos com distribuicdo normal foram apresentados como média + EPM e a analise
estatistica foi realizada por ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni. O valor de p

foi considerado significativo quando menor que 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE MACROSCOPICA DO CEREBRO

As necropsias dos cérebros dos animais dos grupos controle, LVS 12 mg/kg e LVS 24
mg/kg nédo apresentaram alteracfes a nivel macroscopico. 100% dos animais do grupo LVS 36
mg/kg apresentaram convulsbes até 15 minutos apds a administracdo de LVS e todos os
cérebros deste grupo apresentavam sinais de hemorragia cerebral. Estes dados sugerem que o
LVS na dose de 36 mg/kg foi capaz de causar alteragdes macroscépicas dos 6rgdos quando

comparado com 0s outros grupos.

4.2 AVALIACAO DE NEUROTRANSMISSORES NO CORTEX PRE-FRONTAL

4.2.1 Niveis de dopamina no cortex pré-frontal

As analises mostraram que houve um aumento estatisticamente significativo nos niveis
de DA no cértex pré-frontal (Figura 1) dos animais do grupo LVS 12 mg/kg quando comparado
aos animais do grupo controle (F = 4,801; p = 0,0217). Nas demais dosagens utilizadas nao se

observaram diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos.
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Figura 1: Niveis de DA no cortex pré-frontal de ratos tratados 24h antes com LVS 12, 24 e 36
mg/kg comparados com o controle (salina). *=p<0,05 (ANOVA/Bonferroni).

4.2.2 Niveis de acido gama-aminobutirico no cértex pré-frontal

Né&o foram observadas alteracdes estatisticamente significativas nos niveis de GABA no
cortex pre-frontal (figura 2) entre os animais dos grupos LVS e controle (F = 0,4980; p =
0,6906).
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Figura 2: Niveis de GABA no cortex pré-frontal de ratos tratados 24h antes com LVS 12, 24 e
36 mg/kg comparados com o controle (salina).

4.2.3 Niveis de acetilcolina no cértex pré-frontal

Né&o foram observadas alteracdes estatisticamente significativas nos niveis de ACh no

cortex pré-frontal (figura 3) dos animais (F = 1,185; p = 0,3599).
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it
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Figura 3: Niveis de ACh no cortex pré-frontal de ratos tratados 24h antes com LVS 12, 24 e 36
mg/kg comparados com o controle (salina).

4.2.4 Niveis de glutamato no cortex pré-frontal

As analises ndo mostraram alteragdes estatisticamente significativas nos niveis de GLU
no cortex prée-frontal (figura 4) entre os animais dos grupos LVS ou controle (F = 1,185; p =
0,3599).
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Figura 4: Niveis de GLU no cortex pré-frontal de ratos tratados 24h antes com LVS 12, 24 e 36
mg/kg comparados com o controle (salina).

4.2.5 Niveis de serotonina no cortex pré-frontal

Né&o foram observadas alteracdes estatisticamente significativas nos niveis de 5-HT no

cortex pré-frontal (figura 5) entre os animais tratados com LVS (F = 0,4228; p = 0,7404).
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Figura 5: Niveis de 5-HT no cortex pré-frontal de ratos tratados 24h antes LVS 12, 24 e 36
mg/kg comparados com o controle (salina).

43  AVALIACAO DE NEUROTRANSMISSORES NO ESTRIADO

4.3.1 Niveis de dopamina no estriado

Foi observado um aumento estatisticamente significativo nos niveis de DA no estriado
(figura 6) dos animais tratados com LVS 24 mg/kg (p<0,05) e do animal pertencente ao grupo
LVS 36 mg/kg (n=1) (F =6,570; p = 0,0055) quando comparado com todos 0s outros grupos.
Cabe ressaltar que os demais animais vieram a 6bito 15 minutos apds a exposi¢do ao LVS. Os

mesmos apresentaram convulsdes e dificuldade respiratoria.
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Figura 6: Niveis de DA no estriado de ratos tratados 24h antes com LVS 12, 24 e 36 mg/kg
comparados com o controle (salina). *=p<0,05 e **=p<0,001 (ANOVA/Bonferroni).

o

4.3.2 Niveis de acido gama-aminobutirico no estriado

Né&o foram observadas alteracdes estatisticamente significativas nos niveis de GABA no
estriado (figura 7) dos animais tratados com LVS (F = 0,3755; p = 0,7723).
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Figura 7: Niveis de GABA no estriado de ratos tratados 24h antes com LVS 12, 24 e 36 mg/kg
comparados com o controle (salina).

4.3.3 Niveis de acetilcolina no estriado

Os resultados das anélises ndo mostraram alteragdes estatisticamente significativas nos
niveis de ACh no estriado (figura 8) dos animais dos grupos LVS e controle (F =0,1179; p =
0,9477).
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Figura 8: Niveis de ACh no estriado de ratos tratados 24h antes com LVS 12, 24 e 36 mg/kg
comparados com o controle (salina).

4.3.4 Niveis de glutamato no estriado

Né&o foram observadas alteracfes estatisticamente significativas nos niveis de GLU no
estriado (figura 9) dos animais tratados com LVS (F = 0,1006; p = 0,9581).
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Figura 9: Niveis de GLU no estriado de ratos tratados 24h antes com LVS 12, 24 e 36 mg/kg
comparados com o controle (salina).

4.3.5 Niveis de serotonina no estriado

As anélises dos niveis de 5-HT no estriado (figura 10) dos animais tratados com LVS
ndo mostraram alteracOes estatisticamente significativas nos resultados (F = 0,3631; p =
0,7809).



22

FS
]

1 Control
3 LVS 12 mg/kg
B LVS 24 mg/kg

T
I

w
1

Levels of serotonine in striatum (pg/mg)
- N
1 1

o

Figura 10: Niveis de 5-HT no estriado de ratos tratados 24h antes com LVS 12, 24 e 36 mg/kg
comparados com o controle (salina).
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho, houve diferenca estatisticamente significativa apenas nos niveis
de DA no cortex pré-frontal do grupo LVS 12 mg/Kg e no estriado dos grupos tratados com
LVS 24 mg/Kg e LVS 36 mg/Kg, quando comparados ao grupo controle. Diferentemente do
que foi encontrado no trabalho de Spector e col (1998), em que o contetdo de DA ndo foi
alterado em até 2h depois da administracdo de LVS. Vale ressaltar que em nosso trabalho a
eutanasia ocorreu 24h depois da administracéo de LVS.

Apesar de ndo haver diferenca estatisticamente significativa, poderia ser inferida uma
tendéncia ao aumento de 5-HT no cortex pré-frontal dos animais do grupo LVS 12 mg/kg
guando comparada com 0s demais grupos, entretanto ao observar-se o desvio padrdo essa
expectativa ndo foi confirmada. O trabalho de Spector e col (1998) mostra um aumento tardio
de 5-HT em outras estruturas como no tronco encefélico, hipocampo, hipotdlamo e
mesencéfalo, mas os mesmos resultados tambem n&o foram encontrados no cortex e estriado.

O estudo de Spector e col (1998) foi o Unico, encontrado na literatura, a realizar a
dosagem de NT apds administracdo de LVS. Eles conduziram um estudo com ratos Sprague-
Dawley dependentes de morfina em sindrome de abstinéncia precipitada pela naltrexona. Os
animais receberam a dose de 35 mg/Kg de LVS i.p e foram eutanasiados em grupos (6 animais
por grupo) de acordo com o tempo 0 min, 15 min, 30 min, 60 min e 120 min. Além da morfina
e codeina, foram avaliados os NT DA, 5-HT e NA nas seguintes regides encefalicas:
hipotdlamo, hipocampo, estriado, tronco encefalico, mesencéfalo, cerebelo e cortex. O estudo
mostrou que a administragéo sisttmica de LVS reduziu os sintomas de abstinéncia, produziu
um aumento significativo nos niveis de morfina e codeina centralmente e em érgdos periféricos,
e ainda alterou significativamente o metabolismo dos NT monoaminérgicos em regides
especificas do encéfalo. Segundo eles os niveis de DA aumentaram no tronco encefélico,
cerebelo, hipocampo, hipotdlamo e mesencéfalo regibes que também apresentaram niveis
aumentados de seus metabolitos HVA (do inglés: homovanillic acid) e/ou DOPAC (do inglés:
3,4-Dihydroxyphenylacetic acid). No entanto, no cértex e estriado, regibes onde os niveis de
HVA e DOPAC diminuiram significativamente, o conteddo de DA nédo foi alterado. Os
aumentos no HVA que ocorreram foram rapidos e persistentes por pelo menos 120 minutos na
maioria das regides. Também ocorreu um aumento tardio dos niveis de 5-HT no tronco
encefalico, hipocampo, hipotalamo e mesencéfalo, que se tornou evidente apenas no tempo de

60 e/ou 120 minutos. Este aumento dos niveis de 5-HT foram acompanhados por um aumento
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similarmente tardio nos niveis de 5-HIAA (do inglés: 5-Hydroxyindoleacetic acid) apenas no
tronco encefalico e no mesencéfalo.

O LVS pode atuar tanto como um agonista quanto um modulador alostérico de
receptores nicotinicos (LEVANDOSKI; PIKET; CHANG, 2003) e a atividade do LVS nestes
receptores pode explicar a redugdo do limiar de convulsdes observadas em camundongos
tratados com altas doses do farmaco (REHNI; SINGH, 2010). Como esperado isto também foi
observado em nosso estudo visto que 100% dos animais do grupo LVS 36 mg/kg apresentaram
convulsdes até 15 minutos apos a administracdo de LVS, sendo que 4 deles ndo resistiram ao
tratamento. O mecanismo pelo qual LV'S poderia precipitar as crises convulsivas ainda ndo esta
bem elucidado, mas parece estar relacionado com a ativacdo de canais de célcio dependentes
de voltagem e aumento de GLU e a consequente ativacdo de receptores NMDA e também com
a biossintese de 0xido nitrico (REHNI; SINGH, 2010). Entretanto mais pesquisas devem ser
realizadas para que essa hipOtese ganhe mais evidéncia. Em nossas analises ndo foram
encontradas diferengas estatisticamente significativas nos niveis de GLU em nenhuma das
estruturas e das doses avaliadas, isso pode ter ocorrido devido ao tempo de eutanasia de 24h,
visto que as convulsdes foram observadas dentro de 15 min como dito anteriormente.

Sabe-se que o LVS é capaz de ativar o receptor nicotinico neuronal humano
(HERNANDO et al., 2012b). Devido a esta atividade também, alguns autores sugeriram que o
LVS poderia aumentar a liberacdo de NA das sinapses simpaticas no tecido periférico,
potencializando assim os efeitos da cocaina (RAYMON; ISENSCHMID, 2009). Os mesmos
autores propdem que o LVS poderia aumentar os efeitos prazerosos e de refor¢co do
comportamento por ter uma atividade agonista nos receptores nicotinicos centrais, estimulando
a atividade glutamatérgica em neurdnios dopaminérgicos do sistema mesolimbico envolvidos
no processo de recompensa (RAYMON; ISENSCHMID, 2009). O LVS também mostra acao
inibitéria na monoamina oxidase (MAO) (AGARWAL et al., 1990), que pode em conjunto
com a ativagdo do receptor nicotinico induzir o aumento da transmissdo dopaminérgica no SNC
(TALLARIDA et al., 2014).

Hofmaier e col. (2014) conduziram um estudo com células HEK293 que expressavam
os transportadores DAT (do inglés: Dopamine transporter), NET (do inglés: Norepinephrine
transporter) e SERT (do inglés: Serotonin transporter) em isoformas humanas estaveis, a fim
de avaliar a atividade dos mesmos frente a diferentes concentracGes de LVS, de seu metabdlito
aminorex e da cocaina isolados e/ou em combinacdo. Os resultados deste estudo mostram que
0 LVS inibe os trés transportadores em altas concentracdes, sendo essa inibicdo mais

proeminente em NET e em menor grau em DAT e SERT. Esta inibi¢cdo é mediada por uma
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interacdo de baixa afinidade no mesmo local onde a cocaina se liga. J& 0 aminorex possui
propriedades de inibicio de DAT e NET semelhantes a cocaina e em SERT apresenta
propriedades semelhante as anfetaminas, causando significativo efluxo de substrato.

Portanto, pode-se supor que o aminorex tem a capacidade de potencializar e/ou
prolongar os efeitos da cocaina em suas propriedades inibitorias, a0 mesmo tempo que também
pode prolongar as sensagdes da cocaina devido a suas propriedades semelhantes as anfetaminas,
em momentos em que a cocaina pode ndo estar mais presente no cérebro (JATLOW, 1988;
MOOLCHAN et al., 2000). E valido ressaltar que o LVS é rapidamente metabolizado para
aminorex e metabolitos relacionados (HESS et al., 2013; REID et al., 1998) e que 0 mesmo foi
detectado em amostras de urina humana em varios usuarios de cocaina (BERTOL et al., 2011,
KARCH et al., 2012).

Aminorex foi comercializado como um inibidor de apetite na década de 1960,
principalmente na Suica, Austria e Alemanha (HOFMAIER et al., 2014b; MAIER et al., 2018).
Foi demonstrado seu efeito liberador de 5-HT em SERT, e seu efeito inibidor na recaptacéo de
5-HT, assim como nas enzimas monoamina-oxidases (SEILER; WASSERMANN; WENSKY,
1976). Essa acdo no sistema serotoninérgico levantou a hipotese de efeito vasoconstritor nos
vasos pulmonares (BYRNE-QUINN; GROVER, 1972; ROTHMAN et al., 1999) e a droga
acabou sendo retirada em 1972 devido a vérios casos de hipertensdo pulmonar (FISHMAN,
2004). Poos e col. (1963) ja haviam demonstrado que o aminorex era um agente liberador de
catecolaminas e Rothman e col. (2001) confirmaram que o aminorex ndo era somente um
inibidor dos transportadores de recaptacdo de monoaminas (como a cocaina), mas sim um
agente liberador semelhante as anfetaminas e que seus principais efeitos advinham de sua
interacdo com os transportadores de monoaminas NET, DAT e SERT, conforme dito
anteriormente, e reforcado por outros estudos que surgiram posteriormente (BRANDT et al.,
2014; HOFMAIER et al., 2014b; J et al., 2018; MCLAUGHLIN et al., 2015). (POOS et al.,
1963; ROTHMAN et al., 2001)

Zheng e col. (1997) avaliaram os efeitos agudos e crénicos de aminorex e analogos
comparados a outros estimulantes, em NT de camundongos CBA. Para avaliacdo dos efeitos
agudos, 0s animais foram tratados com aminorex em uma Unica dose maxima tolerada e foram
eutanasiados 1h, 3h e 6h apos a administracdo. Os NT foram avaliados no estriado, cortex e
hipocampo. Os autores encontraram que 0 aminorex e seus analogos produziram um aumento
na concentracdo de 5-HT inicialmente que retornou para o nivel do controle em 6h e
paralelamente ocorreu uma diminuicdo dos niveis de 5-HIAA em 1h seguido por um aumento

para 0s niveis iguais ou maiores do que aqueles do grupo controle em todas as regides
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avaliadas. No estriado, aminorex causou 0 aumento dos niveis de DA em 1h, que permaneceu
alto durante todo o experimento e 0s niveis de DOPAC diminuiram em 1h e aumentaram nas
horas subsequentes. Dado que a meia-vida de aminorex foi estabelecida em 6h apds a
administracdo de LVS e do fato de poder ser detectado até 54h apos ingestdo do mesmo em
humanos (HESS et al., 2013) pode-se inferir que nossos resultados tenham contribuigdo deste
metabdlito, visto que nossa avaliacdo ocorreu 24h ap6s a administracdo. Entretanto, ndo esta
bem elucidada como a conversdo de LVS a aminorex ocorre e nem mesmo quanto, pois nem
todos os estudos conseguiram detectar o aminorex em suas amostras (HANDLEY et al., 2019),
por isso, supde-se que a taxa de conversdo de LVS para aminorex possa ser bastante baixa
(EIDEN et al., 2015; KARCH; BERTOL,; VAIANO, 2015). (ZHENG et al., 1997)

Tallarida e col (2014) através de seu trabalho de observacdo do comportamento de
planarias, incluindo movimentos estereotipados e preferéncia condicionada de lugar, mostraram
pela primeira vez in vivo o sinergismo entre cocaina e LVS, demostrada pelo aumento da a¢éo
da cocaina quando acrescida do contaminante. Neste sentido Zimmerman e col. (2018)
reforcaram esta ideia ao conduzir sua pesquisa com ratos Sprague-Dawley comparando 0s
efeitos subjetivos do comportamento dos animais ao uso de LVS isolado ou em combinagéo
com a cocaina. Os autores concluiram que o LVS sozinho nao foi capaz de produzir efeitos
semelhantes a cocaina, mas que a interacdo entre as substancias ocorre de forma aditiva e mais
comumente supra aditiva (ZIMMERMANN; GAUVIN; POLING, 2018).

N&o foram observadas alteracdes significativas nos niveis de GABA e ACh no cortex
pré-frontal e estriado na comparacgéo entre os animais dos grupos LVS e controle.

Como limitagdes deste estudo, podemos apontar a ndo realizacdo da avaliacdo dos NT
apo6s a administracdo da cocaina em associacdo com o LVS. Também ndo foi realizada a
dosagem de importantes metabdlitos dos NT como HVA, DOPAC, e 5-HIAA. Ndo houve a
deteccdo e quantificacdo de metabdlitos do LVS como o aminorex e por fim, aponta-se a
necessidade da realizacdo de novos estudos utilizando outros periodos de tempo pds-mortem
para melhor avaliacdo dos niveis de NT.



27

6 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho mostraram que houve alteragdo nos niveis de
DA do cortex pré-frontal no grupo LVS 12 mg/Kg e no estriado dos grupos LVS 24 mg/Kg e
LVS 36 mg/Kg, quando comparado ao grupo controle e ap6s 24h da administracdo de LVS.

Mais estudos necessitam ser realizados a fim de uma melhor compreenséo sobre o
aumento de dopamina nestas estruturas encefélicas e as relacbes comportamentais observadas.

N&o foram encontradas alteracdes estatisticamente significativas nos niveis de 5-HT,
GABA, ACh e GLU no cortex pré-frontal e estriado na comparagédo entre 0s animais dos grupos
LVS e controle, o que pode indicar a existéncia de um tempo critico em que as flutuagdes dos
niveis destes compostos podem ser observadas.

Apesar disto, considera-se este estudo como uma importante contribuicdo para que
outras pesquisas possam ser realizados a fim de esclarecer os efeitos de LVS no SNC e se estes
podem ser reforcados pela associacdo de LVS com a cocaina.
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