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RESUMO 

 

A dependência à cocaína e crack é um problema mundial de saúde pública para o qual 
ainda não existem fármacos aprovados para o tratamento. A apresentação de moléculas 
de cocaína ao sistema imunológico por meio de estruturas químicas imunogênicas é 
capaz de induzir a produção de anticorpos que podem realizar antagonismo 
farmacocinético à droga, reduzindo seus efeitos sistêmicos e a autoadministração da 
droga. O estudo das imunoterapias é um campo promissor para o tratamento da 
dependência química à cocaína. O GNE-KLH é um imunoconjugado que apresentou 
eficácia satisfatória na produção de anticorpos anti-cocaína e reversão dos efeitos da 
droga em ensaios pré-clínicos. A exposição pré-natal à cocaína e crack induz desfechos 
obstétricos e pós-natais negativos nas mães, feto, recém-nascido e na criança e 
adolescente. Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar se a imunoterapia com 
GNE-KLH para a dependência à cocaína pode fornecer proteção materno-fetal contra 
desfechos negativos obstétricos e pós-natais associados à exposição pré-natal à droga. 
No primeiro experimento, ratas adultas receberam GNE-KLH (500 µL de emulsão 0,035 
µL/mL, i.p.) ou placebo (adjuvante de Freund completo ou incompleto) nos tempos D0, 
7, 21 e 42 e foram acasaladas no tempo D35. Determinou-se o ganho de peso durante 
a gestação, tempo de gestação, mortalidade materna, tamanho da ninhada e mortalidade 
de filhotes. No segundo experimento, as mães foram imunizadas conforme o protocolo 
anterior e receberam uma dose diária de 20 mg/kg de cocaína durante os dois períodos 
gestacionais avaliados. Os parâmetros gestacionais do primeiro experimento também 
foram avaliados neste segundo protocolo. O ELISA determinou a presença e a 
especificidade dos anticorpos IgG e IgM anti-cocaína no soro das mães e filhotes e no 
leite materno. O modelo de campo aberto determinou o efeito da cocaína na prole após 
o desmame e na idade adulta. Os resultados demonstram que: 1. ratas vacinadas com 
GNE-KLH produzem e mantem títulos de anticorpos IgG e IgM anti-cocaína durante duas 
gestações, corroborando a eficácia da vacinação nas mães, 2. na presença da exposição 
gestacional à cocaína, houve redução dos desfechos obstétricos negativos nas ratas 
vacinadas, 3. encontramos presença de anticorpos IgG anti-cocaína nos filhotes, 
confirmando a transferência passiva dos anticorpos, 4. encontramos presença de 
anticorpos IgG anti-cocaína no leite materno, confirmando um dos mecanismos de 
transferência desses anticorpos, 5. encontramos redução dos efeitos comportamentais 
da administração de cocaína nos filhotes após o desmame, mas não na idade adulta e, 
6. os anticorpos apresentam especificidade pela droga, ratificando os resultados 
anteriores. Esses resultados sugerem que a imunoterapia com GNE-KLH para 
dependência à cocaína pode fornecer proteção materno-fetal contra desfechos negativos 
associados à exposição intrauterina à droga e no período pós-natal imediato. 
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ABSTRACT 

 
Cocaine-crack dependence is a worldwide public health problem for which there is still no 
drugs approved for treatment. The introduction of cocaine molecules to the immune 
system through immunogenic chemical structures induces the production of antibodies 
that can perform pharmacokinetic antagonism reducing the drug’s s systemic effects and 
self-administration of the drug. The study of immunotherapies is a promising field for the 
treatment of cocaine dependence. In preclinical trials, GNE-KLH, an immunoconjugate, 
showed satisfactory efficacy in the production of anti-cocaine antibodies in rats and in 
reversing effects of the drug. Prenatal exposure to cocaine and crack induces negative 
obstetric and postnatal outcomes in mothers, fetuses, newborns, children and 
adolescents. In this context, the aim of the study was to assess whether immunotherapy 
with GNE-KLH for cocaine dependence can provide maternal-fetal protection against 
negative obstetric and postnatal outcomes associated with prenatal exposure to the drug. 
In the first experiment, adult female rats received GNE-KLH (500 µL, emulsion 0,035 
µL/mL, intraperitoneally) or placebo (Freund’s complete or incomplete adjuvant) at times 
D0, 7, 21 and 42 and mated on day 35. Weight gain during pregnancy, gestation time, 
maternal mortality, litter size and mortality rates of mothers and puppies were determined. 
In the second experiment, mothers were immunized according to the previous protocol 
and received a daily dose of 20 mg/kg of cocaine during the two gestational periods 
evaluated. The gestational parameters of the first experiment were also evaluated in this 
second protocol. ELISA determined the presence and specificity of IgG and IgM anti-
cocaine antibodies in the serum of mothers and puppies and in the mother’s breast milk. 
Open field test determined the cocaine’s effect on the offspring after weaning and after 
reaching adulthood. The results demonstrate that: 1. female rats vaccinated with GNE-
KLH produce and maintain IgG and IgM anti-cocaine antibody titers during two 
pregnancies, corroborating the effectiveness of vaccination in mothers, 2. in the presence 
of gestational exposure to cocaine, there was a reduction in negative obstetric outcomes 
in vaccinated rats, 3. we found the presence of anti-cocaine IgG antibodies in the puppies, 
confirming the passive transfer of antibodies, 4. we found the presence of anti-cocaine 
IgG antibodies in breast milk, confirming one of the mechanisms of antibody transfer, 5. 
we found a reduction in the behavioral effects of acute cocaine administration in puppies 
after weaning, but not after reaching adulthood, and 6. antibodies show specificity for the 
drug, confirming previous results. These results suggest that immunotherapy for cocaine 
dependence with GNE-KLH may provide maternal-fetal protection against negative 
outcomes associated with intrauterine exposure to the drug and in the postnatal period. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: cocaine, crack, prenatal exposure, pregnancy, immunotherapy, anti-cocaine 
vaccine, GNE-KLH. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O uso de drogas é um problema mundial de saúde pública. O estudo das terapias 

imunológicas constitui uma área promissora de pesquisa para o desenvolvimento de 

tratamentos para a dependência química em cocaína e crack, um transtorno psiquiátrico 

de considerável relevância social e ainda sem um tratamento farmacológico eficiente e 

seguro. O uso de cocaína e crack durante a gestação é um problema ainda mais grave, 

por induzir efeitos deletérios não apenas nas mães usuárias, mas também nos filhos, os 

quais podem apresentar diversos transtornos psiquiátricos na infância e adolescência 

associados à exposição pré-natal à droga. Dessa forma, na presente tese, abordaremos 

uma aplicação inédita e inovadora das terapias imunológicas: a proteção materno-fetal 

da exposição à cocaína durante a gravidez e amamentação.  

O presente trabalho será apresentado em 7 capítulos. No capítulo 1, introdução, 

iremos rever conceitos básicos sobre a cocaína e as consequências de seu uso durante 

a gestação. Nos capítulos 2 e 3, abordaremos as justificativas, hipóteses e os objetivos 

gerais e específicos do trabalho. No capítulo 4, descreveremos os métodos utilizados no 

estudo e, no capítulo 5, os resultados obtidos por meio desses métodos. No capítulo 6, 

discutiremos os resultados, baseados nos conhecimentos prévios encontrados na 

literatura técnico-científica. Finalmente, no capítulo 7 apresentaremos as conclusões do 

trabalho. 

1.1 Cocaína e dependência química 

 

A cocaína (Figura 1) é um alcaloide tropânico extraído das folhas da planta 

Erythroxylum coca, popularmente conhecida nos países andinos como “coca”, e 

cultivada em regiões de clima seco das Américas do Sul e Central, México, Indonésia e 

Leste da Índia (GOLDSTEIN et al., 2009; De GIOVANNI & MARCHETTI, 2012).  

Estudos antropológicos mostram que o uso das folhas de coca em rituais 

religiosos era comum entre os povos andinos (GOLDSTEIN et al., 2009). Ainda hoje, na 

cultura tradicional desses povos, a folha de coca é consumida na forma mascada ou em 

infusões, com objetivo de melhorar a disposição e o ânimo de quem a consome 
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(STALEY, 2006; GOLDSTEIN et al., 2009; CHASIN et al., 2014). A folha de coca 

apresenta, em média, concentrações de 3 a 5% de cocaína, dependendo da região 

cultivada e do método de extração utilizado (JENKINS et al., 1996). Essa concentração 

é baixa para produzir um efeito intenso e duradouro, como o buscado pelos usuários 

quando ela é usada como droga de abuso (JENKINS et al., 1996; GOLDSTEIN et al., 

2009).  

A folha de coca foi introduzida na Europa por Joseph de Jussieu em 1750 e, 

apenas em 1855, a cocaína foi extraída e purificada pelo químico alemão Friederich 

Gaedcke (CALATAYUD & GONZÁLEZ, 2003; GOLDSTEIN et al., 2009).  

Os efeitos terapêuticos da cocaína são múltiplos, sendo que o efeito anestésico 

foi o primeiro a ser descoberto pelo químico austríaco Albert Niemann em 1865. Os 

efeitos psicotrópicos da cocaína foram identificados pelo fisiologista Wassili von Arep em 

1879 (CALATAYUD & GONZÁLEZ, 2003; GOLDSTEIN et al., 2009). Na segunda metade 

do século XIX, a cocaína teve seu uso terapêutico difundido por Freud, com o propósito 

de aliviar os sintomas da depressão e curar a dependência à morfina. No entanto, casos 

de intoxicações e óbitos associados ao uso dessa substância levaram, em 1914, à 

proibição do consumo e comercialização de quaisquer produtos que a contivesse 

(GOLDSTEIN et al., 2009).  

Na década de 70 houve um aumento no abuso de cocaína, o que é considerado 

o início de um grande problema de saúde pública mundial, que perdura até os dias atuais 

(CALATAYUD & GONZÁLEZ, 2003; GOLDSTEIN et al., 2009; BASTOS et al., 2017). 

 

 

 

 

Figura 12 - Estrutura química da cocaína. 

Fonte: SAUVAIN et al. (1997). 
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1.2 Epidemiologia do uso de cocaína e crack 

 

O uso e a dependência à cocaína e ao crack, um derivado fumável da cocaína, 

são causas importantes de morbidade e mortalidade e tornaram-se, desde o início dos 

anos 1990, um fenômeno de saúde pública conhecido como epidemia do crack 

(CORNER & O'BRIEN, 1996; CORNISH et al., 1996; BUTLER et al., 2017).   

Em 2017, estima-se que 18 milhões de pessoas consumiram cocaína no mundo, 

representando 0,4 % da população com idade entre 15 e 64 anos. Esse dado indica um 

aumento global do uso da droga em relação à última estimativa, do ano de 2013. O 

aumento do consumo da droga foi observado nos Estados Unidos, Canadá, Austrália, 

Nova Zelândia e em países da Europa Ocidental e Central e América do Sul, incluindo o 

Brasil (UNODC, 2019). 

No Brasil, o III Levantamento Nacional sobre o uso de drogas, realizado pelo 

ICICT/Fiocruz (Instituto de Comunicação e Informação Científica e Tecnológica em 

Saúde da Fundação Oswaldo Cruz) traçou o panorama mais atual sobre o uso de 

cocaína e crack no país. Nesse levantamento, foram entrevistados cerca de 17 mil 

brasileiros, com idades entre 12 e 62 anos. A cocaína em pó é apontada, nessa pesquisa, 

como a segunda droga mais consumida no país: 3,1% relataram já ter consumido a 

substância. Nos 30 dias anteriores à pesquisa, 0,3% dos entrevistados afirmaram ter 

feito uso de cocaína. Aproximadamente 1,4 milhão de pessoas entre 12 e 65 anos 

relataram ter feito uso de crack e similares alguma vez na vida, o que corresponde a 

0,9% da população da pesquisa, com um diferencial pronunciado entre homens (1,4%) 

e mulheres (0,4%). Nos 12 meses anteriores ao levantamento, o uso dessa droga foi 

reportado por 0,3% da população (BASTOS et al., 2017). Apesar da amostra coletada 

ser domiciliar, não englobando usuários em situações especiais, tais como: moradores 

de rua e detentos, os dados ainda mostram um número significativo de usuários no país. 

Outro estudo realizado pela Fiocruz também avaliou o quantitativo de usuários de 

crack e/ou similares que são menores de idade. Nesse levantamento, para as capitais 

do Brasil, observou-se que, dentre os 370 mil usuários de crack e/ou similares estimados, 

cerca de 14% eram menores de idade, representando aproximadamente 50 mil crianças 
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e adolescentes que utilizam a droga (BASTOS & BERTONI, 2014). Trata-se de um dado 

preocupante, haja visto as consequências do uso da droga nessa idade. 

O número de mortes associadas ao uso de cocaína e crack vem crescendo nas 

últimas décadas, sendo resultado principalmente de overdoses, acidentes e, sobretudo, 

da violência (LARANJEIRA et al., 2014; BASTOS et al., 2017).  

1.3 Formas de consumo da cocaína 

 

As formas mais comuns de consumo de cocaína são por aspiração, injeção 

intravenosa ou fumada. O cloridrato de cocaína é um pó cristalino, hidrossolúvel, que 

pode ser ministrado por via aspirada pelas narinas, sendo absorvido pela mucosa nasal 

ou diluído em meio aquoso e injetado por via intravenosa (CHASIN et al., 2014).  

A base livre de cocaína, chamada de pasta base ou crack, é insolúvel em água e 

tem alto ponto de fusão e ebulição. Dessa forma, ela pode ser aquecida, evaporada e 

inalada pelas vias aéreas pelo consumidor. A absorção da droga ocorre pelos pulmões, 

que, por ter uma grande área superficial, aumenta a velocidade e extensão da absorção, 

evita o mecanismo de primeira passagem e acelera a chegada da droga ao cérebro. 

Essa farmacocinética produz um efeito mais rápido e mais intenso, que leva, por 

consequência, à dependência mais rapidamente (CALATAYUD & GONZÁLEZ, 2003; 

GOLDSTEIN et al., 2009; CHASIN et al., 2014).  

1.4 Farmacodinâmica da cocaína 

A partir da corrente sanguínea, a cocaína pode atuar em órgãos periféricos, como 

o coração, vasos sanguíneos e musculatura ocular. A droga pode ser sequestrada pelos 

adipócitos, em razão da grande lipofilicidade da molécula e pode também atravessar a 

barreira hematoencefálica (BHE). Após passar pela BHE, a cocaína pode se acumular 

no sistema nervoso central (SNC), produzindo efeitos característicos da estimulação do 

sistema nervoso simpático e no circuito de recompensa, onde aumenta as concentrações 

de dopamina. Essas ações no SNC são percebidas pelo usuário como euforia, sensação 

de bem-estar e desinibição (KINSEY et al., 2010). Tais efeitos são provocados pelo 

acúmulo de catecolaminas nas junções sinápticas, devido à inibição do transportador 
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pré-sináptico pela droga (KELLER & SNYDER-KELLER, 2000; CHASIN et al., 2014). 

Além do efeito simpatomimético, a cocaína é um potente anestésico local, atuando no 

bloqueio de canais de sódio nos neurônios sensoriais e canais de potássio ATP-

dependentes, além de interferir no transporte de íons cálcio intracelular (DU et al., 2006; 

LUFT & MENDES, 2007; CHASIN et al., 2014).  

1.5 Consequências do uso da cocaína 

 

O uso da cocaína está associado a um aumento da vulnerabilidade às doenças 

psiquiátricas. Entre os indivíduos que usam cocaína uma vez, 16% tornam-se 

dependentes (PIANCA et al.; 2014).  Além disso, a exposição continuada à droga induz 

uma infrarregulação (downregulation) da neurotransmissão dopaminérgica, que pode 

estar associada aos sintomas de disforia, anergia, abulia e apatia (SHORTER & 

KOSTEN, 2011; CHASIN et al., 2014; PIANCA et al.; 2014). Os usuários de cocaína 

também podem apresentar transtornos de humor e sintomas característicos de quadros 

psicóticos agudos (BOLANOS & NESTLER,  2004; NESTLER, 2004). As complicações 

psiquiátricas e somáticas são descritas em ao menos 50% dos usuários de grandes 

quantidades de crack (LEVIN et al., 2008). 

Além dos efeitos psicossomáticos, o uso crônico de cocaína pode provocar 

alterações em outros sistemas fisiológicos. Os efeitos estimulante e vasoconstritor da 

droga podem ocasionar complicações cardiovasculares importantes como taquicardia, 

elevação da pressão arterial, infarto do miocárdio e angina pectoris (GOLDSTEIN et al., 

2009; KIM & PARK, 2019). O uso da cocaína, principalmente na forma inalada, 

frequentemente também provoca danos ao sistema respiratório. A vasoconstrição local 

produzida pela droga e a irritação induzida pelos contaminantes provocam lesões no 

epitélio nasal, produzindo inflamação, que se manifesta na forma de rinorreia, 

sangramentos nasais, rinite e sinusite. O uso do crack, pelas razões descritas acima e 

pela temperatura da fumaça aspirada, pode provocar danos diretamente ao tecido 

pulmonar, podendo levar à fibrose, exacerbação do quadro de asma, edema e 

hemorragia pulmonar, hipertensão pulmonar e pneumonite intersticial (RESTREPO et 

al., 2007).  
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As substâncias utilizadas como veículo da droga e os contaminantes oriundos do 

processo de refino são um problema à parte, podendo induzir complicações diversas ou 

exacerbar aquelas relacionadas à droga. Tais substâncias compreendem metais 

pesados, resíduos de solventes orgânicos, silicatos e excipientes utilizados na fabricação 

de comprimidos, como talco, óxido de titânio e estearato de magnésio (RESTREPO et 

al., 2007).  

Há, ainda, evidências de que alguns dos metabólitos da cocaína possuem efeitos 

hepatotóxicos, podendo produzir necrose do parênquima hepático e alterações nos 

níveis de bilirrubina e de enzimas no fígado (CHASIN et al., 2014; GRAZIANI et al., 2016). 

O uso de estimulantes também é associado à mortalidade elevada e aumento da 

incidência de infecção pelo HIV e hepatite C (ORSON et al., 2009; CALPE-LÓPEZ et al., 

2019).  

1.6 O uso da cocaína e a gestação 

 

O uso de drogas durante a gestação, em especial a cocaína, tornou-se um 

problema de considerável relevância social. As drogas, quando consumidas na gravidez, 

podem produzir efeitos nocivos às gestantes, ao feto, aos neonatos e as crianças em 

desenvolvimento (CAMARGO & MARTIN, 2014). Mulheres que consomem cocaína o 

fazem, usualmente, em idade fértil. O início da gravidez, para muitas mulheres, passa 

desapercebido e o uso da droga pode ocorrer até a constatação da amenorreia ou até a 

confirmação da gravidez (BASTOS & BERTONI, 2014; CHASIN et al., 2014). O consumo 

da cocaína, sobretudo do crack, acaba por deixar a mulher em situação de 

vulnerabilidade, seja para obtenção da droga, por meio da prostituição, seja pela 

exposição a situações de risco ou pela exclusão social que sobrevém do uso de droga 

(BASTOS & BERTONI, 2014).  

A ausência de tratamentos eficazes para a dependência à droga e o número 

relativamente elevado de mulheres usuárias de crack em situação de vulnerabilidade, 

geralmente sem acesso à auxílio pré-natal de qualidade, tornam esse problema ainda 

mais grave (BASTOS & BERTONI, 2014, PEREIRA et al., 2018). 
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          1.6.1 Epidemiologia do uso da cocaína durante a gestação 

 

As mulheres parecem ser mais vulneráveis a desenvolver dependência à cocaína 

(ROTH et al., 2004; EVANS & FOLTIN, 2005) e, além disso, podem evoluir mais 

rapidamente da primeira exposição para a dependência (BECKER, 2016). 

Uso de cocaína durante a gestação geralmente se associa a outros fatores de 

vulnerabilidade, tais como: comorbidades psiquiátricas, isolamento social, pobreza, 

trauma e violência doméstica (KISSIN et al., 2001; OEI et al., 2010). O uso de 

substâncias durante a gestação pode variar de acordo com a raça e etnia da mulher 

(FINNIGAN, 2013). O consumo de drogas ilícitas não supera o consumo de tabaco e 

álcool, também entre as mulheres grávidas, contudo este uso acarreta efeitos 

consideráveis nas mulheres grávidas e em seus fetos (LAMY et al., 2015). Dessa forma, 

o uso de drogas na gravidez é tratado como um problema de saúde pública no Brasil, 

nos EUA e no Canadá (FINNIGAN, 2013; BASTOS & BERTONI, 2014). Nos EUA, a 

estimativa mais recente é de que 5% das mulheres grávidas fazem uso de uma ou mais 

drogas (WENDELL, 2013) e que há cerca de 750.000 grávidas expostas à cocaína a 

cada ano (CAIN et al., 2013). 

Um dos mais importantes estudos sobre uso de cocaína na gestação é o Maternal 

Lifestyles Study (MLS), realizado pelo National Institute of Child Health and Human 

Development, nos EUA. Na primeira fase, foram recrutadas 19.079 grávidas, das quais 

11.811 concordaram em participar do estudo. Na segunda fase, com os resultados, foi 

possível identificar metabólitos provenientes da cocaína ou opiáceos no mecônio de 

1.185 crianças, ou seja, 10% das análises realizadas (BAUER et al., 2002).  

No Brasil, existem poucos dados relacionados à exposição pré-natal à cocaína. 

Em um estudo realizado em Porto Alegre, no ano de 1999, 739 grávidas foram avaliadas, 

as quais 16 delas (2,4%) afirmaram fazer uso de cocaína e, em 25 casos (3,4%), a 

utilização foi confirmada por meio da análise do mecônio (CUNHA et al., 2001). Em 2012, 

na cidade de Maringá, foi executado um estudo transversal em 25 unidades básicas de 

saúde com 394 gestantes, dentre as quais 0,51% relatou fazer uso de álcool, cocaína ou 

maconha (KASSADA et al., 2013). Em São Paulo, estudo realizado a partir de fios de 
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cabelo das gestantes demonstrou que a taxa de exposição à cocaína juntamente com o 

álcool foi de 1,7% (ROCHA et al., 2016). 

Numa pesquisa quantitativa realizada pela Fiocruz, entre os anos de 2011 e 2013, 

abrangendo todo o território nacional, foi relatado que mulheres tem um padrão de uso 

mais intenso da cocaína e do crack quando comparadas aos homens. Os dados 

referentes ao tempo médio e frequência de uso sugerem um uso mais prolongado por 

parte dos homens, embora com frequências mais intensas por parte das mulheres. Entre 

os homens, o tempo médio do consumo de crack foi de, aproximadamente, 83,9 meses 

e, entre as mulheres, 72,8. Com relação ao número de pedras usadas em um mesmo 

dia, as mulheres, em média, relataram consumir 21 pedras, enquanto os homens 13 

pedras de crack. Mais de um terço dos usuários de crack no Brasil – 39,5% informaram 

não ter usado preservativo ou outra forma de contracepção em nenhuma das relações 

sexuais vaginais no mês anterior à entrevista. Além disso, 10% das mulheres 

entrevistadas nessa pesquisa relataram estarem grávidas e mais da metade já haviam 

engravidado ao menos uma vez após terem iniciado o uso da droga (BASTOS & 

BERTONI, 2014).  

Esses dados alertam para o número de crianças expostas durante o período 

intrauterino à droga. Ainda, a dependência à cocaína e, principalmente, ao crack induz 

um quadro de risco para gestações não desejadas, pois o padrão de consumo está 

associado a estupros, prestação de favores sexuais e prostituição sem uso de 

preservativos (CHASIN et al., 2014).  

          1.6.2 Potenciais mecanismos de ação da cocaína durante a gestação 

A farmacocinética da cocaína depende da via de uso, a qual condicionará a 

velocidade de absorção, a dinâmica de concentração plasmática, a velocidade de início 

e duração do efeito. A biodisponibilidade da droga é de aproximadamente 70% quando 

consumida por via respiratória, de 60-80% por via intranasal, variando com a experiência 

do usuário, e de 100% por via injetável (CHASIN et al., 2014).  

As principais complicações maternas relacionadas ao uso de cocaína são as 

cardiovasculares. A hipertensão decorrente da estimulação adrenérgica e o aumento da 

agregação plaquetária elevam o risco de infarto agudo do miocárdio e isquemia cerebral. 
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A estimulação de receptores beta-adrenérgicos no miocárdio e a estimulação central 

hipotalâmica aumentam a frequência e sobrecarga cardíacas e a pressão sistólica. 

Somado aos efeitos cardíacos, ocorre ainda uma vasoconstrição periférica e um 

aumento da demanda cardíaca por oxigênio (PLESSINGER & WOODS, 1990; CHASIN 

et al., 2014). 

A gestação pode aumentar a toxicidade cardíaca da cocaína devido a maior 

sensibilidade do músculo cardíaco na presença da progesterona (PLESSINGER & 

WOODS, 1990; KUCZKOWSKI, 2007). Ainda, a atividade das colinesterases é reduzida 

nesse período, aumentando a meia-vida das monoaminas e da cocaína e prolongando 

seus efeitos (CHASIN et al., 2014).  

Os efeitos cardiovasculares não são dose dependentes e podem ser 

potencializados pelo uso concomitante de outras drogas e fármacos, tais como: 

maconha, tabaco, álcool e anestésicos locais (KUCZKOWSKI, 2007; CHASIN et al., 

2014), associações frequentes em usuários de cocaína e crack (BASTOS et al., 2017). 

O acúmulo da droga nos hepatócitos, juntamente com os efeitos cardiovasculares, 

pode levar à ruptura hepática. No parto, o uso prévio de cocaína pode induzir 

comportamento combativo, trompocitopenia, hipotensão resistente à efedrina e 

alterações na percepção de dor devido a modificações nos receptores opioides. Estudos 

indicam, também, que o uso de cocaína pode ocasionar hiperreflexia, proteinúria, edema 

e convulsões (PLESSINGER & WOODS, 1993; TOWERS et al., 1993). 

          1.6.3 Efeitos gestacionais do uso da cocaína 

  

A cocaína tem ações sistêmicas e efeitos deletérios durante a gestação. Estudos 

com modelos animais demonstraram que fêmeas tratadas com cocaína durante a 

gestação apresentaram menor ganho de peso nesse período (CHURCH et al., 1990; 

JOHNS et al., 1992; PEEKE et al., 1994; SILVA et al., 1995; TONKISS et al., 1995; ISO 

et al., 2000; MALANGA et al., 2007; McMURRAY et al., 2008; McMURRAY et al., 2013; 

DOW-EDWARDS et al., 2014). A visualização e a intensidade desse efeito, porém, são 

condicionados a variáveis como espécie, dose, frequência, duração e até mesmo via de 

administração da droga. A cocaína também induz, nas fêmeas grávidas, uma diminuição 
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do consumo alimentar (CHURCH et al., 1990; SILVA et al., 1995), aumento do consumo 

hídrico (CHURCH et al., 1990; PEEKE et al., 1994) e alterações na interação com os 

filhotes no período de amamentação (TONKISS et al., 1995). No parto, foram observados 

aumento do número de natimortos (CHURCH et al., 1990, ISO et al., 2000) e redução do 

tamanho da ninhada (CHURCH et al., 1990; TONKISS et al., 1995) em fêmeas tratadas 

com cocaína durante a gestação. 

Estudos observacionais em mulheres que consumiram cocaína durante a 

gestação sugerem que essa droga pode produzir uma série de complicações para a 

gestante (CAMARGO & MARTIN, 2014; SMID et al., 2019). Gestantes que utilizam 

cocaína apresentam risco elevado de descolamento da placenta (HOFFMAN et al., 

2016), hipertensão arterial sistêmica, eventos hemorrágicos e tromboembólicos e ganho 

de peso consideravelmente menor em relação a gestantes que não utilizam a droga 

(SILVA et al., 1995; TONKIS et al., 1995; REN et al., 2004; CHASIN et al., 2014). Além 

disso, em animais e humanos, observa-se que grande parte das grávidas não 

apresentam o comportamento adequado de maternagem, abandonado ou reduzindo a 

interação com a prole após o parto, o que impacta diretamente no desenvolvimento dos 

filhotes (McMURRAY et al., 2008; STRATHEARN & MAYES, 2011; NEPHEW & FEBO, 

2012). O consumo de cocaína durante a gestação ainda está relacionado a indução de 

abortos (CHASIN et al., 2014), depressão pós-parto (SINGER et al., 1997) e 

hiperprolactinemia crônica, alteração hormonal que pode induzir alterações no ciclo 

menstrual e infertilidade (MELLO & MENDELSON, 1997; PATKAR et al., 2002).  

          1.6.4 Consequências fetais e ao recém-nascido do uso de cocaína 

 

De forma semelhante ao processo que ocorre no SNC, a cocaína atravessa 

facilmente a placenta por difusão passiva, devido a sua lipofilicidade, e se acumula no 

cordão umbilical, no miométrio e na membrana placentária, sendo absorvida pelo feto 

(De GIOVANNI & MARCHETTI, 2012; CHASIN et al., 2014). A cocaína é encontrada no 

sangue de cordão umbilical, urina, mecônio, cabelo, tecidos e líquido amniótico (CHASIN 

et al., 2014). O efeito da cocaína é aumentando potencialmente nos fetos, uma vez que 

a atividade das enzimas responsáveis pela metabolização da droga em produtos inativos 
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ainda não está completamente desenvolvida (CHASIN et al., 2014). Esse efeito, 

associado a imaturidade da BHE e do SNC como um todo, torna o feto mais susceptível 

a potenciais danos neurobiológicos (De GIOVANNI & MARCHETTI, 2012; CHASIN et 

al., 2014). Ainda, o potente efeito vasoconstritor da cocaína pode reduzir 

significativamente a chegada de nutrientes, oxigênio e outros elementos essenciais ao 

desenvolvimento do feto, podendo ocasionar alterações, entre as quais, a redução do 

peso ao nascer (BAUER et al., 2005; McMURRAY et al., 2008).  

Estudos observacionais em humanos relacionados às concentrações de cocaína 

no leite materno após administração intranasal pelas mães são escassos, porém, devido 

às propriedades físico-químicas da droga, é esperado que alguma quantidade de droga 

seja encontrada no leite após atravessar as barreiras epiteliais por transporte passivo 

(CHASIN et al., 2014). Dado à imaturidade dos sistemas digestivo e nervoso do recém-

nascido, mesmo pequenas quantidades transferidas por meio do leite materno podem 

ser absorvidas, prolongando à exposição também para o período de amamentação 

(CRESSMAN et al., 2012; SILVEIRA et al., 2016). Além disso, mães que utilizam cocaína 

durante a gestação geralmente iniciam a amamentação mais tardiamente em relação às 

que não utilizam a droga, induzindo ainda mais danos à saúde do recém-nascido 

(ENGLAND et al., 2003; BAUER et al., 2005).  

Os estudos em modelos animais citados na subseção anterior também 

evidenciaram efeitos da exposição pré-natal à cocaína na prole a curto e longo prazo. 

Os resultados relatados a seguir referem-se sempre ao efeito observado na prole de 

mães expostas à droga no período gestacional em comparação ao grupo controle. 

CHURCH et al. (1990), demonstraram aumento da mortalidade pós-natal e menor peso 

ao nascer dos filhotes relacionados às maiores doses de cocaína administradas nas 

ratas. No estudo de JOHNS et al. (1992), os filhotes apresentaram desenvolvimento 

corporal mais lento em relação ao peso e tamanho. Resultados semelhantes quanto ao 

desenvolvimento dos filhotes também foram observados por PEEKE et al. (1994) e 

SILVA et al. (1995). Neste último, também foi evidenciado significativa redução do 

crescimento cerebral nos filhotes. TONKISS et al. (1995) demonstraram que os filhotes 

apresentaram deficiências no desenvolvimento corporal, tais como: atraso na abertura 

dos olhos, no desdobramento da orelha e no desenvolvimento auditivo. Outro estudo do 
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mesmo grupo demonstrou também retardos no desenvolvimento ósseo, entre os quais, 

atrasos no desenvolvimento do osso do calcanhar, das vértebras caudais e das falanges 

dos membros posteriores (TONKISS et al., 1995).  

Evidências em modelos animais também apontam para alterações 

neurofisiológicas, anatômicas e bioquímicas a longo prazo na prole de mães expostas à 

cocaína durante a gestação. No estudo desenvolvido por SALAS-RAMIREZ et al. (2010), 

os filhotes adultos de ratos apresentaram maior atividade locomotora em modelo de 

campo aberto quando tratados com cocaína e prejuízos na memória visual e espacial. 

Esses filhotes também apresentaram aumento da densidade de neurônios no núcleo 

accumbens. Deficiências de atenção e memória também foram demonstradas em 

filhotes de coelhos por THOMPSON et al. (2005) e de ratos por CHOI et al. (1998) e por 

GENDLE et al. (2003). MORROW et al. (2002), utilizando teste feito com objetos, 

indicaram menor capacidade de exploração dos ratos adolescentes e adultos expostos 

à cocaína no período gestacional, indicando prejuízos na memória de curto prazo. 

McMURRAY et al. (2015), evidenciaram um aumento de tamanho em regiões 

cerebrais em filhotes, tais como: o giro do cíngulo e o corpo caloso, podendo afetar 

funções cognitivas de memória e aprendizagem. Outro estudo do mesmo grupo 

demonstrou que os filhotes apresentaram níveis máximos de vocalização mais baixos 

(McMURRAY et al., 2013). Alterações neuroanatômicas também foram encontradas por 

REN et al. (2004). Nesse estudo, os filhotes apresentaram crescimento cerebral pós-

natal, espessura cortical total e espessura cortical suprangular menores. Além disso, o 

número total de células corticais se apresentava reduzido em adultos expostos à cocaína 

durante a vida uterina.  

Alterações comportamentais também foram relatadas em modelos animais. No 

estudo realizado por DOW-EDWARDS et al. (2014), ratos adolescentes apresentaram 

aumento significativo no tempo de permanência em compartimento condicionado em 

resposta à administração de cocaína, no modelo de preferência condicionada por lugar. 

MALANGA et al. (2008), demonstraram resultado semelhante para camundongos 

machos adultos nascidos de mães expostas à droga na gestação. Esses resultados 

indicam maior predisposição à dependência em filhotes expostos à droga na gestação. 

THOMPSON et al. (2005) obtiveram resultados semelhantes em filhotes de coelhos. Os 
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autores demonstraram deficiência de atenção e memória e desenvolvimento pela 

preferência de lugar em filhotes machos adultos.  

Quanto às alterações bioquímicas e genéticas, SASAKI et al. (2014) 

demonstraram que a exposição pré-natal à droga está associada à regulação positiva do 

gene DRD1, codificador dos receptores dopaminérgicos do tipo D1 no córtex pré-frontal 

na prole na idade adulta. Já no estudo de ZHAO et al. (2015), camundongos 

adolescentes apresentaram prejuízos nas funções cognitivas, possivelmente associados 

a um efeito epigenético de hipermetilação no gene IGF-II DMR2 no hipocampo. 

SITHISARN et al. (2011) demonstraram aumento dos níveis de corticosterona e 

hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) nos filhotes na idade adulta. No estudo realizado 

por KELLER & SNYDER-KELLER (2000), a dopamina e seus metabólitos tiveram suas 

concentrações aumentadas na região nigroestrital e no núcleo accumbens em filhotes 

de ratas após o desmame, retornando ao normal no início da idade adulta. Houve 

também aumento da inervação serotoninérgica após o nascimento, assim como aumento 

significativo nos níveis de serotonina e seus metabólitos na região do estriado, 

desenvolvimento de preferência de lugar em filhotes adultos e maior susceptibilidade a 

convulsões induzidas por cocaína. Por fim, McMURRAY et al. (2008) demonstraram, em 

filhotes de ratos, elevação dos níveis de mRNA de ocitocina na região do núcleo 

paraventricular do hipotálamo, indicando maior produção de ocitocina nesses animais. 

As consequências mais comuns da exposição pré-natal à cocaína encontradas 

em estudos observacionais em humanos são: nascimento precoce, baixo peso e 

pequeno tamanho gestacional (Dos SANTOS et al., 2018), dificuldades respiratórias, 

infartos cerebrais e intestinais, redução da circunferência cefálica, alterações do 

desenvolvimento cardíaco (KELLER & SNYDER-KELLER, 2000; MEYER & ZHANG, 

2009), síndrome do desconforto respiratório agudo e deficiência de nutrientes, síndrome 

de morte súbita infantil (BAUER et al., 2005), e hipertonia e redução dos reflexos motores 

no recém-nascido (REN et al., 2004; BUCKINGHAM-HOWES et al., 2013).  

No período neonatal, os recém-nascidos expostos à cocaína também apresentam 

alterações comportamentais, tais como: maior grau de tremores, choro e irritabilidade, 

além de serem mais sensíveis aos estímulos ambientais dos (KELLER & SNYDER-

KELLER, 2000; SANTOS et al., 2018). A prole ou o feto se tornam mais suscetíveis à 
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dependência prematura, entre outros fatores associados à inibição da recaptação de 

neurotransmissores responsáveis pela atenção e processamento de informações (CHOI 

et al.,1998). A exposição pré-natal à cocaína também aumenta o risco de convulsões em 

recém-nascidos (SCHER et al., 2000; LESTER et al., 2002) e possivelmente está 

relacionada à teratogênese, resultando em má-formação fetal, embora os estudos ainda 

não sejam conclusivos (Dos SANTOS et al., 2018). 

         1.6.5 Evolução e prognóstico da criança e do adolescente expostos à cocaína      
durante o período gestacional 
 

Nos estudos com modelos animais, foi demonstrado que a exposição pré-natal à 

cocaína induz alterações comportamentais e cognitivas, alterações na sensibilidade, 

distribuição e densidade de receptores dopaminérgicos (KUBRUSLY & BHIDE, 2010), 

alteração da migração neuronal durante o desenvolvimento cerebral embrionário (LEE 

et al., 2010; McCARTHY et al., 2011), redução do número de receptores GABAérgicos 

no córtex pré-frontal e aumento da expressão de receptores glutamatérgicos 

(McCARTHY & BHIDE, 2012), redução da densidade de células da glia  (LIDOW, 1995) 

e redução da neurogênese no desenvolvimento embrionário (LEE et al., 2008). Tais 

achados podem ajudar a compreender a fisiopatologia na qual a cocaína produz 

alterações neuropsiquiátricas a longo prazo em humanos expostos à droga durante a 

gestação. 

Nos estudos observacionais em humanos, os efeitos a longo prazo da exposição 

pré-natal à cocaína ainda são controversos. As evidências apontam que podem ocorrer 

alterações neuroanatômicas e bioquímicas persistentes nas vias dopaminérgicas e 

serotoninérgicas em diversas regiões do SNC (KELLER & SNYDER-KELLER, 2000). 

Essas alterações podem ser as causas do observável aumento do risco de 

desenvolvimento de doenças psiquiátricas, tais como: depressão, esquizofrenia e 

transtornos de ansiedade (KELLER & SNYDER-KELLER, 2000; LAMY et al., 2015). Uma 

possibilidade é que a exposição pré-natal à cocaína tenha efeitos diretos no 

desenvolvimento da estrutura ou função do cérebro, aumentando a vulnerabilidade das 

crianças (MAYES, 2002).  
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Sabe-se que crianças expostas a altos níveis de cocaína durante a gestação 

comumente apresentam redução da circunferência da cabeça e microcefalia (BADA et 

al., 2002; BAUER et al., 2005; SINGER et al., 2008; AKYUZ et al., 2014). De fato, estudos 

de imagem demonstraram diferenças neuroanatômicas entre crianças expostas e não-

expostas à cocaína durante a gestação. Estruturas cerebrais corticais e subcorticais, 

como o corpo caloso (DOW-EDWARDS et al., 2006), núcleo caudado (RAO et al., 2007; 

RIVKIN et al., 2008), globo pálido (LIU et al., 2013), o tálamo, o putâmen (AKYUZ et al., 

2014) tem uma redução volumétrica em crianças expostas à cocaína, enquanto a 

amígdala um aumento, quando comparadas as crianças não expostas. Uma hipótese é 

que tais anormalidades possam estar relacionadas às alterações comportamentais e 

dificuldades cognitivas apresentadas por essas crianças e adolescentes (RAO et al., 

2007). 

Estudos observacionais demonstraram também que crianças ou adolescentes 

que sofreram exposição pré-natal à cocaína podem desenvolver comportamento 

disruptivo (RICHARDSON et al., 1993; ACCORNERO et al., 2011), alterações no 

crescimento e no raciocínio abstrato (RICHARDSON et al., 2015), no controle inibitório 

(BRIDGETT & MAYES, 2011) e na capacidade de atenção (CARMODY et al., 2011). 

Outras alterações apresentadas por crianças ou adolescentes expostos à cocaína 

durante a gestação incluem déficit de atenção visual, alterações no processamento 

perceptivo, dificuldade de atenção sustentada, redução da memória processual e 

visuoespacial e alterações na regulação emocional (HEFFELFINGER et al., 2002; 

SINGER et al., 2005, SINGER et al., 2008; LI et al., 2009, MINNES et al., 2010). Nas 

crianças com idade pré-escolar também foi encontrada correlação com atraso no 

desenvolvimento da linguagem e deficiências no raciocínio verbal (BANDSTRA et al., 

2004; LEWIS et al., 2004; MORROW et al., 2004).  

Com relação às alterações comportamentais, crianças expostas à cocaína no 

período gestacional apresentam maior agressividade e comportamento desafiador, 

retraimento social, nervosismo, irritabilidade e medo quando comparado a crianças da 

mesma idade não expostas à droga (BADA et al., 2007). Foi demonstrado, também, que, 

tais crianças apresentam déficits sociais e emocionais, tais como: embotamento afetivo, 

insegurança e apego, personalidades passivas e retraídas, mudanças repentinas de 
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humor e dificuldades para socializar com outras crianças (RODNING et al., 

1989; GITTLER & McPHERSON, 1990). 

Embora existam evidências biológicas apontando os efeitos da exposição pré-

natal à cocaína, tais efeitos devem ser considerados dentro de um contexto ambiental e 

de desenvolvimento, no qual devem ser avaliados a estrutura familiar, condições 

socioeconômicas e educacionais. Além disso, devem ser considerados os efeitos 

comportamentais da droga na mãe, que incluem parentalidade insensível, estresse e 

depressão materna, fatores que afetam diretamente o desenvolvimento da criança (NAIR 

et al., 2008; YOMUTO et al., 2008). 

A extensão e gravidade das consequências da exposição pré-natal à cocaína 

estão relacionadas com a dose e frequência de uso no período gestacional, (LIDOW, 

2003; LAMY et al., 2015) e, ainda, parecem ter desfechos diferentes no recém-nascido 

e na criança quando ocorrem em períodos distintos da gestação (MARTIN et al., 2016). 

Foi demonstrado, por exemplo, que o uso da droga durante o primeiro e segundo 

trimestre de gestação aumenta o número de reflexos neurológicos anormais, enquanto 

que o uso durante o segundo e terceiro trimestre reduz a maturidade locomotora e o 

tônus muscular (RICHARDSON et al., 1996).  

A associação de várias drogas durante o período gestacional pela mãe torna difícil 

a avaliação dos desfechos dos estudos que avaliam as consequências da exposição pré-

natal a droga a longo prazo. Os dados devem ser analisados com cautela, considerando 

as variações nos padrões de uso e sociodemográficas (BASTOS et al., 2017).  

1.7 Farmacoterapia para o tratamento da dependência química à cocaína 

 

Atualmente, nenhum fármaco está aprovado para tratamento da dependência à 

cocaína e crack. Os tratamentos farmacológicos empregados têm como alvo principal o 

controle sintomático da síndrome de abstinência, conjunto de sintomas que surgem após 

uma interrupção ou redução abrupta do uso da substância (PIANCA et al., 2014). A 

farmacoterapia eficaz e segura para o tratamento da dependência à cocaína seria aquela 

que reduziria o consumo da droga, a intensidade da fissura pela droga (craving) e a 
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gravidade das consequências negativas produzidas pela droga, melhorando, assim, a 

qualidade de vida do paciente (KINSEY et al., 2010; PIANCA et al., 2014).  

Diversas classes farmacológicas têm sido estudadas e empregadas de forma 

diferente do aprovado em bula, uso conhecido como “off-label”, para o tratamento dos 

sintomas e transtornos associados à dependência à cocaína e ao crack. Fármacos 

antidepressivos são utilizados no tratamento da disforia e sintomas de ansiedade 

associados à interrupção abrupta do uso da droga (REGIER et al., 1990; PANI et al., 

2011).  O dissulfiram é empregado para o tratamento de pacientes que fazem associação 

do consumo de etanol e cocaína, considerando o alto índice de associação dessas 

drogas e a potencialização dos efeitos da cocaína pelo etanol (REGIER et al., 1990). Os 

anticonvulsivantes e o lítio podem ser úteis em pacientes com transtorno bipolar 

associado à dependência à cocaína (BEAULIEU et al., 2012). Os fármacos 

antipsicóticos, principais agentes bloqueadores da dopamina, podem beneficiar no 

controle de pacientes que apresentam sintomas psicóticos (KUHAR & PILLOTI, 1996; 

PIANCA et al., 2014).  

O uso de psicoestimulantes como “substitutos legais” da cocaína tem sido 

estudado como tratamento, embora ainda sem evidências clínicas consistentes. 

Fármacos que possuem efeitos similares ao da droga poderiam ser utilizados como 

“terapia de substituição”, com menores efeitos adversos. Dentre essas substâncias, 

podemos citar os análogos da anfetamina, os inibidores do apetite, agonistas 

dopaminérgicos e antagonistas da cocaína. No entanto, esses medicamentos não se 

mostraram eficazes para o tratamento da dependência de cocaína, até então 

(SCHUBINER et al., 2002; CASTELLS et al., 2010; RUSH & STOOPS, 2012; MINOZZI 

et al., 2015). 

Apesar dos múltiplos estudos clínicos empregando diferentes farmacoterapias, 

não há evidências clínicas relevantes de que as classes farmacológicas citadas sejam 

eficazes para o tratamento da dependência química. Dessa forma, faz-se necessária a 

busca por novas alternativas, como a imunofarmacoterapia.  
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1.8 O Sistema imunológico no tratamento da dependência química 

 

Um dos tratamentos mais promissores para a dependência química é a estratégia 

imunológica (KINSEY et al., 2014). Essa abordagem baseia-se no uso de uma 

substância imunogênica capaz de induzir a produção ativa de anticorpos antidroga 

(KINSEY et al., 2009; HEEKIN et al., 2017).  Assim, quando a droga administrada se 

encontra livre na corrente sanguínea, ela se liga aos anticorpos, os quais podem 

neutralizar a droga e acelerar seu metabolismo (CARRERA et al., 2004). A ligação do 

anticorpo produz um aumento da massa molecular do complexo droga-anticorpo, o que, 

teoricamente, impede ou reduz a passagem da droga pela BHE (KINSEY et al., 2009; 

HEEKIN et al., 2017). Por ser um mecanismo semelhante ao obtido nas vacinas contra 

bactérias e vírus, a estratégia imunológica para tratamento da dependência química foi 

popularmente nomeada de “vacina antidroga” (KINSEY et al., 2009; MORENO & JANDA, 

2009). Desde a década de 1970, pesquisadores têm realizado estudos para desenvolver 

vacinas contra uma série de drogas de abuso, tais como: nicotina, cocaína, 

metanfetamina, oxicodona e heroína (HEEKIN et al., 2017). Alguns estudos clínicos 

foram conduzidos desde então, porém sem terem obtido um sucesso suficiente para 

justificar o registro de uma dessas vacinas para uso clínico (CARRERA et al., 2004; 

KINSEY et al., 2014; BREMER & JANDA, 2017; HEEKIN et al., 2017) 

As vacinas antidrogas usualmente tem como insumo farmacêutico ativo (IFA) uma 

molécula composta pela droga modificada conjugada a um carreador, o qual é uma 

substância de alto peso molecular e sabidamente imunogênica. A droga é acoplada ao 

carreador, produzindo um conjugado imunogênico, ou imunoconjugado. Para 

potencializar a imunogenicidade do composto formado, são adicionados adjuvantes à 

formulação, ou seja, uma substância que potencializa a imunogenicidade. Os adjuvantes 

induzem uma resposta inflamatória intensa no local de injeção, ativando, primeiramente 

a imunidade inata (KINSEY et al., 2009; ORSON et al., 2009, SOMPAYRAC, 2016).  

O imunoconjugado e o adjuvante, quando inoculados, induzem o sistema 

imunológico a produzir anticorpos com afinidade pela droga (KINSEY et al., 2009; 

ORSON et al., 2009). Os macrófagos fagocitam e degradam o imunoconjugado e as 

células dendríticas apresentam o epitopo resultante ligado ao Complexo Principal de 
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Histocompatibilidade (MHC) classe II para linfócitos T CD4+, que, então, induzem a 

maturação dos linfócitos B, por meio da IL-2 e, posteriormente, a produção de anticorpos 

específicos contra a droga, (MORENO & JANDA, 2009; ABBAS, 2015; BREMER & 

JANDA, 2017). Esse mecanismo de ação, denominado resposta imunológica humoral T-

dependente, é fundamental para que haja memória imunológica e eficácia da vacinação 

por longos períodos (ABBAS, 2015; BREMER & JANDA, 2017). 

Os anticorpos produzidos modificam a farmacocinética da droga, reduzindo sua 

fração livre na corrente sanguínea, potencialmente atenuando os efeitos da 

autoadministração da droga e a liberação de dopamina no núcleo accumbens, reduzindo, 

assim, seus efeitos benéficos (ORSON et al., 2009; KINSEY et al., 2010, HEEKIN et al., 

2017). Além de bloquear a passagem pela BHE, os anticorpos produzidos pela vacina 

podem também ter um efeito catalítico, acelerando a metabolização da droga em 

moléculas inativas (KINSEY et al., 2010; HEEKIN et al., 2017). 

Para que uma molécula seja imunogênica, ou seja, tenha a capacidade de induzir 

uma resposta imunológica, é necessário que ela seja estranha ao organismo (não self), 

tenha alto peso molecular (geralmente > 1000 g/mol) e alguma complexidade química 

(SOMPAYRAC, 2016). 

Ser estranha ao organismo é necessário para que o mesmo não produza 

anticorpos contra si e, dessa forma, não induza efeitos adversos e doenças autoimunes 

(MORENO & JANDA, 2009; SOMPAYRAC, 2016). Moléculas com peso molecular menor 

que 1000 g/mol, ou seja, a maior parte das drogas de abuso, também não são 

imunogênicas. A complexidade química refere-se não somente ao peso molecular, mas 

sobretudo a forma como uma substância é estruturada quimicamente. A complexidade 

química é necessária para que, num mecanismo de tentativa e erro, o sistema 

imunológico possa encontrar um ponto de ligação à estrutura química da molécula. A 

baixa complexidade estrutural faz com que o sistema imunológico não identifique um sítio 

de ligação e reconhecimento como não self. Isso é o que ocorre, por exemplo, com os 

homopolímeros de aminoácidos ou polissacarídeos simples, com alto peso molecular, 

porém raramente capazes de induzir uma boa resposta imunogênica, uma vez que não 

possuem a complexidade química necessária (MORENO & JANDA, 2009; 

SOMPAYRAC, 2016). 
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Nos estudos clínicos realizados até agora, uma das limitantes da eficácia das 

vacinas antidrogas é a baixa imunogenicidade. Tal característica leva a produção de 

anticorpos em baixas concentrações e de baixa afinidade, reduzindo a eficácia desses 

anticorpos no bloqueio da ação da droga (KINSEY et al., 2009; KINSEY et al., 2014). 

1.9 Vacinas anti-cocaína e o GNE-KLH 

1.9.1 Os haptenos 

 

A cocaína é uma molécula estranha ao organismo, mas não possui peso 

molecular e complexidade química necessários para induzir uma resposta imunológica 

considerável, sendo denominada, por isso, hapteno. As moléculas haptenicas podem ser 

peptídeos ou outras pequenas estruturas químicas utilizadas como sítios de 

reconhecimento para a produção de anticorpos específicos, mas que, por si só, não 

estimulam a resposta imunológica necessária para tal produção (MORENO & JANDA, 

2009; KINSEY et al., 2010). Apesar da falta de imunogenicidade da cocaína, alguns 

estudos relataram a produção espontânea de anticorpos anti-cocaína em usuários que 

consumiam altas doses da droga (MARTELL et al., 2009). Os mecanismos pelo qual a 

cocaína se torna imunogênica nesses indivíduos ainda são incertos. Supõe-se que a 

exposição repetida à droga e seus contaminantes seja um possível fator indutor de 

resposta imunológica (ORSON et al., 2014). Essa imunização passiva pela droga, além 

de aumentar a demanda pela quantidade de substância consumida, parece interferir na 

eficácia de uma possível vacina anti-cocaína. Isso se deve, possivelmente, ao 

comprometimento da resposta imunológica pela cocaína e/ou imunomodulação induzida 

pelos contaminantes da droga (ORSON et al., 2014).  

As moléculas de cocaína podem ser modificadas para se tornar bons ligantes para 

carreadores, cuja conjugação pode tornar a substância imunogênica. Com relação a 

vacina para tratamento da dependência à cocaína, os principais haptenos desenvolvidos 

para estudos de imunogenicidade são o GNE, o GNC, o GND, o GNT e a succinil-

norcocaína (Figura 2) (CAI et al., 2013; KIMISHIMA et al., 2016). 
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Figura 13 - Estrutura química dos principais haptenos da cocaína. 

Fonte: CAI et al. (2013). Modificado. 
 

Esses haptenos da cocaína são nada mais que a molécula da droga ligada a 

espaçadores, cadeias carbônicas funcionalizadas, que, além de permitir o acoplamento 

da molécula a um carreador, aumenta a estabilidade química da substância, 

principalmente a resistência ao processo de hidrólise (SAKURAI et al., 1996; CAI et al., 

2013).  

Estudos prévios mostraram que, apesar do GNC ser o hapteno que induz maiores 

títulos de anticorpos e com maior afinidade pela cocaína, sua maior susceptibilidade à 

hidrólise faz com que essas vantagens não se traduzam em efeitos pré-clínicos 

significativos, como, por exemplo, a diminuição do comportamento hiperlocomotor 

induzido pela droga em modelo de campo aberto em animais (CARRERA et al., 1995; 

CARRERA et al., 2001; CAI et al., 2013). O GND também induz produção de altos títulos 

de anticorpos, porém o processo de síntese apresenta um baixo rendimento, o que torna 

pouco viável a utilização para a produção em maiores escalas numa possível vacina anti-

cocaína (KIMISHIMA et al., 2016). CARRERA et al. (2001) sintetizaram o GND-KLH – 

molécula de GND acoplada à hemocianina do molusco Megathura crenulata (KLH) - que 

induziu a produção de anticorpos anti-cocaína de alta afinidade em ratos. Esses 

anticorpos reduziram a atividade locomotora induzida pela cocaína em modelo de campo 

aberto e a concentração da droga no corpo estriado e cerebelo dos ratos vacinados.  
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O GNE é o hapteno que possui maior estabilidade química em relação aos citados 

anteriormente, sendo susceptível apenas à hidrólise pela butirilcolinesterase. Nos 

estudos pré-clínicos, o GNE acoplado ao KLH, GNE-KLH, ou à flagelina induziu a 

produção de níveis elevados de anticorpos IgG anti-cocaína de alta afinidade pela droga 

e que atenuaram o efeito hiperlocomotor induzido pela cocaína em ratos (CAI et al., 2013; 

LOCKNER et al., 2015). Por estas razões, tem sido o hapteno mais empregado nesses 

modelos experimentais (CAI et al., 2013; KIMISHIMA et al., 2016). A succinil-norcocaína 

(KOSTEN et al., 2014; RAMAKRISHNAN et al., 2014), uma forma modificada de um dos 

metabólitos da droga, e o GNT (CAI et al., 2013), também foram testados como haptenos 

em estudos pré-clínicos, demonstrando bons resultados na produção de anticorpos anti-

cocaína  

As principais moléculas carreadoras utilizadas nos estudos de vacinas anti-

cocaína são a albumina sérica bovina (BSA), o KLH (BAGASRA et al., 1992; CARRERA 

et al., 1995, KOSTEN et al., 2014) , o toxicoide tetânico (TT) e a proteína de um 

adenovírus (DDR5) (GADJOU et al., 2006). Algumas preparações conjugando-se a 

cocaína ou seus derivados a tais proteínas carreadoras foram testadas, ainda com uma 

resposta imunológica razoável em termos clínicos (GADJOU et al., 2006). O 

desenvolvimento de moléculas carreadoras que induzam uma resposta imunogênica 

adequada é essencial para o sucesso desse tratamento contra a dependência à cocaína. 

          1.9.2 Os adjuvantes 

 

A escolha do adjuvante de resposta imunológica também é crítica para o 

funcionamento de uma vacina antidroga. O adjuvante completo de Freund, composto por 

esqualeno, em sua formulação incompleta, e esqualeno e o bacilo Calmet-Guérin 

inativado, na sua forma completa, produz uma resposta imunológica de alta intensidade. 

Contudo, seu uso em humanos é restrito à vacinação contra tuberculose, devido aos 

efeitos adversos, tais como: dores, febre, necrose tecidual e abcessos (SCHEIBNER, 

2000).  

Os compostos de alumínio tem sido os mais utilizados nas preparações de 

vacinas, pela sua eficácia na indução de uma resposta imunológica local e pela maior 
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segurança em relação a outros adjuvantes. Apesar de serem indutores mais fracos da 

resposta celular, em relação ao adjuvante de Freund, esses compostos diminuem a taxa 

de liberação do antígeno e aumentam a duração da interação destes com o sistema 

imunológico (MOHAN et al., 2013, BONAM et al., 2017). 

          1.9.3 As vacinas testadas 

 

O estudo clínico mais recente com uma vacina anti-cocaína foi realizado com uma 

molécula constituída pela succinil-norcocaína (metabólito ativo da cocaína) com a toxina 

do Vibrio cholereae subunidade B, bactéria causadora da cólera, como proteína 

carreadora (TA-CD). Os resultados demonstraram boa tolerância da vacina em 3 

aplicações por 2 meses, porém os anticorpos produzidos apresentaram baixa afinidade 

pela droga, não resultando em efeitos clínicos significativos (KOSTEN et al., 2014). Os 

estudos foram conduzidos até a fase III, na qual os autores consideraram o tratamento 

como ineficiente, apesar da produção de anticorpos em 2/3 dos pacientes (KOSTEN et 

al., 2014). 

1.10 A vacinação na proteção da exposição intrauterina à cocaína e crack 
 

A vacinação durante a gestação é uma estratégia eficaz para induzir no feto a 

imunidade para uma variedade de doenças as quais o sistema imunológico do recém-

nascido não seria capaz de reagir de maneira satisfatória (SIMISTER, 2003; ABU-RAYA 

et al., 2020).  

As imunoglobulinas (Ig), produzidas pela mãe por imunização ativa, são 

transferidas ao feto, conferindo a imunização contra diversos agentes patógenos 

(KISKOVA et al., 2019; ABU-RAYA et al., 2020). A imunoglobulina G (IgG) é o isotipo de 

anticorpo mais comumente encontrado nos fetos e no recém-nascido em mamíferos, 

sendo o único isotipo capaz de atravessar a placenta. Esses anticorpos conferem 

proteção de longo prazo contra uma série de infecções (SIMISTER, 2003, 

BØNNELYKKE et al., 2008, SIEGRIST & ASPINALL, 2009; BØNNELYKKE et al., 2010). 

Os anticorpos IgG são divididos em subclasses baseadas em pequenas 

diferenças nas sequências de aminoácidos na região constante das cadeias pesadas. 
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São elas: IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 (VIDARSSON et al., 2014). As subclasses IgG1 e 

IgG3 normalmente estão associadas a respostas imunes a antígenos proteicos, 

enquanto a IgG2 está associada a resposta a antígenos polissacarídeos e a IgG4 é 

estimulada por citocinas de resposta Th2 (SCHROEDER & CAVACINI, 2010). Todas 

essas subclasses são capazes de atravessar a placenta, embora em níveis diferentes 

devido às afinidades distintas aos receptores placentários. No feto, o IgG1 é a subclasse 

mais comumente encontrada, seguido pela IgG4, IgG3 e IgG2 (COSTA-CARVALHO et 

al., 1996; Van den BERG et al., 2010). A transferência materno-fetal de IgG pela placenta 

ocorre principalmente a partir do terceiro trimestre de gestação (MALEK et al., 1994), 

protegendo o feto durante os 6 primeiros meses de vida enquanto o recém-nascido 

desenvolve seu próprio sistema imunológico (PALMEIRA et al., 2012). 

O IgG materno é transferido da mãe para o feto através da passagem por duas 

barreiras, a primeira é o sinciciotrofoblasto da placenta e a segunda são as células 

endoteliais dos capilares fetais (SIMISTER, 2003). O sinciciotrofoblasto corresponde a 

uma camada de células embrionárias sinciciais originadas do trofoblasto, tendo como 

uma de suas funções a regulação do transporte de nutrientes de soluto de forma ativa e 

passiva (KIDIMA, 2015). Sabe-se que o mecanismo de passagem de anticorpos 

materno-fetal envolve o receptor neotal Fc (FcRn) (FIRAN et al., 2001; OBER et al., 2004, 

LOZANO et al., 2018). A molécula de IgG materna se liga ao FcRn e é, então, 

internalizada através de endossomos no sinciciotrofoblasto. A acidificação do meio no 

interior do endossomo protege o complexo formado da degradação. Finalmente, o 

endossomo se funde ao lado fetal do sinciciotrofoblasto e libera o complexo, onde o pH 

fisiológico promove a separação da IgG do FcRn (KRISTOFFERSEN, 1996; VAUGHN & 

BJORKMAN, 1998). 

Adicionalmente, o leite materno transfere para o recém-nascido, além da IgG, a 

imunoglobulina A (IgA) (BRANDTZAEG, 2003). Embora todos os isotipos de 

imunoglobulinas possam ser encontrados no leite materno, a IgA é aquela presente em 

maior proporção (DEMERS-MATHIEU et al., 2018). Esse anticorpo confere imunidade 

de mucosas de órgãos como: estômago, intestino e boca, conferindo proteção contra 

infecções já na superfície. A IgA também está presente no sangue, saliva, lágrimas, 

secreções respiratórias, intestinais e urinárias (HANSON et al., 2002).  
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A produção de IgA anti-cocaína nas mães e sua possível transferência ao recém-

nascido via leite materno seria de considerável importância quando tratamos da 

dependência em cocaína e crack, uma vez que o padrão mais comum de uso da droga 

envolve o primeiro contato com a mucosa nasal. Assim, a presença de IgA reduziria o 

efeito da droga já no momento da administração.  

Embora não seja transferida ao feto via placenta e esteja presente em pequenas 

concentrações no leite materno (DEMERS-MATHIEU et al., 2018), a produção de 

imunoglobulina M (IgM) nas mães é um fator importante, pois confere imunidade a curto 

prazo e participa ativamente da produção de imunoglobulinas de maior especificidade ao 

antígeno e de duração mais longa (MANZ et al., 2005; YU & LIN, 2016). Além disso, a 

avaliação dos níveis de anticorpos IgM anti-cocaína nas mães, juntamente com outros 

anticorpos, pode ajudar a compreender os mecanismos da resposta imunológica 

induzida por uma vacina antidroga e prever sua efetividade terapêutica (SHEN et al., 

2012). 

Sendo assim, os anticorpos IgG e IgA anti-cocaína produzidos pela mãe por meio 

de imunização ativa, poderiam, também, ser transferidos ao feto, evitando ou reduzindo 

os efeitos nocivos da droga no feto e recém-nascido. Nesse contexto, a imunização de 

mães por meio de uma vacina anti-cocaína se apresenta como uma estratégia 

promissora para reduzir os efeitos deletérios da exposição pré-natal à droga. 

 

 

 

 

 

 

 

 



46 
 

2 JUSTIFICATIVA E HIPÓTESES 

 

A dependência química em cocaína e crack é um problema de grande impacto 

social e ainda sem um tratamento efetivo e seguro. O uso de cocaína e crack durante a 

gestação pode ocasionar consequências negativas para as mães e para o feto a curto e 

longo prazo. Tais consequências estão associadas à passagem da droga pela barreira 

placentária e pelo leite materno. 

A imunoterapia, por meio da vacinação anti-cocaína, tem sido estudada como 

alternativa promissora para auxiliar no tratamento da dependência química. 

Paralelamente, a vacinação de mulheres grávidas induz resposta imunológica específica 

nas mães, com a produção de anticorpos contra diversas doenças e a transferência 

desses anticorpos para o feto e recém-nascido, por meio da placenta e do leite materno, 

respectivamente, protegendo a criança durante os primeiros meses de vida. Nesse 

contexto, aventamos a seguinte hipótese geral: 

 

1. A imunoterapia para dependência à cocaína e crack pode fornecer proteção 

materno-fetal contra desfechos negativos gestacionais e no período pós-natal 

imediato associados à exposição intrauterina à droga.  

 

Para testar essa hipótese central, foram desenvolvidos experimentos pré-clínicos 

utilizando modelo animal e a vacinação com o imunoconjugado GNE-KLH. Nesse 

contexto, aventamos as seguintes hipóteses secundárias: 

 

1. A vacinação com o imunoconjugado GNE-KLH é capaz de induzir a produção de 

anticorpos anti-cocaína dos isotipos IgG e IgM em ratas grávidas (avaliada pelo 

experimento 1); 

2. Os anticorpos IgG anti-cocaína produzidos pelas ratas imunizadas com GNE-KLH 

são capazes de reduzir desfechos obstétricos negativos associados ao uso de 

cocaína, tais como: a. menor ganho de peso na gravidez, b. menor tamanho médio 

da ninhada, c. maior mortalidade materna, d. maior mortalidade de filhotes no 
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período de amamentação e, e. menor ganho de peso dos filhotes (avaliada pelo 

experimento 2);  

3. Os anticorpos IgG anti-cocaína produzidos pelas ratas imunizadas com GNE-KLH 

no período pré-gestacional estão presentes no leite materno (avaliada pelo 

experimento 2); 

4. Os anticorpos IgG anti-cocaína produzidos pelas ratas imunizadas com GNE-KLH 

estão presentes nos filhotes após o desmame (avaliada pelo experimento 2). 

5. Os anticorpos IgG anti-cocaína produzidos pelas ratas imunizadas com GNE-KLH 

são capazes de atenuar o efeito comportamental induzido pela cocaína nos 

filhotes após o desmame (avaliada pelo experimento 2); 

6. Os anticorpos IgG anti-cocaína produzidos pelas ratas imunizadas com GNE-KLH 

são capazes de alterar a sensibilização à cocaína na prole adulta (avaliada pelo 

experimento 2); 

7. Os anticorpos IgG anti-cocaína produzidos pelas ratas imunizadas com GNE-KLH 

e presentes nos filhotes apresentam especificidade à droga (avaliada pelo 

experimento 2); 

8. Os anticorpos IgG anti-cocaína produzidos pelas ratas na primeira gestação 

permanecem após o desmame e são transferidos aos filhotes em uma segunda 

gestação (avaliada pelo experimento 2). 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

Avaliar se a imunoterapia com GNE-KLH produz algum grau de proteção materno-

fetal contra desfechos negativos gestacionais e no período pós-natal imediato 

associados à exposição intrauterina à cocaína.  

3.2  Objetivos Específicos 

 

1. Avaliar se a vacinação com o imunoconjugado GNE-KLH, dentro de um protocolo 

de vacinação, é capaz de induzir a produção de anticorpos IgG e IgM anti-cocaína 

em ratas grávidas (Experimento 1); 

2. Avaliar se os anticorpos IgG e IgM anti-cocaína produzidos pelas ratas imunizadas 

com GNE-KLH são capazes de reduzir desfechos obstétricos negativos 

associados ao uso de cocaína na gestação, tais como: a. menor ganho de peso 

na gravidez, b. redução do tamanho médio da ninhada, c. maior taxa de 

mortalidade materna, d. maior taxa de mortalidade de filhotes no período de 

amamentação e, e. menor ganho de peso dos filhotes após o desmame 

(Experimento 2); 

3. Avaliar se os anticorpos IgG e IgM anti-cocaína produzidos pelas ratas imunizadas 

com GNE-KLH no período pré-gestacional e gestacional estão presentes no leite 

materno (Experimento 2); 

4. Avaliar se os anticorpos IgG e IgM anti-cocaína produzidos pelas ratas imunizadas 

com GNE-KLH estão presentes no soro dos filhotes após o desmame 

(Experimento 2); 

5. Avaliar se os anticorpos IgG anti-cocaína produzidos pelas ratas imunizadas com 

GNE-KLH são capazes de atenuar o efeito comportamental induzido pela cocaína 

nos filhotes recém-desmamados (Experimento 2); 

6. Avaliar se os anticorpos IgG e IgM anti-cocaína produzidos pelas ratas na primeira 

gestação permanecem após o desmame e são transferidos aos filhotes em uma 

segunda gestação (Experimento 2); 
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7. Avaliar se os anticorpos IgG anti-cocaína encontrados nas mães e filhotes 

apresentam afinidade pela droga por meio da medida de sua capacidade de 

bloqueio; 

8. Avaliar se os anticorpos IgG anti-cocaína produzidos pelas ratas imunizadas com 

GNE-KLH alteram a sensibilização à cocaína na prole adulta (Experimento 2).  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 Descreveremos neste trabalho dois estudos pré-clínicos, experimentais e 

intervencionistas, que avaliaram a hipótese de proteção materno-fetal na gravidez e 

amamentação pela imunoterapia com GNE-KLH. Este trabalho foi avaliado e aprovado 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais - CEUA e está registrado com o número 

141∕2017. Os procedimentos em animais foram realizados considerando as normas 

providas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal - CONCEA de 

demais padrões humanitários de experimentação animal. 

  Nas subseções 4.1 a 4.7 descreveremos os métodos comuns aos dois experimentos 

(descrição dos animais, drogas, fármacos e reagentes, doses, preparo e vias de 

administração dos mesmos, determinação das fases do ciclo estral e acasalamento, 

dosagem de anticorpos anti-cocaína e análise estatística). Na subseção 4.8 

apresentaremos os métodos didaticamente divididos por experimento.  

4.1 Animais Experimentais 

 

Foram utilizados ratos machos e fêmeas da espécie Sprague Dawley, com idade 

de 12 semanas e massa de aproximadamente 250 g (fêmeas) e 350 g (macho), 

adquiridos no Biotério Central da UFMG.  

Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12 h e receberam ração e 

água ad libitum. Os animais foram identificados na cauda e mantidos em gaiolas comuns 

segundo o grupo experimental. Durante a gestação, as fêmeas foram mantidas em 

gaiolas individuais. Após o término dos experimentos, os animais foram submetidos à 

eutanásia em câmara de dióxido de carbono, precedida de anestesia com xilazina e 

cetamina. 
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4.2 Drogas, fármacos e reagentes  

 

• Cloridrato de cocaína (1ª Vara de Tóxicos do Tribunal de Justiça do Estado de 

Minas Gerais – Ofícios 14/2019; 60/2019 e 191/2019) – Inibidor da recaptação de 

catecolaminas, usado para produção do hapteno GNE e para avaliação do 

comportamento motor nos animais; 

• Solução salina estéril 0,9% p/v (Sanobiol®) – Veículo para injeção de cocaína e 

preparo das emulsões; 

• GNE (sintetizada pelo GEQOB – UFMG) – Hapteno derivado da cocaína; 

• KLH (Thermo Fisher Scientific®) – Hemocianina do molusco marinho Megathura 

crenulata, carreador de haptenos;  

• GNE-KLH (sintetizado pelo NAVeS – UFMG) – Molécula indutora de produção de 

anticorpos anti-cocaína; 

• GNE-BSA (sintetizada pelo NAVeS – UFMG) – Molécula utilizada para 

sensibilização das placas de ELISA para dosagem de anticorpos anti-cocaína; 

• Adjuvante de Freund completo (Sigma-Aldrich®, EUA) – Adjuvante imunológico 

composto por uma emulsão de água em óleo adicionada de Mycobacterium sp;  

• Adjuvante de Freund incompleto (Sigma-Aldrich®, EUA) – Adjuvante imunológico 

composto por uma emulsão de água em óleo sem adição de Mycobacterium sp; 

• Albumina sérica bovina (BSA - Sigma-Aldrich®, EUA) – Proteína de soro bovino 

utilizada como carreador do hapteno e componente do tampão de amostras no 

teste de ELISA; 

• Tampão de fixação – Solução utilizada para a fixação da cocaína à placa no 

Ensaio de Absorção Imunoenzimática (ELISA), composta por carbonato (1,5 g) e 

bicarbonato de sódio (3,0 g) e azida sódica (0,2 g) dissolvidos em água destilada 

(1,0 L) e ajustado o pH para 9,6; 

• Tampão PBS (Phosfate-buffered saline) – Solução utilizada para o preparo de 

outros tampões de uso no ELISA, composta por cloreto de sódio (1,37 M), cloreto 

de potássio (27 mM), fosfato de sódio (81 mM) e fosfato de potássio (15 mM) 

dissolvidos em água destilada (1,0 L) e ajustado o pH para 7,4; 
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• Tampão de lavagem – Solução utilizada para a lavagem das placas no ELISA, 

composta por Tween 20 (0,5 mL) diluído em tampão PBS (1,0 L) e ajustado o pH 

para 7,4; 

• Tampão de amostras – Solução utilizada para diluição de amostras no ELISA, 

composta por azida sódica (0,2 g) dissolvida em tampão PBS (1,0 L) acrescido de 

1% de BSA e ajustado o pH para 7,4; 

• Anticorpo secundário ligado à fosfatase alcalina dirigido contra a Imunoglobulina 

M ou G (IgM ou IgG - Sigma-Aldrich®, EUA) – Ligante do anticorpo primário (anti-

cocaína) para o ELISA; 

• Substrato SIGMAFAST™ p-Nitrophenyl (Sigma-Aldrich®, EUA) - Reagente de 

coloração para o ELISA; 

• Solução de hidróxido de sódio 3 N (Sigma-Aldrich®, EUA) – Solução utilizada 

como reagente de parada no ELISA, composta por hidróxido de sódio (6 g) 

dissolvido em água destilada (50 mL); 

• Ocitocina sintética (UCB/VET®, Brasil) – Estimulante de lactação; 

• Cloridrato de xilazina (União Química®, Brasil) – Coadjuvante de anestesia;  

• Cloridrato de cetamina (União Química®, Brasil) – Anestésico;  

• Tampão de conjugação – Tampão utilizado para dissolução do hapteno (0,083 M 

fosfato trissódico; 0,1 M EDTA; 0.9 M cloreto de sódio; 0,1 M sorbitol e 0,02% 

azida sódica; pH 7,2); 

• Tampão de purificação – Tampão utilizado para purificação dos imunoconjugados 

produzidos (0,083 M fosfato trissódico; 0,9 M cloreto de sódio; 0,1 M sorbitol; pH 

7,2). 

4.3 Preparo dos reagentes, soluções e suspensões, doses e vias de administração 

          4.3.1 Preparo do hapteno GNE 

Os imunoconjugados utilizados neste estudo, GNE-KLH e GNE-BSA, foram 

preparados a partir da conjugação do hapteno GNE com a respectiva proteína 

carreadora. O GNE foi produzido e caracterizado conforme método desenvolvido pelo 

GEQOB e NAVeS (NETO, 2017). A conjugação dos carreadores proteicos ao hapteno 
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seguiu o protocolo descrito no kit IMJECT® EDC Carrier Protein Spin (Thermo Fisher 

Scientific®, Ilinois, USA) conforme descrito a seguir. 

          4.3.2 Conjugação GNE-KLH/GNE-BSA  

Para o acoplamento do GNE às proteínas carreadoras, 2 mg do hapteno foram 

dissolvidos em 450 µL de tampão de conjugação (Solução A). Em outro frasco, 

dissolveram-se 2 mg da proteína (KLH ou BSA) em 200 µL de água ultrapura, produzindo 

uma solução de concentração de 10 mg/mL (Solução B). A Solução A foi adicionada à 

Solução B formando a Solução C, por meio de agitação manual. A seguir, diluíram-se 

10 mg de 1-etill-3-(3-dimetil aminopropil) carbodiimida (EDC) em 1 mL de água ultrapura 

e uma alíquota de 50 µL dessa solução foi adicionada na Solução C formando a Solução 

D para a produção de GNE-KLH. Para a síntese de GNE-BSA, a Solução C foi 

adicionada em todo o conteúdo resultante da dissolução do EDC. A solução resultante 

para ambos os imunoconjugados permaneceu em repouso à temperatura ambiente por 

2 horas. 

 4.3.3 Purificação dos imunoconjugados 

A purificação dos conjugados imunogênicos preparados na subseção anterior foi 

feita por separação cromatográfica utilizando-se a coluna de dessalinização Zeba™ Spin 

Desalting Columns, 7K MWCO (Thermo Fisher Scientific®, Ilinois, USA) de 5 mL, obtida 

juntamente ao kit de conjugação citado anteriormente. O conteúdo da coluna foi 

levemente homogeneizado por agitação manual e posteriormente removido por 

centrifugação a 1.000 x g por 2 min. A coluna foi, então, lavada 3 vezes com 1 mL de 

tampão de purificação e submetida à centrifugação em cada lavagem nos mesmos 

parâmetros citados anteriormente. Por fim, toda a Solução D foi colocada na coluna e 

procedeu-se novamente a centrifugação a 1.000 x g por 2 min, coletando-se o conteúdo 

em um tubo de polipropileno de 15 mL. Alíquotas de 175 µL do conteúdo obtido foram 

separadas em microtubos de polipropileno de 1,5 mL e armazenadas a - 20°C para uso 

posterior. 
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          4.3.4 Preparo da formulação do imunoconjugado GNE-KLH  

A formulação do imunoconjugado GNE-KLH (vacina) foi preparada por meio da 

incorporação da molécula em adjuvante de Freund.  A emulsão foi preparada pela 

mistura de adjuvante de Freund completo ou incompleto e solução salina estéril 0,9% 

p/v, na proporção de 1:1 e GNE-KLH em quantidades fixas. Dessa forma, em um tubo 

de polipropileno de 15 mL contendo 175 µL de GNE-KLH, foram adicionados 2.412,5 µL 

de adjuvante de Freund completo ou incompleto e 2.412,5 µL de solução salina estéril 

0,9% p/v para o preparo de 5 mL de emulsão. A mistura foi homogeneizada em agitador 

do tipo Vórtex® por 30 min a 3.800 rpm. A emulsão controle (placebo) foi preparada da 

mesma forma, porém com adição de KLH. A integridade da emulsão foi avaliada por 

meio do teste de gota (MONCADA et al., 1993), no qual 20 μL da emulsão foram 

adicionados a 50 mL de água destilada e observados por 1 minuto. A permanência da 

gota íntegra por esse período indica sua estabilidade para aplicação imediata nos 

animais (Figura 3). Quando houve separação das fases, a mistura foi novamente 

homogeneizada por mais 10 min a 3.800 rpm em agitador do tipo Vórtex®. O adjuvante 

completo de Freund foi utilizado apenas na primeira imunização em cada protocolo. As 

demais imunizações utilizaram o adjuvante incompleto de Freund. 

 

 
Figura 14 – Teste da gota para verificação de estabilidade da emulsão. A ausência de dispersão 

da gota indica a integridade da emulsão preparada, como observado. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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          4.3.5 Preparo da solução de cocaína 

 

As amostras de cocaína utilizadas no experimento 2, originadas de apreensão 

policial e gentilmente cedidas pelos órgãos competentes, foram previamente purificadas 

utilizando-se a técnica de cromatografia em coluna de sílica gel (NETO, 2017). Para 

avaliar a eficácia do processo de purificação, a amostra foi submetida à análise por 

cromatografia de camada delgada (CCD) e ressonância magnética nuclear (RMN) de 

carbono (13C) e hidrogênio (1H) (NETO, 2017).  

A droga foi administrada por via intraperitoneal (i.p.) no período a partir da 

constatação da gravidez até o parto, na dose de 20 mg/kg, uma vez ao dia. Tal dose foi 

escolhida mediante revisão de estudos prévios que demonstraram capacidade de 

indução de efeitos deletérios gestacionais ou neonatais dessa quantidade de droga 

administrada na gestação (JOHNS et al., 1992; McMURRAY et al., 2008). A droga 

também foi administrada nos filhotes após o desmame, na dose de 15 mg/kg, para 

avaliação da atividade locomotora dos animais. A escolha dessa dose baseou-se em 

estudos anteriores que demonstraram alterações comportamentais importantes no 

modelo de campo aberto (open field) utilizando dose equivalente de substâncias 

estimulantes (VALZACHI et al., 2013; BERRO et al., 2014; WILTSHIRE et al., 2015).  

Em ambos os protocolos, a solução foi preparada imediatamente antes da 

aplicação dissolvendo-se uma quantidade de amostra equivalente a 40 mg da droga em 

2 mL de solução salina estéril, de modo a obter-se uma solução na concentração de 20 

mg/mL. O volume administrado em cada animal foi em torno de 0,2 e 0,4 mL, variando 

conforme a massa corporal medida no momento da injeção. 

4.4 Determinação das fases do ciclo estral e acasalamento 

 

O ciclo estral das fêmeas foi determinado conforme o método padronizado por 

Vilela et al. (2007). O lavado vaginal foi obtido por meio da inserção de uma pipeta de 

Pasteur contendo cerca de 1 mL de solução salina estéril 0,9% p/v à temperatura 

ambiente no canal vaginal das ratas. O material colhido foi, então, observado em 

microscópio óptico na objetiva de 10 vezes. As fêmeas identificadas como estando na 
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fase proestro foram imediatamente submetidas ao acasalamento (Figura 4 – A-D). A 

fase proestro é caracterizada, microscopicamente, pelo predomínio de células epiteliais 

nucleadas e ausência ou quantidades mínimas de leucócitos e corresponde a fase na 

qual ocorre a ovulação (MARCONDES et al., 2002; VILELA et al., 2007). 

Para o acasalamento, cada fêmea, devidamente identificada como na fase 

proestro, foi alocada com um macho em uma mesma caixa. Nos dias subsequentes foi 

observada, sempre nas primeiras horas da manhã, a presença do tampão vaginal, 

indicando a ocorrência de cópula ou não e, consequentemente, indicando o dia 0 (D0) 

da gestação (CHURCH et al., 1990). O macho foi retirado da caixa após a constatação 

do início da gestação. O acasalamento foi mantido com o mesmo macho por, no máximo, 

2 ciclos estrais (8 dias). Não sendo constatada a gravidez, o macho foi, então, 

substituído, procedendo-se conforme descrito anteriormente. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 15 - Fotomicrografia ótica demonstrando as fases do ciclo estral em ratas. (A). Metaestro 

(B.) Diestro (C). Proestro (D). Estro. 
Fonte: VILELA et al. (2007). 
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4.5 Dosagem de anticorpos anti-cocaína – ELISA Indireto 

Os títulos de anticorpos anti-cocaína foram medidos no soro sanguíneo das mães 

e dos filhotes e no soro do leite materno utilizando-se o ensaio de absorção 

imunoenzimática (ELISA) previamente descrita por FETISSOV (2011) com algumas 

modificações propostas por PEREIRA (2019). A execução do ensaio imunoenzimático 

segue três etapas, descritas a seguir: 

        4.5.1 Etapa 1: Fixação do conjugado GNE-BSA 

Uma alíquota de 7 µL do conjugado GNE-BSA foi adicionada ao tampão de fixação 

completando-se o volume para 10 mL em tubo de polipropileno de 15 mL. Com auxílio 

da pipeta multicanal, 100 µL dessa solução foram adicionados numa microplaca com 96 

poços (MaxiSorbTM Thermo Fisher Scientific®, MA, USA), que foi coberta com filme 

plástico e papel alumínio e incubada em refrigerador a 4°C durante 24 horas. 

        4.5.2 Etapa 2: Diluição e incubação das amostras 

 

Uma alíquota de 2 µL de cada amostra de soro sanguíneo foi adicionada em 1.000 

µL do tampão de amostras em um tubo de polipropileno de 1,5 mL identificado de acordo 

com cada animal. Após esse processo de diluição, a microplaca incubada anteriormente 

foi lavada três vezes com 100 µL do tampão de lavagem em cada repetição. Para cada 

amostra, uma alíquota de 100 µL de soro previamente diluída foi adicionada em três 

poços consecutivos da placa (triplicata) que foi, então, coberta com filme plástico e papel 

alumínio e incubada em refrigerador a 4°C durante 24 horas. Nos três primeiros poços 

da placa, no sentido horizontal, foram adicionados 100 µL de tampão de amostra puro, 

correspondente ao branco da amostra. 

Nas amostras de soro de leite materno foi realizada uma titulação utilizando-se 

diluições seriadas para determinar o melhor parâmetro para a análise. Assim, 8 µL de 

soro de leite materno foram adicionados a 400 µL do tampão de amostra, formando uma 

diluição inicial de 1:50. A partir daí, uma alíquota de 8 µL da diluição anterior foi 

adicionada a 400 µL de tampão de amostra para formar a diluição de 1:100 e, assim 

sucessivamente, para as diluições de 1:250, 1:500, 1:1.000, 1:2.000, 1:4.000, 1:8.000, 
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1:16.000 e 1:32.000. Após essa etapa, o processo seguiu para ambas as amostras 

igualmente, conforme descrito a seguir. 

        4.5.3 Etapa 3: Revelação e leitura da placa 

Uma alíquota de 5 µL do anticorpo secundário ligado a fosfatase alcalina (IgG ou 

IgM) foi adicionada à 10 mL de tampão de amostra formando o tampão de revelação. 

Após esse processo de diluição, a placa incubada no dia anterior foi lavada três vezes 

com 100 µL do tampão de lavagem em cada repetição. Uma alíquota de 100 µL do 

tampão de revelação foi adicionada em cada poço da placa, que, imediatamente, foi 

coberta com filme plástico e papel alumínio e incubada em banho termostático a 37°C 

durante três horas. Trinta minutos antes do fim da incubação da placa, foi preparado o 

substrato (01 comprimido tampão TRIS + 01 comprimido p-nitrofenil-fostato diluídos em 

20 mL de água destilada em um tubo de polipropileno de 50 mL recoberto com papel 

alumínio). Após esse processo, a placa foi lavada três vezes com 100 µL tampão de 

lavagem em cada repetição. Uma alíquota de 100 µL do substrato foi adicionada a cada 

poço da placa e a mesma mantida à temperatura ambiente e protegida da luz por 40 

minutos. Decorrido esse período, 50 µL da solução de parada (hidróxido de sódio 3 N) 

foram adicionados a cada poço para interromper a reação enzimática. A leitura da 

densidade óptica foi realizada no leitor de ELISA (Varioskan Lux, Thermo Fischer®) com 

filtro de 405 nm. 

4.6 Dosagem de anticorpos anti-cocaína – Ensaio de competição 

 

Com o objetivo de avaliar a capacidade de ligação dos anticorpos IgG anti-cocaína 

à droga, amostras de soro sanguíneo das mães e dos filhotes e do soro do leite materno 

foram submetidas ao ensaio de competição. As soluções de competição foram 

preparadas dissolvendo-se 15 mg da droga em 1.500 μL de tampão de amostra, 

formando a primeira diluição (10-2). As diluições subsequentes foram preparadas pela 

adição de 15 μL da diluição imediatamente anterior em 1485 µL de tampão de amostra, 

formando as diluições de 10-4, 10-6, 10-8, 10-10 e 10-12 mg/mL de cocaína. 
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As amostras foram diluídas conforme descrito na subseção 4.5.2 (1:500 para o 

soro sanguíneo e 1:100 para o soro do leite materno). Assim, para o preparo de 3 mL de 

cada diluição de amostra, 5 µL de soro sanguíneo ou 20 µL de soro de leite materno 

foram acrescentados em 2495 µL ou 3980 µL de tampão de amostra, respectivamente. 

Após esse processo, 300 μL de solução de cada amostra diluída foram 

acrescentados a 300 μL de solução de competição em cada concentração e a solução 

obtida foi incubada por duas horas a 4ºC sob agitação a 2.800 rpm (FOX et al., 1996; 

HICKS et al., 2011; HICKS et al., 2014). Então, 200 μL de cada uma das soluções 

resultantes foram transferidos, em triplicada, para cada poço da placa. A etapa de 

revelação segue o protocolo na subseção 4.5.3. 

4.7 Análise estatística  

 Os dados foram expressos como média e desvio padrão (DP) e um valor de p 

inferior a 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. O teste de Shapiro-Wilk 

avaliou a normalidade das amostras. O teste t não pareado com correção de Welch 

comparou as médias de anticorpos IgG e IgM anti-cocaína no soro das mães e filhotes 

e no leite materno e as médias de ganho de peso corporal entre grupos vacinados e 

tratados com placebo e entre filhotes de mães vacinadas e mães tratadas com placebo. 

O log da concentração de inibição de 50% do sinal (Log IC50) comparou a intensidade 

do antagonismo da cocaína no ELISA de competição. As análises e os gráficos foram 

executados no programa GraphPad Prism 8.01® (GraphPad Software Inc., San Diego, 

CA). 

4.8 Protocolos Experimentais           

 
          4.8.1 Experimento 1 – Avaliação da eficácia do GNE-KLH na produção de 
anticorpos anti-cocaína em ratas grávidas 
 

Para avaliação da eficácia da imunização com GNE-KLH na produção de 

anticorpos anti-cocaína em ratas grávidas, 16 animais fêmeas foram divididos em 2 

grupos experimentais, sendo 8 para o grupo vacinado e 8 para o grupo placebo. As 

fêmeas receberam, inicialmente, 3 doses de vacina ou placebo, correspondentes aos 
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dias (D) D0, D7 e D21. O acasalamento se iniciou 7 dias após a administração da última 

dose (D28), seguindo o protocolo descrito na seção 4.4. As fêmeas receberam nova 

imunização duas semanas após constatado o início da gestação, equivalente ao tempo 

D42. O ganho de massa corporal foi medido nas mães no período pré-gestacional a cada 

7 dias e no período gestacional a cada 2 dias. No parto, foram observados o número de 

filhotes nascidos vivos, o tempo de gestação e se houve mortalidade materna. No 

momento do desmame, os filhotes foram recolhidos das mães, foi feita a separação entre 

machos e fêmeas e contabilizou-se, novamente, os filhotes vivos (Figura 5).  

Amostras de sangue foram coletadas das mães nos tempos correspondentes às 

imunizações (D0, D7, D21 e D42) e no momento do desmame (D70). Nos filhotes a coleta 

foi realizada apenas no desmame (D70) (Figura 5). A coleta foi realizada na veia safena 

das mães e na veia submandibular dos filhotes (NEVES et al., 2013), utilizando-se 

agulhas de 0,45 x 13 mm e tubos de polipropileno de 2 mL para armazenamento do 

material coletado, obtendo-se em torno de 300 µL de sangue por animal. As alíquotas 

foram centrifugadas a 4°C a 10000 rpm por 20 min. O soro obtido foi separado e 

armazenado a - 80°C em tubos de polipropileno de 1,5 mL previamente identificados, A 

dosagem dos anticorpos IgG e IgM anti-cocaína foi realizada pelo método ELISA, 

descrito nas seções 4.5 e 4.6. 

 

 
Figura 16 - Linha do tempo do protocolo de avaliação da eficácia da imunização com GNE-KLH 

na produção de anticorpos anti-cocaína em ratas grávidas. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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         4.8.2 Experimento 2 – Avaliação da eficácia dos anticorpos IgG anti-cocaína 
na proteção materno-fetal à exposição à cocaína 
 

Com o objetivo de compreender a dinâmica dos níveis de anticorpos IgG e IgM 

anti-cocaína em ratas grávidas tratadas com cocaína e a eficácia desses anticorpos na 

proteção contra desfechos negativos associados à exposição à droga, 8 animais fêmeas 

foram divididos em 2 grupos experimentais, sendo 5 para o grupo vacinado e 3 para 

grupo placebo. Os protocolos de acasalamento, imunizações e coletas foram executados 

conforme descritos na seção 4.4 e subseção 4.8.1, respectivamente. Amostras de 

sangue foram coletadas das mães nos tempos D0, D7, D14, D21, D28 (pré-gestação), 

D35, D42, D57 (primeira gestação), D70, D80, D90, D100 e D150 (pós-gestação e 

desmame) para dosagem de anticorpos IgG e IgM anti-cocaína (Figura 6).  

Após a constatação da gravidez, as fêmeas receberam uma dose diária de 20 

mg/kg de cocaína por via i.p. até o final da gestação. O ganho de massa corporal foi 

medido a partir do dia 4 de gestação até o dia 18, a cada 2 dias. No parto, foram 

observados o número de filhotes nascidos vivos, o tempo de gestação e se houve 

mortalidade materna. No momento do desmame, os filhotes foram recolhidos das mães, 

foi feita a separação entre machos e fêmeas e contabilizou-se, novamente, os filhotes 

vivos (Figura 6). 

 
Figura 17 - Escala temporal do protocolo de avaliação da eficácia dos anticorpos IgG anti-cocaína 

na proteção materno-fetal à exposição à cocaína durante a primeira gestação e o período entre 
gestações. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Amostras de sangue dos filhotes foram coletadas nos dias D0, D7, D14 e D21 

após o desmame, também para dosagem de anticorpos IgG e IgM anti-cocaína, 

conforme descrito na subseção 4.5 (Figura 7) 

 

 
Figura 18 - Escala temporal das coletas nos filhotes na primeira gestação. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 Para avaliar a manutenção da produção de anticorpos e a transferência destes 

para os filhotes em uma segunda gestação, as mesmas fêmeas foram novamente 

submetidas a acasalamento. Os protocolos de acompanhamento do ciclo estral, 

acasalamento, coleta, administração de cocaína, medida de massa corporal e dosagem 

dos anticorpos nas mães e filhotes foram realizados conforme protocolo descritos para 

a primeira gestação. Os parâmetros avaliados no parto e desmame também foram os 

mesmos da primeira gestação. O ganho de massa corporal foi medido a partir do dia 3 

de gestação até o dia 18, a cada 5 dias. As coletas nas mães foram realizadas nos dias 

D0, D7 e D14 da gestação, correspondentes aos tempos D170, D177 e D188 do 

experimento total (Figura 8) e nos dias D0, D7 e D14 após o desmame, correspondentes 

aos dias D226, D233 e D240 do experimento total. Nos filhotes, as coletas foram 

realizadas nos tempos correspondentes às coletas maternas após o desmame (Figura 

9).  
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Figura 8 - Escala temporal do protocolo de avaliação da eficácia dos anticorpos IgG anti-cocaína 

na proteção materno-fetal à exposição à cocaína durante a segunda gestação. 
Fonte: Elaborado pelo autor.  

 

 

Figura 9 - Escala temporal das coletas nos filhotes na segunda gestação. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

     4.8.3 Avaliação do comportamento locomotor e exploratório dos filhotes em 
modelo de campo aberto 
 

Para avaliar a ação dos anticorpos IgG anti-cocaína na atenuação do 

comportamento hiperlocomotor e desinibitório induzido pela cocaína, a prole da primeira 

gestação foi submetida ao teste de campo aberto. Num primeiro momento, conforme 

indicado nas figuras 6 e 7, os filhotes recém-desmamados foram divididos em 2 grupos 

experimentais compostos por 12 animais cada, sendo um grupo de filhotes de mães 

vacinadas e um grupo de filhotes de mães placebo. Os filhotes das mães placebo foram 

escolhidos aleatoriamente, enquanto os filhotes das mães vacinadas foram escolhidos 
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conforme os maiores valores de densidade óptica para anticorpos IgG anti-cocaína 

obtidos no teste de ELISA feito com as amostras da primeira coleta (D0). 

Os animais foram habituados na sala de experimentação por 10 minutos. Em 

seguida, os mesmos foram alocados em caixas cúbicas de madeira da cor branca, 

revestidas no fundo com plástico azul claro, nas dimensões de 30 cm (altura) x 30 cm 

(largura) x 30 cm (profundidade) para habituação por 10 min (Figura 10 A-B).  

 

Figura 10 - (A). Aparato utilizado para avaliação da atividade locomotora e exploratória de animais 

em modelo de campo aberto. (B.) Habituação e observação do comportamento dos filhotes durante 
o experimento. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

Após esse período, o animal foi retirado da caixa e a cocaína foi administrada 

conforme descrito na subseção 4.3.5. O animal foi, então, colocado no centro da sua 

respectiva caixa e o comportamento do mesmo foi observado durante 30 minutos por 

meio de uma câmera instalada acima das caixas (DSC-H300, Sony Brasil®) (Figuras 10 

e 11). 

Figura 11 - Escala temporal da avaliação do comportamento locomotor e exploratório dos filhotes 

no modelo de campo aberto logo após o desmame. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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No segundo momento, conforme indicado na figura 6, os filhotes da primeira 

gestação foram avaliados 60 dias após o desmame (81 dias de vida). O objetivo desse 

protocolo foi avaliar a sensibilização tardia dos animais expostos à cocaína. Para esse 

teste, foram selecionados 48 animais, sendo 24 filhotes de mães placebo, escolhidos 

aleatoriamente e 24 filhotes de mães vacinadas, escolhidos conforme os maiores valores 

de densidade óptica para anticorpos IgG anti-cocaína obtidos no teste de ELISA na 

primeira coleta após o desmame. A amostra foi dividida em 2 grupos: salina e cocaína, 

sendo que em cada um foram alocados 12 animais de mães vacinadas e 12 animais de 

mães placebo. 

Os animais foram habituados na sala de experimentação por 10 minutos e no 

aparato de teste também durante 10 minutos nos dias D1, D2 e D3 do experimento. No 

quarto dia (D4), cada grupo recebeu o seu respectivo tratamento (solução salina 0,9% 

p/v ou cocaína 20 mg/Kg) e o comportamento foi avaliado no aparato durante 10 minutos. 

Após 7 dias (D11), todos os animais receberam uma dose de 20 mg/Kg de cocaína e 

foram novamente submetidos à avaliação comportamental. Por fim, 7 dias após essa 

avaliação (D18), todos os animais receberam solução salina 0,9% p/v e o comportamento 

foi novamente avaliado. Em cada avaliação, foram medidas as massas corporais dos 

animais e coletadas amostras de sangue para dosagem de anticorpos IgG e IgM anti-

cocaína pelo método ELISA (Figura 12). 

 

  
 
Figura 192 - Escala temporal da avaliação comportamental dos animais no modelo de campo 

aberto no protocolo de sensibilização tardia à cocaína. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Em ambos os protocolos, os vídeos obtidos foram analisados no programa Any-

Maze® (Stoelting Co., 2019) para obtenção dos dados comportamentais dos animais. 

4.8.4 Coleta de leite materno 

A coleta de leite materno foi realizada baseada no método proposto por PAUL et 

al. (2015) com algumas modificações. As amostras foram coletadas no momento do 

desmame, 21 dias após o nascimento dos filhotes na segunda gestação. Após a 

separação dos filhotes, as mães foram submetidas à anestesia pela injeção i.p de uma 

solução de xilazina e cetamina (1:1) na dose de 1 mL∕kg. Após constatada a sedação 

dos animais, estes foram posicionados em decúbito dorsal, devidamente imobilizados, e 

uma dose de 4 UI de ocitocina foi administrada i.p. Procedeu-se a coleta do leite materno 

20 minutos após a injeção de ocitocina, por meio de leves compressões na base da teta 

do animal. Foram coletados aproximadamente 500 µL de leite de cada animal em tubo 

de polipropileno de 2 mL. A amostra foi centrifugada a 4000 rpm por 60 min a 4°C para 

separação do soro, o qual foi separado e armazenado sob refrigeração a -80°C em tubos 

de polipropileno de 1,5 mL, para posterior dosagem de anticorpos IgG e IgM anti-cocaína. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Experimento 1 – Avaliação da eficácia do GNE-KLH na produção de anticorpos 

anti-cocaína em ratas grávidas 

 

5.1.1 Títulos de anticorpos IgG anti-cocaína nas mães 

 

           Os níveis de anticorpos IgG anti-cocaína nas mães foram semelhantes antes da 

vacinação com GNE-KLH ou placebo (D0, 0,312 ± 0,157 vs. 0,304 ± 0,202, p = 0,93) e 

significativamente mais elevados no grupo vacinado em relação ao grupo placebo em 

todos os tempos avaliados até o final do experimento (D7, 2,499 ± 1,222 vs. 0,316 ± 

0,251; p = 0,0011; D21, 3,413 ± 0,073 vs. 0,422 ± 0,388; p < 0,0001; D42, 3,507 ± 0,099 

vs. 0,569 ± 0,483; p < 0,0001; D70, 2,882 ± 0,910 vs. 0,348 ± 0,354; p < 0,0001, teste t 

não pareado com correção de Welsh) (Figura 13). 
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Figura 203 - Títulos médios de anticorpos IgG anti-cocaína nas mães, expressos em densidade 

óptica (DO), no curso temporal do primeiro experimento.  ** e *** indicam diferença estatisticamente 

significativa em relação ao grupo placebo (p < 0,01 e p < 0,001, respectivamente). n = 8. 
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5.1.2 Títulos de anticorpos IgM anti-cocaína nas mães 

 

Os níveis de anticorpos IgM anti-cocaína nas mães foram semelhantes antes do 

tratamento com GNE-KLH ou placebo (D0, 0,132 ± 0,032 vs. 0,164 ± 0,045, p = 0,12) e 

significativamente mais elevados no grupo vacinado em relação ao grupo placebo nos 

tempos 7, 21 e 42 (D7, 1,529 ± 0,883 vs. 0,238 ± 0,042; p = 0,0017; D21, 0,778 ± 0,318 

vs. 0,191 ± 0,070; p = 0,0003; D42, 1,188 ± 0,638 vs. 0,259 ± 0,146; p = 0,0019, teste t 

de Welch). No tempo 70, não houve diferença estatísticamente significativa entre os 

grupos vacina e placebo (D70, 0,605 ± 0,505 vs. 0,258 ± 0,094; p = 0,0921, teste t não 

pareado com correção de Welsh) (Figura 14). 
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Figura 14 - Títulos médios de anticorpos IgM anti-cocaína nas mães, expressos em densidade 

óptica (DO), no curso temporal do primeiro experimento.  ** e *** indicam diferença estatisticamente 

significativa em relação ao grupo placebo (p < 0,01 e p < 0,001, respectivamente). n = 8. 
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5.1.3 Ganho de massa corporal das mães 

 

Não houve diferença estatisticamente significativa na evolução da massa corporal 

absoluta média antes e durante a gestação entre as mães vacinadas e mães não 

vacinadas (D0, 258 ± 11 vs. 253 ± 10; p = 0.35; D7, 270 ± 13 vs. 274 ± 15; p = 0,57; D21, 

288 ± 17 vs. 289 ± 10; p = 0,96; D28, 296 ± 14 vs. 296 ± 13; p = 0,94; D30, 299 ± 13 vs. 

299 ± 14; p = 0,97; D32, 303 ± 14 vs. 306 ± 15; p = 0,69; D34, 311 ± 11  vs.  311 ± 14; p 

> 0,99; D36, 319 ± 14 vs. 319 ± 14; p > 0,99; D38, 324 ± 18 vs. 324 ± 16; p = 0,99; D40, 

337 ± 21 vs. 336 ± 11; p = 0,88; D42, 362 ± 43 vs. 351 ± 17; p = 0,53; D44, 386 ±  48 vs. 

372 ± 26; p = 0,46; D47, 408 ± 50 vs. 403 ± 41; p = 0,86, teste t não pareado com correção 

de Welsh) (Figura 15). 
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Figura 15 - Evolução da massa corporal absoluta média, expressa em gramas (g), durante os 

períodos pré-gestacional e gestacional das mães vacinadas e não vacinadas no primeiro 
experimento. n = 8. 
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Da mesma forma, também não houve diferenças estatisticamente significativas 

no ganho de massa corporal médio das mães antes e durante a gestação entre mães 

vacinadas e não vacinadas (D7, 12 ± 8 vs. 22 ± 13; p = 0,09; D21, 18 ± 9 vs. 14 ± 7; p = 

0,36; D28, 8 ± 11 vs. 7 ± 9; p = 0,87; D30, 3 ± 2 vs. 4 ± 3; p = 0,85; D32, 4 ± 3 vs. 7 ± 6; 

p = 0,23; D34, 8 ± 8 vs. 5 ± 3; p = 0,35; D36, 8 ± 7 vs. 8 ± 6; p > 0,99; D38, 6 ± 7 vs. 6 ± 

5; p = 0,97; D40, 13 ± 15 vs. 12 ± 12; p = 0,87; D42, 25 ± 26 vs. 16 ± 16; p = 0,40; D44, 

24 ±  26 vs. 20 ± 21; p = 0,73; D47, 21 ± 18 vs. 32 ± 21; p = 0,29, teste t não pareado 

com correção de Welsh) (Figura 16). 
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Figura 16 - Evolução do ganho de massa corporal médio, expressa em gramas (g), durante os 

períodos pré-gestacional e gestacional das mães vacinadas e não vacinadas no primeiro 
experimento. n = 8. 
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5.1.4 Tamanho da ninhada, mortalidade materna e tempo de gestação 

 

           A vacinação com GNE-KLH não interferiu no tamanho da ninhada. Não houve 

diferença estatística significativa no número médio de filhotes nascidos vivos entre mães 

vacinadas e mães tratadas com placebo (9,43 ± 1,15 vs. 9,33 ± 1,50; p = 0,96, teste t 

não pareado com correção de Welsh) (Figura 17). Nenhuma fêmea de qualquer um dos 

grupos veio a óbito no decorrer deste experimento. Não houve diferença estatisticamente 

significativa no tempo de gestação entre os grupos vacinado e placebo (21,50 ± 0,56 

versus 20,90 ± 0,61; p = 0,73) 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 - Número médio de filhotes nascidos vivos em mães vacinadas e não vacinadas. n = 8. 

 

5.1.5 Mortalidade de filhotes 

 

           A vacinação com GNE-KLH não interferiu na mortalidade de filhotes no período 

de amamentação. Não houve diferença estatística significativa no número médio de 

filhotes remanescentes após o desmame entre mães vacinadas e mães tratadas com 

placebo (8,14 ± 0,77 vs. 7,67 ± 1,88; p = 0,82, teste t não pareado com correção de 

Welsh) (Figura 18). 
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Figura 18 - Número médio de filhotes após o desmame em mães vacinadas e não vacinadas. n = 

8. 

 

5.1.6 Títulos de anticorpos IgG anti-cocaína nos filhotes 

 

           Os títulos médios de anticorpos IgG anti-cocaína nos filhotes no desmame foram 

significativamente mais elevados na prole de mães vacinadas em relação à prole de 

mães não vacinadas (1,503 ± 0,437 vs. 0,034 ± 0,006, p = 0,005, teste t não pareado 

com correção de Welsh) (Figura 19). 
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Figura 219 - Títulos médios de anticorpos IgG anti-cocaína no desmame, expressos em 

densidade óptica (DO), em filhotes de mães vacinadas e não vacinadas. ** indica diferença 
estatisticamente significativa em relação ao grupo placebo (p < 0,01). n = 8. 
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5.1.7 Títulos de anticorpos IgM anti-cocaína nos filhotes 

 

           Não houve diferença estatisticamente significativa nos títulos médios de 

anticorpos IgM anti-cocaína no desmame entre os filhotes de mães vacinadas e não 

vacinadas (0,160 ± 0,057 vs. 0,133 ± 0,015, p = 0,60, teste t não pareado com correção 

de Welsh) (Figura 20). 

 

 

Figura 2022  - Títulos médios de anticorpos IgM anti-cocaína no desmame, expressos em 

densidade óptica (DO), em filhotes de mães vacinadas e não vacinadas. n = 8. 

 

5.2 Experimento 2 – Avaliação da eficácia dos anticorpos IgG anti-cocaína na 

proteção materno-fetal à exposição à cocaína  

 

5.2.1 Títulos de anticorpos IgG anti-cocaína nas mães 

 

           Quando as mães foram tratadas com cocaína durante os períodos gestacionais, 

os níveis de anticorpos IgG anti-cocaína permaneceram maiores no grupo vacinado em 

relação ao grupo controle em todos os tempos após o dia 0, perdurando até o dia 240, 

quando a mensuração foi terminada (Figura 21) (D7, 2,205 ± 1,535 vs. 0,112 ± 0,032; p 

= 0,038; D14, 3,199 ± 1,590 vs. 0,112 ± 0,017; p = 0,012; D21, 3,921 ± 1,524 vs. 0,150 

± 0,031; p = 0,005; D28, 4,490 ± 0,998 vs. 0,126 ± 0,053; p = 0,0006; D35, 4,477 ± 0,829 

vs. 0,189 ± 0,102; p = 0,0003; D42, 3,018 ± 0,956 vs. 0,169 ± 0,093; p = 0,0024; D57, 

3,538 ± 0,854 vs. 0,133 ± 0,069; p = 0,0008; D70, 4,675 ± 2,087 vs. 0,165 ± 0,077; p = 
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± 0,034; p = 0,012; D100, 3,811 ± 1,891 vs. 0,095 ± 0,034; p = 0,011; D150, 3,666 ± 

0,679 vs. 0,198 ± 0,033; p = 0,0003; D170, 5,500 ± 0,318 vs. 0,269 ± 0,127; p < 0,0001; 

D177, 2,460 ± 0,796 vs. 0,137 ± 0,023; p = 0,01; D184, 5,242 ± 0,343 vs. 0,219 ± 0,057; 

p < 0,0001; D226, 2,835 ± 0,075 vs. 0,175 ± 0,016; p = 0,0001; D233, 1,760 ± 1,300 vs. 

0,183 ± 0,040 ; p = 0,045; D240, 2,399 ± 0,369 vs. 0,283 ± 0,056 ; p = 0,0087, teste t não 

pareado com correção de Welsh). Não foi observada diferença estatisticamente 

significativa no tempo 0 (D0, 0,280 ± 0,253 vs. 0,150 ± 0,026; p = 0,423, teste t não 

pareado com correção de Welsh) (Figura 21).  
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Figura 21 - Títulos médios de anticorpos IgG anti-cocaína nas mães, expressos em densidade 

óptica (DO), no curso temporal do segundo experimento. *, ** e *** indicam diferença 

estatisticamente significativa em relação ao grupo placebo (p < 0,05, p < 0,01 e p < 0,001, 

respectivamente). n = 3-5. 
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5.2.2 Títulos de anticorpos IgM anti-cocaína nas mães 

 

           Os títulos de anticorpos IgM anti-cocaína aumentaram rapidamente após a 

imunização inicial. Observou-se, então, rápida redução entre os tempos 7 e 21, quando 

novamente aumentam até o tempo 28. Entre os tempos 28 e 42 foi observado novo 

decaimento, seguido de uma pequena elevação entre os tempos 42 e 57. A partir de 

então, os níveis de anticorpos permanecem praticamente constantes até o final do 

experimento, no tempo D240, quando as medidas foram cessadas (Figura 22). Os níveis 

de anticorpos IgM anti-cocaína foram significativamente maiores no grupo vacinado em 

relação ao placebo em vários pontos do experimento (D7, 1,966 ± 0,924 vs. 0,273 ± 

0,051; D14, 1,645 ± 0,337 vs. 0,228 ± 0,054; p = 0,011; D28, 1,092 ± 0,276 vs. 0,210 ± 

0,038; p = 0,007; D35, 0,751 ± 0,075 vs. 0,263 ± 0,065; p = 0,0003; D42, 0,453 ± 0,102 

vs. 0,278 ± 0,053; p = 0,033; D57, 0,741 ± 0,176 vs. 0,292 ± 0,052; p = 0,022; D70 , 0,600 

± 0,089 vs. 0,238 ± 0,053; p = 0,049; D80, 0,603 ± 0,031 vs. 0,247 ± 0,070; p = 0,021; 

D90, 0,654 ± 0,021 vs. 0,249 ± 0,046; p = 0,0337; D100, 0,644 ± 0,141 vs. 0,251 ± 0,119; 

p = 0,01; D150, 0,600 ± 0,145 vs. 0,26 ± 0,037; p = 0,015; D170, 0,518 ± 0,185 vs. 0,178 

± 0,092; p = 0,027; D177, 0,377 ± 0,040 vs. 0,176 ± 0,038; p = 0,015; D226, 0,528 ± 

0,080 vs. 0,195 ± 0,019; p = 0,015, teste t não pareado com correção de Welsh). Não 

foram observadas diferenças estatisticamente significativas nos tempos D0 (0,193 ± 

0,079 vs. 0,147 ± 0,024, p = 0,186), D21 (0,417 ± 0,202 vs. 0,240 ± 0,052; p = 0,179), 

D184 (0,441 ± 0,164 vs. 0,247 ± 0,022; p = 0,098), D233 (0,411 ± 0,051 vs. 0,215 ± 0,106; 

p = 0,067) e D240 (0,233 ± 0,105 vs. 0,202 ± 0,107; p = 0,74, teste t não pareado com 

correção de Welsh) (Figura 22). 
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Figura 22 - Títulos médios de anticorpos IgM anti-cocaína nas mães, expressos em densidade 

óptica (DO), no curso temporal do segundo experimento. *, ** e *** indicam diferença 

estatisticamente significativa em relação ao grupo placebo (p < 0,05, p < 0,01 e p < 0,001, 

respectivamente). n = 3-5. 

 

5.2.3 Ganho de massa corporal das mães  

 

Não houve diferenças estatisticamente significativas na evolução da massa 

corporal absoluta média em ambos os períodos gestacionais entre mães vacinadas e 

não vacinadas (1ª gestação - Figura 23 - D4, 268 ± 17 vs. 269 ± 20; p = 0,95; D6, 301 

± 10 vs. 301 ± 12; p = 0,93; D8, 316 ± 8 vs. 316 ± 15; p = 0,95; D10, 328 ± 9 vs. 336 ± 

13; p = 0,32; D12, 343 ± 13 vs. 360 ± 11; p = 0,11; D14, 364 ± 7 vs. 385 ± 8; p = 0,87; 

D16, 385 ± 8 vs. 404 ± 7; p = 0,15; D18, 417 ± 10 vs. 425 ± 6; p = 0,25; 2ª gestação - 

Figura 25 - D3, 303 ± 20 vs. 299 ± 16; p = 0,78; D8, 322 ± 16 vs. 313 ± 15; p = 0,52; 

D13, 333 ± 14 vs. 324 ± 10; p = 0,40; D18, 369 ± 24 vs. 349 ± 1; p = 0,22, teste t não 

pareado com correção de Welsh). 



77 
 

Da mesma forma, não houve diferenças estatisticamente significativas no ganho 

de massa corporal médio em ambos os períodos gestacionais entre mães vacinadas e 

não vacinadas (1ª gestação - Figura 24 - D6, 33 ± 12 vs. 33 ± 10; p = 0,99; D8, 16 ± 4 

vs. 14 ± 3; p = 0,64; D10, 12 ± 8 vs. 21 ± 3; p = 0,12; D12, 15 ± 8 vs. 23 ± 4; p = 0,13; 

D14, 21 ± 13 vs. 25 ± 16; p = 0,71; D16, 21 ± 5 vs. 19 ± 12; p = 0,81; D18, 32 ± 17 vs. 20 

± 3; p = 0,31; 2ª gestação -  Figura 26 -  D8, 18 ± 6 vs. 14 ± 5; p = 0,39; D13, 11 ± 4 vs. 

11 ± 7; p = 0,94; D18, 36 ± 20 vs. 24 ± 10; p = 0,41, teste t não pareado com correção 

de Welsh). 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23 - Evolução da massa corporal absoluta média em mães vacinadas e não vacinadas, 

expresso em gramas (g), durante a primeira gestação do segundo experimento. n = 3-5. 
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Figura 24 - Evolução do ganho de massa corporal médio em mães vacinadas e não vacinadas, 

expresso em gramas (g) durante a primeira gestação do segundo experimento. n = 3-5. 
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Figura 25 - Evolução da massa corporal absoluta média em mães vacinadas e não vacinadas, 

expressa em gramas (g) durante a segunda gestação do segundo experimento. n = 3-3. 
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Figura 26 - Evolução do ganho de massa corporal médio em mães vacinadas e não vacinadas, 

expressa em gramas (g), durante a segunda gestação do segundo experimento. n = 3-3. 

 

5.2.4 Tempo de gestação  

 

Não houve diferença estatisticamente significativa em relação à duração do 

período gestacional em ambas as gestações entre mães vacinadas e não vacinadas (1ª 

gestação, 21,20 ± 0,58 vs 21,00 ± 0,58; p = 0,82; 2ª gestação, 21,33 ± 0,33 vs 20,33 ± 

0,33; p = 0,10,  teste t não pareado com correção de Welsh) (Figura 27).  
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Figura 27 - Tempo médio das gestações, expresso em dias, em mães vacinadas e não vacinadas. 

n = 3-5. 
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5.2.5 Tamanho da ninhada e mortalidade materna 

 

Na primeira gestação, o número médio de filhotes nascidos vivos foi 

significativamente maior nas mães vacinadas em comparação às não vacinadas (10,20 

± 0,66 vs. 7,33 ± 0,33; p = 0,0097, teste t não pareado com correção de Welsh). Na 

segunda gestação, não houve diferença estatisticamente significativa em relação ao 

tamanho da ninhada entre os grupos vacina e placebo (9,67 ± 1,77 vs. 9,67 ± 1,67; p > 

0,99, teste t não pareado com correção de Welsh) (Figura 28). Nenhuma fêmea de 

qualquer um dos grupos veio a óbito no decorrer deste experimento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28 - Número médio de filhotes nascidos vivos em mães vacinadas e não vacinadas. ** 

indica diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo placebo (p < 0,01). n = 3-5.  

 

5.2.6 Mortalidade de filhotes 

 

Em ambas as gestações, não houve diferença estatisticamente significativa em 

relação ao número de filhotes após o desmame entre os grupos vacina e placebo (1ª 

gestação, 8,60 ± 2,18 vs 6,33 ± 1,20; p = 0,40; 2ª gestação, 9,33 ± 1,45 vs. 9,00 ± 1,00; 

p = 0,86,  teste t não pareado com correção de Welsh) (Figura 29). 
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Figura 29 - Número médio de filhotes após o desmame em mães vacinadas e não vacinadas. n = 

3-5.  

 

5.2.7 Ganho de massa corporal dos filhotes  

 

Não houve diferença estatisticamente significativa, no período avaliado, na 

evolução da massa corporal absoluta média entre os filhotes de mães vacinadas e não 

vacinadas (D0, 73 ± 11 vs. 94 ± 19; p = 0,10; D7, 107 ± 13 vs. 126 ± 26; p = 0,39; D14, 

142 ± 20 vs. 162 ± 34; p = 0,72; D21, 178 ± 20 vs. 188 ± 41; p = 0,98, teste t não pareado 

com correção de Welsh) (Figura 30). Da mesma forma, também não houve diferenças 

estatisticamente significativas, no mesmo período, no ganho de massa corporal médio 

entre filhotes de mães vacinadas e não vacinadas (D7, 34 ± 8 vs. 32 ± 10; p = 0,44; D14, 

35 ± 14 vs. 36 ± 16; p = 0,88; D21, 36 ± 16 vs. 27 ± 11; p = 0,27, teste t não pareado com 

correção de Welsh) (Figura 31). 
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Figura 30 - Evolução da massa corporal absoluta média, expressa em gramas (g), após o 

desmame em filhotes da primeira gestação de mães vacinadas e não vacinadas. n = 19-43. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31 - Evolução do ganho de massa corporal absoluta média, expressa em gramas (g), após 

o desmame em filhotes da primeira gestação de mães vacinadas e não vacinadas. n = 19-43. 
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5.2.8 Títulos de anticorpos IgG anti-cocaína nos filhotes 

 

          Filhotes de mães vacinadas com GNE-KLH e tratadas com cocaína durante a 

gestação apresentaram títulos médios de anticorpos IgG anti-cocaína mais elevados no 

desmame e no 7º dia após o desmame, em ambas as gestações, em comparacão aos 

filhotes de mães tratadas com placebo e cocaína (1ª gestação, D0, 1,961 ± 1,006 vs. 

0,037 ± 0,024; p < 0,0001; D7, 0,290 ± 0,152 vs. 0,145 ± 0,134; p = 0,04 - Figura 32 - e 

2ª gestação, D0, 2,412 ± 0.804 vs. 0,101 ± 0,069; p < 0,0001; D7, 0,595 ± 0,382 vs. 

0,103 ± 0,090; p = 0,02 - Figura 33, teste t não pareado com correção de Welsh).  

         Os níveis médios de anticorpos IgG anti-cocaína foram semelhantes na prole de 

ambos os grupos a partir do 14º dia após o desmame em ambas as gestações (1ª 

gestação, D14, 0,183 ± 0,087 vs. 0,163 ± 0,082; p = 0,39; D21, 0,177 ± 0,115 vs. 0,170 

± 0,097; p = 0,80 - Figura 32 - e 2ª gestação, D14, 0,195 ± 0,064 vs. 0,254 ± 0,105; p = 

0,15 - Figura 33, teste t não pareado com correção de Welsh).  
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Figura 32 - Títulos médios de anticorpos IgG anti-cocaína, expressos em densidade óptica (DO), 

nos filhotes de mães vacinadas e não vacinadas no curso temporal de 21 dias após o desmame da 

primeira gestação. * e *** indicam diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo 

placebo (p < 0,05 e p < 0,001, respectivamente). n = 19-43. 
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Figura 33 - Títulos médios de anticorpos IgG anti-cocaína, expressos em densidade óptica (DO), 

nos filhotes de mães vacinadas e não vacinadas no curso temporal de 14 dias após o desmame da 

segunda gestação. * e *** indicam diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo 

placebo (p < 0,05 e p < 0,001, respectivamente). n = 27-28. 

 

5.2.9 Títulos de anticorpos IgM anti-cocaína nos filhotes 

 

Não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas nos títulos de 

anticorpos IgM anti-cocaína entre os filhotes de mães vacinadas e mães não vacinadas 

até 21 dias após o desmame na  1ª gestação (D0, 0,185 ± 0,072 vs. 0,176 ± 0,087; p = 

0,65; D7, 0,266 ± 0,117 vs. 0,308 ± 0,104; p = 0,22; D14, 0,242 ± 0,082 vs. 0,298 ± 0,070; 

p = 0,26; D21, 0,232 ± 0,074 vs. 0,301 ± 0,098; p = 0,07, teste t não pareado com 

correção de Welsh) (Figura 34) e até 14 dias após o desmame na 2ª gestação (D0, 0,157 

± 0,045 vs. 0,242 ± 0,074; p = 0,14; D7, 0,111 ± 0,029 vs. 0,207 ± 0,053; p = 0,11; D14, 

0,138 ± 0,034 vs. 0,237± 0,056; p = 0,45, teste t não pareado com correção de Welsh) 

(Figura 35). 
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Figura 34 - Títulos médios de anticorpos IgM anti-cocaína, expressos em densidade óptica (DO), 

nos filhotes de mães vacinadas e não vacinadas no curso temporal de 21 dias após o desmame da 

primeira gestação. n = 19-43. 
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Figura 35 - Títulos médios de anticorpos IgM anti-cocaína, expressos em densidade óptica (DO), 

nos filhotes de mães vacinadas e não vacinadas no curso temporal de 14 dias após o desmame da 

segunda gestação. n = 27-28. 
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5.2.10 Atividade locomotora em modelo de campo aberto – efeito agudo da 

administração de cocaína 

 

 Filhotes de mães vacinadas, quando tratados com dose única de cocaína e 

observados no modelo de campo aberto, apresentaram menor atividade locomotora 

induzida pela droga em relação aos filhotes de mães tratadas com placebo (40,04 ± 8,28 

vs. 107,03 ± 20,62 m; p = 0,0053, teste t não pareado com correção de Welsh) (Figura 

36) e menor número de entradas na área central do labirinto do campo aberto (16 ± 5 vs. 

47 ± 12; p = 0,0137, teste t não pareado com correção de Welsh) (Figura 37). 
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Figura 36 - Distância percorrida média, em metros (m), após tratamento com cocaína, por filhotes 

de mães vacinadas e não vacinadas. ** indica diferença estatisticamente significativa em relação 

ao grupo placebo (p < 0,01). n = 12. 
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Figura 37 - Número médio de entradas no centro do aparato de observação, após tratamento com 

cocaína, realizadas por filhotes de mães vacinadas e não vacinadas. *  indica diferença 

estatisticamente significativa em relação ao grupo placebo (p < 0,05). n = 12. 

 



87 
 

 A diferença entre os dois grupos também foi avaliada por meio dos gráficos de 

locomoção dos animais (Figura 38). A atividade basal não diferiu entre os filhotes de 

mães vacinadas (Figura 38-A) e não vacinadas (Figura 38-C). Após a injeção de 

cocaína, pode-se observar a diferença na atividade locomotora entre os dois grupos, 

sendo que, os filhotes de mães vacinadas (Figura 38-B) se locomoveram menos que os 

filhotes de mães não vacinadas (Figura 38-D). 

 

 

Figura 38 - Gráficos de locomoção em fihotes de mães vacinadas, na parte superior, e de mães 

não vacinadas, na parte inferior. (A) Basal de filhotes de mães vacinadas. (B) Pós-tratamento com 

cocaína de filhotes de mães vacinadas. (C) Basal de filhotes de mães não vacinadas. (D) Pós-

tratamento com cocaína de filhotes de mães não vacinadas.  
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5.2.11 Atividade locomotora em modelo de campo aberto – efeito da 

sensibilização tardia à cocaína 

 

Não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas nos títulos de 

anticorpos IgG (Figura 39) e IgM (Figura 40) anti-cocaína entre os grupos avaliados em 

nenhum dos momentos do tratamento (IgG, D2, 0,418 ± 0,221 vs. 0,321 ± 0,174, p = 

0,30 e 0,326 ± 0,182 vs. 0,363 ± 0,354; p = 0,78; D9, 0,301 ± 0,183 vs. 0,147 ± 0,051, p 

= 0,27 e 0,237 ± 0,150 vs. 0,194 ± 0,192; p = 0,60; D16, 0,578 ± 0,222 vs. 0,395 ± 0,372, 

p = 0,27 e 0,393 ± 0,114 vs. 0,384 ± 0,251; p = 0,93; IgM, D2, 0,239 ± 0,233 vs. 0,207 ± 

0,053, p = 0,69 e 0,182 ± 0,0 82 vs. 0,224 ± 0,110; p = 0,36; D9, 0,171 ± 0,07 vs. 0,176 

± 0,050, p = 0,82 e 0,172 ± 0,053 vs. 0,165 ± 0,059; p = 0,80; D16, 0,225 ± 0,092 vs. 

0,296 ± 0,064, p = 0,68 e 0,293 ± 0,064 vs. 0,285 ± 0,061; p = 0,83, teste t não pareado 

com correção de Welsh). 

 Nota-se, também, que os títulos de anticorpos IgG anti-cocaína são menores 

àqueles medidos para os mesmos filhotes no momento do desmame (Figuras 32 e 33). 
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Figura 39 - Títulos de anticorpos IgG anti-cocaína, expressos em densidade óptica (DO), nos 

filhotes de mães vacinadas e não vacinadas no curso temporal do protocolo de avaliação do efeito 

da sensibilização tardia à cocaína. n = 9-10. 
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Figura 40 - Títulos de anticorpos IgM anti-cocaína, expressos em densidade óptica (DO), nos 

filhotes de mães vacinadas e não vacinadas no curso temporal do protocolo de avaliação do efeito 

da sensibilização tardia à cocaína. n = 9-10. 

 

Não houve diferenças estatisticamente significativas na evolução da massa 

corporal absoluta média ao longo do experimento entre filhotes de mães vacinadas e não 

vacinadas tratados com solução salina 0,9% v/v e/ou cocaína e seus respectivos 

controles (Veículo vacinados x não vacinados: D(-3), 328 ± 76 vs. 301 ± 74; p = 0,44; D2, 

333 ± 78 vs. 307 ± 74; p = 0,47; D9, 354 ± 88 vs. 321 ± 77; p = 0,40; D16, 361 ± 89 vs. 

326 ± 77; p = 0,40, e cocaína vacinadas x não vacinadas: D(-3), 326 ± 70 vs. 314 ± 76; 

p = 0,73; D2, 333 ± 71 vs. 323 ± 79; p = 0,78; D9, 344 ± 76 vs. 333 ± 78; p = 0,77; D16, 

352 ± 76 vs. 342 ± 79; p = 0,80, teste t não pareado com correção de Welsh) (Figura 

41). Tampouco houve diferenças estatisticamente significativas no ganho de massa 

corporal média entre os filhotes de mães vacinadas e não vacinadas tratados com 

solução salina 0,9% v/v e/ou cocaína e seus respectivos controles (Veículo vacinados x 

não vacinados: D2, 6 ± 2 vs. 6 ± 2; p = 0,66; D9, 20 ± 12 vs. 14 ± 7; p = 0,17; D16, 7 ± 3 

vs. 4 ± 2; p = 0,46, e cocaína vacinadas x não vacinadas: D2, 7 ± 2 vs. 8 ± 3; p = 0,38; 

D9, 11 ± 7 vs. 10 ± 4; p = 0,70; D16, 8 ± 4 vs. 9 ± 3; p = 0,54, teste t não pareado com 

correção de Welsh) (Figura 42). 
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Figura 41 - Evolução da massa corporal absoluta média, expressa em gramas (g), nos filhotes de 

mães vacinadas e não vacinadas no curso temporal do protocolo de avaliação do efeito da 

sensibilização tardia à cocaína. n = 9-10. 
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Figura 42 - Evolução do ganho de massa corporal médio, expresso em gramas (g), nos filhotes 

de mães vacinadas e não vacinadas no curso temporal do protocolo de avaliação do efeito da 

sensibilização tardia à cocaína. n = 9-10. 
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No desafio salina/cocaína, filhotes de mães vacinadas e não vacinadas 

apresentaram atividade locomotora significativamente maior que seus respectivos 

controles, tratados com solução salina 0,9% v/v (52,14 ± 9,99 vs. 21,16 ± 5,24; p = 0,02 

e 77,50 ± 8,69 vs. 44,66 ± 4,35; p = 0,005, teste t não pareado com correção de Welsh) 

(Figura 43). No desafio cocaína, quando todos os animais foram tratados com a droga, 

näo houve diferença estatisticamente significativa na atividade locomotora dos filhotes 

de mães vacinadas e não vacinadas em relação aos seus respectivos controles (90,77 

± 15,97 vs. 61,47 ± 12,57; p = 0,17 e 51,86 ± 8,64 vs. 68,47 ± 11,46; p = 0,26, teste t não 

pareado com correção de Welsh) (Figura 44). No entanto, os valores de distância 

percorrida observados para todos os grupos nesse momento foram superiores aos 

medidos no desafio salina/cocaína. No desafio salina, quando todos os animais 

receberam solução salina 0,9% v/v, também não foram observadas diferenças 

estatisticamente significativas na atividade locomotora dos filhotes de mães vacinadas e 

não vacinadas em relação aos seus respectivos controles (23,40 ± 2,68 vs. 33,70 ± 4,77; 

p = 0,08 e 31,35 ± 5,53 vs. 48,56 ± 7,91; p = 0,09, teste t não pareado com correção de 

Welsh) (Figura 45). Os valores de distância percorrida obtidos nesse momento foram 

inferiores aos medidos no desafio cocaína. 
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Figura 43 - Distância percorrida, em metros (m), por filhotes de filhotes de mães vacinadas e não 

vacinadas no desafio salina/cocaína do protocolo de avaliação do efeito da sensibilização tardia à 

cocaína. * e ** indicam diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo placebo (p < 

0,05 e p < 0,01, respectivamente). n = 9-10. 
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Figura 44 - Distância percorrida, em metros (m), por filhotes de filhotes de mães vacinadas e não 

vacinadas no desafio cocaína do protocolo de avaliação do efeito da sensibilização tardia à 

cocaína. n = 9-10. 
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Figura 45 - Distância percorrida, em metros (m), por filhotes de filhotes de mães vacinadas e não 

vacinadas no desafio salina do protocolo de avaliação do efeito da sensibilização tardia à cocaína. 

n = 9-10. 

 

5.2.12 Títulos de anticorpos IgG anti-cocaína no leite materno 

 

Os títulos de anticorpos IgG anti-cocaína no leite materno foram significativamente 

maiores nas mães vacinadas em relação às mães não vacinadas nas diluições 1:50 até 

1:500. Os títulos decresceram progressivamente conforme aumento da diluição da 

amostra (Diluição 1:50, 1,526 ± 0,273 vs. 0,021 ± 0,008; p < 0,001; Diluição 1:100, 

0,771 ± 0,126 vs. 0,018 ± 0,006; p < 0,001; Diluição 1:250, 0,327 ± 0,038 vs. 0,018 ± 

0,003; p < 0,001; Diluição 1:500, 0,184 ± 0,014 vs. 0,011 ± 0,002; p = 0,003; Diluição 
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1:1.000, 0,101 ± 0,002 vs. 0,013 ± 0,003; p = 0,12, Diluição 1:2.000, 0,062 ± 0,003 vs. 

0,013 ± 0,010; p = 0,39; Diluição 1:4.000, 0,033 ± 0,001 vs. 0,002 ± 0,001; p = 0,57; 

Diluição 1:8.000, 0,016 ± 0,001 vs. 0,003 ± 0,003; p = 0,81; Diluição 1:16.000, 0,008 ± 

0,001 vs. 0,005 ± 0,005; p = 0,96; Diluição 1:32.000, 0,009 ± 0,009 vs. 0,014 ± 0,016; p 

= 0,93; teste t não pareado com correção de Welsh;  r2 = 0,986; y = 27,115x– 0,087) (Figura 

46).  A diluição escolhida para expressar o resultado final dos títulos de anticorpos IgG 

anti-cocaína nas amostras de leite de mães vacinadas e não vacinadas foi a de 1:100 

(Figura 47). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46 - Títulos médios de anticorpos IgG anti-cocaína, expressos em densidade óptica (DO), 

no leite de mães vacinadas e não vacinadas quando em diluições crescentes da amostra. ** e *** 

indicam diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo placebo (p < 0,01 e p < 0,001, 

respectivamente). n = 3. 
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Figura 47 - Títulos de anticorpos IgG anti-cocaína, expressos em densidade óptica (DO), no leite 

de mães vacinadas e não vacinadas na diluição 1:100. *** indica diferença estatisticamente 

significativa em relação ao grupo placebo (p < 0,001). n = 3. 
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5.2.13 Títulos de anticorpos IgM anti-cocaína no leite materno 

 

Os títulos de anticorpos IgM anti-cocaína no leite materno foram significativamente 

maiores nas mães vacinadas em relação às mães não vacinadas nas diluições 1:50 e 

1:100. Os níveis de anticorpos decresceram progressivamente conforme aumento da 

diluição da amostra (Diluição 1:50, 0,177 ± 0,085 vs. 0,047 ± 0,025; p = 0,008; Diluição 

1:100, 0,117 ± 0,026 vs. 0,032 ± 0,023; p = 0,006; Diluição 1:250, 0,096 ± 0,062 vs. 

0,023 ± 0,014; p < 0,16; Diluição 1:500, 0,054 ± 0,034 vs. 0,010 ± 0,009; p = 0,14; 

Diluição 1:1.000, 0,030 ± 0,012 vs. 0,007 ± 0,006; p = 0,41, Diluição 1:2.000, 0,019 ± 

0,003 vs. 0,001 ± 0,001; p = 0,52; teste t não pareado com correção de Welsh;  r2 = 0,703; 

y = -8 . 10-5x + 0,1425) (Figura 48). A diluição escolhida para expressar o resultado final 

dos títulos de anticorpos IgM anti-cocaína nas amostras de leite de mães vacinadas e 

não vacinadas foi a de 1:100 (Figura 49). 
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Figura 48 - Títulos de anticorpos IgM anti-cocaína, expressos em densidade óptica (DO), no leite 

de mães vacinadas e não vacinadas quando em diluições crescentes da amostra. ** indica diferença 

estatisticamente significativa em relação ao grupo placebo (p < 0,01). n = 3. 
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Figura 49 -Títulos de anticorpos IgM anti-cocaína, expressos em densidade óptica (DO), no leite 

de mães vacinadas e não vacinadas na diluição 1:100. ** indica diferença estatisticamente 

significativa em relação ao grupo placebo (p < 0,01). n = 3. 

 

5.2.14 Títulos de anticorpos IgG anti-cocaína – ensaio de competição 

 

Na primeira gestação, os títulos de anticorpos IgG anti-cocaína nas mães 

vacinadas decaíram progressivamente conforme aumento da concentração de cocaína. 

Nas mães vacinadas, os títulos de anticorpos IgG anti-cocaína foram significativamente 

maiores que nas mães não vacinadas em todas as diluições testadas (Diluição 0, 5,533 

± 0,240 vs. 0,266 ± 0,140; p < 0,001; Diluição -10, 5,676 ± 0,216 vs. 0,133 ± 0,060; p < 

0,001; Diluição -8, 5,566 ± 0,400 vs. 0,085 ± 0,029; p < 0,001; Diluição -6, 5,286 ± 0,394 

vs. 0,062 ± 0,011; p < 0,001; Diluição -4, 4,588 ± 0,943 vs. 0,033 ± 0,007; p < 0,001; 

Diluição -2, 1,081 ± 0,365 vs. 0,028 ± 0,009; p = 0,007; teste t não pareado com correção 

de Welsh) (Figura 50).   

Nos filhotes de mães vacinadas, os títulos de anticorpos IgG anti-cocaína foram 

significativamente maiores em relação aos filhotes de mães não vacinadas até a diluição 

(-6) de cocaína e progressivamente decrescentes conforme aumento da concentração 

da droga (Diluição 0, 1,822 ± 0,486 vs. 0,084 ± 0,029; p = 0,002; Diluição -10, 1,282 ± 

0,441 vs. 0,136 ± 0,153; p = 0,008; Diluição -8, 1,157 ± 0,381 vs. 0,104 ± 0,104; p = 

0,006; Diluição -6, 0,977 ± 0,376 vs. 0,077 ± 0,068; p = 0,009; Diluição -4, 0,276 ± 0,125 

vs. 0,044 ± 0,013; p = 0,11; Diluição -2, 0,053 ± 0,017 vs. 0,034 ± 0,007; p = 0,26; teste 

t não pareado com correção de Welsh) (Figura 50). 
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Na segunda gestação, os títulos de anticorpos IgG anti-cocaína nas mães 

vacinadas também reduziram de forma progressiva conforme aumento da concentração 

da droga. Nas mães vacinadas, os títulos de anticorpos IgG anti-cocaína foram 

significativamente maiores que nas mães não vacinadas nas diluições de (0) até (-6) 

(Diluição 0, 4,632 vs. 0,156; Diluição -12, 2,872 vs. 0,054; Diluição -10, 2,151 vs. 0,053; 

Diluição -8, 0,950 vs. 0,049; Diluição -6, 0,280 vs. 0,054; Diluição -4, 0,033 vs. 0,053; 

Diluição -2, 0,089 vs. 0,020) (Figura 51).  

Nos filhotes de mães vacinadas, os títulos de anticorpos IgG anti-cocaína foram 

maiores em relação aos filhotes de mães não vacinadas até a diluição (-8) de cocaína e 

progressivamente decrescentes conforme aumento da concentração da droga (Diluição 

0, 2,080 vs. 0,073; Diluição -12, 1,036 vs. 0,029; Diluição -10, 0,857 vs. 0,006; Diluição 

-8, 0,350 vs. 0,018; Diluição -6, 0,149 vs. 0,014; Diluição -4, 0,110 vs. 0,013; Diluição 

-2, 0,043 vs. 0,053) (Figura 51).  

Os valores de log IC50 para os anticorpos IgG anti-cocaína no soro das mães na 

primeira e segunda gestação e filhotes de mães vacinadas da primeira e segunda 

gestação foram, respectivamente: -3,403 mg, -8,32 mg, -5,43 e -8,45 mg de cocaína. 

           Os títulos de anticorpos IgG anti-cocaína no leite de mães vacinadas reduziram 

de forma progressiva conforme aumento da concentração da droga. Nas mães 

vacinadas, os títulos de anticorpos IgG anti-cocaína no leite foram maiores que nas mães 

não vacinadas nas diluições de (0) até (-8) (Figura 52) (Diluição 0, 1,086 vs. 0,000; 

Diluição -12, 0,431 vs. 0,000; Diluição -10, 0,270 vs. 0,000; Diluição -8, 0,078 vs. 0,002; 

Diluição -6, 0,000 vs. 0,001; Diluição -4, 0,000 vs. 0,000; Diluição -2, 0,000 vs. 0,000). 

O log IC50 dos anticorpos IgG anti-cocaína no leite materno foi de  -9,78 mg de cocaína. 
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Figura 50 - Títulos médios de anticorpos IgG anti-cocaína, expressos em densidade óptica (DO), 

em mães vacinadas e não vacinadas e filhotes de mães vacinadas e não vacinadas, da primeira 

gestação, quando em adsorção com concentrações crescentes de cocaína. ** e *** indicam 

diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo placebo (p < 0,01 e p < 0,001, 

respectivamente). n = 3. 

 

 

Figura 51 - Títulos de anticorpos IgG anti-cocaína, expressos em densidade óptica (DO), em mães 

vacinadas e não vacinadas e filhotes de mães vacinadas e não vacinadas, da segunda gestação, 

quando em adsorção com concentrações crescentes de cocaína. n = 1. 
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Figura 52 - Títulos de anticorpos IgG anti-cocaína, expressos em densidade óptica (DO), no leite 

de mães vacinadas e não vacinadas quando em adsorção com concentrações crescentes de 

cocaína. n = 1.  
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6 DISCUSSÃO 

6.1 Avaliação dos resultados experimentais 

 

Os resultados encontrados em nosso estudo sugerem que a imunoterapia para 

dependência à cocaína e crack pode fornecer proteção materno-fetal contra desfechos 

negativos associados à exposição intrauterina à droga e no período pós-natal imediato. 

As hipóteses aventadas no estudo foram confirmadas. Dessa forma, demonstramos que:  

 

1. ratas vacinadas com GNE-KLH produzem e mantem títulos de anticorpos IgG 

e IgM anti-cocaína durante a gravidez mesmo quando tratadas com cocaína durante a 

gestação;  

2. na presença da exposição gestacional à cocaína, houve uma redução dos 

desfechos obstétricos negativos nas ratas vacinadas com GNE-KLH, quando 

comparadas às ratas não vacinadas; 

3. encontramos presença de anticorpos anti-cocaína no leite materno; 

4. encontramos presença de anticorpos anti-cocaína nos filhotes; 

5. os anticorpos IgG anti-cocaína encontrados nos soros das mães e filhotes e no 

leite materno apresentam afinidade química pela droga. 

 

6.1.2 Produção de anticorpos IgG e IgM nas mães vacinadas 
 

A presença de anticorpos anti-cocaína durante a gravidez, principalmente os do 

tipo IgG, serve de embasamento para todos os demais resultados encontrados. De fato, 

a vacinação durante a gravidez é um método para melhorar a saúde das mulheres 

grávidas e de seus filhos (KELLER-STANISLAWSKI et al., 2014). Vacinas seguras e 

eficazes já foram desenvolvidas contra algumas doenças para uso durante a gravidez, 

tais como: tétano, coqueluche e influenza (ABU-RAYA et al., 2020). A Organização 

Mundial de Saúde (OMS) preconiza a vacinação no período gestacional como estratégia 

eficaz e segura para reduzir a morbidade e mortalidade materna, neonatal e da primeira 

infância (OMS, 2014).  
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Os níveis de IgG apresentam redução nas mães no início do período gestacional, 

provavelmente devido à hemodiluição natural que ocorre nesse período (PACHECO et 

al., 2013). A hemodiluição é uma alteração fisiológica na qual ocorre aumento do volume 

sanguíneo, podendo alterar dosagens bioquímicas realizadas nesse período (FAUPEL-

BADGER et al., 2007, TEASDALE & MORTON, 2018). Assim, é provável que nesse 

tempo o nível real de anticorpos IgG anti-cocaína seja semelhante aos tempos 

imediatamente anterior e posterior (FAUPEL-BADGER et al., 2007). 

A cinética de produção das Ig segue os padrões descritos na literatura. As três 

imunizações no período pré-gestacional e a imunização na gestação induziram produção 

crescente de anticorpos IgG anti-cocaína nas mães até o final da gestação, quando 

começam a decair, possivelmente devido ao retorno do sistema imunológico à 

homeostase (SOMPAYRAC, 2016). A produção de IgM decai no tempo 21, quando 

ocorre, de fato, a soroconversão do isotipo IgM em IgG, e aumenta novamente no início 

da gestação, quando ocorre a imunorregulação natural do período, decorrente da 

ativação de linfócitos T regulatórios e ação de fatores como a IL-10 e o TGF-β 

(ALUVIHARE et al., 2004; RACITOT et al., 2014; SOMPAYRAC, 2016; JØRGENSEN et 

al., 2019). Essa regulação imunológica reduz, por consequência, a atividade de linfócitos 

B para a produção de anticorpos mais específicos (SOMPAYRAC, 2016). Além disso, a 

produção de IgG foi de, em média, o dobro de IgM, em todos os experimentos, 

demonstrando a eficácia da formulação utilizada no estudo na produção de anticorpos 

anti-cocaína mais específicos. 

Na segunda parte do experimento, as fêmeas da primeira gestação foram 

mantidas sob observação comportamental e monitoramento dos níveis de anticorpos IgG 

e IgM anti-cocaína por 12 semanas após o desmame da primeira ninhada. A dosagem 

de anticorpos por ELISA demonstrou que os títulos de IgG e IgM anti-cocaína se 

mantiveram constantes no período intergestacional, justificando, assim, o estudo do 

comportamento imunológico em uma gestação seguinte, uma vez que não foram feitas 

novas imunizações.  

Na segunda gestação, os níveis de anticorpos se mantiveram altos, exceto no 

início do período gestacional, no qual, semelhante ao que ocorreu na primeira gestação, 

sofreram uma queda em razão da hemodiluição característica do período (FAUPEL-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=J%26%23x000f8%3Brgensen%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31134056
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BADGER et al., 2007). Esse resultado demonstra, mais uma vez, que a administração 

de cocaína e a imunorregulação do período gestacional não interferem significativamente 

na produção desses anticorpos e corrobora a hipótese de que os anticorpos são 

mantidos por mais de uma gestação.  

A manutenção dos níveis de IgM e IgG nas mães durante todo o período 

experimental avaliado (250 dias), ocorrendo apenas pequenas variações fisiológicas 

previamente explicadas, sugere mecanismos interessantes para a resposta imunológica 

induzida pela vacinação com GNE-KLH. O bom êxito para o desenvolvimento de uma 

vacina para antígenos proteicos e não proteicos é a estimulação de plasmócitos de vida 

longa, que produzem anticorpos de alta afinidade, e linfócitos B de memória. Para isso, 

é necessário ocorrer um processo de ativações imunológicas primárias e secundárias, 

especialmente a ativação da resposta celular T-dependente (PULENDRAN & AHMED, 

2011).  

O primeiro contato das células do sistema imunológico a um antígeno ativa 

linfócitos B ‘naive’ que secretam, em sua maioria, anticorpos IgM, constituindo a fase 

primária. Diante disso, torna-se relevante a análise dessa classe de imunoglobulina nos 

testes de eficácia de um composto imunogênico, uma vez que a produção de IgM é parte 

do processo da cascata de ativação da resposta imunológica humoral T-dependente 

(PULENDRAN & AHMED, 2006; SOMPAYRAC, 2016).  

A resposta secundária ocorre na segunda exposição ao antígeno, na qual ocorre 

a mudança de classe da cadeia pesada para IgG, IgA ou IgE, anticorpos com maior 

especificidade para o antígeno (SOMPAYRAC, 2016). Nesse experimento, as respostas 

secundárias ocorreram a partir da segunda imunização. Importantes mudanças 

qualitativas acontecem nos anticorpos, como o aumento progressivo da afinidade, 

mesmo após pequenas doses do mesmo antígeno (PULENDRAN & AHMED, 2011). Isso 

pode explicar, em partes, a maior especificidade do anticorpo encontrada na segunda 

gestação. Outro evento significativo nessa fase é maturação dos linfócitos por afinidade, 

que é marcada pela seleção clonal e mutações somáticas, que aprimoram os anticorpos, 

tornando a afinidade pelo antígeno mais elevada. A maturação se relaciona diretamente 

com a formação de linfócitos B de memória, que podem persistir durante meses ou até 
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anos secretando anticorpos específicos para os antígenos (PULENDRAN & AHMED, 

2006; SALLUSTO et al., 2010; PULENDRAN & AHMED, 2011; ZEPP, 2016).   

A análise simultânea das imunoglobulinas, especialmente IgM e IgG 

complementam o entendimento da resposta humoral vacinal. O objetivo da imunização 

é produzir as duas respostas em momentos distintos (PULENDRAN & AHMED, 2006). 

Avaliar o declínio do IgM é necessário, pois, se este persistir, pode sugerir que uma 

resposta celular T-independente foi estimulada, que é caracterizada pela produção 

quase exclusiva de imunoglobulinas M e ausência da resposta secundária. Nesse caso, 

a resposta torna-se inespecífica e de baixa memória celular, o que não é interessante 

para uma vacina (DUMONT et al., 2004; PULENDRAN & AHMED, 2006). 

Em relação aos desfechos negativos obstétricos associados ao uso de cocaína 

na gestação, embora tenha sido observado diferença estatisticamente significativa 

apenas no número de filhotes nascidos vivos, as ratas vacinadas apresentaram 

tendência a maior ganho de massa corporal durante as gestações. Também foi 

observada uma tendência para menor mortalidade dos filhotes de mães vacinadas no 

período do desmame. Tais achados sugerem que os anticorpos anti-cocaína podem 

exercer um antagonismo farmacocinético com repercussões clínicas na gravidez. Os 

anticorpos anti-cocaína encontrados podem se ligar à cocaína livre e reduzir os efeitos 

sistêmicos da droga nas mães, podendo, assim, prevenir efeitos cardiovasculares nas 

grávidas, uma importante causa de mortalidade em tais pacientes (KUCZKOWSKI, 2007; 

CHASIN et al., 2014). Além disso, a redução da cocaína livre pode, sistemicamente, 

evitar os efeitos vasoconstritores da droga, melhorando a viabilidade da placenta e a 

nutrição da prole (KUCZKOWSKI, 2007).  

Aditivamente, a proteção fetal da exposição à cocaína durante a gravidez pode 

ter importância clínica também na prevenção primária em psiquiatria, reduzindo o risco 

de desenvolvimento de doenças psicossomáticas na vida adulta, tais como: 

esquizofrenia, depressão e transtornos de ansiedade, doenças associadas à exposição 

pré-natal à droga (KELLER & SNYDER-KELLER, 2000; LAMY et al., 2015), além de 

reduzir alterações comportamentais na criança (RODNING et al., 1989; GITTLER & 

McPHERSON, 1990; BADA et al., 2007). 
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6.1.2 Presença de anticorpos IgG anti-cocaína nos filhotes 

 

Encontramos a presença de anticorpos IgG anti-cocaína também nos filhotes, 

indicando que os anticorpos produzidos pelas mães, por meio de imunização ativa, são 

transferidos ao feto. A ausência de anticorpos IgM anti-cocaína detectáveis nos filhotes 

após o desmame é compatível com os títulos baixos dessa Ig encontrados nas mães no 

mesmo período, uma vez que, no geral, a transferência materno-fetal de anticorpos 

ocorre de maneira proporcional (NIEWIESK, 2014). Observa-se que a densidade óptica 

de anticorpos IgG anti-cocaína decai significativamente 7 dias após o desmame, não 

sendo mais detectável nos dias 14 e 21 nos filhotes. Esse resultado corrobora a hipótese 

de que os anticorpos presentes nos filhotes são originados das mães e não de produção 

ativa dos mesmos. De fato, os anticorpos transferidos à prole conferem proteção em um 

período de 6 a 12 meses após o desmame em humanos (WATANAVEERADEJ et al., 

2003; LEURIDAN et al., 2011), o que seria o tempo equivalente em ratos encontrados 

em nossos experimentos (ANDREOLLO et al., 2012; DUTTA & SENGUPTA, 2016). A 

cinética de decaimento dos níveis de anticorpos em neonatos está relacionada aos níveis 

de anticorpos encontrados na prole, ou seja, quanto maior forem os títulos de anticorpos, 

por mais tempo eles protegerão os filhotes (NIEWIESK, 2014). 

Sabe-se que a maior parte dos anticorpos IgG encontrados no feto e recém-

nascidos são transferidos via placenta (KISKOVA et al., 2019; ABU-RAYA et al., 2020). 

Embora aspectos relacionados ao envolvimento da placenta e seus componentes na 

resposta imunológica ao GNE-KLH não tenham sido investigados nesse estudo, é 

provável que haja transferência materno-fetal de anticorpos IgG antes do nascimento, 

principalmente devido aos altos níveis de anticorpos encontrados nos filhotes 

(NIEWIESK, 2014). Contudo, mais pesquisas são necessárias para avaliar se, de fato, 

os anticorpos IgG anti-cocaína encontrados na prole são oriundos também de 

transferência placentária. 
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6.1.3 Presença de anticorpos anti-cocaína no leite materno 

 

Encontramos presença de anticorpos anti-cocaína no leite materno, um dado de 

grande relevância nesse estudo. Tal resultado torna a projeção de aplicação clínica 

bastante consistente, uma vez que evidencia um dos mecanismos para a transferência 

desses anticorpos para os filhotes. O resultado demonstra que a imunização com GNE-

KLH confere proteção ao feto à exposição à droga ainda no período de amamentação, 

uma vez que a cocaína pode chegar ao recém-nascido também por meio do leite materno 

(DICKSON et al., 1994; BAILEY, 1998). Embora a quantidade de droga transferida ao 

recém-nascido via leite materno possa ser significativamente menor que aquela 

transferida via placenta, a capacidade ainda reduzida do recém-nascido de metabolizar 

a droga faz com que pequenas doses de cocaína possam ter efeitos consideráveis 

(CRESSMAN et al., 2012). Além disso, a quantidade de cocaína que é transferida via 

leite materno depende de algumas variáveis de consumo da mãe, tais como: dose, 

frequência, formas de uso, contaminantes da droga e tempo de abstinência antes da 

amamentação (SARKAR et al., 2005; CRESSMAN et al., 2012). 

 O resultado obtido nesse ensaio corrobora os achados positivos obtidos no 

modelo comportamental, discutidos posteriormente, e explica o rápido decaimento dos 

níveis de IgG anti-cocaína após o término da amamentação em ambas as gestações. 

Em diversas espécies de mamíferos, incluindo os roedores, os anticorpos IgG são 

absorvidos do leite no intestino da prole pelo receptor FcRn presente nos enterócitos 

(Van de PERRE, 2003). Nesses animais, os anticorpos IgG são a classe mais abundante 

no leite materno (IJAZ et al., 1987) e seus níveis decaem rapidamente quando a 

amamentaçao cessa (Van de PERRE, 2003).  

Anticorpos dos isotipos IgG, IgM e IgA, obtidos através de vacinação das mães, 

são secretados no colostro e leite materno (SASO & KAMPMANN, 2020). Em humanos, 

IgA é a subclasse predominante no colostro e leite maduro, seguido pelo IgG (TELEMO 

& HANSON, 1996). Após a ingestão, esses anticorpos promovem proteção à mucosa 

inibindo a adesão de micro-organismos patogênicos ao epitélio e, consequentemente, a 

invasão e instalação dos mesmos nos tecidos (FAUCETTE et al., 2014).  Os mecanismos 
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pelos quais esses anticorpos promovem imunidade incluem a exclusão e a neutralização 

(SASO & KAMPMANN, 2020).   

Apesar de estarem presentes em pequenas quantidades no leite materno em 

humanos, em relação ao IgA, e de serem absorvidos em pouca proporção na mucosa 

intestinal (BLUM et al., 1981; EIBL et al., 1988), os anticorpos IgG exercem funções 

importantes na imunidade do recém-nascido. De fato, anticorpos IgG e IgM também são 

secretados por plasmócitos no lúmen intestinal dos recém nascidos (YOSHIDA et al., 

2004), sugerindo a importância de tais anticorpos na imunidade de mucosas. 

Os anticorpos IgG provenientes do leite materno podem ter maior atividade que o 

IgA em diversas funções importantes da resposta do sistema imunológico de mucosas, 

tais como: ativação do complemento, citotoxicidade dependente de anticorpo e 

opsonização (EDDIE et al., 1971).  Além disso, os anticorpos IgG podem apresentar 

importante função antiviral (MEHTA et al., 1989). Estudo realizado por ROBERT-

GUROFF (2000), demonstrou que a transferência passiva de anticorpos IgG promoveu 

proteção mucosa à infecção pelo vírus da imunodeficiência símia (SIV, na sigla em 

inglês) em macacos Rhesus neonatos. Polissacarídeos ligados à estrutura dos 

anticorpos IgG reconhecem e se ligam a receptores de lectina em bactérias nas células 

epiteliais do esôfago e do intestino do recém-nascido, promovendo resposta imunológica 

eficiente contra esses patógenos (SEDYKH et al., 2012; LIS-KUBERKA et al., 2019). 

 Assim como ocorre na placenta, o FcRn pode se ligar ao IgG oriundo do leite 

materno, tendo também um papel importante na imunidade mediada por essa Ig. O FcRn 

pode transportar anticorpos IgG, isolado ou ligado a um antígeno, através da barreira 

epitelial intestinal para a lâmina própria ou do soro sanguíneo para o lúmen intestinal dos 

neonatos (YOSHIDA et al., 2004). Em ambos os mecanismos, os anticorpos IgG podem 

impedir a instalação de micro-organismos patogênicos. O FcRn intestinal pode mediar 

também a ressecreção de IgG materna previamente adquirida na vida intrauterina para 

combater patógenos (HARRIS et al., 2006). 

 No colostro e leite maduro humanos também são encontradas subclasses 

diferentes de IgG. A subclasse encontrada em maior proporção é a IgG1, seguida pela 

IgG2 e, em proporções bem menores, IgG4 e IgG3 (MEHTA et al., 1989; KIM et al., 

1992). Essa diferença proporcional sugere transporte diferencial dos subtipos de IgG do 
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soro para as células epiteliais da mama, semelhante ao que ocorre na transferência 

placentária (MEHTA et al., 1989). Em geral, os níveis gerais de IgG reduzem 

significativamente após uma semana de amamentação, permanecendo então 

constantes até o fim desse período (MEHTA et al., 1989). 

O processo de amamentação por si só confere ao recém-nascido a regulação 

necessária do sistema imunológico, ainda pouco desenvolvido. São transferidos ao 

filhote nesse processo uma série de substâncias bioativas além dos anticorpos, tais 

como: enzimas, hormônios, citocinas, células, proteínas, compostos proteicos e 

microRNA’s, que modulam o sistema imunológico e o funcionamento intestinal (IZUMI et 

al., 2014; ROGIER et al., 2014; HSIEH et al., 2015). 

Embora anticorpos IgM não sejam transferidos ao feto via placenta, como os 

anticorpos IgG, eles podem fazê-lo via leite materno (DEMERS-MATHIEU et al., 2018). 

Contudo, a baixa concentração relativa de anticorpos IgM anti-cocaína encontrada no 

soro do leite materno era esperada, uma vez que esses anticorpos não foram 

encontrados em quantidades suficientes para serem detectadas pelo método ELISA nos 

filhotes de mães vacinadas em nenhuma das gestações.  

No entanto, embora seja eficiente em modelos animais, a medida dos níveis 

sorológicos de Ig’s em recém-nascidos humanos não é um parâmetro bioquímico de alta 

acurácia, uma vez que parte delas são degradadas por proteases do trato gastrointestinal 

da criança e de bactérias simbiontes do intestino (DEMERS-MATHIEU et al., 2018), além 

de serem pouco absorvidas (Van de PERRE, 2003). Para o estudo em questão, a medida 

dos níveis de IgG no leite materno e da concentração de droga livre no recém-nascido 

seriam análises mais adequadas para avaliar a eficiência da vacinação na gestação. 

 
6.1.4 Atenuação do efeito agudo da cocaína nos filhotes 
 

Encontramos redução do efeito comportamental induzido pela cocaína nos 

filhotes, sugerindo proteção do SNC dos mesmos durante a amamentação. Os 

resultados encontrados no modelo comportamental confirmam a hipótese que os 

anticorpos IgG anti-cocaína transferidos aos filhotes protegem o feto dos efeitos da 

droga. O modelo de campo aberto (open field) é um teste padronizado e extensamente 

empregado para avaliação de efeitos de drogas e fármacos com atividades 
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psicoestimulantes (SEIBENHENER & WOOTER, 2015). Nesse modelo, os ratos ou 

camundongos são observados durante um período definido de acordo com a 

farmacocinética e dose da droga e o desenho do estudo. Sabe-se que tais drogas, como 

a cocaína e metanfetamina, aumentam a atividade locomotora dos animais e a 

desinibição, representados, respectivamente, pela distância total percorrida no aparato 

e o número de entradas do animal na região central previamente delimitada (ERHARDT 

et al., 2006; VALJENT et al., 2010; ARACIL-FERNÁNDEZ et al., 2012; POGORELOV et 

al., 2019).  

No presente estudo foi demonstrado que os filhotes de mães vacinadas tiveram 

atenuação do comportamento hiperlocomotor e desinibitório após exposição à dose 

única de cocaína, corroborando a eficácia da vacinação. A atenuação do comportamento 

característico da administração da droga tem correlação com os níveis de anticorpos IgG 

anti-cocaína encontrados nos filhotes, ou seja, tais anticorpos neutralizam a droga 

quando esta entra na corrente sanguínea e reduzem sua passagem pela BHE, 

reduzindo, consequentemente, seus efeitos característicos. Além disso, o resultado do 

modelo comportamental sinaliza para uma especificidade desses anticorpos, discutida 

posteriormente. 

O modelo de campo aberto também foi utilizado para avaliar a sensibilização 

tardia à cocaína nos filhotes. O objetivo desse teste foi avaliar se os anticorpos 

transferidos aos filhotes alteram a sensibilização à droga na idade adulta. A 

sensibilização comportamental, também denominada tolerância inversa, resulta de 

adaptações neuroquímicas na via mesocorticolímbica que levam ao aumento do efeito 

da droga quando administrado em doses repetidas e é relatada em animais expostos à 

cocaína durante a gestação (CROZATIER et al., 2003; WIMMER et al., 2019). Os 

mecanismos que induzem tais alterações ainda são incertos, mas estudos sugerem que 

fatores como ativação de receptores dopaminérgicos, alterações dos receptores de 

glutamato e mudanças intracelulares, tais como: alterações enzimáticas, fatores de 

transcrição e outras proteínas (PIERCE et al., 1996; NESTLER, 2004) podem estar 

envolvidos nesse processo. Esse efeito também pode ser observado quando se 

administra placebo após repetidas aplicações da droga (De JONG et al., 2009; ROWSON 

et al., 2018). 
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Dessa forma, animais tratados com placebo após receberem injeções da droga 

podem apresentar seus efeitos característicos. Nesse caso, esperava-se que os filhotes 

adultos de mãe não vacinadas apresentassem a hiperlocomoção e desinibição 

característicos da exposição à cocaína, sendo os filhotes de mães vacinadas o grupo 

teste.  

Os resultados obtidos nesse protocolo não evidenciaram diferenças significativas 

entre os grupos avaliados. Isso sugere que a prole que recebeu anticorpos IgG anti-

cocaína das mães se comporta, quando expostos à cocaína nesse modelo 

comportamental na fase adulta, de forma semelhante aos filhotes que não receberam 

anticorpos, ou seja, os anticorpos não alteram significativamente a sensibilização à 

droga.  

Esse resultado pode estar associado a ausência de níveis de anticorpos IgG anti-

cocaína detectáveis nessa fase. Também se observa que a administração da droga não 

induziu a produção significativa de anticorpos IgG ou IgM anti-cocaína nos filhotes de 

mães vacinadas, sugerindo baixa memória imunológica. De fato, a imunização passiva 

não é capaz de induzir a diferenciação e proliferação de linfócitos T e B de memória 

(SLIFKA & AMANNA, 2018). Tais resultados auxiliam na confirmação das hipóteses de 

que os anticorpos são originados das mães e não há produção ativa nos filhotes. As 

implicações da imunização pré-natal na prevenção de alterações neuroanatômicas e 

fisiológicas induzida pela cocaína nos fetos, bem como aspectos da imunidade 

adaptativa, tais como: memória e mecanismos efetores induzidos, devem ser 

investigados em protocolos mais específicos de neuroimagem, dosagens de 

neurotransmissores e seus metabólitos e imunofenotipagem. 

Embora o comportamento materno não tenha sido avaliado, é provável que os 

anticorpos IgG produzidos pelas mesmas também atenuem o comportamento 

característico da exposição à cocaína no modelo experimental utilizado. Sabe-se 

também que o uso de cocaína durante a gestação está associado a alterações 

comportamentais no cuidado materno com a prole tanto em modelos murinos 

(McMURRAY et al., 2008) quanto em estudos observacionais em humanos (NEPHEW & 

PHEBO, 2012; TOMLINSON et al., 2016). Um possível efeito protetor da imunização 

quanto a essas alterações poderia ser avaliado em ratas através da observação da 
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interação materno-fetal, tais como: frequência de amamentação, lambidas nos filhotes e 

proximidade da mãe aos filhotes (NELSON et al., 1998; LUBIN et al., 2003). 

 

6.1.5 Especificidade dos anticorpos IgG à cocaína 

 

O ELISA de competição é um método quantitativo que avalia a inibição competitiva 

da ligação entre anticorpos e antígenos ou haptenos (YORDE et al., 1976). Trata-se, 

portanto, de um ensaio para avaliar a especificidade do anticorpo produzido pelo 

antígeno. A amostra contendo o anticorpo (IgG anti-cocaína) é incubada com 

concentrações conhecidas do antígeno (cocaína). Quanto maior a ligação antígeno-

anticorpo, menor será a ligação do anticorpo com o antígeno fixado na placa, resultado 

numa proporção inversa entre densidade óptica e especificidade na revelação (AYDIN, 

2015).  

Os resultados obtidos nesse estudo demonstram que, tantos os anticorpos 

produzidos pelas mães e encontrados no soro e leite materno, quanto aqueles 

encontrados nos filhotes se ligam à cocaína, apresentando considerável capacidade de 

bloqueio da droga, podendo ser considerados específicos. Esse resultado auxilia a 

compreensão dos dados positivos obtidos no modelo comportamental e nos desfechos 

obstétricos negativos associados ao uso da droga no período gestacional. A ligação do 

anticorpo à droga impede ou reduz a chegada desta do SNC, reduzindo os efeitos 

característicos observados para o grupo de filhotes não vacinados no teste 

comportamental, além de reduzir os efeitos sistêmicos da droga nas mães. 

Para uma avaliação mais precisa da capacidade de bloqueio do anticorpo, 

utilizamos o valor de logaritmo da concentração inibitória média (log IC50), que 

corresponde à metade da concentração máxima de cocaína que o anticorpo é capaz de 

bloquear (RAMAKRISHNAN et al., 2014). Os resultados demonstraram que os 

anticorpos IgG anti-cocaína produzidos pelas mães, em ambas as gestações, são 

capazes de bloquear uma concentração maior de droga que aqueles encontrados nos 

filhotes. Na segunda gestação, a capacidade de bloqueio dos anticorpos IgG anti-

cocaína foi menor tanto nas mães quanto nos filhotes, em relação à primeira gestação. 

Os anticorpos IgG anti-cocaína encontrados no leite materno possuem capacidade de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3096671/#R35
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3096671/#R46
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bloqueio menor que aqueles encontrados no soro das mães e dos filhotes em ambas as 

gestações. De fato, os anticorpos produzidos na vacinação são do tipo policlonais, ou 

seja, produzidos por diferentes linfócitos. Dessa forma, pode haver variações em 

parâmetros como especificidade, avidez e afinidade dos anticorpos (RAMAKRISHNAN 

et al., 2012). No entanto, tais variações não devem, em uma vacina ideal, alterar a 

eficácia da imunização (RAMAKRISHNAN et al., 2012). Esse problema a princípio 

poderia ser contornado com a administração de anticorpos monoclonais, numa estratégia 

de imunização passiva (NORMAN et al., 2009). 

Esses dados são promissores no que tange à segurança da imunização, indicando 

que o GNE-KLH é capaz de induzir a produção de anticorpos específicos para cocaína, 

uma das limitações encontradas no desenvolvimento de vacinas antidrogas (KINSEY et 

al., 2014). Anticorpos inespecíficos poderiam induzir o surgimento de efeitos adversos 

relacionados à ativação de outros mecanismos imunológicos, além de, obviamente, 

reduzir a eficácia da vacinação. 

A especificidade dos anticorpos IgG produzidos em relação aos metabólitos ativos 

da cocaína, norcocaína e cocaetileno, também deve ser avaliada através do estudo de 

competição, semelhante ao que fora executado para a cocaína. A norcocaína (FIGURA 

53-A) é o metabólito formado através da desmetilação do átomo de nitrogênio da cocaína 

nos hepatócitos. Sendo uma molécula mais hidrofílica que a cocaína, esse metabólito 

atravessa menos extensamente a BHE e placenta, apresentando, portanto, menor 

atividade que a droga (WANG et al., 2001; GOLDSTEIN et al., 2009). O cocaetileno 

(FIGURA 53-B) é o metabólito formado quando a droga é consumida concomitantemente 

ao etanol, através do processo de transesterificação (MAURER et al., 2006; 

SCHNEIDER & DeCAPRIO, 2013). Trata-se de uma molécula muito mais lipofílica que a 

cocaína, atravessando mais facilmente a BHE e placenta e, portanto, conferindo efeitos 

farmacodinâmicos e deletérios mais acentuados que a cocaína tanto nas mães quanto 

no feto e recém-nascido (GOLDSTEIN et al., 2009).  
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Figura 53 - Metabólitos ativos da cocaína. (A). Norcocaína e (B). Cocaetileno. 
Fonte: KOLBRICH et al. (2006) Modificado; MAURER et al. (2006) Modificado. 
 

A associação entre uso de cocaína e etanol não é incomum nos usuários 

(BASTOS & BERTONI, 2013; BASTOS et al., 2017), o que torna o contexto ainda mais 

agravante e expõe a necessidade da investigação pré-clínica da especificidade do 

anticorpo produzido. Dessa forma, a capacidade de ligação dos anticorpos IgG também 

a esses metabólitos, principalmente ao cocaetileno, poderia aumentar a eficácia da 

vacinação na proteção dos efeitos da exposição fetal à droga. Em contrapartida, uma 

ligação extensa aos metabólitos inativos da droga (i.e., ecgonina, benzoilecgonina) 

poderia reduzir a eficácia da vacinação, partindo-se das premissas anteriores. 

A investigação de subtipos de anticorpos de IgG anti-cocaína produzidos também 

é necessária para a compreensão dos mecanismos imunológicos nos quais o GNE-KLH 

estimula o sistema imunológico. O método ELISA utilizado neste estudo quantifica a 

densidade óptica dos anticorpos IgG anti-cocaína totais presentes na amostra e, sabe-

se que, todos os subtipos de IgG (IgG1, IgG2, IgG3 e Ig4) são transferidos ao feto em 

proporções distintas tanto por via placentária quanto pelo leite materno (MEHTA et al., 

1989; KIM et al., 1992; COSTA-CARVALHO et al., 1996). Esses subtipos podem ter 

afinidades distintas pela droga e permanecerem por tempos maiores ou menores no 

recém-nascido, alterando a eficácia da vacinação, uma vez que possuem afinidades 

diferentes para cada tipo de antígenos e induzem mecanismos efetores diferentes da 

imunidade adaptativa (SCHROEDER & CAVACINI, 2010; VIDARSSON et al., 2014).  

      A       B 
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6.2 Limitações do Estudo 

 

Os resultados do presente estudo são promissores, porém devem ser avaliados 

sob a luz de algumas limitações.  

O cálculo da amostra do segundo experimento foi feito para ter poder suficiente 

para avaliar as diferenças dos títulos de IgG. Isso pode ter prejudicado a observação da 

diferença de ganho de peso entre as mães tratadas com vacina e placebo, uma vez que 

o ganho de peso é altamente variável durante a gravidez, tanto em modelos animais 

quanto em estudos observacionais em mulheres. Usamos a densidade óptica para 

avaliar os títulos de IgG e IgM anti-cocaína, em vez de outras estratégias usadas para 

determinar os títulos de anticorpos. Embora isso possa impedir a comparabilidade dos 

títulos de anticorpos anti-cocaína de outros estudos, as correlações entre os títulos de 

anticorpos e os resultados da gravidez e as medidas comportamentais confirmaram as 

diferenças encontradas na densidade óptica. Este estudo não avaliou a influência da 

avidez do anticorpo anti-cocaína, que também pode influenciar nos efeitos protetores dos 

anticorpos. 

O presente estudo utilizou uma vacina com base no carreador de hapteno KLH. O 

KLH é útil como um transportador em modelos animais, mas menos útil para vacinas 

humanas. Essa proteína possui vários domínios semelhantes aos encontrados em 

proteínas de parasitas humanos prevalentes, como o Schistosoma mansoni (Van de 

VIJVER et al., 2004) e a a infecção prévia com esse parasita parece induzir a produção 

de anticorpos anti-esquistossomos (DISSOUS et al., 1986; GRZYCH et al., 1987), 

podendo se ligar ao KLH na vacinação, diminuindo seu efeito imunogênico (Van de 

VIJVER et al., 2004).   

Assim, estudos futuros devem testar diferentes carreadores de hapteno de 

cocaína ou diferentes estratégias vacinais para fornecer uma abordagem para uso 

humano. O presente modelo de proteção gestacional também deve ser testado em 

outros mamíferos para certificar sua reprodutibilidade e segurança para mães e filhotes 

até um possível um estudo clínico. 
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6.3 Perspectivas 

          6.3.1 Desenvolvimento de novas moléculas imunogênicas 

 

Diante da necessidade do estudo de moléculas mais efetivas e seguras como 

agentes imunogênicos na produção de anticorpos anti-cocaína, os calixarenos foram 

escolhidos pelo nosso grupo de pesquisa como possível molécula carreadora para a 

síntese de uma nova vacina anti-cocaína. 

Calixarenos (Figura 54) são macrociclos formados por unidades fenólicas 

conectadas entre si por meio de pontes metilênicas nas posições orto às hidroxilas. Os 

calixarenos tem a capacidade de formação de complexos de inclusão, com moléculas 

neutras e/ou ionizadas. Além disso, os calixarenos são facilmente funcionalizáveis, o que 

os torna versáteis plataformas para o desenvolvimento e síntese de receptores 

moleculares e ligantes multivalentes capazes de mimetizar e/ou afetar funções biológicas 

específicas (GUTSCHE, 2008; De FÁTIMA et al., 2009). 

Estudos recentes mostram que calixarenos funcionalizados são capazes de 

potencializar a resposta imunológica (GERACI et al., 2008). Quando comparados a 

outros carreadores, os calixarenos apresentam uma série de vantagens, tais como: 

estrutura bem definida, fácil obtenção, purificação e caracterização, fácil escalonamento 

para reações em grande escala, considerável estabilidade a altas temperaturas e luz e 

peso molecular acima de 1.000 g x mol-1, característica necessária para a indução de 

resposta imunológica (GERACI et al., 2008; SANSONE et al., 2010). 

 

Figura 54 - Calixarenos: estrutura geral. 

Fonte: De FÁTIMA et al. (2009). 
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          6.3.2 As vacinas UFMG-VAC4N2 e UFMG-VAC8N2 

 

Resultados obtidos no Núcleo de Pesquisa em Vulnerabilidade à Saúde – NAVeS, 

a partir de duas moléculas imunogênicas derivadas dos calixarenos, denominadas 

UFMG-VAC4N2 e UFMG-VAC8N2, sintetizadas no Grupo de Pesquisas em Química 

Orgânica e Biológica do Departamento de Química da UFMG (GEQOB), evidenciaram 

uma produção satisfatória de anticorpos IgG e IgM anti-cocaína em um modelo de 

vacinação em camundongos. Estudos toxicológicos, desenvolvidos no Laboratório de 

Toxicologia da Faculdade de Farmácia da UFMG, na Faculdade de Medicina e na Escola 

de Medicina Veterinária da UFMG, demonstraram que essas moléculas não induzem 

efeitos adversos significativos em camundongos, ratos e primatas, respectivamente. 

Além disso, um estudo farmacocinético com um análogo da cocaína marcado com 

tecnécio metaestável (Tc99m), desenvolvido no Laboratório de Radioisótopos da 

Faculdade de Farmácia da UFMG, demonstrou a capacidade dessas moléculas em 

reduzir a passagem da droga pela BHE, sendo, assim, substâncias promissoras para o 

tratamento da dependência química à cocaína e crack (NETO, 2017; MAIA, 2018). 

Com o objetivo de caracterizar aspectos fenotípicos e funcionais da resposta 

imunológica in vitro às vacinas anti-cocaína sintetizadas pelo nosso grupo, está sendo 

desenvolvido, em parceria com o Instituto René Rachou (Fiocruz-Minas), um estudo no 

qual serão caracterizadas as principais células-alvo na interação in vitro das vacinas 

UFMG-VAC4N2 e UFMG-VAC8N2 com sangue periférico de indivíduos saudáveis e 

usuários e o perfil de produção de mediadores inflamatórios e anti-inflamatórios nesses 

indivíduos. Esse estudo é importante para determinar o perfil imunológico pré e pós-

vacinal, que está diretamente relacionado à eficácia da vacina na produção de anticorpos 

anti-cocaína (KOSTEN et al., 2014).  

Estão sendo desenvolvidos, em parceria com a Faculdade de Farmácia e do 

Departamento de Química da UFMG, uma série de estudos visando obter uma 

formulação efetiva e segura para administração dessas vacinas em humanos. Esses 

estudos incluem: padronização de um método analítico para dosagem dos compostos 

na formulação, estudos de estabilidade e desenvolvimento da formulação propriamente 

dita e estudos de toxicidade da formulação em murinos e primatas.  
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7 CONCLUSÃO  

Os resultados do presente estudo demonstram que o imunoconjugado GNE-KLH 

é capaz de induzir a produção de anticorpos IgG e IgM anti-cocaína em ratas antes, 

durante e após a gestação na presença ou ausência de cocaína administrada no período 

gestacional. Os anticorpos IgG são transferidos aos filhotes por meio do leite materno, 

reduzindo a chegada da droga à prole no período de amamentação. Tais anticorpos são 

capazes de atenuar o efeito hiperlocomotor e exploratório induzido pela cocaína nos 

filhotes recém-desmamados, mas não na idade adulta. Os anticorpos IgG anti-cocaína 

das mães e filhotes de fato se ligam à droga, apresentando especificidade e, 

consequentemente, sendo capazes de bloquear sua ação. Os anticorpos IgG anti-

cocaína produzidos pelas ratas na primeira gestação permanecem após o desmame da 

prole e são transferidos aos filhotes em uma segunda gestação. Esses resultados 

indicam que o GNE-KLH possui potencial para ser reposicionado como uma estratégia 

imunológica para proteção intrauterina à exposição à cocaína e ao crack. 
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