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RESUMO

A dependéncia a cocaina e crack € um problema mundial de satude publica para o qual
ainda nao existem farmacos aprovados para o tratamento. A apresentacao de moléculas
de cocaina ao sistema imunolégico por meio de estruturas quimicas imunogénicas é
capaz de induzir a producdo de anticorpos que podem realizar antagonismo
farmacocinético a droga, reduzindo seus efeitos sistémicos e a autoadministracdo da
droga. O estudo das imunoterapias € um campo promissor para o tratamento da
dependéncia quimica a cocaina. O GNE-KLH € um imunoconjugado que apresentou
eficacia satisfatdria na producédo de anticorpos anti-cocaina e reversao dos efeitos da
droga em ensaios pré-clinicos. A exposicao pré-natal a cocaina e crack induz desfechos
obstétricos e poés-natais negativos nas maes, feto, recém-nascido e na crianca e
adolescente. Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar se a imunoterapia com
GNE-KLH para a dependéncia a cocaina pode fornecer protecdo materno-fetal contra
desfechos negativos obstétricos e pds-natais associados a exposicao pré-natal a droga.
No primeiro experimento, ratas adultas receberam GNE-KLH (500 pL de emulséo 0,035
puL/mL, i.p.) ou placebo (adjuvante de Freund completo ou incompleto) nos tempos DO,
7, 21 e 42 e foram acasaladas no tempo D35. Determinou-se o0 ganho de peso durante
a gestacao, tempo de gestacdo, mortalidade materna, tamanho da ninhada e mortalidade
de filhotes. No segundo experimento, as maes foram imunizadas conforme o protocolo
anterior e receberam uma dose diaria de 20 mg/kg de cocaina durante os dois periodos
gestacionais avaliados. Os parametros gestacionais do primeiro experimento também
foram avaliados neste segundo protocolo. O ELISA determinou a presenca e a
especificidade dos anticorpos IgG e IgM anti-cocaina no soro das maes e filhotes e no
leite materno. O modelo de campo aberto determinou o efeito da cocaina na prole apos
o desmame e na idade adulta. Os resultados demonstram que: 1. ratas vacinadas com
GNE-KLH produzem e mantem titulos de anticorpos IgG e IgM anti-cocaina durante duas
gestacodes, corroborando a eficacia da vacinacdo nas maes, 2. na presenca da exposicao
gestacional a cocaina, houve reducdo dos desfechos obstétricos negativos nas ratas
vacinadas, 3. encontramos presenca de anticorpos IgG anti-cocaina nos filhotes,
confirmando a transferéncia passiva dos anticorpos, 4. encontramos presenca de
anticorpos 1gG anti-cocaina no leite materno, confirmando um dos mecanismos de
transferéncia desses anticorpos, 5. encontramos reducdo dos efeitos comportamentais
da administracao de cocaina nos filhotes apés o desmame, mas nao na idade adulta e,
6. 0s anticorpos apresentam especificidade pela droga, ratificando os resultados
anteriores. Esses resultados sugerem que a imunoterapia com GNE-KLH para
dependéncia a cocaina pode fornecer protecdo materno-fetal contra desfechos negativos
associados a exposicao intrauterina a droga e no periodo pos-natal imediato.

Palavras-chave: cocaina, crack, exposicdo pré-natal, gestacdo, imunoterapia, vacina
anti-cocaina, GNE-KLH.



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 pL, emulsion 0,035
puL/mL, intraperitoneally) or placebo (Freund’s complete or incomplete adjuvant) at times
DO, 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.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Estrutura quimica da COCAIMNA .......cccveveviuiieiereeeeeeiet ettt 22
Figura 2 - Estrutura quimica dos principais haptenos da coCaiNa............c.ccceeveveveeeeeveeeeeeieene, 41
Figura 3 - Teste da gota para verificagio de estabilidade da emulsdo. A auséncia de dispers&o da
gotaindica a integridade da emulsédo preparada, como o0bservado ........cccccooecvviiiiiee e 54
Figura 4 - Fotomicrografia 6tica demonstrando as fases do ciclo estral em ratas. (A). Metaestro
(B.) Diestro (C). Proestro (D). ESIIO ... ..uuii ittt ettt e e e e 56
Figura 5 - Linha do tempo do protocolo de avaliagéo da eficacia da imunizagdo com GNE-KLH na
producdo de anticorpos anti-cocaina em ratas gravidas .....ccccooeeceiieiieree i 60
Figura 6 - Escala temporal do protocolo de avaliagdo da eficacia dos anticorpos IgG anti-cocaina
na protecdo materno-fetal a exposicdo a cocaina durante a primeira gestacdo e o periodo entre
o LTS = Vo o 1= PSR SOPRRRPR 61
Figura 7 - Escala temporal das coletas nos filhotes na primeira gestago ..........c.coceverereeereennnns 62
Figura 8 - Escala temporal do protocolo de avaliagio da eficacia dos anticorpos IgG anti-cocaina
na protecdo materno-fetal a exposicéo a cocaina durante a segunda gestacao.........cccccceeeervrivennen. 63
Figura 9 - Escala temporal das coletas nos filhotes na segunda gestagao .........c.ccceceereeerereennns 63
Figura 10 - (A). Aparato utilizado para avaliagéo da atividade locomotora e exploratéria de animais

em modelo de campo aberto. (B.) Habituagdo e observacdo do comportamento dos filhotes durante

Lo I =) q o 1= T 4 1= ] (o T 64
Figura 11 - Escalatemporal da avaliagdo do comportamento locomotor e exploratério dos filhotes
no modelo de campo aberto 10go ap0sS 0 dESMAMIE ........uviiiiiiii i 64
Figura 82 - Escala temporal da avaliagdo comportamental dos animais no modelo de campo
aberto no protocolo de sensibilizagc80 tardia & COCAINA ........covcviiiiiiiii e 65
Figura 93 - Titulos médios de anticorpos IgG anti-cocaina nas méaes, expressos em densidade
optica (DO), no curso temporal do primeiro eXPeriMeENTO ........ccvie e 67
Figura 14 - Titulos médios de anticorpos IgM anti-cocaina nas mées, expressos em densidade
optica (DO), no curso temporal do primeiro eXPeriMeENtO ........cccee i 68
Figura 15 - Evolugdo da massa corporal absoluta média, expressa em gramas (g), durante os
periodos pré-gestacional e gestacional das mdaes vacinadas e n&o vacinadas no primeiro
o3 =1 £=1 21 (o TSRS 69
Figura 16 - Evolugdo do ganho de massa corporal médio, expressa em gramas (g), durante os
periodos pré-gestacional e gestacional das mées vacinadas e ndo vacinadas no primeiro

L o L= T £ T=T 0} (o TP RR 70



Figura 17 - Namero médio de filhotes nascidos vivos em mées vacinadas e ndo vacinadas...... 71
Figura 18 - Namero médio de filhotes ap6s o desmame em mées vacinadas e ndo vacinadas... 72
Figura 109 - Titulos médios de anticorpos IgG anti-cocaina no desmame, expressos em
densidade éptica (DO), em filhotes de maes vacinadas e N80 vacinadas.........cccccceeeeviiicivineeneeeneinns 72
Figura 2011 - Titulos médios de anticorpos IgM anti-cocaina no desmame, expressos em
densidade dptica (DO), em filhotes de mées vacinadas € NAo vacinadas.......c.c.cccccveeevciieeeesiveee e 73
Figura 21 - Titulos médios de anticorpos IgG anti-cocaina nas méaes, expressos em densidade
optica (DO), no curso temporal do SeguNd0o EXPErMENTO ....ccc.eiiiiiieiiiiiiee et eee e 74
Figura 22 - Titulos médios de anticorpos IgM anti-cocaina nas mées, expressos em densidade
Optica (DO), no curso temporal do SeguNdO EXPErIMENTO ....uuiiiiiiii i e e e e 76
Figura 23 - Evolugédo da massa corporal absoluta média em mées vacinadas e ndo vacinadas,
expresso em gramas (g), durante a primeira gestacéo do segundo experimento .........ccccccceveeeennnns 77
Figura 24 - Evolugdo do ganho de massa corporal médio em mées vacinadas e ndo vacinadas,
expresso em gramas (g) durante a primeira gestacdo do segundo experimento .........ccccceeeeeeernnnns 78
Figura 25 - Evolugédo da massa corporal absoluta média em mées vacinadas e ndo vacinadas,
expressa em gramas (g) durante a segunda gestacdo do segundo experimento .........ccccuveeeeeeernnnnns 78
Figura 26 - Evolucdo do ganho de massa corporal médio em mées vacinadas e ndo vacinadas,
expressa em gramas (g), durante a segunda gestacdo do segundo experimento .........cccccceeveeerrnnns 79

Figura 27 - Tempo médio das gestacdes, expresso em dias, em maes vacinadas e ndo vacinadas

Figura 28 - Namero médio de filhotes nascidos vivos em mées vacinadas e nfo vacinadas...... 81
Figura 29 - Namero médio de filhotes apds o desmame em mées vacinadas e ndo vacinadas... 82
Figura 30 - Evolugdo da massa corporal absoluta média, expressa em gramas (g), apds o
desmame em filhotes da primeira gestacdo de mées vacinadas e ndo vacinadas .........cccccccceeeeennns 82
Figura 31 - Evolug&o do ganho de massa corporal absoluta média, expressa em gramas (g), apés
o desmame em filhotes da primeira gestacéo de mées vacinadas e ndo vacinadas ...........ccc.ccooo... 83
Figura 31 - Evoluc&o do ganho de massa corporal absoluta média, expressa em gramas (g), apos
o desmame em filhotes da primeira gestacdo de méaes vacinadas e ndo vacinadas ...........ccc.ccoe... 84
Figura 33 - Titulos médios de anticorpos IgG anti-cocaina, expressos em densidade 6ptica (DO),

nos filhotes de maes vacinadas e ndo vacinadas no curso temporal de 14 dias ap6s o desmame da

SY=To 0T g Yo b= W o 1=1S] = Tot- Lo LT PP RUORTUPPRRPP 85
Figura 34 - Titulos médios de anticorpos IgM anti-cocaina, expressos em densidade 6ptica (DO),

nos filhotes de maes vacinadas e nédo vacinadas no curso temporal de 21 dias apds o desmame da

(O] gT L=l = W [=2S] = Tot= Lo LT PTTP TP 85



Figura 35 - Titulos médios de anticorpos IgM anti-cocaina, expressos em densidade Optica (DO),
nos filhotes de maes vacinadas e ndo vacinadas no curso temporal de 14 dias ap6s o0 desmame da

SL=To 10T alo F= W o 1=2] = Lo T O PO O PP PPPPPPPPPPPPT 86
Figura 36 - Distancia percorrida média, em metros (m), apds tratamento com cocaina, por filhotes
de maes vacinadas € N0 VACINAUAS .......ueiiiiiiiiiiiiiiiii ettt ettt e e e s e st e e e e e e s e ssnnteneeeaaeeeeanns 86
Figura 37 - Namero médio de entradas no centro do aparato de observagéo, apos tratamento com
cocaina, realizadas por filhotes de mées vacinadas € Na0 VacinadasS............cccuvvvvereeeeeiivinineeeeeeennnns 87
Figura 38 - Graficos de locomog&o em fihotes de mées vacinadas, na parte superior, e de maes
ndo vacinadas, na parte inferior. (A) Basal de filhotes de maes vacinadas. (B) Pos-tratamento com

cocaina de filhotes de mées vacinadas. (C) Basal de filhotes de mées nédo vacinadas. (D) Pd4s-

tratamento com cocaina de filhotes de m&es N80 VACINAAS ........covvivviiiiiiee i 88
Figura 39 - Titulos de anticorpos IgG anti-cocaina, expressos em densidade 6ptica (DO), nos

filhotes de mées vacinadas e néo vacinadas no curso temporal do protocolo de avaliac&o do efeito

da sensibilizag8o tardia @ COCAINA ......ccviiiiiiee e e e e e s e e e e e e s e s nnntneeeeeeeeeeannns 89
Figura 40 - Titulos de anticorpos IgM anti-cocaina, expressos em densidade Optica (DO), nos

filhotes de mées vacinadas e néo vacinadas no curso temporal do protocolo de avaliagdo do efeito

da sensibilizag8o tardia @ COCAINA .....occueiiiiie e e e s e st e e e e e s e s nnntnaeeeeeeeeeannns 90
Figura 41 - Evolugdo da massa corporal absoluta média, expressa em gramas (g), nos filhotes de

mées vacinadas e ndo vacinadas no curso temporal do protocolo de avaliacdo do efeito da

SeNSIDIliZAgaO0 tardia & COCAINEA ......uviii ittt et e e e bb e e e sbbeeeeans 90
Figura 42 - Evolugéo do ganho de massa corporal médio, expresso em gramas (g), nos filhotes

de mées vacinadas e ndo vacinadas no curso temporal do protocolo de avaliacdo do efeito da

SeNSIDIliZAg0 tardia & COCAINEA ......uviii ittt et e e e bb e e e sbbeeeeans 91
Figura 43 - Distancia percorrida, em metros (m), por filhotes de filhotes de maes vacinadas e n&o

vacinadas no desafio salina/cocaina do protocolo de avaliagdo do efeito da sensibilizagdo tardia a

(odo [o7- 1 o - H T 91
Figura 44 - Distancia percorrida, em metros (m), por filhotes de filhotes de maes vacinadas e n&o

vacinadas no desafio cocaina do protocolo de avaliacdo do efeito da sensibilizacdo tardia a cocaina

Figura 45 - Distancia percorrida, em metros (m), por filhotes de filhotes de mées vacinadas e no

vacinadas no desafio salina do protocolo de avaliacdo do efeito da sensibilizagéo tardia a cocaina

Figura 46 - Titulos médios de anticorpos IgG anti-cocaina, expressos em densidade 6ptica (DO),

no leite de mées vacinadas e ndo vacinadas quando em diluicBes crescentes da amostra ........... 93



Figura 47 - Titulos de anticorpos IgG anti-cocaina, expressos em densidade 6ptica (DO), no leite
de mées vacinadas e ndo vacinadas Na diluiGa0 1:100 .......cccoiiiiiiiniiiieeiiiiee e 93
Figura 48 - Titulos de anticorpos IgM anti-cocaina, expressos em densidade 6ptica (DO), no leite
de maes vacinadas e ndo vacinadas quando em diluicdes crescentes da amostra.........ccccceeeeennnns 94
Figura 49 -Titulos de anticorpos IgM anti-cocaina, expressos em densidade 6ptica (DO), no leite
de maes vacinadas e ndo vacinadas Na diluiGCa0 L1:100 .......cccceeveeeeiiiiiiiiiiee e e e e s srrrrrr e e e e e e 95
Figura 50 - Titulos médios de anticorpos IgG anti-cocaina, expressos em densidade 6ptica (DO),

em maes vacinadas e ndo vacinadas e filhotes de mées vacinadas e ndo vacinadas, da primeira

gestacdo, quando em adsorcédo com concentragcdes crescentes de coCaiNa......ccccceevevicvvieeereeennnnns 97
Figura 51 - Titulos de anticorpos IgG anti-cocaina, expressos em densidade 6ptica (DO), em méaes

vacinadas e ndo vacinadas e filhotes de mées vacinadas e néo vacinadas, da segunda gestacéo,
guando em adsorcdo com concentracfes crescentes de COCAINA ......covvvveeeiiieeeiiiiie e 97

Figura 52 - Titulos de anticorpos IgG anti-cocaina, expressos em densidade 6ptica (DO), no leite

de mées vacinadas e ndo vacinadas quando em adsor¢cdo com concentracfes crescentes de
[ofo Lot 11 - WP PO PP PPPP TP PPROPRN 98

Figura 53 - Metabdlitos ativos da cocaina. (A). Norcocaina e (B). Cocaetileno ..........cccccceeuenee. 111

Figura 54 - Calixarenos: @Strutura Geral .............ccceeueveuiueuieiiieeeeeseses ettt 113



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

% Porcentagem

* Indica diferenca estatistica significativa

> Maior que

< Menor que

® Marca registrada

™ Marca comercial (do inglés trade mark)

°C Grau Celsius

Mg Microgramas

pL Microlitro

pmol Micromol

ATP Adenosina trifosfato

BHE Barreira hematoencefélica

BSA Albumina sérica bovina (do inglés Bovine serum albumin)

CCD Cromatografia de camada delgada

CD Grupamento de diferenciacdo (do inglés Cluster of
differentiation)

CEUA Comiss&o de Etica no Uso de Animais

cm Centimetro

CONCEA Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal

D Dia

D1 Receptor Dopaminérgico 1

DP Desvio padrao

EDC 1-etill-3-(3-dimetil aminopropil) carbodiimida

EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético (do inglés Ethylenediamine

tetraacetic acid)

ELISA Ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (do inglés Enzyme-
linked immunosorbent assay)



FcRn

Fiocruz

9

9
GEQOB
GNC
GND
GNE
GNT

KLH

Log

mg
MHC
min
mL
mM

mm

Receptor neonatal Fc

Fundacao Oswaldo Cruz

Forca G

Gramas

Grupo de Pesquisas em Quimica Organica e Bioldgica
Hapteno utilizado para sintese das vacinas anti-cocaina
Hapteno utilizado para sintese das vacinas anti-cocaina
Hapteno utilizado para sintese das vacinas anti-cocaina
Hapteno utilizado para sintese das vacinas anti-cocaina
Horas

Intraperitoneal

Concentrac¢ao inibitéria média

Insumo farmacéutico ativo

Imunoglobulina

Imunoglobulina G

Imunoglobulina M

Interleucina

Quilograma

Hemocianina do molusco Megathura crenulata

Litro

Logaritmo

Metros

Miligramas

Complexo Principal de Histocompatibilidade

Minutos

Mililitro

Concentragao micromolar (micromol por litro)

Milimetros



mol Quantidade de matéria

n Numero de animais por grupo experimental

N Concentragcao normal (equivalentes-gramas por litro)

NAVeS Nucleo de Estudos em Vulnerabilidade a Saude

nm Nanbémetros

OoMS Organizacdo Mundial de Saude

p Probabilidade de Significancia

p/v Concentracdo em peso por volume

PBS Solucdo salina tamponada com fosfato (Phosfate-buffered
saline)

pH Potencial Hidrogenibnico

r Coeficiente de determinagéo

RMN Ressonancia magnética nuclear

rpm Rotacdes por minuto

SNC Sistema Nervoso Central

Tco%m Tecnécio metaestavel

TGF-B Fator de transformacdo do crescimento beta (do inglés
Transforming growth factor beta)

TT Toxicoide Tetanico

UFMG-VAC4N2 Vacina derivada da molécula de calixareno

UFMG-VAC8N2 Vacina derivada da molécula de calixareno

ul Unidade Internacional

% Volume

VS versus



SUMARIO

(LN RESI0] 510070 PR 21
1.1 Cocaina e dependéncia qQUIMICA........ccuviiiiiiiiiii i eeeeeeiee e e e e e e e e e e eeenens 21
1.2 Epidemiologia do uso de cocaina @ CraCk ..........cccuuieieiiiieiiiiiiiiiiieieeee e 23
1.3 Formas de coNSUMO AA COCAINA..........coiuiieiiiiiieieiee e 24
1.4 Farmacodin&miCa da COCAINA........ccoiiirririeee et 24
1.5 Consequéncias do USO da COCAINA..........cccceueuiuiuiiiiiieieieee e 25
1.6 O uSO da coCaiNa € 8 gESTAGAD ..........ceuviiueieece e 26
1.6.1 Epidemiologia do uso da cocaina durante a gestagcdo........ccccceceeeuneee. 27
1.6.2 Potenciais mecanismos de acdo da cocaina durante a gestacéo ......... 28
1.6.3 Efeitos gestacionais do USO da COCAINA .....cccoovvrvreeririciicceeeee e 29
1.6.4 Consequéncias fetais e ao recém-nascido do uso de cocaina............... 30

1.6.5 Evolucdo e prognostico da crianca e do adolescente expostos a

cocaina durante 0 periodo gestacional ..o, 34
1.7 Farmacoterapia para o tratamento da dependéncia quimica a cocaina.............. 36
1.8 O Sistema imunoldgico no tratamento da dependéncia quimica.........ccccccoceee.. 38
1.9 Vacinas anti-cocaina e 0 GNE-KLH............cc.cccoooiiiiiiiiiiicccecee e, 40

1.9.1 OS NAPLENOS ..o 40

1.9.2 OS QAJUVANTES ....ooieiiicieiecee e 42

1.9.3 AS VACINQAS 1ESTAUAS ......c.cucueieieiiiciieeieee et 43
1.10 A vacinacgao na protecdo da exposicao intrauterina a cocaina e crack ............ 43
2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESES ...t 46
B OBUIETIVOS ...t 48
3.1 ODJEEIVO GEIAI ...ttt 48
3.2 ODjJetiVOS ESPECITICOS ..ot 48
4 MATERIAL E METODOS ... 50
4.1 ANIMaiS EXPEIIMENTAIS ....o.ocvivieiiicicie et 50
4.2 Drogas, fArmacosS € rEAGENTES ...t 51

4.3 Preparo dos reagentes, solucdes e suspensdes, doses e vias de

AAMINISTIAGEOD ...ttt e e e ettt enes 52



4.3.1 Preparo do hapteno GINE ... ... et 52

4.3.2 Conjugacao GNE-KLH/GNE-BSA ... 53
4.3.3 Purificac8o dos imunocoNjUQAdOS .....cccocouiirririrrinieeeiesse e 53
4.3.4 Preparo da formulacdo do imunoconjugado GNE-KLH ..........c.cccccoeennne. 54
4.3.5 Preparo da solucdo de COCAINA .......cccceevviiicvieccieeccee s 55
4.4 Determinagé&o das fases do ciclo estral e acasalamento ..., 55
4.5 Dosagem de anticorpos anti-cocaina — ELISA INdireto.........ccccocovveviviiieneiceneen, 57
4.5.1 Etapa 1: Fixacdo do conjugado GNE-BSA ..o 57
4.5.2 Etapa 2: Diluicdo e incubac8o das amosStras........ccceveericcnicnneeens 57
4.5.3 Etapa 3: Revelacéo e leitura da placa ... 58
4.6 Dosagem de anticorpos anti-cocaina — Ensaio de competicéo.................. 58
4.7 ANAIISE ESTALISTICA ...t 59
4.8 ProtOCOI0S EXPEIIMENTAIS. ......ooiuiiriiiicieieieee st 59

4.8.1 Experimento 1 — Avaliacdo da eficacia do GNE-KLH na producao de

anticorpos anti-cocaina em ratas gravidas ......ocoooeoeooeeoeeee oo, 59

4.8.2 Experimento 2 — Avaliacdo da eficacia dos anticorpos IgG anti-cocaina

na protecdo materno-fetal & expoSiCA0 & COCAINA ....c.ooveeveceeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 61

4.8.3 Avaliacao do comportamento locomotor e exploratério dos filhotes

em modelo de campPO @DEITO ..o 63
4.8.4 Coleta de 1ite MALEINO ......c.cooiveeieieeeeee s 66
S RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt ettt se et se s ensans 67
5.1 Experimento 1 — Avaliacdo da eficacia do GNE-KLH na producédo de anticorpos
anti-cocaina em ratas GravidaS ..o 67
5.1.1 Titulos de anticorpos 1gG anti-cocaina Nas Maes..........ccccecevverveeeerinnnnn. 67
5.1.2 Titulos de anticorpos IgM anti-cocaina Nnas Maes .........c.cccococeeeveverrrernnnne, 68
5.1.3 Ganho de massa corporal das MAES ..........cccccoeeeueeeiceieiieieeeee e, 69
5.1.4 Tamanho da ninhada, mortalidade materna e tempo de gestacao........ 71
5.1.5 Mortalidade de filNOLES ... 71
5.1.6 Titulos de anticorpos 1gG anti-cocaina nos filhotes..........c.cccccevvvneee. 72

5.1.7 Titulos de anticorpos IgM anti-cocaina nos filnoteS........cccoccvvecveeeveeenee.. 73




5.2 Experimento 2 — Avaliacdo da eficacia dos anticorpos IgG anti-cocaina na

protecdo materno-fetal & eXpOSIGAO & COCAINA ........cciviiiririiiec e, 73
5.2.1 Titulos de anticorpos 1gG anti-cocaina Nas Maes ........cccooevevverrerenennnn. 73
5.2.2 Titulos de anticorpos IgM anti-cocaina Nas Maes .........cccocoevevevernereennne. 75
5.2.3 Ganho de massa corporal dasS MAaES ........cccocoreerrrececeeeee e 76
5.2.4TemMPO A€ GESTACED ....cuouvieeeieieeeee et 79
5.2.5 Tamanho da ninhada e mortalidade materna ..........ccccecevevreeeenrrnennne. 80
5.2.6 Mortalidade de filNOTES ......ccccooiiire e 80
5.2.7 Ganho de massa corporal dos filnOtes ..., 81
5.2.8 Titulos de anticorpos IgG anti-cocaina nos filhotes.........cccccevirnine. 83
5.2.9 Titulos de anticorpos IgM anti-cocaina nos filnotes. ..., 84

5.2.10 Atividade locomotora em modelo de campo aberto — efeito agudo da

AAdMINISTIACAD B COCAINA .ottt ettt et e ee e e e e e eeeee e, 86

5.2.11 Atividade locomotora em modelo de campo aberto — efeito da

sensibilizac8o tardia & COCAINA. .......coviirriicee e 88
5.2.12 Titulos de anticorpos 1gG anti-cocaina no leite materno ....................... 92
5.2.13 Titulos de anticorpos IgM anti-cocaina no leite materno..................... 94
5.2.14 Titulos de anticorpos IgG anti-cocaina — ensaio de competicéo......... 95
B DISCUSSAO ..o 99
6.1 Avaliacdo dos resultados eXperimentaiS ........cccovvvuuiiiiiieeeeeeeeeee e 99
6.1.2 Producédo de anticorpos IgG e IgM nas mées vacinadas.........c.cccooouu.... 99
6.1.2 Presenca de anticorpos IgG anti-cocaina nos filhotes........cccccceeeeene. 103
6.1.3 Presenca de anticorpos anti-cocaina no leite materno .........ccccceevee. 104
6.1.4 Atenuacdo do efeito agudo da cocaina nos filhotes.........cccooeveeerne. 106
6.1.5 Especificidade dos anticorpos IgG a cocaina ...........cccccoeeeeieecececveeennn. 109
6.2 LiMitag0es A0 ESTUAO .....c.oiiiiicc s 112
B.3 PEISPECIIVAS ..ottt ettt bttt ettt ettt 113
6.3.1 Desenvolvimento de novas moléculas imunogénicas .........ccooeeuennne. 113
6.3.2 As vacinas UFMG-VACAN2 e UFMG-VACS8N2..........ccccccovvviiieeeeieeiens 114
7 CONCLUSAOQ ... 115

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS . ..o, 116



21

1 INTRODUCAO

O uso de drogas € um problema mundial de saude publica. O estudo das terapias
imunoldgicas constitui uma area promissora de pesquisa para 0 desenvolvimento de
tratamentos para a dependéncia quimica em cocaina e crack, um transtorno psiquiatrico
de consideravel relevancia social e ainda sem um tratamento farmacoldgico eficiente e
seguro. O uso de cocaina e crack durante a gestacdo ¢ um problema ainda mais grave,
por induzir efeitos deletérios ndo apenas nas mées usuarias, mas também nos filhos, os
quais podem apresentar diversos transtornos psiquiatricos na infancia e adolescéncia
associados a exposicao pré-natal a droga. Dessa forma, na presente tese, abordaremos
uma aplicacéo inédita e inovadora das terapias imunoldgicas: a protecdo materno-fetal
da exposicdo a cocaina durante a gravidez e amamentacao.

O presente trabalho serd apresentado em 7 capitulos. No capitulo 1, introducéo,
iremos rever conceitos basicos sobre a cocaina e as consequéncias de seu uso durante
a gestacdo. Nos capitulos 2 e 3, abordaremos as justificativas, hipoteses e o0s objetivos
gerais e especificos do trabalho. No capitulo 4, descreveremos os métodos utilizados no
estudo e, no capitulo 5, os resultados obtidos por meio desses métodos. No capitulo 6,
discutiremos o0s resultados, baseados nos conhecimentos prévios encontrados na
literatura técnico-cientifica. Finalmente, no capitulo 7 apresentaremos as conclusfes do

trabalho.

1.1Cocaina e dependéncia quimica

A cocaina (Figura 1) é um alcaloide tropanico extraido das folhas da planta
Erythroxylum coca, popularmente conhecida nos paises andinos como “coca”, e
cultivada em regides de clima seco das Américas do Sul e Central, México, Indonésia e
Leste da india (GOLDSTEIN et al., 2009; De GIOVANNI & MARCHETTI, 2012).

Estudos antropologicos 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

infusbes, com objetivo de melhorar a disposicdo e o animo de quem a consome
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(STALEY, 2006; GOLDSTEIN et al., 2009; CHASIN et al., 2014). A folha de coca
apresenta, em meédia, concentracfes de 3 a 5% de cocaina, dependendo da regido
cultivada e do método de extracdo utilizado (JENKINS et al., 1996). Essa concentracao
€ baixa para produzir um efeito intenso e duradouro, como o buscado pelos usuarios
guando 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 cocaina foi extraida e purificada pelo quimico alemao Friederich
Gaedcke (CALATAYUD & GONZALEZ, 2003; GOLDSTEIN et al., 2009).

Os efeitos terapéuticos da cocaina sdo mdultiplos, sendo que o efeito anestésico
foi o primeiro a ser descoberto pelo quimico austriaco Albert Niemann em 1865. Os
efeitos psicotropicos da cocaina foram identificados pelo fisiologista Wassili von Arep em
1879 (CALATAYUD & GONZALEZ, 2003; GOLDSTEIN et al., 2009). Na segunda metade
do século XIX, a cocaina teve seu uso terapéutico difundido por Freud, com o propdésito
de aliviar os sintomas da depressao e curar a dependéncia a morfina. No entanto, casos
de intoxicacdes e Obitos associados ao uso dessa substancia levaram, em 1914, a
proibicdo do consumo e comercializacdo de quaisquer produtos que a contivesse
(GOLDSTEIN et al., 2009).

Na década de 70 houve um aumento no abuso de cocaina, o que é considerado
o inicio de um grande problema de saude publica mundial, que perdura até os dias atuais
(CALATAYUD & GONZALEZ, 2003; GOLDSTEIN et al., 2009; BASTOS et al., 2017).
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Figura 12 - Estrutura quimica da cocaina.
Fonte: SAUVAIN et al. (1997).
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1.2Epidemiologia do uso de cocaina e crack

O uso e a dependéncia a cocaina e ao crack, um derivado fumavel da cocaina,
sdo causas importantes de morbidade e mortalidade e tornaram-se, desde o inicio dos
anos 1990, um fendbmeno de salude publica conhecido como epidemia do crack
(CORNER & O'BRIEN, 1996; CORNISH et al., 1996; BUTLER et al., 2017).

Em 2017, estima-se que 18 milhfes de pessoas consumiram cocaina no mundo,
representando 0,4 % da populacdo com idade entre 15 e 64 anos. Esse dado indica um
aumento global do uso da droga em relagdo a ultima estimativa, do ano de 2013. O
aumento do consumo da droga foi observado nos Estados Unidos, Canada, Austrélia,
Nova Zelandia e em paises da Europa Ocidental e Central e América do Sul, incluindo o
Brasil (UNODC, 2019).

No Brasil, o Ill Levantamento Nacional sobre o uso de drogas, realizado pelo
ICICT/Fiocruz (Instituto de Comunicacdo e Informacdo Cientifica e Tecnologica em
Salde da Fundacdo Oswaldo Cruz) tragou o panorama mais atual sobre o uso de
cocaina e crack no pais. Nesse levantamento, foram entrevistados cerca de 17 mil
brasileiros, com idades entre 12 e 62 anos. A cocaina em pé € apontada, nessa pesquisa,
como a segunda droga mais consumida no pais: 3,1% relataram ja ter consumido a
substancia. Nos 30 dias anteriores a pesquisa, 0,3% dos entrevistados afirmaram ter
feito uso de cocaina. Aproximadamente 1,4 milhdo de pessoas entre 12 e 65 anos
relataram ter feito uso de crack e similares alguma vez na vida, 0 que corresponde a
0,9% da populacdo 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 populacdo (BASTOS et al., 2017). Apesar da amostra coletada
ser domiciliar, ndo englobando usuarios em situages especiais, tais como: moradores
de rua e detentos, os dados ainda mostram um numero significativo de usuérios no pais.

Outro estudo realizado pela Fiocruz também avaliou o quantitativo de usuarios de
crack e/ou similares que sao menores de idade. Nesse levantamento, para as capitais
do Brasil, observou-se que, dentre os 370 mil usuarios de crack e/ou similares estimados,

cerca de 14% eram menores de idade, representando aproximadamente 50 mil criangas
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e adolescentes que utilizam a droga (BASTOS & BERTONI, 2014). Trata-se de um dado
preocupante, haja visto as consequéncias do uso da droga nessa idade.

O numero de mortes associadas ao uso de cocaina e crack vem crescendo nas
tltimas décadas, sendo resultado principalmente de overdoses, acidentes e, sobretudo,
da violéncia (LARANJEIRA et al., 2014; BASTOS et al., 2017).

1.3Formas de consumo da cocaina

As formas mais comuns de consumo de cocaina sdo por aspiracdo, injecao
intravenosa ou fumada. O cloridrato de cocaina € um po cristalino, hidrossolavel, que
pode ser ministrado por via aspirada pelas narinas, sendo absorvido pela mucosa nasal
ou diluido em meio aquoso e injetado por via intravenosa (CHASIN et al., 2014).

A base livre de cocaina, chamada de pasta base ou crack, € insollivel em 4gua e
tem alto ponto de fusdo e ebulicdo. Dessa forma, ela pode ser aquecida, evaporada e
inalada pelas vias aéreas pelo consumidor. A absorcao da droga ocorre pelos pulmdes,
que, por ter uma grande area superficial, aumenta a velocidade e extenséo da absorcao,
evita o0 mecanismo de primeira passagem e acelera a chegada da droga ao cérebro.
Essa farmacocinética produz um efeito mais rapido e mais intenso, que leva, por
consequéncia, a dependéncia mais rapidamente (CALATAYUD & GONZALEZ, 2003;
GOLDSTEIN et al., 2009; CHASIN et al., 2014).

1.4 Farmacodinamica da cocaina

A partir da corrente sanguinea, a cocaina pode atuar em érgaos periféricos, como
0 coragdo, vasos sanguineos e musculatura ocular. A droga pode ser sequestrada pelos
adipdcitos, em razao da grande lipofilicidade da molécula e pode também atravessar a
barreira hematoencefalica (BHE). Apos passar pela BHE, a cocaina pode se acumular
no sistema nervoso central (SNC), produzindo efeitos caracteristicos da estimulacdo do
sistema nervoso simpatico e no circuito de recompensa, onde aumenta as concentracdes
de dopamina. Essas acdes no SNC sédo percebidas pelo usuario como euforia, sensacao
de bem-estar e desinibicdo (KINSEY et al., 2010). Tais efeitos sdo provocados pelo

acumulo de catecolaminas nas jun¢des sinapticas, devido a inibicdo do transportador
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pré-sinptico pela droga (KELLER & SNYDER-KELLER, 2000; CHASIN et al., 2014).
Além do efeito simpatomimético, a cocaina é um potente anestésico local, atuando no
bloqueio de canais de sédio nos neurbnios sensoriais e canais de potassio ATP-
dependentes, além de interferir no transporte de ions calcio intracelular (DU et al., 2006;
LUFT & MENDES, 2007; CHASIN et al., 2014).

1.5 Consequéncias do uso da cocaina

O uso da cocaina esta associado a um aumento da vulnerabilidade as doencas
psiquiatricas. Entre os individuos que usam cocaina uma vez, 16% tornam-se
dependentes (PIANCA et al.; 2014). Além disso, a exposi¢ao continuada a droga induz
uma infrarregulacdo (downregulation) da neurotransmissdo 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 usuarios de cocaina
também podem apresentar transtornos de humor e sintomas caracteristicos de quadros
psicoticos agudos (BOLANOS & NESTLER, 2004; NESTLER, 2004). As complicacdes
psiquiatricas e somaticas sdo descritas em ao menos 50% dos usudrios de grandes
guantidades de crack (LEVIN et al., 2008).

Além dos efeitos psicossoméaticos, 0 uso crbénico de cocaina pode provocar
alteracdes em outros sistemas fisioldgicos. Os efeitos estimulante e vasoconstritor da
droga podem ocasionar complicacfes cardiovasculares importantes como taquicardia,
elevacao da pressao arterial, infarto do miocardio e angina pectoris (GOLDSTEIN et al.,
2009; KIM & PARK, 2019). O uso da cocaina, principalmente na forma inalada,
frequentemente também provoca danos ao sistema respiratério. A vasoconstri¢cao local
produzida pela droga e a irritacdo induzida pelos contaminantes provocam lesdées no
epitélio nasal, produzindo inflamacdo, que se manifesta na forma de rinorreia,
sangramentos nasais, rinite e sinusite. O uso do crack, pelas razbes descritas acima e
pela temperatura da fumaga aspirada, pode provocar danos diretamente ao tecido
pulmonar, podendo levar a fibrose, exacerbacdo do quadro de asma, edema e
hemorragia pulmonar, hipertensdo pulmonar e pneumonite intersticial (RESTREPO et
al., 2007).
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As substancias utilizadas como veiculo da droga e os contaminantes oriundos do
processo de refino sdo um problema a parte, podendo induzir complicacdes diversas ou
exacerbar aquelas relacionadas a droga. Tais substancias compreendem metais
pesados, residuos de solventes organicos, silicatos e excipientes utilizados na fabricacéo
de comprimidos, como talco, 6xido de titanio e estearato de magnésio (RESTREPO et
al., 2007).

Ha, ainda, evidéncias de que alguns dos metabdlitos da cocaina possuem efeitos
hepatotoxicos, podendo produzir necrose do parénquima hepético e alteracbes nos
niveis de bilirrubina e de enzimas no figado (CHASIN et al., 2014; GRAZIANI et al., 2016).
O uso de estimulantes também é associado a mortalidade elevada e aumento da
incidéncia de infeccéo pelo HIV e hepatite C (ORSON et al., 2009; CALPE-LOPEZ et al.,
2019).

1.6 O uso da cocaina e a gestacao

O uso de drogas durante a gestacdo, em especial a cocaina, tornou-se um
problema de consideravel relevancia social. As drogas, quando consumidas na gravidez,
podem produzir efeitos nocivos as gestantes, ao feto, aos neonatos e as criangas em
desenvolvimento (CAMARGO & MARTIN, 2014). Mulheres que consomem cocaina o
fazem, usualmente, em idade fértil. O inicio da gravidez, para muitas mulheres, passa
desapercebido e o uso da droga pode ocorrer até a constatacdo da amenorreia ou até a
confirmagéo da gravidez (BASTOS & BERTONI, 2014; CHASIN et al., 2014). O consumo
da cocaina, sobretudo do crack, acaba por deixar a mulher em situacdo de
vulnerabilidade, seja para obtencdo da droga, por meio da prostituicdo, seja pela
exposicao a situacdes de risco ou pela exclusao social que sobrevém do uso de droga
(BASTOS & BERTONI, 2014).

A auséncia de tratamentos eficazes para a dependéncia a droga e 0 numero
relativamente elevado de mulheres usuérias de crack em situagdo de vulnerabilidade,
geralmente sem acesso a auxilio 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 cocaina durante a gestacao

As mulheres parecem ser mais vulneraveis a desenvolver dependéncia a cocaina
(ROTH et al., 2004; EVANS & FOLTIN, 2005) e, além disso, podem evoluir mais
rapidamente da primeira exposicao para a dependéncia (BECKER, 2016).

Uso de cocaina durante a gestacdo geralmente se associa a outros fatores de
vulnerabilidade, tais como: comorbidades psiquiatricas, isolamento social, pobreza,
trauma e violéncia doméstica (KISSIN et al.,, 2001; OEI et al.,, 2010). O uso de
substancias durante a gestacdo pode variar de acordo com a raca e etnia da mulher
(FINNIGAN, 2013). O consumo de drogas ilicitas ndo supera o consumo de tabaco e
alcool, também entre as mulheres gravidas, contudo este uso acarreta efeitos
consideraveis nas mulheres gravidas e em seus fetos (LAMY et al., 2015). Dessa forma,
0 uso de drogas na gravidez é tratado como um problema de saude publica no Brasil,
nos EUA e no Canada (FINNIGAN, 2013; BASTOS & BERTONI, 2014). Nos EUA, a
estimativa mais recente é de que 5% das mulheres gravidas fazem uso de uma ou mais
drogas (WENDELL, 2013) e que h& cerca de 750.000 gravidas expostas a cocaina a
cada ano (CAIN et al., 2013).

Um dos mais importantes estudos sobre uso de cocaina na gestacédo € o Maternal
Lifestyles Study (MLS), realizado pelo National Institute of Child Health and Human
Development, nos EUA. Na primeira fase, foram recrutadas 19.079 gravidas, das quais
11.811 concordaram em patrticipar do estudo. Na segunda fase, com os resultados, foi
possivel identificar metabdlitos provenientes da cocaina ou opiaceos no mecénio de
1.185 criancgas, ou seja, 10% das analises realizadas (BAUER et al., 2002).

No Brasil, existem poucos dados relacionados a exposi¢cado pré-natal a cocaina.
Em um estudo realizado em Porto Alegre, no ano de 1999, 739 gravidas foram avaliadas,
as quais 16 delas (2,4%) afirmaram fazer uso de cocaina e, em 25 casos (3,4%), a
utilizagéo foi confirmada por meio da analise do meconio (CUNHA et al., 2001). Em 2012,
na cidade de Maringa, foi executado um estudo transversal em 25 unidades basicas de
saude com 394 gestantes, dentre as quais 0,51% relatou fazer uso de alcool, cocaina ou

maconha (KASSADA et al., 2013). Em Sé&o Paulo, estudo realizado a partir de fios de
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cabelo das gestantes demonstrou que a taxa de exposi¢do a cocaina juntamente com o
alcool foi de 1,7% (ROCHA et al., 2016).

Numa pesquisa quantitativa realizada pela Fiocruz, entre os anos de 2011 e 2013,
abrangendo todo o territério nacional, foi relatado que mulheres tem um padrao de uso
mais intenso da cocaina e do crack quando comparadas aos homens. Os dados
referentes ao tempo médio e frequéncia de uso sugerem um uso mais prolongado por
parte dos homens, embora com frequéncias 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 relacdo ao niumero 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 terco dos usuarios de crack no Brasil — 39,5% informaram
nao ter usado preservativo ou outra forma de contracepcdo em nenhuma das relacdes
sexuais vaginais no més anterior a entrevista. Além disso, 10% das mulheres
entrevistadas nessa pesquisa relataram estarem gravidas e mais da metade j& haviam
engravidado ao menos uma vez apos terem iniciado o uso da droga (BASTOS &
BERTONI, 2014).

Esses dados alertam para o niumero de criancas expostas durante o periodo
intrauterino a droga. Ainda, a dependéncia a cocaina e, principalmente, ao crack induz
um quadro de risco para gestacfes ndo desejadas, pois o padrdo de consumo esta
associado a estupros, prestacdo de favores sexuais e prostituicdo sem uso de
preservativos (CHASIN et al., 2014).

1.6.2 Potenciais mecanismos de acdo da cocaina durante a gestacdo

A farmacocinética da cocaina depende da via de uso, a qual condicionara a
velocidade de absorcéo, a dindmica de concentragdo plasmatica, a velocidade de inicio
e duracao do efeito. A biodisponibilidade da droga € de aproximadamente 70% quando
consumida por via respiratéria, de 60-80% por via intranasal, variando com a experiéncia
do usuério, e de 100% por via injetavel (CHASIN et al., 2014).

As principais complicacdes maternas relacionadas ao uso de cocaina sao as
cardiovasculares. A hipertensao decorrente da estimulacédo adrenérgica e o aumento da

agregacao plaquetaria elevam o risco de infarto agudo do miocardio e isquemia cerebral.
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A estimulacdo de receptores beta-adrenérgicos no miocardio e a estimulagdo central
hipotalamica aumentam a frequéncia e sobrecarga cardiacas e a presséo sistolica.
Somado aos efeitos cardiacos, ocorre ainda uma vasoconstricido periférica e um
aumento da demanda cardiaca por oxigénio (PLESSINGER & WOODS, 1990; CHASIN
et al., 2014).

A gestagdo pode aumentar a toxicidade cardiaca da cocaina devido a maior
sensibilidade do musculo cardiaco na presenca da progesterona (PLESSINGER &
WOODS, 1990; KUCZKOWSKI, 2007). Ainda, a atividade das colinesterases € reduzida
nesse periodo, aumentando a meia-vida das monoaminas e da cocaina e prolongando
seus efeitos (CHASIN et al., 2014).

Os efeitos cardiovasculares ndo sdo dose dependentes e podem ser
potencializados pelo uso concomitante de outras drogas e farmacos, tais como:
maconha, tabaco, &lcool e anestésicos locais (KUCZKOWSKI, 2007; CHASIN et al.,
2014), associacdes frequentes em usuarios de cocaina e crack (BASTOS et al., 2017).

O acumulo da droga nos hepatécitos, juntamente com os efeitos cardiovasculares,
pode levar a ruptura hepatica. No parto, o uso prévio de cocaina pode induzir
comportamento combativo, trompocitopenia, hipotensdo resistente a efedrina e
alteracdes na percepcao de dor devido a modificacdes nos receptores opioides. Estudos
indicam, também, que o uso de cocaina pode ocasionar hiperreflexia, proteinuria, edema
e convulsdes (PLESSINGER & WOODS, 1993; TOWERS et al., 1993).

1.6.3 Efeitos gestacionais do uso da cocaina

A cocaina tem acdes sistémicas e efeitos deletérios durante a gestacao. Estudos
com modelos animais demonstraram que fémeas tratadas com cocaina durante a
gestacdo apresentaram menor ganho de peso nesse periodo (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 visualizacéo e a intensidade desse efeito, porém, séo
condicionados a variaveis como espécie, dose, frequéncia, duracéo e até mesmo via de

administragao da droga. A cocaina também induz, nas fémeas gravidas, uma diminuicao
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do consumo alimentar (CHURCH et al., 1990; SILVA et al., 1995), aumento do consumo
hidrico (CHURCH et al., 1990; PEEKE et al., 1994) e altera¢des na interacdo com 0s
filhotes no periodo de amamentacéo (TONKISS et al., 1995). No parto, foram observados
aumento do numero de natimortos (CHURCH et al., 1990, ISO et al., 2000) e reducéo do
tamanho da ninhada (CHURCH et al., 1990; TONKISS et al., 1995) em fémeas tratadas
com cocaina durante a gestacao.

Estudos observacionais em mulheres que consumiram cocaina durante a
gestacdo sugerem que essa droga pode produzir uma série de complicacdes para a
gestante (CAMARGO & MARTIN, 2014; SMID et al., 2019). Gestantes que utilizam
cocaina apresentam risco elevado de descolamento da placenta (HOFFMAN et al.,
2016), hipertenséao arterial sistémica, eventos hemorragicos e tromboembadlicos e ganho
de peso consideravelmente menor em relacdo a gestantes que ndo 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 gravidas nao
apresentam o comportamento adequado de maternagem, abandonado ou reduzindo a
interacéo com a prole apds o parto, o que impacta diretamente no desenvolvimento dos
filhotes (MCMURRAY et al., 2008; STRATHEARN & MAYES, 2011; NEPHEW & FEBO,
2012). O consumo de cocaina durante a gestacdo ainda esta relacionado a inducéo de
abortos (CHASIN et al., 2014), depressdo pos-parto (SINGER et al., 1997) e
hiperprolactinemia crénica, alteragcdo hormonal que pode induzir alteragcdes no ciclo
menstrual e infertilidade (MELLO & MENDELSON, 1997; PATKAR et al., 2002).

1.6.4 Consequéncias fetais e ao recém-nascido do uso de cocaina

De forma semelhante ao processo que ocorre no SNC, a cocaina atravessa
facilmente a placenta por difusdo passiva, devido a sua lipofilicidade, e se acumula no
corddo umbilical, no miométrio e na membrana placentaria, sendo absorvida pelo feto
(De GIOVANNI & MARCHETTI, 2012; CHASIN et al., 2014). A cocaina é encontrada no
sangue de cordao umbilical, urina, mecdnio, cabelo, tecidos e liquido amniético (CHASIN
et al., 2014). O efeito da cocaina € aumentando potencialmente nos fetos, uma vez que

a atividade das enzimas responsaveis pela metabolizagdo da droga em produtos inativos
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ainda ndo estd completamente desenvolvida (CHASIN et al.,, 2014). Esse efeito,
associado a imaturidade da BHE e do SNC como um todo, torna o feto mais susceptivel
a potenciais danos neurobioldgicos (De GIOVANNI & MARCHETTI, 2012; CHASIN et
al., 2014). Ainda, o potente efeito vasoconstritor da cocaina pode reduzir
significativamente a chegada de nutrientes, oxigénio e outros elementos essenciais ao
desenvolvimento do feto, podendo ocasionar alteragGes, entre as quais, a reducéo do
peso ao nascer (BAUER et al., 2005; McCMURRAY et al., 2008).

Estudos observacionais em humanos relacionados as concentracdes de cocaina
no leite materno apds administracdo intranasal pelas maes séo escassos, porém, devido
as propriedades fisico-quimicas da droga, € esperado que alguma quantidade de droga
seja encontrada no leite ap0s atravessar as barreiras epiteliais por transporte passivo
(CHASIN et al., 2014). Dado a imaturidade dos sistemas digestivo e nervoso do recém-
nascido, mesmo pequenas quantidades transferidas por meio do leite materno podem
ser absorvidas, prolongando a exposicdo também para o periodo de amamentacao
(CRESSMAN et al., 2012; SILVEIRA et al., 2016). Além disso, maes que utilizam cocaina
durante a gestacao geralmente iniciam a amamentacao mais tardiamente em relacdo as
gue ndo utilizam a droga, induzindo ainda mais danos a saude do recém-nascido
(ENGLAND et al., 2003; BAUER et al., 2005).

Os estudos em modelos animais citados na subsecdo anterior também
evidenciaram efeitos da exposi¢cdo pré-natal a cocaina na prole a curto e longo prazo.
Os resultados relatados a seguir referem-se sempre ao efeito observado na prole de
maes expostas a droga no periodo gestacional em comparacdo ao grupo controle.
CHURCH et al. (1990), demonstraram aumento da mortalidade pos-natal e menor peso
ao nascer dos filhotes relacionados as maiores doses de cocaina administradas nas
ratas. No estudo de JOHNS et al. (1992), os filhotes apresentaram desenvolvimento
corporal mais lento em relacdo 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 ultimo, também foi evidenciado significativa redugcédo do
crescimento cerebral nos filhotes. TONKISS et al. (1995) demonstraram que os filhotes
apresentaram deficiéncias 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 6sseo, entre 0s quais,
atrasos no desenvolvimento do osso do calcanhar, das vértebras caudais e das falanges
dos membros posteriores (TONKISS et al., 1995).

Evidéncias em modelos animais também apontam para alteracfes
neurofisiolégicas, anatbmicas e bioquimicas a longo prazo na prole de mées expostas a
cocaina durante a gestacao. 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 cocaina e prejuizos na memoéria visual e espacial.
Esses filhotes também apresentaram aumento da densidade de neurénios no ndcleo
accumbens. Deficiéncias de atencdo e memodria 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 exploracdo dos ratos adolescentes e adultos expostos
a cocaina no periodo gestacional, indicando prejuizos na memoaria de curto prazo.

McMURRAY et al. (2015), evidenciaram um aumento de tamanho em regides
cerebrais em filhotes, tais como: o giro do cingulo e o corpo caloso, podendo afetar
funcBes cognitivas de memodria e aprendizagem. Outro estudo do mesmo grupo
demonstrou que os filhotes apresentaram niveis maximos de vocalizacdo mais baixos
(McMURRAY et al., 2013). Alteracdes neuroanatbmicas também foram encontradas por
REN et al. (2004). Nesse estudo, os filhotes apresentaram crescimento cerebral pos-
natal, espessura cortical total e espessura cortical suprangular menores. Além disso, o
namero total de células corticais se apresentava reduzido em adultos expostos a cocaina
durante a vida uterina.

Alteracbes comportamentais também foram relatadas em modelos animais. No
estudo realizado por DOW-EDWARDS et al. (2014), ratos adolescentes apresentaram
aumento significativo no tempo de permanéncia em compartimento condicionado em
resposta a administracdo de cocaina, no modelo de preferéncia condicionada por lugar.
MALANGA et al. (2008), demonstraram resultado semelhante para camundongos
machos adultos nascidos de maes expostas a droga na gestacdo. Esses resultados
indicam maior predisposi¢do a dependéncia em filhotes expostos a droga na gestacao.

THOMPSON et al. (2005) obtiveram resultados semelhantes em filhotes de coelhos. Os
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autores demonstraram deficiéncia de atengdo e memoria e desenvolvimento pela
preferéncia de lugar em filhotes machos adultos.

Quanto as alteracbes bioquimicas e genéticas, SASAKI et al. (2014)
demonstraram que a exposicao pré-natal a droga esta associada a regulacao positiva do
gene DRD1, codificador dos receptores dopaminérgicos do tipo D1 no cortex pré-frontal
na prole na idade adulta. JA& no estudo de ZHAO et al. (2015), camundongos
adolescentes apresentaram prejuizos nas funcdes cognitivas, possivelmente associados
a um efeito epigenético de hipermetilacdo no gene IGF-Il DMR2 no hipocampo.
SITHISARN et al. (2011) demonstraram aumento dos niveis de corticosterona e
hormonio adrenocorticotrofico (ACTH) nos filhotes na idade adulta. No estudo realizado
por KELLER & SNYDER-KELLER (2000), a dopamina e seus metabdlitos tiveram suas
concentracfes aumentadas na regido nigroestrital e no nucleo accumbens em filhotes
de ratas ap6s o desmame, retornando ao normal no inicio da idade adulta. Houve
também aumento da inervacao serotoninérgica apds o hascimento, assim como aumento
significativo nos niveis de serotonina e seus metabodlitos na regido do estriado,
desenvolvimento de preferéncia de lugar em filhotes adultos e maior susceptibilidade a
convulsdes induzidas por cocaina. Por fim, McMURRAY et al. (2008) demonstraram, em
filhotes de ratos, elevacdo dos niveis de mRNA de ocitocina na regido do nucleo
paraventricular do hipotadlamo, indicando maior producao de ocitocina nesses animais.

As consequéncias mais comuns da exposicdo pré-natal a cocaina encontradas
em estudos observacionais em humanos s&o: nascimento precoce, baixo peso e
pequeno tamanho gestacional (Dos SANTOS et al., 2018), dificuldades respiratérias,
infartos cerebrais e intestinais, reducdo da circunferéncia cefalica, alteracbes do
desenvolvimento cardiaco (KELLER & SNYDER-KELLER, 2000; MEYER & ZHANG,
2009), sindrome do desconforto respiratorio agudo e deficiéncia de nutrientes, sindrome
de morte subita infantil (BAUER et al., 2005), e hipertonia e reducao dos reflexos motores
no recém-nascido (REN et al., 2004; BUCKINGHAM-HOWES et al., 2013).

No periodo neonatal, os recém-nascidos expostos a cocaina também apresentam
alteragbes comportamentais, tais como: maior grau de tremores, choro e irritabilidade,
além de serem mais sensiveis aos estimulos ambientais dos (KELLER & SNYDER-
KELLER, 2000; SANTOS et al., 2018). A prole ou o feto se tornam mais suscetiveis a
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dependéncia prematura, entre outros fatores associados a inibicdo da recaptacdo de
neurotransmissores responsaveis pela atencéo e processamento de informacdes (CHOI
et al.,1998). A exposicao pré-natal a cocaina também aumenta o risco de convulsdes em
recém-nascidos (SCHER et al., 2000; LESTER et al., 2002) e possivelmente esta
relacionada a teratogénese, resultando em ma-formagcéo fetal, embora os estudos ainda

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

1.6.5 Evolucédo e prognoéstico da crianca e do adolescente expostos a cocaina
durante o periodo gestacional

Nos estudos com modelos animais, foi demonstrado que a exposi¢éo pré-natal a
cocaina induz alteracbes comportamentais e cognitivas, alteracfes na sensibilidade,
distribuicdo e densidade de receptores dopaminérgicos (KUBRUSLY & BHIDE, 2010),
alteracdo da migracdo neuronal durante o desenvolvimento cerebral embrionario (LEE
et al., 2010; McCARTHY et al., 2011), reducdo do numero de receptores GABAErgicos
no coértex pré-frontal e aumento da expressdo de receptores glutamatérgicos
(McCARTHY & BHIDE, 2012), reducédo da densidade de células da glia (LIDOW, 1995)
e reducdo da neurogénese no desenvolvimento embrionéario (LEE et al., 2008). Tais
achados podem ajudar a compreender a fisiopatologia na qual a cocaina produz
alteracdes neuropsiquiatricas a longo prazo em humanos expostos a droga durante a
gestacao.

Nos estudos observacionais em humanos, os efeitos a longo prazo da exposi¢cao
pré-natal a cocaina ainda séo controversos. As evidéncias apontam que podem ocorrer
alteracdes neuroanatbmicas e bioquimicas persistentes nas vias dopaminérgicas e
serotoninérgicas em diversas regides do SNC (KELLER & SNYDER-KELLER, 2000).
Essas alteragcbes podem ser as causas do observavel aumento do risco de
desenvolvimento de doencas psiquiatricas, tais como: depressao, esquizofrenia e
transtornos de ansiedade (KELLER & SNYDER-KELLER, 2000; LAMY et al., 2015). Uma
possibilidade € que a exposicdo pré-natal a cocaina tenha efeitos diretos no
desenvolvimento da estrutura ou funcéo do cérebro, aumentando a vulnerabilidade das
criancas (MAYES, 2002).
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Sabe-se que criancas expostas a altos niveis de cocaina durante a gestacao
comumente apresentam reducéo da circunferéncia da cabeca e microcefalia (BADA et
al., 2002; BAUER et al., 2005; SINGER et al., 2008; AKYUZ et al., 2014). De fato, estudos
de imagem demonstraram diferencas neuroanatdbmicas entre criancas expostas e nao-
expostas a cocaina durante a gestacdo. Estruturas cerebrais corticais e subcorticais,
como o corpo caloso (DOW-EDWARDS et al., 2006), nucleo caudado (RAO et al., 2007,
RIVKIN et al., 2008), globo palido (LIU et al., 2013), o talamo, o putamen (AKYUZ et al.,
2014) tem uma reducdo volumétrica em criancas expostas a cocaina, enquanto a
amigdala um aumento, quando comparadas as crian¢as ndo expostas. Uma hipétese é
qgue tais anormalidades possam estar relacionadas as alteracbes comportamentais e
dificuldades cognitivas apresentadas por essas criancas e adolescentes (RAO et al.,
2007).

Estudos observacionais demonstraram também que criancas ou adolescentes
que sofreram exposicdo pré-natal a cocaina podem desenvolver comportamento
disruptivo (RICHARDSON et al., 1993; ACCORNERO et al., 2011), alteracdes no
crescimento e no raciocinio abstrato (RICHARDSON et al., 2015), no controle inibitério
(BRIDGETT & MAYES, 2011) e na capacidade de atencdo (CARMODY et al., 2011).
Outras alteracbes apresentadas por criancas ou adolescentes expostos a cocaina
durante a gestacao incluem déficit de atencdo visual, alteragcbes no processamento
perceptivo, dificuldade de atencdo sustentada, reducdo da memoria processual e
visuoespacial e alteracbes na regulacdo emocional (HEFFELFINGER et al., 2002;
SINGER et al., 2005, SINGER et al., 2008; LI et al., 2009, MINNES et al., 2010). Nas
criancas com idade pré-escolar também foi encontrada correlacdo com atraso no
desenvolvimento da linguagem e deficiéncias no raciocinio verbal (BANDSTRA et al.,
2004; LEWIS et al., 2004; MORROW et al., 2004).

Com relacdo as alteracbes comportamentais, criangcas expostas a cocaina no
periodo gestacional apresentam maior agressividade e comportamento desafiador,
retraimento social, nervosismo, irritabilidade e medo quando comparado a criangas da
mesma idade ndo expostas a droga (BADA et al., 2007). Foi demonstrado, também, que,
tais criangas apresentam deficits sociais e emocionais, tais como: embotamento afetivo,

inseguranca e apego, personalidades passivas e retraidas, mudancas repentinas de
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humor e dificuldades para socializar com outras criancas (RODNING et al.,
1989; GITTLER & McPHERSON, 1990).

Embora existam evidéncias biolégicas apontando os efeitos da exposicao pré-
natal a cocaina, tais efeitos devem ser considerados dentro de um contexto ambiental e
de desenvolvimento, no qual devem ser avaliados a estrutura familiar, condi¢cdes
socioeconémicas e educacionais. Além disso, devem ser considerados os efeitos
comportamentais da droga na mae, que incluem parentalidade insensivel, estresse e
depressao materna, fatores que afetam diretamente o desenvolvimento da crianca (NAIR
et al., 2008; YOMUTO et al., 2008).

A extensado e gravidade das consequéncias da exposicdo pré-natal a cocaina
estdo relacionadas com a dose e frequéncia de uso no periodo gestacional, (LIDOW,
2003; LAMY et al., 2015) e, ainda, parecem ter desfechos diferentes no recém-nascido
e na crianca quando ocorrem em periodos distintos da gestacao (MARTIN et al., 2016).
Foi demonstrado, por exemplo, que o uso da droga durante o primeiro e segundo
trimestre de gestacdo aumenta o numero de reflexos neurolégicos anormais, enquanto
gue o uso durante o segundo e terceiro trimestre reduz a maturidade locomotora e o
tonus muscular (RICHARDSON et al., 1996).

A associacao de varias drogas durante o periodo gestacional pela méae torna dificil
a avaliacdo dos desfechos dos estudos que avaliam as consequéncias da exposicao pré-
natal a droga a longo prazo. Os dados devem ser analisados com cautela, considerando

as variacdes nos padrdes de uso e sociodemograficas (BASTOS et al., 2017).

1.7 Farmacoterapia para o tratamento da dependéncia quimica a cocaina

Atualmente, nenhum farmaco esta aprovado para tratamento da dependéncia a
cocaina e crack. Os tratamentos farmacolégicos empregados tém como alvo principal o
controle sintoméatico da sindrome de abstinéncia, conjunto de sintomas que surgem apos
uma interrupcdo ou reducao abrupta do uso da substancia (PIANCA et al., 2014). A
farmacoterapia eficaz e segura para o tratamento da dependéncia a cocaina seria aquela

que reduziria 0 consumo da droga, a intensidade da fissura pela droga (craving) e a
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gravidade das consequéncias negativas produzidas pela droga, melhorando, assim, a
gualidade de vida do paciente (KINSEY et al., 2010; PIANCA et al., 2014).

Diversas classes farmacoldgicas tém sido estudadas e empregadas de forma
diferente do aprovado em bula, uso conhecido como “off-label”, para o tratamento dos
sintomas e transtornos associados a dependéncia a cocaina e ao crack. Farmacos
antidepressivos sao utilizados no tratamento da disforia e sintomas de ansiedade
associados a interrupcéo abrupta do uso da droga (REGIER et al., 1990; PANI et al.,
2011). O dissulfiram € empregado para o tratamento de pacientes que fazem associacao
do consumo de etanol e cocaina, considerando o alto indice de associacdo dessas
drogas e a potencializacdo dos efeitos da cocaina pelo etanol (REGIER et al., 1990). Os
anticonvulsivantes e o litio podem ser Uteis em pacientes com transtorno bipolar
associado a dependéncia a cocaina (BEAULIEU et al., 2012). Os farmacos
antipsicéticos, principais agentes bloqueadores da dopamina, podem beneficiar no
controle de pacientes que apresentam sintomas psicoticos (KUHAR & PILLOTI, 1996;
PIANCA et al., 2014).

O uso de psicoestimulantes como “substitutos legais” da cocaina tem sido
estudado como tratamento, embora ainda sem evidéncias clinicas consistentes.
Farmacos que possuem efeitos similares ao da droga poderiam ser utilizados como
“terapia de substituicdo”, com menores efeitos adversos. Dentre essas substancias,
podemos citar os analogos da anfetamina, os inibidores do apetite, agonistas
dopaminérgicos e antagonistas da cocaina. No entanto, esses medicamentos ndo se
mostraram eficazes para o tratamento da dependéncia de cocaina, até entédo
(SCHUBINER et al., 2002; CASTELLS et al., 2010; RUSH & STOOPS, 2012; MINOZZI
et al., 2015).

Apesar dos multiplos estudos clinicos empregando diferentes farmacoterapias,
nao ha evidéncias clinicas relevantes de que as classes farmacoldgicas citadas sejam
eficazes para o tratamento da dependéncia quimica. Dessa forma, faz-se necessaria a

busca por novas alternativas, como a imunofarmacoterapia.
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1.8 O Sistema imunolégico no tratamento da dependéncia quimica

Um dos tratamentos mais promissores para a dependéncia quimica é a estratégia
imunolégica (KINSEY et al., 2014). Essa abordagem baseia-se no uso de uma
substancia imunogénica capaz de induzir a producdo ativa de anticorpos antidroga
(KINSEY et al., 2009; HEEKIN et al., 2017). Assim, quando a droga administrada se
encontra livre na corrente sanguinea, ela se liga aos anticorpos, 0s quais podem
neutralizar a droga e acelerar seu metabolismo (CARRERA et al., 2004). A ligacdo 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 virus, a estratégia imunologica para tratamento da dependéncia quimica foi
popularmente nomeada de “vacina antidroga” (KINSEY et al., 2009; MORENO & JANDA,
2009). Desde a década de 1970, pesquisadores tém realizado estudos para desenvolver
vacinas contra uma série de drogas de abuso, tais como: nicotina, cocaina,
metanfetamina, oxicodona e heroina (HEEKIN et al., 2017). Alguns estudos clinicos
foram conduzidos desde entdo, porém sem terem obtido um sucesso suficiente para
justificar o registro de uma dessas vacinas para uso clinico (CARRERA et al., 2004;
KINSEY et al., 2014; BREMER & JANDA, 2017; HEEKIN et al., 2017)

As vacinas antidrogas usualmente tem como insumo farmacéutico ativo (IFA) uma
molécula composta pela droga modificada conjugada a um carreador, o qual € uma
substancia de alto peso molecular e sabidamente imunogénica. A droga € acoplada ao
carreador, produzindo um conjugado imunogénico, ou imunoconjugado. Para
potencializar a imunogenicidade do composto formado, sdo adicionados adjuvantes a
formulacdo, ou seja, uma substancia que potencializa a imunogenicidade. Os adjuvantes
induzem uma resposta inflamatoria intensa no local de injecéo, 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
imunoldgico a produzir anticorpos com afinidade pela droga (KINSEY et al., 2009;
ORSON et al., 2009). Os macroéfagos fagocitam e degradam o imunoconjugado e as

células dendriticas apresentam o epitopo resultante ligado ao Complexo Principal de
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Histocompatibilidade (MHC) classe Il para linfécitos T CD4*, que, entdo, induzem a
maturacao dos linfécitos B, por meio da IL-2 e, posteriormente, a producdo de anticorpos
especificos contra a droga, (MORENO & JANDA, 2009; ABBAS, 2015; BREMER &
JANDA, 2017). Esse mecanismo de acdo, denominado resposta imunolégica humoral T-
dependente, é fundamental para que haja memdéria imunoldgica e eficacia da vacinacao
por longos periodos (ABBAS, 2015; BREMER & JANDA, 2017).

Os anticorpos produzidos modificam a farmacocinética da droga, reduzindo sua
fracdo livre na corrente sanguinea, potencialmente atenuando os efeitos da
autoadministracdo da droga e a liberacdo de dopamina no nlcleo 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 catalitico, acelerando a metabolizacdo da droga em
moléculas inativas (KINSEY et al., 2010; HEEKIN et al., 2017).

Para que uma molécula seja imunogénica, ou seja, tenha a capacidade de induzir
uma resposta imunoldgica, € necessario que ela seja estranha ao organismo (néo self),
tenha alto peso molecular (geralmente > 1000 g/mol) e alguma complexidade quimica
(SOMPAYRAC, 2016).

Ser estranha ao organismo € necessario para que o mesmo nao produza
anticorpos contra si e, dessa forma, néo induza efeitos adversos e doencgas autoimunes
(MORENO & JANDA, 2009; SOMPAYRAC, 2016). Moléculas com peso molecular menor
qgue 1000 g/mol, ou seja, a maior parte das drogas de abuso, também ndo séo
imunogénicas. A complexidade quimica refere-se ndo somente ao peso molecular, mas
sobretudo a forma como uma substancia € estruturada quimicamente. A complexidade
guimica € necessaria para que, num mecanismo de tentativa e erro, o sistema
imunolégico possa encontrar um ponto de ligacdo a estrutura quimica da molécula. A
baixa complexidade estrutural faz com que o sistema imunoldgico néo identifique um sitio
de ligagdo e reconhecimento como néo self. Isso é o que ocorre, por exemplo, com 0s
homopolimeros de aminoacidos ou polissacarideos simples, com alto peso molecular,
porém raramente capazes de induzir uma boa resposta imunogénica, uma vez que nao
possuem a complexidade quimica necessaria (MORENO & JANDA, 2009;
SOMPAYRAC, 2016).
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Nos estudos clinicos realizados até agora, uma das limitantes da eficacia das
vacinas antidrogas é a baixa imunogenicidade. Tal caracteristica leva a producéo de
anticorpos em baixas concentracfes e de baixa afinidade, reduzindo a eficacia desses
anticorpos no bloqueio da acédo da droga (KINSEY et al., 2009; KINSEY et al., 2014).

1.9 Vacinas anti-cocaina e o GNE-KLH

1.9.1 Os haptenos

7

A cocaina € uma molécula estranha ao organismo, mas nao possui peso
molecular e complexidade quimica necessarios para induzir uma resposta imunolégica
consideravel, sendo denominada, por isso, hapteno. As moléculas haptenicas podem ser
peptideos ou outras pequenas estruturas quimicas utilizadas como sitios de
reconhecimento para a producdo de anticorpos especificos, mas que, por si sé, nao
estimulam a resposta imunolégica necessaria para tal producdo (MORENO & JANDA,
2009; KINSEY et al., 2010). Apesar da falta de imunogenicidade da cocaina, alguns
estudos relataram a producdo espontanea de anticorpos anti-cocaina em usuarios que
consumiam altas doses da droga (MARTELL et al., 2009). Os mecanismos pelo qual a
cocaina se torna imunogénica nesses individuos ainda séo incertos. Supde-se que a
exposicao repetida a droga e seus contaminantes seja um possivel fator indutor de
resposta imunoldgica (ORSON et al., 2014). Essa imunizacao passiva pela droga, além
de aumentar a demanda pela quantidade de substéncia consumida, parece interferir na
eficacia de uma possivel vacina anti-cocaina. Isso se deve, possivelmente, ao
comprometimento da resposta imunoldgica pela cocaina e/ou imunomodulacao induzida
pelos contaminantes da droga (ORSON et al., 2014).

As moléculas de cocaina podem ser modificadas para se tornar bons ligantes para
carreadores, cuja conjugacdo pode tornar a substancia imunogénica. Com relagéo a
vacina para tratamento da dependéncia a cocaina, os principais haptenos desenvolvidos
para estudos de imunogenicidade sdo o GNE, o GNC, o GND, o GNT e a succinil-
norcocaina (Figura 2) (CAl et al., 2013; KIMISHIMA et al., 2016).
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Figura 13 - Estrutura quimica dos principais haptenos da cocaina.
Fonte: CAl et al. (2013). Modificado.

Esses haptenos da cocaina sdo nada mais que a molécula da droga ligada a
espacadores, cadeias carbodnicas funcionalizadas, que, além de permitir o acoplamento
da molécula a um carreador, aumenta a estabilidade quimica da substancia,
principalmente a resisténcia ao processo de hidrolise (SAKURAI et al., 1996; CAl et al.,
2013).

Estudos prévios mostraram que, apesar do GNC ser o hapteno que induz maiores
titulos de anticorpos e com maior afinidade pela cocaina, sua maior susceptibilidade a
hidrélise faz com que essas vantagens nao se traduzam em efeitos pré-clinicos
significativos, como, por exemplo, a diminuicdo do comportamento hiperlocomotor
induzido pela droga em modelo de campo aberto em animais (CARRERA et al., 1995;
CARRERA et al., 2001; CAl et al., 2013). O GND também induz producéo de altos titulos
de anticorpos, porém o processo de sintese apresenta um baixo rendimento, o que torna
pouco viavel a utilizacéo para a producdo em maiores escalas numa possivel vacina anti-
cocaina (KIMISHIMA et al., 2016). CARRERA et al. (2001) sintetizaram o0 GND-KLH —
molécula de GND acoplada a hemocianina do molusco Megathura crenulata (KLH) - que
induziu a producdo de anticorpos anti-cocaina de alta afinidade em ratos. Esses
anticorpos reduziram a atividade locomotora induzida pela cocaina em modelo de campo

aberto e a concentragéo da droga no corpo estriado e cerebelo dos ratos vacinados.
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O GNE é o hapteno que possui maior estabilidade quimica em relagéo aos citados
anteriormente, sendo susceptivel apenas a hidrélise pela butirilcolinesterase. Nos
estudos pré-clinicos, o0 GNE acoplado ao KLH, GNE-KLH, ou a flagelina induziu a
producéo de niveis elevados de anticorpos IgG anti-cocaina de alta afinidade pela droga
e que atenuaram o efeito hiperlocomotor induzido pela cocaina em ratos (CAl et al., 2013;
LOCKNER et al., 2015). Por estas razdes, tem sido o hapteno mais empregado nesses
modelos experimentais (CAIl et al., 2013; KIMISHIMA et al., 2016). A succinil-norcocaina
(KOSTEN et al., 2014; RAMAKRISHNAN et al., 2014), uma forma modificada de um dos
metabdlitos da droga, e o GNT (CAl et al., 2013), também foram testados como haptenos
em estudos pré-clinicos, demonstrando bons resultados na producéo de anticorpos anti-
cocaina

As principais moléculas carreadoras utilizadas nos estudos de vacinas anti-
cocaina sao a albumina sérica bovina (BSA), o KLH (BAGASRA et al., 1992; CARRERA
et al.,, 1995, KOSTEN et al., 2014) , o toxicoide tetanico (TT) e a proteina de um
adenovirus (DDR5) (GADJOU et al.,, 2006). Algumas preparacdes conjugando-se a
cocaina ou seus derivados a tais proteinas carreadoras foram testadas, ainda com uma
resposta imunolégica razoavel em termos clinicos (GADJOU et al.,, 2006). O
desenvolvimento de moléculas carreadoras que induzam uma resposta imunogénica

adequada € essencial para o sucesso desse tratamento contra a dependéncia a cocaina.

1.9.2 Os adjuvantes

A escolha do adjuvante de resposta imunolégica também é critica para o
funcionamento de uma vacina antidroga. O adjuvante completo de Freund, composto por
esqualeno, em sua formulacdo incompleta, e esqualeno e o bacilo Calmet-Guérin
inativado, na sua forma completa, produz uma resposta imunolégica de alta intensidade.
Contudo, seu uso em humanos é restrito a vacinacdo contra tuberculose, devido aos
efeitos adversos, tais como: dores, febre, necrose tecidual e abcessos (SCHEIBNER,
2000).

Os compostos de aluminio tem sido os mais utilizados nas preparacbes de

vacinas, pela sua eficacia na inducdo de uma resposta imunoldgica local e pela maior
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seguranca em relagcdo a outros adjuvantes. Apesar de serem indutores mais fracos da
resposta celular, em relacdo ao adjuvante de Freund, esses compostos diminuem a taxa
de liberacdo do antigeno e aumentam a duracao da interacdo destes com o sistema
imunologico (MOHAN et al., 2013, BONAM et al., 2017).

1.9.3 As vacinas testadas

O estudo clinico mais recente com uma vacina anti-cocaina foi realizado com uma
molécula constituida pela succinil-norcocaina (metabdlito ativo da cocaina) com a toxina
do Vibrio cholereae subunidade B, bactéria causadora da coélera, como proteina
carreadora (TA-CD). Os resultados demonstraram boa tolerdncia da vacina em 3
aplicacdes por 2 meses, porém os anticorpos produzidos apresentaram baixa afinidade
pela droga, ndo resultando em efeitos clinicos significativos (KOSTEN et al., 2014). Os
estudos foram conduzidos até a fase Ill, na qual os autores consideraram o tratamento
como ineficiente, apesar da producéo de anticorpos em 2/3 dos pacientes (KOSTEN et
al., 2014).

1.10 A vacinacao na protecdo da exposicao intrauterina a cocaina e crack

A vacinacao durante a gestacdo € uma estratégia eficaz para induzir no feto a
imunidade para uma variedade de doencas as quais o0 sistema imunoldgico do recém-
nascido néo seria capaz de reagir de maneira satisfatéria (SIMISTER, 2003; ABU-RAYA
et al., 2020).

As imunoglobulinas (Ig), produzidas pela mée por imunizagdo ativa, Sao
transferidas ao feto, conferindo a imunizacdo contra diversos agentes patdgenos
(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 mamiferos,
sendo 0 Unico isotipo capaz de atravessar a placenta. Esses anticorpos conferem
protecdo de longo prazo contra uma seérie de infec¢cdes (SIMISTER, 2003,
BONNELYKKE et al., 2008, SIEGRIST & ASPINALL, 2009; BANNELYKKE et al., 2010).

Os anticorpos IgG séo divididos em subclasses baseadas em pequenas

diferencas nas sequéncias de aminoacidos na regido constante das cadeias pesadas.
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Séo elas: IgG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4 (VIDARSSON et al., 2014). As subclasses IgG1 e
IlgG3 normalmente estdo associadas a respostas imunes a antigenos proteicos,
enquanto a lgG2 esta associada a resposta a antigenos polissacarideos e a 1gG4 é
estimulada por citocinas de resposta Th2 (SCHROEDER & CAVACINI, 2010). Todas
essas subclasses sao capazes de atravessar a placenta, embora em niveis diferentes
devido as afinidades distintas aos receptores placentarios. No feto, o0 IgG1 € a subclasse
mais comumente encontrada, seguido pela 1gG4, 1gG3 e 1gG2 (COSTA-CARVALHO et
al., 1996; Van den BERG et al., 2010). A transferéncia materno-fetal de IgG pela placenta
ocorre principalmente a partir do terceiro trimestre de gestacédo (MALEK et al., 1994),
protegendo o feto durante os 6 primeiros meses de vida enquanto o recém-nascido
desenvolve seu préprio sistema imunoldgico (PALMEIRA et al., 2012).

O IgG materno é transferido da mée para o feto através da passagem por duas
barreiras, a primeira € o sinciciotrofoblasto da placenta e a segunda séo as células
endoteliais dos capilares fetais (SIMISTER, 2003). O sinciciotrofoblasto corresponde a
uma camada de células embrionarias sinciciais originadas do trofoblasto, tendo como
uma de suas funcdes a regulacéo do transporte de nutrientes de soluto de forma ativa e
passiva (KIDIMA, 2015). Sabe-se que o0 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 €, entéo,
internalizada através de endossomos no sinciciotrofoblasto. A acidificacdo do meio no
interior do endossomo protege o complexo formado da degradacdo. Finalmente, o
endossomo se funde ao lado fetal do sinciciotrofoblasto e libera o complexo, onde o pH
fisiologico promove a separacao 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 € aquela presente em
maior propor¢cdo (DEMERS-MATHIEU et al., 2018). Esse anticorpo confere imunidade
de mucosas de 6rgdos como: estdbmago, intestino e boca, conferindo protecdo contra
infeccbes ja na superficie. A IgA também esta presente no sangue, saliva, lagrimas,

secrec¢Oes respiratérias, intestinais e urinarias (HANSON et al., 2002).
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A producéo de IgA anti-cocaina nas mées e sua possivel transferéncia ao recém-
nascido via leite materno seria de consideravel importancia quando tratamos da
dependéncia em cocaina e crack, uma vez que o padrdo mais comum de uso da droga
envolve o primeiro contato com a mucosa nasal. Assim, a presenca de IgA reduziria o
efeito da droga ja no momento da administracao.

Embora ndo seja transferida ao feto via placenta e esteja presente em pequenas
concentracfes no leite materno (DEMERS-MATHIEU et al., 2018), a producdo de
imunoglobulina M (IgM) nas mées € um fator importante, pois confere imunidade a curto
prazo e participa ativamente da producdo de imunoglobulinas de maior especificidade ao
antigeno e de duragdo mais longa (MANZ et al., 2005; YU & LIN, 2016). Além disso, a
avaliacdo dos niveis de anticorpos IgM anti-cocaina nas maes, juntamente com outros
anticorpos, pode ajudar a compreender os mecanismos da resposta imunoldgica
induzida por uma vacina antidroga e prever sua efetividade terapéutica (SHEN et al.,
2012).

Sendo assim, os anticorpos IgG e IgA anti-cocaina produzidos pela mae por meio
de imunizacéo ativa, poderiam, também, ser transferidos ao feto, evitando ou reduzindo
os efeitos nocivos da droga no feto e recém-nascido. Nesse contexto, a imunizagao de
maes por meio de uma vacina anti-cocaina se apresenta como uma estratégia

promissora para reduzir os efeitos deletérios da exposicéo pré-natal a droga.
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESES

A dependéncia quimica em cocaina e crack é um problema de grande impacto
social e ainda sem um tratamento efetivo e seguro. O uso de cocaina e crack durante a
gestacdo pode ocasionar consequéncias negativas para as maes e para o feto a curto e
longo prazo. Tais consequéncias estdo associadas a passagem da droga pela barreira
placentaria e pelo leite materno.

A imunoterapia, por meio da vacinagdo anti-cocaina, tem sido estudada como
alternativa promissora para auxiliar no tratamento da dependéncia quimica.
Paralelamente, a vacinacdo de mulheres gravidas induz resposta imunolégica especifica
nas maes, com a producao de anticorpos contra diversas doengas e a transferéncia
desses anticorpos para o feto e recém-nascido, por meio da placenta e do leite materno,
respectivamente, protegendo a criangca durante os primeiros meses de vida. Nesse

contexto, aventamos a seguinte hipotese geral:

1. A imunoterapia para dependéncia a cocaina e crack pode fornecer protecéo
materno-fetal contra desfechos negativos gestacionais e no periodo pés-natal

imediato associados a exposic¢ao intrauterina a droga.

Para testar essa hipotese central, foram desenvolvidos experimentos pré-clinicos
utilizando modelo animal e a vacinacdo com o imunoconjugado GNE-KLH. Nesse

contexto, aventamos as seguintes hipéteses secundarias:

1. A vacinacdo com o imunoconjugado GNE-KLH é capaz de induzir a producéo de
anticorpos anti-cocaina dos isotipos IgG e IgM em ratas gravidas (avaliada pelo
experimento 1);

2. Os anticorpos IgG anti-cocaina produzidos pelas ratas imunizadas com GNE-KLH
sdo capazes de reduzir desfechos obstétricos negativos associados ao uso de
cocaina, 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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periodo de amamentacao e, e. menor ganho de peso dos filhotes (avaliada pelo
experimento 2);

. Os anticorpos IgG anti-cocaina produzidos pelas ratas imunizadas com GNE-KLH
no periodo pré-gestacional estdo presentes no leite materno (avaliada pelo
experimento 2);

. Os anticorpos IgG anti-cocaina produzidos pelas ratas imunizadas com GNE-KLH
estdo presentes nos filhotes apos o desmame (avaliada pelo experimento 2).

. Os anticorpos IgG anti-cocaina produzidos pelas ratas imunizadas com GNE-KLH
sdo capazes de atenuar o efeito comportamental induzido pela cocaina nos
filhotes ap6s o desmame (avaliada pelo experimento 2);

. Os anticorpos IgG anti-cocaina produzidos pelas ratas imunizadas com GNE-KLH
sdo capazes de alterar a sensibilizacdo a cocaina na prole adulta (avaliada pelo
experimento 2);

. Os anticorpos IgG anti-cocaina produzidos pelas ratas imunizadas com GNE-KLH
e presentes nos filhotes apresentam especificidade a droga (avaliada pelo
experimento 2);

. Os anticorpos IgG anti-cocaina produzidos pelas ratas na primeira gestacdo
permanecem apds o desmame e sao transferidos aos filhotes em uma segunda

gestacao (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 protecdo materno-
fetal contra desfechos negativos gestacionais e no periodo poOs-natal imediato

associados a exposicao intrauterina a cocaina.

3.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar se a vacinagdo com o imunoconjugado GNE-KLH, dentro de um protocolo
de vacinacao, é capaz de induzir a producéo de anticorpos IgG e IgM anti-cocaina
em ratas gravidas (Experimento 1);

2. Avaliar se os anticorpos IgG e IgM anti-cocaina produzidos pelas ratas imunizadas
com GNE-KLH sédo capazes de reduzir desfechos obstétricos negativos
associados ao uso de cocaina na gestacao, tais como: a. menor ganho de peso
na gravidez, b. reducdo do tamanho médio da ninhada, c. maior taxa de
mortalidade materna, d. maior taxa de mortalidade de filhotes no periodo de
amamentacao e, e. menor ganho de peso dos filhotes apdés o desmame
(Experimento 2);

3. Avaliar se os anticorpos IgG e IgM anti-cocaina produzidos pelas ratas imunizadas
com GNE-KLH no periodo pré-gestacional e gestacional estdo presentes no leite
materno (Experimento 2);

4. Avaliar se os anticorpos IgG e IgM anti-cocaina produzidos pelas ratas imunizadas
com GNE-KLH estdo presentes no soro dos filhotes apés o desmame
(Experimento 2);

5. Auvaliar se os anticorpos IgG anti-cocaina produzidos pelas ratas imunizadas com
GNE-KLH séo capazes de atenuar o efeito comportamental induzido pela cocaina
nos filhotes recém-desmamados (Experimento 2);

6. Avaliar se os anticorpos IgG e IgM anti-cocaina produzidos pelas ratas na primeira
gestacdo permanecem apés o desmame e séo transferidos aos filhotes em uma

segunda gestacao (Experimento 2);
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7. Avaliar se os anticorpos IgG anti-cocaina encontrados nas maes e filhotes
apresentam afinidade pela droga por meio da medida de sua capacidade de
bloqueio;

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

GNE-KLH alteram a sensibilizacdo a cocaina na prole adulta (Experimento 2).
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4 MATERIAL E METODOS

Descreveremos neste trabalho dois estudos pré-clinicos, experimentais e
intervencionistas, que avaliaram a hipotese de prote¢cdo materno-fetal na gravidez e
amamentacao pela imunoterapia com GNE-KLH. Este trabalho foi avaliado e aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA e esta registrado com o nimero
141/2017. Os procedimentos em animais foram realizados considerando as normas
providas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal - CONCEA de
demais padrdes humanitarios de experimentacdo animal.

Nas subsecdes 4.1 a 4.7 descreveremos 0s métodos comuns aos dois experimentos
(descricdo dos animais, drogas, fdrmacos e reagentes, doses, preparo e vias de
administragdo dos mesmos, determinagdo das fases do ciclo estral e acasalamento,
dosagem de anticorpos anti-cocaina e analise estatistica). Na subsecdo 4.8

apresentaremos os métodos didaticamente divididos por experimento.

4.1 Animais Experimentais

Foram utilizados ratos machos e fémeas da espécie Sprague Dawley, com idade
de 12 semanas e massa de aproximadamente 250 g (fémeas) e 350 g (macho),
adquiridos no Biotério Central da UFMG.

Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12 h e receberam racao e
agua ad libitum. Os animais foram identificados na cauda e mantidos em gaiolas comuns
segundo o grupo experimental. Durante a gestacdo, as fémeas foram mantidas em
gaiolas individuais. Ap6s o término dos experimentos, os animais foram submetidos a
eutanasia em camara de dioxido de carbono, precedida de anestesia com xilazina e

cetamina.
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4.2 Drogas, farmacos e reagentes

e Cloridrato de cocaina (12 Vara de Téxicos do Tribunal de Justica do Estado de
Minas Gerais — Oficios 14/2019; 60/2019 e 191/2019) — Inibidor da recaptacéo de
catecolaminas, usado para producdo do hapteno GNE e para avaliagdo do
comportamento motor nos animais;

e Solucédo salina estéril 0,9% p/v (Sanobiol®) — Veiculo para inje¢éo de cocaina e
preparo das emulsoes;

¢ GNE (sintetizada pelo GEQOB — UFMG) — Hapteno derivado da cocaina;

e KLH (Thermo Fisher Scientific®) — Hemocianina do molusco marinho Megathura
crenulata, carreador de haptenos;

e GNE-KLH (sintetizado pelo NAVeS — UFMG) — Molécula indutora de producéo de
anticorpos anti-cocaina;

e GNE-BSA (sintetizada pelo NAVeS - UFMG) — Molécula utilizada para
sensibilizacao das placas de ELISA para dosagem de anticorpos anti-cocaina;

e Adjuvante de Freund completo (Sigma-Aldrich®, EUA) — Adjuvante imunolégico
composto por uma emulsdo de agua em 6leo adicionada de Mycobacterium sp;

e Adjuvante de Freund incompleto (Sigma-Aldrich®, EUA) — Adjuvante imunoldgico
composto por uma emulsdo de agua em 6leo sem adi¢cdo de Mycobacterium sp;

e Albumina sérica bovina (BSA - Sigma-Aldrich®, EUA) — Proteina de soro bovino
utilizada como carreador do hapteno e componente do tampao de amostras no
teste de ELISA;

e Tampao de fixacdo — Solucdo utilizada para a fixacdo da cocaina a placa no
Ensaio de Absorcdo Imunoenzimatica (ELISA), composta por carbonato (1,5 g) e
bicarbonato de sédio (3,0 g) e azida sodica (0,2 g) dissolvidos em agua destilada
(1,0 L) e ajustado o pH para 9,6;

e Tampao PBS (Phosfate-buffered saline) — Solucéo utilizada para o preparo de
outros tampdes de uso no ELISA, composta por cloreto de sddio (1,37 M), cloreto
de potéassio (27 mM), fosfato de sddio (81 mM) e fosfato de potassio (15 mM)

dissolvidos em agua destilada (1,0 L) e ajustado o pH para 7,4;
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e Tampao de lavagem — Solucéo utilizada para a lavagem das placas no ELISA,
composta por Tween 20 (0,5 mL) diluido em tampéo PBS (1,0 L) e ajustado o pH
para 7,4,

e Tampdao de amostras — Solucédo utilizada para diluicdo de amostras no ELISA,
composta por azida sédica (0,2 g) dissolvida em tampéao PBS (1,0 L) acrescido de
1% de BSA e ajustado o pH para 7,4;

e Anticorpo secundario ligado a fosfatase alcalina dirigido contra a Imunoglobulina
M ou G (IgM ou IgG - Sigma-Aldrich®, EUA) — Ligante do anticorpo primario (anti-
cocaina) para o ELISA;

e Substrato SIGMAFAST™ p-Nitrophenyl (Sigma-Aldrich®, EUA) - Reagente de
coloracdo para o ELISA,;

e Solucdo de hidréxido de sédio 3 N (Sigma-Aldrich®, EUA) — Solucéo utilizada
como reagente de parada no ELISA, composta por hidroxido de sédio (6 Q)
dissolvido em &gua destilada (50 mL);

e QOcitocina sintética (UCB/VET®, Brasil) — Estimulante de lactacéo;

e Cloridrato de xilazina (Unido Quimica®, Brasil) — Coadjuvante de anestesia;

e Cloridrato de cetamina (Unido Quimica®, Brasil) — Anestésico;

e Tampao de conjugacdo — Tampao utilizado para dissolucdo do hapteno (0,083 M
fosfato trissddico; 0,1 M EDTA; 0.9 M cloreto de sodio; 0,1 M sorbitol e 0,02%
azida sodica; pH 7,2);

e Tampao de purificacdo — Tampao utilizado para purificacdo dos imunoconjugados
produzidos (0,083 M fosfato trissédico; 0,9 M cloreto de sédio; 0,1 M sorbitol; pH
7,2).

4.3 Preparo dos reagentes, solucdes e suspensdes, doses e vias de administracao

4.3.1 Preparo do hapteno GNE

Os imunoconjugados utilizados neste estudo, GNE-KLH e GNE-BSA, foram
preparados a partir da conjugacdo do hapteno GNE com a respectiva proteina
carreadora. O GNE foi produzido e caracterizado conforme método desenvolvido pelo
GEQOB e NAVeS (NETO, 2017). A conjugacao dos carreadores proteicos ao hapteno
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seguiu o protocolo descrito no kit IMJECT® EDC Carrier Protein Spin (Thermo Fisher
Scientific®, llinois, USA) conforme descrito a seguir.

4.3.2 Conjugacdo GNE-KLH/GNE-BSA

Para o acoplamento do GNE as proteinas carreadoras, 2 mg do hapteno foram
dissolvidos em 450 pL de tampao de conjugacédo (Solugé&o A). Em outro frasco,
dissolveram-se 2 mg da proteina (KLH ou BSA) em 200 pL de &4gua ultrapura, produzindo
uma solucéo de concentracdo de 10 mg/mL (Solucéo B). A Solucéo A foi adicionada a
Solucéo B formando a Solucéo C, por meio de agitacdo manual. A seguir, diluiram-se
10 mg de 1-etill-3-(3-dimetil aminopropil) carbodiimida (EDC) em 1 mL de agua ultrapura
e uma aliquota de 50 pL dessa solucéo foi adicionada na Soluc¢éo C formando a Solucéo
D para a producdo de GNE-KLH. Para a sintese de GNE-BSA, a Solucdo C foi
adicionada em todo o conteudo resultante da dissolucdo do EDC. A solucéo resultante
para ambos 0s imunoconjugados permaneceu em repouso a temperatura ambiente por

2 horas.

4.3.3 Purificacdo dos imunoconjugados

A purificagdo dos conjugados imunogénicos preparados na subsecao anterior foi
feita por separacao cromatogréfica utilizando-se a coluna de dessalinizagdo Zeba™ Spin
Desalting Columns, 7K MWCO (Thermo Fisher Scientific®, Ilinois, USA) de 5 mL, obtida
juntamente ao kit de conjugacdo citado anteriormente. O conteudo da coluna foi
levemente homogeneizado por agitacdo manual e posteriormente removido por
centrifugacéo a 1.000 x g por 2 min. A coluna foi, entéo, lavada 3 vezes com 1 mL de
tampao de purificacdo e submetida a centrifugacdo em cada lavagem nos mesmos
parametros citados anteriormente. Por fim, toda a Solug¢&o D foi colocada na coluna e
procedeu-se novamente a centrifugacdo a 1.000 x g por 2 min, coletando-se o contetdo
em um tubo de polipropileno de 15 mL. Aliquotas de 175 pL do conteudo 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 formulacdo do imunoconjugado GNE-KLH

A formulag&o do imunoconjugado GNE-KLH (vacina) foi preparada por meio da
incorporacdo da molécula em adjuvante de Freund. A emulsdo foi preparada pela
mistura de adjuvante de Freund completo ou incompleto e solucéo salina estéril 0,9%
p/v, na proporgéo de 1:1 e GNE-KLH em quantidades fixas. Dessa forma, em um tubo
de polipropileno de 15 mL contendo 175 pL de GNE-KLH, foram adicionados 2.412,5 uL
de adjuvante de Freund completo ou incompleto e 2.412,5 uL de solucéo salina esteéril
0,9% p/v para o preparo de 5 mL de emulsdo. A mistura foi homogeneizada em agitador
do tipo Voértex® por 30 min a 3.800 rpm. A emulsédo controle (placebo) foi preparada da
mesma forma, porém com adicdo de KLH. A integridade da emulséo foi avaliada por
meio do teste de gota (MONCADA et al., 1993), no qual 20 yL da emulsdo foram
adicionados a 50 mL de agua destilada e observados por 1 minuto. A permanéncia da
gota integra por esse periodo indica sua estabilidade para aplicagdo imediata nos
animais (Figura 3). Quando houve separagdo das fases, a mistura foi novamente
homogeneizada por mais 10 min a 3.800 rpm em agitador do tipo Vértex®. O adjuvante
completo de Freund foi utilizado apenas na primeira imunizacdo em cada protocolo. As

demais imunizacdes utilizaram o adjuvante incompleto de Freund.
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Figura 14 — Teste da gota para verificagdo de estabilidade da emuls&o. A auséncia de dispers&o
da gotaindica a integridade da emulséo preparada, como observado.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3.5 Preparo da solucdo de cocaina

As amostras de cocaina utilizadas no experimento 2, originadas de apreensao
policial e gentilmente cedidas pelos 6rgdos competentes, foram previamente purificadas
utilizando-se a técnica de cromatografia em coluna de silica gel (NETO, 2017). Para
avaliar a eficacia do processo de purificacdo, a amostra foi submetida a analise por
cromatografia de camada delgada (CCD) e ressonancia magnética nuclear (RMN) de
carbono (13C) e hidrogénio (1H) (NETO, 2017).

A droga foi administrada por via intraperitoneal (i.p.) no periodo a partir da
constatacao da gravidez até o parto, na dose de 20 mg/kg, uma vez ao dia. Tal dose foi
escolhida mediante revisdo de estudos prévios que demonstraram capacidade de
inducdo de efeitos deletérios gestacionais ou neonatais dessa quantidade de droga
administrada na gestacdo (JOHNS et al.,, 1992; McMURRAY et al., 2008). A droga
também foi administrada nos filhotes apés o desmame, na dose de 15 mg/kg, para
avaliagdo da atividade locomotora dos animais. A escolha dessa dose baseou-se em
estudos anteriores que demonstraram alteragdes comportamentais importantes no
modelo de campo aberto (open field) utilizando dose equivalente de substancias
estimulantes (VALZACHI et al., 2013; BERRO et al., 2014; WILTSHIRE et al., 2015).

Em ambos os protocolos, a solucdo foi preparada imediatamente antes da
aplicacao dissolvendo-se uma quantidade de amostra equivalente a 40 mg da droga em
2 mL de solucéo salina estéril, de modo a obter-se uma solu¢céo na concentragéo 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 injecéo.

4.4 Determinacéo das fases do ciclo estral e acasalamento

O ciclo estral das fémeas foi determinado conforme o método padronizado por
Vilela et al. (2007). O lavado vaginal foi obtido por meio da inser¢cdo de uma pipeta de
Pasteur contendo cerca de 1 mL de solucdo salina estéril 0,9% p/v a temperatura
ambiente no canal vaginal das ratas. O material colhido foi, entdo, observado em

microscopio optico na objetiva de 10 vezes. As fémeas identificadas como estando na



56

fase proestro foram imediatamente submetidas ao acasalamento (Figura 4 — A-D). A
fase proestro € caracterizada, microscopicamente, pelo predominio de células epiteliais
nucleadas e auséncia ou quantidades minimas de leucécitos e corresponde a fase na
gual ocorre a ovulacdo (MARCONDES et al., 2002; VILELA et al., 2007).

Para o acasalamento, cada fémea, 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 manha, a presenca do tampédo vaginal,
indicando a ocorréncia de c6pula ou ndo e, consequentemente, indicando o dia 0 (D0O)
da gestacao (CHURCH et al., 1990). O macho foi retirado da caixa apds a constatacao
do inicio da gestacéo. O acasalamento foi mantido com o0 mesmo macho por, no maximo,
2 ciclos estrais (8 dias). Nao sendo constatada a gravidez, o macho foi, entao,

substituido, procedendo-se conforme descrito anteriormente.

Figura 15 - Fotomicrografia 6tica 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-cocaina — ELISA Indireto

Os titulos de anticorpos anti-cocaina foram medidos no soro sanguineo das maes
e dos filhotes e no soro do leite materno utilizando-se o ensaio de absorcdo
imunoenzimatica (ELISA) previamente descrita por FETISSOV (2011) com algumas
modificagbes propostas por PEREIRA (2019). A execuc¢do do ensaio imunoenzimatico

segue trés etapas, descritas a seguir:

4 5.1 Etapa 1: Fixacao do conjugado GNE-BSA

Uma aliquota de 7 pL do conjugado GNE-BSA foi adicionada ao tampao de fixacdo
completando-se o volume para 10 mL em tubo de polipropileno de 15 mL. Com auxilio
da pipeta multicanal, 100 pL dessa solucao foram adicionados numa microplaca com 96
pocos (MaxiSorb™ Thermo Fisher Scientific®, MA, USA), que foi coberta com filme

plastico e papel aluminio e incubada em refrigerador a 4°C durante 24 horas.

4 5.2 Etapa 2: Diluicdo e incubacdo das amostras

Uma aliquota de 2 uL de cada amostra de soro sanguineo foi adicionada em 1.000
pL do tampéo de amostras em um tubo de polipropileno de 1,5 mL identificado de acordo
com cada animal. Apds esse processo de diluicdo, a microplaca incubada anteriormente
foi lavada trés vezes com 100 pL do tampéo de lavagem em cada repeticdo. Para cada
amostra, uma aliquota de 100 pL de soro previamente diluida foi adicionada em trés
pocos consecutivos da placa (triplicata) que foi, entéo, coberta com filme plastico e papel
aluminio e incubada em refrigerador a 4°C durante 24 horas. Nos trés primeiros pocos
da placa, no sentido horizontal, foram adicionados 100 pyL de tampao de amostra puro,
correspondente ao branco da amostra.

Nas amostras de soro de leite materno foi realizada uma titulacao utilizando-se
diluicdes seriadas para determinar o melhor parametro para a analise. Assim, 8 pL de
soro de leite materno foram adicionados a 400 pL do tampé&o de amostra, formando uma
diluicdo inicial de 1:50. A partir dai, uma aliquota de 8 pL da diluicdo anterior foi
adicionada a 400 pL de tampé&o de amostra para formar a diluicdo de 1:100 e, assim
sucessivamente, para as diluicdes 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. Apds essa etapa, 0 processo seguiu para ambas as amostras

igualmente, conforme descrito a seguir.

4.5.3 Etapa 3: Revelacdo e leitura da placa

Uma aliquota de 5 pL do anticorpo secundario ligado a fosfatase alcalina (IgG ou
IgM) foi adicionada & 10 mL de tampé&o de amostra formando o tampao de revelacao.
Apbs esse processo de diluicdo, a placa incubada no dia anterior foi lavada trés vezes
com 100 pyL do tampao de lavagem em cada repeticdo. Uma aliquota de 100 pL do
tampédo de revelacao foi adicionada em cada poco da placa, que, imediatamente, foi
coberta com filme plastico e papel aluminio e incubada em banho termostético a 37°C
durante trés horas. Trinta minutos antes do fim da incubacgéo da placa, foi preparado o
substrato (01 comprimido tampao TRIS + 01 comprimido p-nitrofenil-fostato diluidos em
20 mL de agua destilada em um tubo de polipropileno de 50 mL recoberto com papel
aluminio). Apés esse processo, a placa foi lavada trés vezes com 100 pL tampéo de
lavagem em cada repeticdo. Uma aliquota de 100 pL do substrato foi adicionada a cada
poco da placa e a mesma mantida a temperatura ambiente e protegida da luz por 40
minutos. Decorrido esse periodo, 50 uL da solucéo de parada (hidroxido de sodio 3 N)
foram adicionados a cada poco para interromper a rea¢do enzimatica. A leitura da
densidade 6ptica foi realizada no leitor de ELISA (Varioskan Lux, Thermo Fischer®) com
filtro de 405 nm.

4.6 Dosagem de anticorpos anti-cocaina — Ensaio de competicéo

Com o objetivo de avaliar a capacidade de ligacdo dos anticorpos IgG anti-cocaina
a droga, amostras de soro sanguineo das maes e dos filhotes e do soro do leite materno
foram submetidas ao ensaio de competicdo. As solugcdes de competicdo foram
preparadas dissolvendo-se 15 mg da droga em 1.500 uL de tampdo de amostra,
formando a primeira diluicdo (10?). As diluicdes subsequentes foram preparadas pela
adicdo de 15 yL da diluicdo imediatamente anterior em 1485 pL de tampado de amostra,
formando as diluicdes de 104, 10, 108, 10° e 1012 mg/mL de cocaina.
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As amostras foram diluidas conforme descrito na subsecédo 4.5.2 (1:500 para o
soro sanguineo e 1:100 para o soro do leite materno). Assim, para o preparo de 3 mL de
cada diluicdo de amostra, 5 pL de soro sanguineo ou 20 uL de soro de leite materno
foram acrescentados em 2495 pL ou 3980 uL de tampé&o de amostra, respectivamente.

Apbs esse processo, 300 yL de solucdo de cada amostra diluida foram
acrescentados a 300 yL de solucdo de competicdo em cada concentracao e a solucdo
obtida foi incubada por duas horas a 4°C sob agitacdo a 2.800 rpm (FOX et al., 1996;
HICKS et al., 2011; HICKS et al., 2014). Entdo, 200 pL de cada uma das solucbes
resultantes foram transferidos, em triplicada, para cada poco da placa. A etapa de
revelacao segue o protocolo na subsecao 4.5.3.

4.7 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média e desvio padrdo (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 ndo pareado com correcdo de Welch
comparou as meédias de anticorpos IgG e IgM anti-cocaina no soro das maes 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 mées vacinadas e méaes tratadas com placebo.
O log da concentracao de inibicdo de 50% do sinal (Log ICso) comparou a intensidade
do antagonismo da cocaina no ELISA de competicdo. As andlises e os graficos foram
executados no programa GraphPad Prism 8.01® (GraphPad Software Inc., San Diego,
CA).

4.8 Protocolos Experimentais

4.8.1 Experimento 1 — Avaliacdo da eficacia do GNE-KLH na producdo de
anticorpos anti-cocaina em ratas gravidas

Para avaliacdo da eficacia da imunizagdo com GNE-KLH na producédo de
anticorpos anti-cocaina em ratas gravidas, 16 animais fémeas foram divididos em 2
grupos experimentais, sendo 8 para o grupo vacinado e 8 para o grupo placebo. As

fémeas receberam, inicialmente, 3 doses de vacina ou placebo, correspondentes aos



60

dias (D) DO, D7 e D21. O acasalamento se iniciou 7 dias ap0s a administracéo da ultima
dose (D28), seguindo o protocolo descrito na secéo 4.4. As fémeas receberam nova
imunizacdo duas semanas ap0s constatado o inicio da gestacao, equivalente ao tempo
D42. O ganho de massa corporal foi medido nas mées no periodo pré-gestacional a cada
7 dias e no periodo gestacional a cada 2 dias. No parto, foram observados o nimero de
filhotes nascidos vivos, o tempo de gestacdo e se houve mortalidade materna. No
momento do desmame, os filhotes foram recolhidos das méaes, foi feita a separacao entre
machos e fémeas e contabilizou-se, novamente, os filhotes vivos (Figura 5).

Amostras de sangue foram coletadas das maes nos tempos correspondentes as
imunizagdes (DO, 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 maes 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 uL de sangue por animal. As aliquotas
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-cocaina foi realizada pelo método ELISA,
descrito nas secoes 4.5 e 4.6.

D42
DO D21 Coleta +
Coleta + Coleta + imunizagéo
imunizagao imunizagao (Gestacéo)
o o o o o o
D7 D28 D70
Coleta + Acasalamento Desmame
imunizagao Coleta nas
maées e
filhotes

Figura 16 - Linha do tempo do protocolo de avaliagéo da eficacia da imunizagdo com GNE-KLH
na producgdo de anticorpos anti-cocaina em ratas gravidas.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.8.2 Experimento 2 — Avaliacao da eficacia dos anticorpos IgG anti-cocaina
na protecdo materno-fetal a exposicao a cocaina

Com o objetivo de compreender a dindmica dos niveis de anticorpos IgG e IgM
anti-cocaina em ratas gravidas tratadas com cocaina e a eficicia desses anticorpos na
protecdo contra desfechos negativos associados a exposi¢ao a droga, 8 animais fémeas
foram divididos em 2 grupos experimentais, sendo 5 para o grupo vacinado e 3 para
grupo placebo. Os protocolos de acasalamento, imunizacdes e coletas foram executados
conforme descritos na secao 4.4 e subsecédo 4.8.1, respectivamente. Amostras de
sangue foram coletadas das maes nos tempos DO, D7, D14, D21, D28 (pré-gestacao),
D35, D42, D57 (primeira gestacdo), D70, D80, D90, D100 e D150 (pds-gestacao e
desmame) para dosagem de anticorpos IgG e IgM anti-cocaina (Figura 6).

Apbs a constatacao da gravidez, as fémeas receberam uma dose diaria de 20
mg/kg de cocaina por via i.p. até o final da gestacdo. O ganho de massa corporal foi
medido a partir do dia 4 de gestacdo até o dia 18, a cada 2 dias. No parto, foram
observados o numero de filhotes nascidos vivos, o tempo de gestacdo e se houve
mortalidade materna. No momento do desmame, os filhotes foram recolhidos das mées,
foi feita a separagdo entre machos e fémeas e contabilizou-se, novamente, os filhotes

vivos (Figura 6).

Tamanho da ninhada D80 -150

DO D42 Mortalidade matema Coletas
Coleta + D14 D28 Coleta + _
Imunizagéo Coleta Coleta Imunizacéo Parto Open Field

D7 D21 D35 D57 D70
Coleta + Coleta + Acasalamento Coleta Desmame
Imunizagéao Imunizagdo ;
Ndmero de filhotes
Cocaina — 20 mglkg Open Field
Ganho de peso
Duracio da gestacdo

Ganho de peso

Figura 17 - Escalatemporal do protocolo de avaliagéo da eficacia dos anticorpos IgG anti-cocaina
na protecdo materno-fetal a exposi¢do a cocaina durante a primeira gestagcdo e o periodo entre
gestacodes.

Fonte: Elaborado pelo autor.



62

Amostras de sangue dos filhotes foram coletadas nos dias DO, D7, D14 e D21
apos o desmame, também para dosagem de anticorpos IgG e IgM anti-cocaina,

conforme descrito na subsecéo 4.5 (Figura 7)

DO - Desmame D7 - Desmame D21 - Desmame
Coleta/Pesagem Coleta/Pesagem Coleta/Pesagem
o o ® o o

D3 - D14 - Desmame
Desmame

Coleta/Pesagem
(Open Field)

Figura 18 - Escala temporal das coletas nos filhotes na primeira gestagéo.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Para avaliar a manutencao da producdo de anticorpos e a transferéncia destes
para os filhotes em uma segunda gestacdo, as mesmas fémeas foram novamente
submetidas a acasalamento. Os protocolos de acompanhamento do ciclo estral,
acasalamento, coleta, administracdo de cocaina, medida de massa corporal e dosagem
dos anticorpos nas méaes e filhotes foram realizados conforme protocolo descritos para
a primeira gestacdo. Os parametros avaliados no parto e desmame também foram os
mesmos da primeira gestacdo. O ganho de massa corporal foi medido a partir do dia 3
de gestacdo até o dia 18, a cada 5 dias. As coletas nas méaes foram realizadas nos dias
DO, D7 e D14 da gestacdo, correspondentes aos tempos D170, D177 e D188 do
experimento total (Figura 8) e nos dias DO, D7 e D14 apGs o desmame, correspondentes
aos dias D226, D233 e D240 do experimento total. Nos filhotes, as coletas foram
realizadas nos tempos correspondentes as coletas maternas apdés o desmame (Figura
9).
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Tamanho da ninhada
Mortalidade materna

D177 D233

Acasalamento Coleta Parto Coleta
D170 D184 D226 D240
Coleta Coleta Desmame Coleta

Namero de filhotes

Cocaina — 20 mg/kg Coleta

Ganho de peso
Duracdo da gestacéo Ganho de peso

Figura 8 - Escala temporal do protocolo de avaliagdo da eficacia dos anticorpos IgG anti-cocaina
na protecdo materno-fetal & exposi¢do a cocaina durante a segunda gestacao.
Fonte: Elaborado pelo autor.

DO - Desmame D14 - Desmame
Coleta/Pesagem Coleta/Pesagem
® [ o

D7 - Desmame
Coleta/Pesagem

Figura 9 - Escala temporal das coletas nos filhotes na segunda gestacgao.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.8.3 Avaliacdo do comportamento locomotor e exploratorio dos filhotes em
modelo de campo aberto

Para avaliar a acdo dos anticorpos IgG anti-cocaina na atenuacdo do
comportamento hiperlocomotor e desinibitério induzido pela cocaina, a prole da primeira
gestacédo 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 méaes
vacinadas e um grupo de filhotes de maes placebo. Os filhotes das méaes placebo foram

escolhidos aleatoriamente, enquanto os filhotes das maes vacinadas foram escolhidos
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conforme os maiores valores de densidade Oéptica para anticorpos IgG anti-cocaina
obtidos no teste de ELISA feito com as amostras da primeira coleta (DO).

Os animais foram habituados na sala de experimentacdo por 10 minutos. Em
seguida, os mesmos foram alocados em caixas cubicas de madeira da cor branca,
revestidas no fundo com plastico azul claro, nas dimensdes de 30 cm (altura) x 30 cm
(largura) x 30 cm (profundidade) para habituacéo por 10 min (Figura 10 A-B).

Figura 10 - (A). Aparato utilizado para avaliagdo da atividade locomotora e exploratéria de animais
em modelo de campo aberto. (B.) Habituacdo e observac&o do comportamento dos filhotes durante
0 experimento.

Fonte: Elaborado pelo autor.

ApoOs esse periodo, o animal foi retirado da caixa e a cocaina foi administrada
conforme descrito na subsecdo 4.3.5. O animal foi, entdo, colocado no centro da sua
respectiva caixa e o comportamento do mesmo foi observado durante 30 minutos por
meio de uma camera instalada acima das caixas (DSC-H300, Sony Brasil®) (Figuras 10
e 11).

Habituagdo na Administragéo de

sala de g
experimentagéao cocaina
por 10 min 15 mg/kg
® ® O o
Habituacdo na Observacao por 30 minutos

caixa por 10 min

Figura 11 - Escalatemporal da avaliagdo do comportamento locomotor e exploratério dos filhotes
no modelo de campo aberto logo apds o desmame.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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No segundo momento, conforme indicado na figura 6, os filhotes da primeira
gestacdo foram avaliados 60 dias apds o desmame (81 dias de vida). O objetivo desse
protocolo foi avaliar a sensibilizacédo tardia dos animais expostos a cocaina. Para esse
teste, foram selecionados 48 animais, sendo 24 filhotes de maes placebo, escolhidos
aleatoriamente e 24 filhotes de mées vacinadas, escolhidos conforme os maiores valores
de densidade Optica para anticorpos IgG anti-cocaina obtidos no teste de ELISA na
primeira coleta apés o desmame. A amostra foi dividida em 2 grupos: salina e cocaina,
sendo que em cada um foram alocados 12 animais de mées vacinadas e 12 animais de
maes placebo.

Os animais foram habituados na sala de experimentagdo por 10 minutos e no
aparato de teste também durante 10 minutos nos dias D1, D2 e D3 do experimento. No
guarto dia (D4), cada grupo recebeu o seu respectivo tratamento (solucdo salina 0,9%
p/v ou cocaina 20 mg/Kg) e o comportamento foi avaliado no aparato durante 10 minutos.
Apos 7 dias (D11), todos os animais receberam uma dose de 20 mg/Kg de cocaina e
foram novamente submetidos a avaliacdo comportamental. Por fim, 7 dias ap0s essa
avaliacdo (D18), todos os animais receberam solucéo salina 0,9% p/v e 0 comportamento
foi novamente avaliado. Em cada avaliagdo, foram medidas as massas corporais dos
animais e coletadas amostras de sangue para dosagem de anticorpos 1gG e IgM anti-

cocaina pelo método ELISA (Figura 12).

D11
Desafio cocaina
D1 b3 Coleta e
Habituacado 1 Habituacéo 3 Pesagem
® ® ® ® ® ®
D2 D4 D18
Habituacao 2 Desafio Desafio Salina

salina/cocaina

Coletae
Pesagem

Coleta e Pesagem

Figura 192 - Escala temporal da avaliagdo comportamental dos animais no modelo de campo
aberto no protocolo de sensibilizagéo tardia a cocaina.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Em ambos os protocolos, os videos obtidos foram analisados no programa Any-
Maze® (Stoelting Co., 2019) para obtencédo 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 modificacdes. As amostras foram coletadas no momento do
desmame, 21 dias ap0s o nascimento dos filhotes na segunda gestacdo. Apds a
separacao dos filhotes, as mées foram submetidas a anestesia pela injecao i.p de uma
solucdo de xilazina e cetamina (1:1) na dose de 1 mLAKkg. ApoOs constatada a sedacéo
dos animais, estes foram posicionados em decubito dorsal, devidamente imobilizados, e
uma dose de 4 Ul de ocitocina foi administrada i.p. Procedeu-se a coleta do leite materno
20 minutos apos a injecdo de ocitocina, por meio de leves compressdes na base da teta
do animal. Foram coletados aproximadamente 500 pL 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
separacao do soro, o qual foi separado e armazenado sob refrigeracdo a -80°C em tubos

de polipropileno de 1,5 mL, para posterior dosagem de anticorpos IgG e IgM anti-cocaina.
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5 RESULTADOS

5.1 Experimento 1 — Avaliacdo da eficacia do GNE-KLH na producédo de anticorpos
anti-cocaina em ratas gravidas

5.1.1 Titulos de anticorpos IgG anti-cocaina nas maes

Os niveis de anticorpos IgG anti-cocaina nas maes foram semelhantes antes da
vacinacdo com GNE-KLH ou placebo (DO, 0,312 + 0,157 vs. 0,304 £ 0,202, p =0,93) e
significativamente mais elevados no grupo vacinado em relacdo 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
nao pareado com corregao de Welsh) (Figura 13).

5 =

*%
=&~ Vacina
- Placebo

IgG anti-cocaina (DO)

Dias ap6s imunizagédo e reforgos

Figura 203 - Titulos médios de anticorpos IgG anti-cocaina nas mées, expressos em densidade
Optica (DO), no curso temporal do primeiro experimento. ** e *** indicam diferenca estatisticamente
significativa em relacdo ao grupo placebo (p <0,01 e p <0,001, respectivamente). n = 8.



68

5.1.2 Titulos de anticorpos IgM anti-cocaina nas maes

Os niveis de anticorpos IgM anti-cocaina nas maes foram semelhantes antes do
tratamento com GNE-KLH ou placebo (DO, 0,132 + 0,032 vs. 0,164 £ 0,045, p =0,12) e
significativamente mais elevados no grupo vacinado em relagdo 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, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos vacina e placebo (D70, 0,605 + 0,505 vs. 0,258 + 0,094; p = 0,0921, teste t n&o

pareado com correcao de Welsh) (Figura 14).

-®- Vacina
- Placebo

*%

*%

IgM anti-cocaina (DO)

Dias apés imunizagédo e reforgos

Figura 14 - Titulos médios de anticorpos IgM anti-cocaina nas mées, expressos em densidade
optica (DO), no curso temporal do primeiro experimento. ** e ***indicam diferenca estatisticamente
significativa em relacdo 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 maes

N&o houve diferenca estatisticamente significativa na evolu¢cado da massa corporal
absoluta média antes e durante a gestacdo entre as mdaes vacinadas e maes nao
vacinadas (DO, 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 +21vs.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 +50vs. 403 £41; p = 0,86, teste t ndo pareado com correcéo
de Welsh) (Figura 15).
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Dias ap6s inicio do experimento

Figura 15 - Evolugdo da massa corporal absoluta média, expressa em gramas (g), durante os
periodos pré-gestacional e gestacional das maes vacinadas e ndo vacinadas no primeiro
experimento. n = 8.
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Da mesma forma, também n&o houve diferencas estatisticamente significativas
no ganho de massa corporal médio das mées antes e durante a gestacdo entre maes
vacinadas e ndo vacinadas (D7, 12 £8vs. 22 +13;p=0,09; D21,18+9vs. 14+ 7;p =
0,36; 28,8+ 11vs. 7+9;p=0,87,D030,3+2vs.4+3;,p=0,85;D32,4+3Vs. 7 £6;
p=0,23;D34,8+8vs.5+3;p=0,35;D36,8+7vs.8+6;p>0,99;D38,6+7Vvs. 6=+
5, p=0,97,D40,13+15vs. 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 ndo pareado

com correcao de Welsh) (Figura 16).
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Figura 16 - Evolugdo do ganho de massa corporal médio, expressa em gramas (g), durante os
periodos pré-gestacional e gestacional das maes vacinadas e ndo vacinadas no primeiro
experimento. n = 8.
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5.1.4 Tamanho da ninhada, mortalidade materna e tempo de gestacao

A vacinacdo com GNE-KLH néo interferiu no tamanho da ninhada. Ndo houve
diferenca estatistica significativa no niumero médio de filhotes nascidos vivos entre mées
vacinadas e méaes tratadas com placebo (9,43 £ 1,15 vs. 9,33 + 1,50; p = 0,96, teste t
nao pareado com correcado de Welsh) (Figura 17). Nenhuma fémea de qualquer um dos
grupos veio a 0bito no decorrer deste experimento. Nao houve diferenca estatisticamente
significativa no tempo de gestacao entre os grupos vacinado e placebo (21,50 = 0,56
versus 20,90 £ 0,61; p =0,73)

151
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Figura 17 - Namero médio de filhotes nascidos vivos em maes vacinadas e ndo vacinadas. n = 8.

5.1.5 Mortalidade de filhotes

A vacinacdo com GNE-KLH nao interferiu na mortalidade de filhotes no periodo
de amamentacdo. Ndo houve diferenca estatistica significativa no niamero médio de
filhotes remanescentes apés o desmame entre mées vacinadas e maes tratadas com
placebo (8,14 + 0,77 vs. 7,67 = 1,88; p = 0,82, teste t ndo pareado com corre¢ao de
Welsh) (Figura 18).
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Figura 18 - Nimero médio de filhotes ap6s o desmame em mées vacinadas e ndo vacinadas. n =

8.

5.1.6 Titulos de anticorpos IgG anti-cocaina nos filhotes

Os titulos médios de anticorpos IgG anti-cocaina nos filhotes no desmame foram

significativamente mais elevados na prole de mées vacinadas em relacdo a prole de

maes nao vacinadas (1,503 + 0,437 vs. 0,034 = 0,006, p = 0,005, teste t ndo pareado

com correcao de Welsh) (Figura 19).
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Figura 219 - Titulos médios de anticorpos IgG anti-cocaina no desmame, expressos em
densidade dptica (DO), em filhotes de mées vacinadas e ndo vacinadas. ** indica diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo placebo (p <0,01). n = 8.
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5.1.7 Titulos de anticorpos IgM anti-cocaina nos filhotes

Ndo houve diferenca estatisticamente significativa nos titulos médios de
anticorpos IgM anti-cocaina no desmame entre os filhotes de mées vacinadas e nao
vacinadas (0,160 + 0,057 vs. 0,133 + 0,015, p = 0,60, teste t ndo pareado com corre¢ao
de Welsh) (Figura 20).
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Figura 2022 - Titulos médios de anticorpos IgM anti-cocaina no desmame, expressos em
densidade 6ptica (DO), em filhotes de mées vacinadas e ndo vacinadas. n = 8.

5.2 Experimento 2 — Avaliacdo da eficacia dos anticorpos IgG anti-cocaina na
protecdo materno-fetal a exposi¢cado a cocaina

5.2.1 Titulos de anticorpos IgG anti-cocaina nas maes

Quando as mées foram tratadas com cocaina durante os periodos gestacionais,
0s niveis de anticorpos IgG anti-cocaina permaneceram maiores no grupo vacinado em
relacdo ao grupo controle em todos os tempos apoés o dia 0, perdurando até o dia 240,
guando a mensuracao 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 =
0,00084; D80, 3,496 + 1,598 vs. 0,131 + 0,062; p = 0,00092; D90, 3,368 + 1,673 vs. 0,100
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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 ndo
pareado com correcdo de Welsh). N&o foi observada diferenca estatisticamente
significativa no tempo 0 (DO, 0,280 * 0,253 vs. 0,150 £ 0,026; p = 0,423, teste t ndo

pareado com correcao de Welsh) (Figura 21).
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Figura 21 - Titulos médios de anticorpos IgG anti-cocaina nas mées, expressos em densidade
optica (DO), no curso temporal do segundo experimento. * ** e ** jndicam diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo placebo (p < 0,05, p < 0,01 e p < 0,001,
respectivamente). n = 3-5.
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5.2.2 Titulos de anticorpos IgM anti-cocaina nas maes

Os titulos de anticorpos IgM anti-cocaina aumentaram rapidamente apds a
imunizacao inicial. Observou-se, entéo, rapida reducdo 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 elevacao entre os tempos 42 e 57. A partir de
entdo, os niveis de anticorpos permanecem praticamente constantes até o final do
experimento, no tempo D240, quando as medidas foram cessadas (Figura 22). Os niveis
de anticorpos IgM anti-cocaina foram significativamente maiores no grupo vacinado em
relacdo ao placebo em varios 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 ndo pareado com correcao de Welsh). Nao
foram observadas diferencas estatisticamente significativas nos tempos DO (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 ndo pareado com
correcdo de Welsh) (Figura 22).
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Figura 22 - Titulos médios de anticorpos IgM anti-cocaina nas méaes, expressos em densidade
oOptica (DO), no curso temporal do segundo experimento. *, ** e ** indicam diferenca
estatisticamente significativa em relagdo 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 maes

N&o houve diferencas estatisticamente significativas na evolucdo da massa
corporal absoluta média em ambos os periodos gestacionais entre mées vacinadas e
nao vacinadas (12 gestacéao - Figura 23 - D4, 268 + 17 vs. 269 + 20; p = 0,95; D6, 301
+10vs. 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; 22 gestacéo -
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 ndo
pareado com correcao de Welsh).
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Da mesma forma, ndo houve diferencas estatisticamente significativas no ganho
de massa corporal médio em ambos os periodos gestacionais entre mées vacinadas e
nao vacinadas (12 gestacéo - Figura 24 - D6, 33 +£12vs. 33 +10;p=0,99; D8, 16 £ 4
vs.14 +3;p=0,64; D10,12+8vs. 21 + 3; p=0,12; D12, 15+ 8 vs. 23 £ 4, p = 0,13,
D14,21 +13vs.25+16;p=0,71;D16,21 +5vs. 19+ 12;p=0,81; D18, 32+ 17 vs. 20
+3; p=0,31; 22 gestacdo - Figura26- D8,18+6vs. 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 ndo pareado com correcao
de Welsh).
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Figura 23 - Evolugdo da massa corporal absoluta média em mées vacinadas e n&o vacinadas,
expresso em gramas (g), durante a primeira gestacéo do segundo experimento. n = 3-5.
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Figura 24 - Evolugdo do ganho de massa corporal médio em mées vacinadas e ndo vacinadas,
expresso em gramas (g) durante a primeira gestacdo do segundo experimento. n = 3-5.
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Figura 25 - Evolugdo da massa corporal absoluta média em mées vacinadas e n&o vacinadas,
expressa em gramas (g) durante a segunda gestacdo do segundo experimento. n = 3-3.
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Figura 26 - Evolugdo do ganho de massa corporal médio em mées vacinadas e ndo vacinadas,
expressa em gramas (g), durante a segunda gestacdo do segundo experimento. n = 3-3.

5.2.4 Tempo de gestacao

N&o houve diferenca estatisticamente significativa em relacdo a duragdo do
periodo gestacional em ambas as gestacdes entre maes vacinadas e nao vacinadas (12
gestacéo, 21,20 + 0,58 vs 21,00 £ 0,58; p = 0,82; 22 gestacao, 21,33 £ 0,33 vs 20,33
0,33; p =0,10, teste t ndo pareado com correcao de Welsh) (Figura 27).
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Figura 27 - Tempo médio das gestagdes, expresso em dias, em mées vacinadas e ndo vacinadas.
n = 3-5.



80

5.2.5 Tamanho da ninhada e mortalidade materna

Na primeira gestacdo, o numero meédio de filhotes nascidos vivos foi
significativamente maior nas maes vacinadas em comparacao as nado vacinadas (10,20
+ 0,66 vs. 7,33 + 0,33; p = 0,0097, teste t ndo pareado com correcdo de Welsh). Na
segunda gestacdo, ndo houve diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao
tamanho da ninhada entre os grupos vacina e placebo (9,67 + 1,77 vs. 9,67 = 1,67; p >
0,99, teste t ndo pareado com correcdo de Welsh) (Figura 28). Nenhuma fémea de

qualquer um dos grupos veio a 6bito no decorrer deste experimento.
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Figura 28 - Numero médio de filhotes nascidos vivos em maes vacinadas e ndo vacinadas. **
indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo placebo (p <0,01). n = 3-5.

5.2.6 Mortalidade de filhotes

Em ambas as gestacbes, ndo houve diferenga estatisticamente significativa em
relacdo ao numero de filhotes ap6és o desmame entre 0s grupos vacina e placebo (12
gestacao, 8,60 + 2,18 vs 6,33 £ 1,20; p = 0,40; 22 gestacéo, 9,33 £ 1,45 vs. 9,00 + 1,00;

p = 0,86, teste t ndo pareado com correcao de Welsh) (Figura 29).
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Figura 29 - Namero médio de filhotes ap6s o desmame em mées vacinadas e ndo vacinadas. n =
3-5.

5.2.7 Ganho de massa corporal dos filhotes

N&do houve diferenca estatisticamente significativa, no periodo avaliado, na
evolugdo da massa corporal absoluta média entre os filhotes de mées vacinadas e ndo
vacinadas (DO, 73+ 11 vs. 94 + 19; p = 0,10; D7, 107 £ 13 vs. 126 + 26; p = 0,39; D14,
142 +20vs. 162 + 34; p=0,72; D21, 178 + 20 vs. 188 + 41; p = 0,98, teste t ndo pareado
com correcao de Welsh) (Figura 30). Da mesma forma, também ndo houve diferencas
estatisticamente significativas, no mesmo periodo, no ganho de massa corporal médio
entre filhotes de mées vacinadas e nédo vacinadas (D7, 34 + 8 vs. 32 £ 10; p = 0,44; D14,
35+14vs.36+16;p=0,88; D21, 36 +16 vs. 27 + 11; p = 0,27, teste t ndo pareado com
correcdo de Welsh) (Figura 31).
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Figura 30 - Evolucdo da massa corporal absoluta média, expressa em gramas (g), apés o
desmame em filhotes da primeira gestacdo de mées vacinadas e ndo vacinadas. n = 19-43.
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Figura 31 - Evolugdo do ganho de massa corporal absoluta média, expressa em gramas (g), apos
o desmame em filhotes da primeira gestacdo de méaes vacinadas e ndo vacinadas. n = 19-43.
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5.2.8 Titulos de anticorpos IgG anti-cocaina nos filhotes

Filhotes de mées vacinadas com GNE-KLH e tratadas com cocaina durante a
gestacdo apresentaram titulos médios de anticorpos IgG anti-cocaina mais elevados no
desmame e no 7° dia apés o desmame, em ambas as gestacdes, em comparacdo aos
filhotes de maes tratadas com placebo e cocaina (12 gestacéo, DO, 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
22 gestacao, DO, 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 ndo pareado com corre¢cao de Welsh).

Os niveis médios de anticorpos IgG anti-cocaina foram semelhantes na prole de
ambos 0s grupos a partir do 14° dia apos o desmame em ambas as gestacbes (12
gestacao, 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 22 gestacao, D14, 0,195 + 0,064 vs. 0,254 £ 0,105; p =

0,15 - Figura 33, teste t ndo pareado com correcdo de Welsh).
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Figura 32 - Titulos médios de anticorpos IgG anti-cocaina, expressos em densidade optica (DO),
nos filhotes de maes vacinadas e ndo vacinadas no curso temporal de 21 dias ap6s o desmame da
primeira gestacdo. * e *** indicam diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo
placebo (p < 0,05 e p <0,001, respectivamente). n = 19-43.
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Figura 33 - Titulos médios de anticorpos IgG anti-cocaina, expressos em densidade 6ptica (DO),
nos filhotes de mées vacinadas e ndo vacinadas no curso temporal de 14 dias apés o desmame da
segunda gestacdo. * e *** indicam diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo
placebo (p < 0,05 e p < 0,001, respectivamente). n = 27-28.

5.2.9 Titulos de anticorpos IgM anti-cocaina nos filhotes

N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas nos titulos de
anticorpos IgM anti-cocaina entre os filhotes de maes vacinadas e mées ndo vacinadas
até 21 dias ap6s o desmame na 12 gestacédo (DO, 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 ndo pareado com
correcdo de Welsh) (Figura 34) e até 14 dias ap6és o desmame na 22 gestacéao (DO, 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 ndo pareado com correcao de Welsh)
(Figura 35).
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Figura 34 - Titulos médios de anticorpos IgM anti-cocaina, expressos em densidade 6ptica (DO),
nos filhotes de mées vacinadas e ndo vacinadas no curso temporal de 21 dias apés o desmame da

primeira gestagdo. n = 19-43.
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Figura 35 - Titulos médios de anticorpos IgM anti-cocaina, expressos em densidade 6ptica (DO),
nos filhotes de maes vacinadas e ndo vacinadas no curso temporal de 14 dias ap6s o desmame da

segunda gestacdo. n = 27-28.
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5.2.10 Atividade locomotora em modelo de campo aberto — efeito agudo da
administracdo de cocaina

Filhotes de mées vacinadas, quando tratados com dose Unica de cocaina e
observados no modelo de campo aberto, apresentaram menor atividade locomotora
induzida pela droga em relacéo aos filhotes de mées tratadas com placebo (40,04 + 8,28
vs. 107,03 + 20,62 m; p = 0,0053, teste t ndo pareado com correcao de Welsh) (Figura
36) e menor nimero de entradas na area central do labirinto do campo aberto (16 + 5 vs.
47 +12; p = 0,0137, teste t ndo pareado com corregcédo de Welsh) (Figura 37).
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Figura 36 - Distancia percorrida média, em metros (m), apés tratamento com cocaina, por filhotes
de mées vacinadas e ndo vacinadas. ** indica diferenca estatisticamente significativa em relagéo
ao grupo placebo (p <0,01). n =12.
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Figura 37 - Namero médio de entradas no centro do aparato de observagéo, apds tratamento com
cocaina, realizadas por filhotes de mées vacinadas e nao vacinadas. * indica diferenca
estatisticamente significativa em relagéo ao grupo placebo (p <0,05). n =12,
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A diferenca entre os dois grupos também foi avaliada por meio dos gréficos de
locomogéao dos animais (Figura 38). A atividade basal n&do diferiu entre os filhotes de
maes vacinadas (Figura 38-A) e nao vacinadas (Figura 38-C). ApGs a injecao de
cocaina, pode-se observar a diferenca na atividade locomotora entre os dois grupos,
sendo que, os filhotes de mées vacinadas (Figura 38-B) se locomoveram menos que 0s

filhotes de mées nado vacinadas (Figura 38-D).
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Figura 38 - Graficos de locomog&o em fihotes de mées vacinadas, na parte superior, e de maes
ndo vacinadas, na parte inferior. (A) Basal de filhotes de mées vacinadas. (B) Pds-tratamento com
cocaina de filhotes de mées vacinadas. (C) Basal de filhotes de maes ndo vacinadas. (D) P6s-
tratamento com cocaina de filhotes de maes néo vacinadas.
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5.2.11 Atividade locomotora em modelo de campo aberto — efeito da
sensibilizacdo tardia a cocaina

N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas nos titulos de
anticorpos IgG (Figura 39) e IgM (Figura 40) anti-cocaina entre os grupos avaliados em
nenhum dos momentos do tratamento (lgG, 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 € 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=0,69e 0,182 + 0,0 82 vs. 0,224 + 0,110; p = 0,36; D9, 0,171 + 0,07 vs. 0,176
+ 0,050, p=0,82e 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 ndo pareado
com correcao de Welsh).

Nota-se, também, que os titulos de anticorpos IgG anti-cocaina sdo menores

agueles medidos para os mesmos filhotes no momento do desmame (Figuras 32 e 33).
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Figura 39 - Titulos de anticorpos IgG anti-cocaina, expressos em densidade 6ptica (DO), nos
filhotes de mées vacinadas e néo vacinadas no curso temporal do protocolo de avaliacéo do efeito
da sensibilizag&o tardia a cocaina. n = 9-10.
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Figura 40 - Titulos de anticorpos IgM anti-cocaina, expressos em densidade 6ptica (DO), nos
filhotes de mées vacinadas e néo vacinadas no curso temporal do protocolo de avaliac&o do efeito
da sensibilizac&o tardia a cocaina. n = 9-10.

N&do houve diferencas estatisticamente significativas na evolucdo da massa
corporal absoluta média ao longo do experimento entre filhotes de mées vacinadas e ndo
vacinadas tratados com soluc¢do salina 0,9% v/v elou cocaina e seus respectivos
controles (Veiculo vacinados x ndo vacinados: D(-3), 328 + 76 vs. 301 + 74; p = 0,44; D2,
333+ 78vs. 307 +£74;p=0,47; D9, 354 £ 88 vs. 321 + 77; p = 0,40; D16, 361 + 89 vs.
326 + 77; p = 0,40, e cocaina vacinadas x ndo vacinadas: D(-3), 326 + 70 vs. 314 * 76;
p=0,73;D2,333+71vs.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 ndo pareado com correcdo de Welsh) (Figura
41). Tampouco houve diferencas estatisticamente significativas no ganho de massa
corporal média entre os filhotes de maes vacinadas e nao vacinadas tratados com
solucéo salina 0,9% v/v e/ou cocaina e seus respectivos controles (Veiculo vacinados x
nao vacinados: D2,6 +2vs. 6 +2; p=0,66; D9, 20+ 12vs. 14+ 7;p=0,17; D16, 7 £ 3
vs. 4 £ 2; p = 0,46, e cocaina vacinadas x ndo vacinadas: D2, 7 £+ 2 vs. 8 + 3; p = 0,38;
D9,11+7vs.10+£4;p=0,70; D16,8 £ 4 vs. 9 £ 3; p = 0,54, teste t ndo pareado com
correcao de Welsh) (Figura 42).
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Figura 41 - Evolugdo da massa corporal absoluta média, expressa em gramas (g), nos filhotes de
mées vacinadas e ndo vacinadas no curso temporal do protocolo de avaliagdo do efeito da
sensibilizac&o tardia a cocaina. n = 9-10.
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Figura 42 - Evolucédo do ganho de massa corporal médio, expresso em gramas (g), nos filhotes
de mées vacinadas e ndo vacinadas no curso temporal do protocolo de avaliacdo do efeito da
sensibilizagao tardia a cocaina. n = 9-10.
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No desafio salina/cocaina, filhotes de mées vacinadas e ndo vacinadas
apresentaram atividade locomotora significativamente maior que seus respectivos
controles, tratados com solucéo 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 ndo pareado com correcao de Welsh)
(Figura 43). No desafio cocaina, quando todos os animais foram tratados com a droga,
nao houve diferenga estatisticamente significativa na atividade locomotora dos filhotes
de maes vacinadas e ndo vacinadas em relacéo aos seus respectivos controles (90,77
+15,97vs. 61,47 +1257;,p=0,17e 51,86 + 8,64 vs. 68,47 + 11,46; p = 0,26, teste t ndo
pareado com correcdao de Welsh) (Figura 44). No entanto, os valores de distancia
percorrida observados para todos 0os grupos nesse momento foram superiores aos
medidos no desafio salina/cocaina. No desafio salina, quando todos os animais
receberam solucdo salina 0,9% v/v, também ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas na atividade locomotora dos filhotes de mées vacinadas e
nao vacinadas em relacao 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 ndo pareado com correcao de
Welsh) (Figura 45). Os valores de distancia percorrida obtidos nesse momento foram
inferiores aos medidos no desafio cocaina.
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Figura 43 - Distancia percorrida, em metros (m), por filhotes de filhotes de mées vacinadas e n&o
vacinadas no desafio salina/cocaina do protocolo de avaliagdo do efeito da sensibilizacéo tardia a
cocaina. * e ** indicam diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo placebo (p <
0,05 e p < 0,01, respectivamente). n = 9-10.
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Figura 44 - Distancia percorrida, em metros (m), por filhotes de filhotes de maes vacinadas e n&o
vacinadas no desafio cocaina do protocolo de avaliacdo do efeito da sensibilizacdo tardia a

cocaina. n = 9-10.
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Figura 45 - Distancia percorrida, em metros (m), por filhotes de filhotes de maes vacinadas e n&o
vacinadas no desafio salina do protocolo de avaliagdo do efeito da sensibilizag&o tardia a cocaina.

n =9-10.

5.2.12 Titulos de anticorpos IgG anti-cocaina no leite materno

Os titulos de anticorpos IgG anti-cocaina no leite materno foram significativamente

maiores nas mées vacinadas em relacdo as mées nao vacinadas nas diluicdes 1:50 até

1:500. Os titulos decresceram progressivamente conforme aumento da diluicdo da
amostra (Dilui¢ao 1:50, 1,526 + 0,273 vs. 0,021 + 0,008; p < 0,001; Diluigdo 1:100,
0,771 + 0,126 vs. 0,018 + 0,006; p < 0,001; Diluicao 1:250, 0,327 + 0,038 vs. 0,018 +
0,003; p < 0,001; Diluigéo 1:500, 0,184 + 0,014 vs. 0,011 + 0,002; p = 0,003; Diluicdo
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1:1.000, 0,101 + 0,002 vs. 0,013 £ 0,003; p = 0,12, Diluicédo 1:2.000, 0,062 + 0,003 vs.
0,013 + 0,010; p = 0,39; Diluigao 1:4.000, 0,033 + 0,001 vs. 0,002 + 0,001; p = 0,57;
Dilui¢do 1:8.000, 0,016 + 0,001 vs. 0,003 £ 0,003; p = 0,81; Dilui¢do 1:16.000, 0,008 +
0,001 vs. 0,005 + 0,005; p = 0,96; Diluicédo 1:32.000, 0,009 + 0,009 vs. 0,014 + 0,016; p
= 0,93; teste t ndo pareado com correcédo de Welsh; r?>=0,986; y = 27,115x%%) (Figura
46). A diluicdo escolhida para expressar o resultado final dos titulos de anticorpos IgG
anti-cocaina nas amostras de leite de mées vacinadas e nao vacinadas foi a de 1:100
(Figura 47).
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Figura 46 - Titulos médios de anticorpos IgG anti-cocaina, expressos em densidade 6ptica (DO),
no leite de mées vacinadas e ndo vacinadas quando em diluicfes crescentes da amostra. ** e ***
indicam diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo placebo (p < 0,01 e p < 0,001,
respectivamente). n = 3.
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Figura 47 - Titulos de anticorpos IgG anti-cocaina, expressos em densidade 6ptica (DO), no leite
de mées vacinadas e ndo vacinadas na diluicdo 1:100. *** indica diferenca estatisticamente
significativa em relagéo ao grupo placebo (p <0,001). n = 3.
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5.2.13 Titulos de anticorpos IgM anti-cocaina no leite materno

Os titulos de anticorpos IgM anti-cocaina no leite materno foram significativamente
maiores nas maes vacinadas em relagdo as maes nao vacinadas nas diluicbes 1:50 e
1:100. Os niveis de anticorpos decresceram progressivamente conforme aumento da
diluicdo da amostra (Dilui¢céo 1:50, 0,177 £ 0,085 vs. 0,047 £ 0,025; p = 0,008; Diluicao
1:100, 0,117 + 0,026 vs. 0,032 + 0,023; p = 0,006; Diluicdo 1:250, 0,096 + 0,062 vs.
0,023 + 0,014; p < 0,16; Diluigcao 1:500, 0,054 + 0,034 vs. 0,010 + 0,009; p = 0,14;
Diluigdo 1:1.000, 0,030 + 0,012 vs. 0,007 + 0,006; p = 0,41, Diluicdo 1:2.000, 0,019 +
0,003 vs. 0,001 +0,001; p = 0,52; teste t ndo pareado com correcdo de Welsh; r>=0,703;
y =-8.10°x + 0,1425) (Figura 48). A diluicdo escolhida para expressar o resultado final
dos titulos de anticorpos IgM anti-cocaina nas amostras de leite de maes vacinadas e
nao vacinadas foi a de 1:100 (Figura 49).
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Figura 48 - Titulos de anticorpos IgM anti-cocaina, expressos em densidade 6ptica (DO), no leite
de mées vacinadas e nédo vacinadas quando em diluicdes crescentes daamostra. **indica diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo placebo (p <0,01). n = 3.
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Figura 49 -Titulos de anticorpos IgM anti-cocaina, expressos em densidade 6ptica (DO), no leite
de mées vacinadas e ndo vacinadas na diluicdo 1:100. ** indica diferenca estatisticamente
significativa em relag&o ao grupo placebo (p <0,01). n = 3.
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5.2.14 Titulos de anticorpos lgG anti-cocaina — ensaio de competicao

Na primeira gestacdo, os titulos de anticorpos IgG anti-cocaina nas maes
vacinadas decairam progressivamente conforme aumento da concentracéo de cocaina.
Nas maes vacinadas, os titulos de anticorpos IgG anti-cocaina foram significativamente
maiores que nas maes nao vacinadas em todas as diluicbes testadas (Dilui¢do 0, 5,533
+ 0,240 vs. 0,266 + 0,140; p < 0,001; Diluicédo -10, 5,676 + 0,216 vs. 0,133 + 0,060; p <
0,001; Diluicéo -8, 5,566 + 0,400 vs. 0,085 + 0,029; p < 0,001; Dilui¢éo -6, 5,286 + 0,394
vs. 0,062 + 0,011; p < 0,001; Diluicao -4, 4,588 + 0,943 vs. 0,033 + 0,007; p < 0,001,
Diluicéo -2, 1,081 + 0,365 vs. 0,028 £ 0,009; p = 0,007; teste t ndo pareado com correcao
de Welsh) (Figura 50).

Nos filhotes de mées vacinadas, os titulos de anticorpos IgG anti-cocaina foram
significativamente maiores em relacéo aos filhotes de maes ndo vacinadas até a diluicéo
(-6) de cocaina e progressivamente decrescentes conforme aumento da concentragdo
da droga (Diluicéo 0, 1,822 + 0,486 vs. 0,084 = 0,029; p = 0,002; Diluigdo -10, 1,282 +
0,441 vs. 0,136 + 0,153; p = 0,008; Dilui¢do -8, 1,157 + 0,381 vs. 0,104 + 0,104; p =
0,006; Diluicédo -6, 0,977 + 0,376 vs. 0,077 + 0,068; p = 0,009; Dilui¢céo -4, 0,276 £ 0,125
vs. 0,044 + 0,013; p = 0,11; Diluicao -2, 0,053 + 0,017 vs. 0,034 = 0,007; p = 0,26; teste

t ndo pareado com correcédo de Welsh) (Figura 50).
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Na segunda gestacdo, os titulos de anticorpos IgG anti-cocaina nas maes
vacinadas também reduziram de forma progressiva conforme aumento da concentracao
da droga. Nas mées vacinadas, os titulos de anticorpos IgG anti-cocaina foram
significativamente maiores que nas maes nao vacinadas nas diluicdes de (0) até (-6)
(Diluigéo 0, 4,632 vs. 0,156; Diluigdo -12, 2,872 vs. 0,054; Diluigdo -10, 2,151 vs. 0,053;
Diluic&o -8, 0,950 vs. 0,049; Diluicéo -6, 0,280 vs. 0,054, Diluicdo -4, 0,033 vs. 0,053;
Diluicéo -2, 0,089 vs. 0,020) (Figura 51).

Nos filhotes de maes vacinadas, os titulos de anticorpos IgG anti-cocaina foram
maiores em relacao aos filhotes de maes ndo vacinadas até a dilui¢cdo (-8) de cocaina e
progressivamente decrescentes conforme aumento da concentracdo da droga (Dilui¢cao
0, 2,080 vs. 0,073; Diluicdo -12, 1,036 vs. 0,029; Diluicao -10, 0,857 vs. 0,006; Diluicao
-8, 0,350 vs. 0,018; Diluicao -6, 0,149 vs. 0,014; Diluicdo -4, 0,110 vs. 0,013; Diluicdo
-2, 0,043 vs. 0,053) (Figura 51).

Os valores de log ICso para os anticorpos IgG anti-cocaina no soro das mées na
primeira e segunda gestacdo e filhotes de maes vacinadas da primeira e segunda
gestacado foram, respectivamente: -3,403 mg, -8,32 mg, -5,43 e -8,45 mg de cocaina.

Os titulos de anticorpos IgG anti-cocaina no leite de maes vacinadas reduziram
de forma progressiva conforme aumento da concentracdo da droga. Nas maes
vacinadas, os titulos de anticorpos IgG anti-cocaina no leite foram maiores que nas maes
nao vacinadas nas diluicbes de (0) até (-8) (Figura 52) (Diluicdo 0, 1,086 vs. 0,000;
Diluicéo -12, 0,431 vs. 0,000; Diluicéo -10, 0,270 vs. 0,000; Dilui¢éo -8, 0,078 vs. 0,002;
Diluicéo -6, 0,000 vs. 0,001; Diluigao -4, 0,000 vs. 0,000; Dilui¢éo -2, 0,000 vs. 0,000).

O log ICso dos anticorpos 1gG anti-cocaina no leite materno foi de -9,78 mg de cocaina.
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Figura 50 - Titulos médios de anticorpos IgG anti-cocaina, expressos em densidade 6ptica (DO),
em maes vacinadas e nado vacinadas e filhotes de mées vacinadas e ndo vacinadas, da primeira
gestacdo, quando em adsorcdo com concentracbes crescentes de cocaina. ** e *** indicam
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo placebo (p < 0,01 e p < 0,001,
respectivamente). n = 3.
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Figura 51 - Titulos de anticorpos IgG anti-cocaina, expressos em densidade 6ptica (DO), em maes
vacinadas e ndo vacinadas e filhotes de méaes vacinadas e ndo vacinadas, da segunda gestacéo,
guando em adsorcdo com concentracfes crescentes de cocaina. n = 1.
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Figura 52 - Titulos de anticorpos IgG anti-cocaina, expressos em densidade 6ptica (DO), no leite
de mées vacinadas e ndo vacinadas quando em adsor¢cdo com concentracdes crescentes de

cocaina. n = 1.
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6 DISCUSSAO

6.1 Avaliagdo dos resultados experimentais

Os resultados encontrados em nosso estudo sugerem que a imunoterapia para
dependéncia a cocaina e crack pode fornecer protecdo materno-fetal contra desfechos
negativos associados a exposicao intrauterina a droga e no periodo pos-natal imediato.

As hipoteses aventadas no estudo foram confirmadas. Dessa forma, demonstramos que:

1. ratas vacinadas com GNE-KLH produzem e mantem titulos de anticorpos IgG
e IgM anti-cocaina durante a gravidez mesmo quando tratadas com cocaina durante a
gestacao;

2. na presenca da exposicdo gestacional a cocaina, houve uma reducdo dos
desfechos obstétricos negativos nas ratas vacinadas com GNE-KLH, quando
comparadas as ratas nao vacinadas;

3. encontramos presenca de anticorpos anti-cocaina no leite materno;

4. encontramos presenca de anticorpos anti-cocaina nos filhotes;

5. os anticorpos IgG anti-cocaina encontrados nos soros das maes e filhotes e no

leite materno apresentam afinidade quimica pela droga.

6.1.2 Producdo de anticorpos IgG e IgM nas maes vacinadas

A presenga de anticorpos anti-cocaina durante a gravidez, principalmente os do
tipo IgG, serve de embasamento para todos os demais resultados encontrados. De fato,
a vacinacdo durante a gravidez é um método para melhorar a saude das mulheres
gravidas e de seus filhos (KELLER-STANISLAWSKI et al., 2014). Vacinas seguras e
eficazes ja foram desenvolvidas contra algumas doencas para uso durante a gravidez,
tais como: tétano, coqueluche e influenza (ABU-RAYA et al., 2020). A Organizacao
Mundial de Saude (OMS) preconiza a vacinagéo no periodo gestacional como estratégia
eficaz e segura para reduzir a morbidade e mortalidade materna, neonatal e da primeira
infancia (OMS, 2014).
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Os niveis de 1gG apresentam redugéo nas maes no inicio do periodo gestacional,
provavelmente devido & hemodiluigcdo natural que ocorre nesse periodo (PACHECO et
al., 2013). A hemodiluicdo é uma alteracao fisioldgica na qual ocorre aumento do volume
sanguineo, podendo alterar dosagens bioquimicas realizadas nesse periodo (FAUPEL-
BADGER et al., 2007, TEASDALE & MORTON, 2018). Assim, é provavel que nesse
tempo o nivel real de anticorpos IgG anti-cocaina seja semelhante aos tempos
imediatamente anterior e posterior (FAUPEL-BADGER et al., 2007).

A cinética de producado das Ig segue os padrdes descritos na literatura. As trés
imunizacdes no periodo pré-gestacional e a imuniza¢éo na gestacao induziram producao
crescente de anticorpos IgG anti-cocaina nas méaes até o final da gestacdo, quando
comecam a decair, possivelmente devido ao retorno do sistema imunoldgico a
homeostase (SOMPAYRAC, 2016). A producdo de IgM decai no tempo 21, quando
ocorre, de fato, a soroconversao do isotipo IgM em IgG, e aumenta novamente no inicio
da gestacdo, quando ocorre a imunorregulacdo natural do periodo, decorrente da
ativacdo de linfécitos T regulatorios e acdo de fatores como a IL-10 e o TGF-3
(ALUVIHARE et al., 2004; RACITOT et al., 2014; SOMPAYRAC, 2016; JORGENSEN et
al., 2019). Essa regulagéo imunolégica reduz, por consequéncia, a atividade de linfocitos
B para a producédo de anticorpos mais especificos (SOMPAYRAC, 2016). Além disso, a
producdo de IgG foi de, em média, o dobro de IgM, em todos os experimentos,
demonstrando a eficacia da formulacao utilizada no estudo na producéo de anticorpos
anti-cocaina mais especificos.

Na segunda parte do experimento, as fémeas da primeira gestacao foram
mantidas sob observag¢do comportamental e monitoramento dos niveis de anticorpos IgG
e IgM anti-cocaina por 12 semanas ap6s o desmame da primeira ninhada. A dosagem
de anticorpos por ELISA demonstrou que os titulos de IgG e IgM anti-cocaina se
mantiveram constantes no periodo intergestacional, justificando, assim, o estudo do
comportamento imunolégico em uma gestagdo seguinte, uma vez que ndo foram feitas
novas imunizacoes.

Na segunda gestagdo, os niveis de anticorpos se mantiveram altos, exceto no
inicio do periodo gestacional, no qual, semelhante ao que ocorreu na primeira gestacao,

sofreram uma queda em razdo da hemodiluicdo caracteristica do periodo (FAUPEL-
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BADGER et al., 2007). Esse resultado demonstra, mais uma vez, que a administracao
de cocaina e aimunorregulacéo do periodo gestacional ndo interferem significativamente
na producdo desses anticorpos e corrobora a hipétese de que os anticorpos sao
mantidos por mais de uma gestacao.

A manutencdo dos niveis de IgM e IgG nas méaes durante todo o periodo
experimental avaliado (250 dias), ocorrendo apenas pequenas variacdes fisiologicas
previamente explicadas, sugere mecanismos interessantes para a resposta imunoldgica
induzida pela vacinacdo com GNE-KLH. O bom éxito para o desenvolvimento de uma
vacina para antigenos proteicos e nao proteicos € a estimulacdo de plasmécitos de vida
longa, que produzem anticorpos de alta afinidade, e linfcitos B de memoria. Para isso,
€ necessario ocorrer um processo de ativacdes imunoldgicas primarias e secundarias,
especialmente a ativacdo da resposta celular T-dependente (PULENDRAN & AHMED,
2011).

O primeiro contato das células do sistema imunoldgico a um antigeno ativa
linfocitos B ‘naive’ que secretam, em sua maioria, anticorpos IgM, constituindo a fase
primaria. Diante disso, torna-se relevante a analise dessa classe de imunoglobulina nos
testes de eficacia de um composto imunogénico, uma vez que a producao de IgM € parte
do processo da cascata de ativacdo da resposta imunolégica humoral T-dependente
(PULENDRAN & AHMED, 2006; SOMPAYRAC, 2016).

A resposta secundaria ocorre na segunda exposi¢cao ao antigeno, na qual ocorre
a mudanca de classe da cadeia pesada para IgG, IgA ou IgE, anticorpos com maior
especificidade para o antigeno (SOMPAYRAC, 2016). Nesse experimento, as respostas
secundarias ocorreram a partir da segunda imunizacdo. Importantes mudancas
gualitativas acontecem nos anticorpos, como 0 aumento progressivo da afinidade,
mesmo apos pequenas doses do mesmo antigeno (PULENDRAN & AHMED, 2011). Isso
pode explicar, em partes, a maior especificidade do anticorpo encontrada na segunda
gestacdo. Outro evento significativo nessa fase é maturacao dos linfocitos por afinidade,
gue é marcada pela selecao clonal e mutagdes sométicas, que aprimoram 0s anticorpos,
tornando a afinidade pelo antigeno mais elevada. A maturacao se relaciona diretamente

com a formacéao de linfocitos B de memaria, que podem persistir durante meses ou até
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anos secretando anticorpos especificos para os antigenos (PULENDRAN & AHMED,
2006; SALLUSTO et al., 2010; PULENDRAN & AHMED, 2011; ZEPP, 2016).

A andlise simultdnea das imunoglobulinas, especialmente IgM e IgG
complementam o entendimento da resposta humoral vacinal. O objetivo da imunizacao
€ produzir as duas respostas em momentos distintos (PULENDRAN & AHMED, 2006).
Avaliar o declinio do IgM é necessario, pois, se este persistir, pode sugerir que uma
resposta celular T-independente foi estimulada, que é caracterizada pela producao
guase exclusiva de imunoglobulinas M e auséncia da resposta secundaria. Nesse caso,
a resposta torna-se inespecifica e de baixa memoaria celular, o que nao é interessante
para uma vacina (DUMONT et al., 2004; PULENDRAN & AHMED, 2006).

Em relacédo aos desfechos negativos obstétricos associados ao uso de cocaina
na gestacdo, embora tenha sido observado diferenca estatisticamente significativa
apenas no numero de filhotes nascidos vivos, as ratas vacinadas apresentaram
tendéncia a maior ganho de massa corporal durante as gestacdes. Também foi
observada uma tendéncia para menor mortalidade dos filhotes de maes vacinadas no
periodo do desmame. Tais achados sugerem que 0s anticorpos anti-cocaina podem
exercer um antagonismo farmacocinético com repercussdes clinicas na gravidez. Os
anticorpos anti-cocaina encontrados podem se ligar a cocaina livre e reduzir os efeitos
sistémicos da droga nas méaes, podendo, assim, prevenir efeitos cardiovasculares nas
gravidas, uma importante causa de mortalidade em tais pacientes (KUCZKOWSKI, 2007;
CHASIN et al., 2014). Além disso, a reducdo da cocaina livre pode, sistemicamente,
evitar os efeitos vasoconstritores da droga, melhorando a viabilidade da placenta e a
nutricdo da prole (KUCZKOWSKI, 2007).

Aditivamente, a protecao fetal da exposicdo a cocaina durante a gravidez pode
ter importancia clinica também na prevencdo primaria em psiquiatria, reduzindo o risco
de desenvolvimento de doencas psicossomaticas na vida adulta, tais como:
esquizofrenia, depressao e transtornos de ansiedade, doencas associadas a exposicao
pré-natal a droga (KELLER & SNYDER-KELLER, 2000; LAMY et al., 2015), além de
reduzir alteracbes comportamentais na crianca (RODNING et al.,, 1989; GITTLER &
McPHERSON, 1990; BADA et al., 2007).
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6.1.2 Presenca de anticorpos lgG anti-cocaina nos filhotes

Encontramos a presenca de anticorpos IgG anti-cocaina também nos filhotes,
indicando que os anticorpos produzidos pelas maes, por meio de imunizacao ativa, sdo
transferidos ao feto. A auséncia de anticorpos IgM anti-cocaina detectaveis nos filhotes
apos o desmame € compativel com os titulos baixos dessa Ig encontrados nas maes no
mesmo periodo, uma vez que, no geral, a transferéncia materno-fetal de anticorpos
ocorre de maneira proporcional (NIEWIESK, 2014). Observa-se que a densidade optica
de anticorpos IgG anti-cocaina decai significativamente 7 dias ap6s o desmame, nao
sendo mais detectavel nos dias 14 e 21 nos filhotes. Esse resultado corrobora a hipotese
de que os anticorpos presentes nos filhotes séo originados das maes e nao de producao
ativa dos mesmos. De fato, os anticorpos transferidos a prole conferem protecdo em um
periodo de 6 a 12 meses apds 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 niveis de anticorpos em neonatos esté relacionada aos niveis
de anticorpos encontrados na prole, ou seja, quanto maior forem os titulos de anticorpos,
por mais tempo eles protegerao os filhotes (NIEWIESK, 2014).

Sabe-se que a maior parte dos anticorpos IgG encontrados no feto e recém-
nascidos sao transferidos via placenta (KISKOVA et al., 2019; ABU-RAYA et al., 2020).
Embora aspectos relacionados ao envolvimento da placenta e seus componentes na
resposta imunoldgica ao GNE-KLH n&o tenham sido investigados nesse estudo, é
provavel que haja transferéncia materno-fetal de anticorpos IgG antes do nascimento,
principalmente devido aos altos niveis de anticorpos encontrados nos filhotes
(NIEWIESK, 2014). Contudo, mais pesquisas sdo necessarias para avaliar se, de fato,
0os anticorpos IgG anti-cocaina encontrados na prole s&o oriundos também de

transferéncia placentéria.
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6.1.3 Presenca de anticorpos anti-cocaina no leite materno

Encontramos presenca de anticorpos anti-cocaina no leite materno, um dado de
grande relevancia nesse estudo. Tal resultado torna a projecédo de aplicacdo clinica
bastante consistente, uma vez que evidencia um dos mecanismos para a transferéncia
desses anticorpos para os filhotes. O resultado demonstra que a imunizagdo com GNE-
KLH confere protecéo ao feto a exposicao a droga ainda no periodo de amamentacao,
uma vez que a cocaina 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 cocaina possam ter efeitos consideraveis
(CRESSMAN et al., 2012). Além disso, a quantidade de cocaina que é transferida via
leite materno depende de algumas variaveis de consumo da méae, tais como: dose,
frequéncia, formas de uso, contaminantes da droga e tempo de abstinéncia antes da
amamentacao (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 rapido decaimento dos
niveis de IgG anti-cocaina apés o término da amamentacdo em ambas as gestacoes.
Em diversas espécies de mamiferos, incluindo os roedores, os anticorpos IgG sao
absorvidos do leite no intestino da prole pelo receptor FCRn presente nos enterdcitos
(Van de PERRE, 2003). Nesses animais, os anticorpos IgG s&o a classe mais abundante
no leite materno (IJAZ et al., 1987) e seus niveis decaem rapidamente quando a
amamentacao cessa (Van de PERRE, 2003).

Anticorpos dos isotipos IgG, IgM e IgA, obtidos através de vacinacdo das maes,
séo 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). Apds a ingestdo, esses anticorpos promovem protecdo a mucosa
inibindo a adeséo de micro-organismos patogénicos ao epitélio e, consequentemente, a

invaséo e instalacdo dos mesmos nos tecidos (FAUCETTE et al., 2014). Os mecanismos
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pelos quais esses anticorpos promovem imunidade incluem a excluséo e a neutralizagao
(SASO & KAMPMANN, 2020).

Apesar de estarem presentes em pequenas quantidades no leite materno em
humanos, em relacdo ao IgA, e de serem absorvidos em pouca propor¢cdo na mucosa
intestinal (BLUM et al., 1981; EIBL et al., 1988), os anticorpos IgG exercem func¢des
importantes na imunidade do recém-nascido. De fato, anticorpos IgG e IgM também séo
secretados por plasmaécitos no limen intestinal dos recém nascidos (YOSHIDA et al.,
2004), sugerindo a importancia de tais anticorpos na imunidade de mucosas.

Os anticorpos IgG provenientes do leite materno podem ter maior atividade que o
IgA em diversas fungBes importantes da resposta do sistema imunol6gico de mucosas,
tais como: ativacdo do complemento, citotoxicidade dependente de anticorpo e
opsonizacdo (EDDIE et al., 1971). Além disso, os anticorpos IgG podem apresentar
importante funcédo antiviral (MEHTA et al., 1989). Estudo realizado por ROBERT-
GUROFF (2000), demonstrou que a transferéncia passiva de anticorpos IgG promoveu
protecdo mucosa a infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia simia (SIV, na sigla em
inglés) em macacos Rhesus neonatos. Polissacarideos ligados a estrutura dos
anticorpos IgG reconhecem e se ligam a receptores de lectina em bactérias nas células
epiteliais do esdfago e do intestino do recém-nascido, promovendo resposta imunoldgica
eficiente contra esses patdgenos (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 1gG, isolado ou ligado a um antigeno, através da barreira
epitelial intestinal para a lamina propria ou do soro sanguineo para o limen intestinal dos
neonatos (YOSHIDA et al., 2004). Em ambos 0s mecanismos, 0s anticorpos IgG podem
impedir a instalagdo de micro-organismos patogénicos. O FcRn intestinal pode mediar
também a ressecrecao de IgG materna previamente adquirida na vida intrauterina para
combater patégenos (HARRIS et al., 2006).

No colostro e leite maduro humanos também sdo encontradas subclasses
diferentes de 1gG. A subclasse encontrada em maior proporcéo € a IlgG1, seguida pela
lgG2 e, em proporcdes bem menores, 1gG4 e 1IgG3 (MEHTA et al., 1989; KIM et al.,

1992). Essa diferenca 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 transferéncia
placentaria (MEHTA et al., 1989). Em geral, os niveis gerais de IgG reduzem
significativamente ap0s uma semana de amamentacdo, permanecendo entao
constantes até o fim desse periodo (MEHTA et al., 1989).

O processo de amamentacao por si s6 confere ao recém-nascido a regulacéo
necessaria do sistema imunolégico, ainda pouco desenvolvido. Sao transferidos ao
filhote nesse processo uma série de substancias bioativas além dos anticorpos, tais
como: enzimas, hormoénios, citocinas, células, proteinas, compostos proteicos e
microRNA’s, que modulam o sistema imunolégico e o funcionamento intestinal (IZUMI et
al., 2014; ROGIER et al., 2014; HSIEH et al., 2015).

Embora anticorpos IgM néo sejam transferidos ao feto via placenta, como os
anticorpos IgG, eles podem fazé-lo via leite materno (DEMERS-MATHIEU et al., 2018).
Contudo, a baixa concentracdo relativa de anticorpos IgM anti-cocaina encontrada no
soro do leite materno era esperada, uma vez que esses anticorpos ndo foram
encontrados em quantidades suficientes para serem detectadas pelo método ELISA nos
filhotes de mées vacinadas em nenhuma das gestacoes.

No entanto, embora seja eficiente em modelos animais, a medida dos niveis
sorologicos de Ig’s em recém-nascidos humanos ndo € um parametro bioquimico de alta
acuracia, umavez que parte delas sao degradadas por proteases do trato gastrointestinal
da crianca e de bactérias simbiontes do intestino (DEMERS-MATHIEU et al., 2018), além
de serem pouco absorvidas (Van de PERRE, 2003). Para o estudo em questao, a medida
dos niveis de IgG no leite materno e da concentracdo de droga livre no recém-nascido

seriam analises mais adequadas para avaliar a eficiéncia da vacinagao na gestacao.

6.1.4 Atenuacdo do efeito agudo da cocaina nos filhotes

Encontramos reducdo do efeito comportamental induzido pela cocaina nos
filhotes, sugerindo protecdo do SNC dos mesmos durante a amamentacdo. Os
resultados encontrados no modelo comportamental confirmam a hipotese que os
anticorpos IgG anti-cocaina transferidos aos filhotes protegem o feto dos efeitos da
droga. O modelo de campo aberto (open field) € um teste padronizado e extensamente
empregado para avaliacdo de efeitos de drogas e farmacos com atividades
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psicoestimulantes (SEIBENHENER & WOOTER, 2015). Nesse modelo, os ratos ou
camundongos s&o observados durante um periodo definido de acordo com a
farmacocinética e dose da droga e o desenho do estudo. Sabe-se que tais drogas, como
a cocaina e metanfetamina, aumentam a atividade locomotora dos animais e a
desinibigcéo, representados, respectivamente, pela distancia total percorrida no aparato
e 0 numero de entradas do animal na regido central previamente delimitada (ERHARDT
et al., 2006; VALJENT et al., 2010; ARACIL-FERNANDEZ et al., 2012; POGORELOV et
al., 2019).

No presente estudo foi demonstrado que os filhotes de mées vacinadas tiveram
atenuacdo do comportamento hiperlocomotor e desinibitério apés exposicdo a dose
Unica de cocaina, corroborando a eficacia da vacinacao. A atenuacdo do comportamento
caracteristico da administracdo da droga tem correlacdo com os niveis de anticorpos IgG
anti-cocaina encontrados nos filhotes, ou seja, tais anticorpos neutralizam a droga
qgquando esta entra na corrente sanguinea e reduzem sua passagem pela BHE,
reduzindo, consequentemente, seus efeitos caracteristicos. 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 sensibilizacao
tardia a cocaina nos filhotes. O objetivo desse teste foi avaliar se 0s anticorpos
transferidos aos filhotes alteram a sensibilizacdo a droga na idade adulta. A
sensibilizacdo comportamental, também denominada tolerancia inversa, resulta de
adaptac6es neuroquimicas na via mesocorticolimbica que levam ao aumento do efeito
da droga quando administrado em doses repetidas e é relatada em animais expostos a
cocaina durante a gestacdo (CROZATIER et al., 2003; WIMMER et al., 2019). Os
mecanismos que induzem tais alteracdes ainda sao incertos, mas estudos sugerem que
fatores como ativacdo de receptores dopaminérgicos, alteracbes dos receptores de
glutamato e mudancas intracelulares, tais como: alteracdes enzimaticas, fatores de
transcricdo e outras proteinas (PIERCE et al.,, 1996; NESTLER, 2004) podem estar
envolvidos nesse processo. Esse efeito também pode ser observado quando se
administra placebo apos repetidas aplicacées da droga (De JONG et al., 2009; ROWSON
et al., 2018).
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Dessa forma, animais tratados com placebo apds receberem inje¢cdes da droga
podem apresentar seus efeitos caracteristicos. Nesse caso, esperava-se que os filhotes
adultos de mée ndo vacinadas apresentassem a hiperlocomocao e desinibicao
caracteristicos da exposi¢do a cocaina, sendo os filhotes de méaes vacinadas o grupo
teste.

Os resultados obtidos nesse protocolo nao evidenciaram diferencas significativas
entre 0s grupos avaliados. Isso sugere que a prole que recebeu anticorpos IgG anti-
cocaina das maes se comporta, quando expostos a cocaina nesse modelo
comportamental na fase adulta, de forma semelhante aos filhotes que nao receberam
anticorpos, ou seja, 0s anticorpos nao alteram significativamente a sensibilizacdo a
droga.

Esse resultado pode estar associado a auséncia de niveis de anticorpos IgG anti-
cocaina detectaveis nessa fase. Também se observa que a administracao da droga nao
induziu a producéo significativa de anticorpos 1gG ou IgM anti-cocaina nos filhotes de
maes vacinadas, sugerindo baixa memadria imunoldgica. De fato, a imunizacédo passiva
nao é capaz de induzir a diferenciacdo e proliferacdo de linfécitos T e B de memoria
(SLIFKA & AMANNA, 2018). Tais resultados auxiliam na confirmacéo das hip6teses de
gue os anticorpos sao originados das maes e ndo ha producéo ativa nos filhotes. As
implicacbes da imunizacdo pré-natal na prevencao de alteracbes neuroanatdbmicas e
fisiologicas induzida pela cocaina nos fetos, bem como aspectos da imunidade
adaptativa, tais como: memoria e mecanismos efetores induzidos, devem ser
investigados em protocolos mais especificos de neuroimagem, dosagens de
neurotransmissores e seus metabalitos e imunofenotipagem.

Embora o comportamento materno ndo tenha sido avaliado, é provavel que os
anticorpos IgG produzidos pelas mesmas também atenuem o comportamento
caracteristico da exposicdo a cocaina no modelo experimental utilizado. Sabe-se
também que o uso de cocaina durante a gestacdo estd associado a alteragbes
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 possivel efeito protetor da imunizagao

guanto a essas alteracbes poderia ser avaliado em ratas através da observacéo da
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interagdo materno-fetal, tais como: frequéncia de amamentacéo, lambidas nos filhotes e
proximidade da méae aos filhotes (NELSON et al., 1998; LUBIN et al., 2003).

6.1.5 Especificidade dos anticorpos lgG a cocaina

O ELISA de competicdo é um método quantitativo que avalia a inibicdo competitiva
da ligacdo entre anticorpos e antigenos ou haptenos (YORDE et al., 1976). Trata-se,
portanto, de um ensaio para avaliar a especificidade do anticorpo produzido pelo
antigeno. A amostra contendo o anticorpo (IgG anti-cocaina) € incubada com
concentragBes conhecidas do antigeno (cocaina). Quanto maior a ligacdo antigeno-
anticorpo, menor sera a ligacao do anticorpo com o antigeno fixado na placa, resultado
numa proporcgao inversa entre densidade Optica e especificidade na revelacdo (AYDIN,
2015).

Os resultados obtidos nesse estudo demonstram que, tantos os anticorpos
produzidos pelas maes e encontrados no soro e leite materno, quanto aqueles
encontrados nos filhotes se ligam a cocaina, apresentando consideravel capacidade de
bloqueio da droga, podendo ser considerados especificos. Esse resultado auxilia a
compreensao dos dados positivos obtidos no modelo comportamental e nos desfechos
obstétricos negativos associados ao uso da droga no periodo gestacional. A ligacao do
anticorpo a droga impede ou reduz a chegada desta do SNC, reduzindo os efeitos
caracteristicos observados para o grupo de filhotes ndo vacinados no teste
comportamental, além de reduzir os efeitos sistémicos da droga nas maes.

Para uma avaliacdo mais precisa da capacidade de bloqueio do anticorpo,
utiizamos o valor de logaritmo da concentracdo inibitéria média (log ICso), que
corresponde a metade da concentracdo maxima de cocaina que o anticorpo é capaz de
bloqguear (RAMAKRISHNAN et al.,, 2014). Os resultados demonstraram que O0S
anticorpos IgG anti-cocaina produzidos pelas mées, em ambas as gestacbes, sdo
capazes de bloguear uma concentracdo maior de droga que aqueles encontrados nos
filhotes. Na segunda gestacdo, a capacidade de bloqueio dos anticorpos IgG anti-
cocaina foi menor tanto nas maes quanto nos filhotes, em relagéo a primeira gestagao.

Os anticorpos IgG anti-cocaina encontrados no leite materno possuem capacidade de
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blogueio menor que aqueles encontrados no soro das mées e dos filhotes em ambas as
gestacoes. De fato, os anticorpos produzidos na vacinacao séo do tipo policlonais, ou
seja, produzidos por diferentes linfocitos. Dessa forma, pode haver variacbes em
parametros como especificidade, avidez e afinidade dos anticorpos (RAMAKRISHNAN
et al.,, 2012). No entanto, tais variagbes ndo devem, em uma vacina ideal, alterar a
eficacia da imunizacdo (RAMAKRISHNAN et al., 2012). Esse problema a principio
poderia ser contornado com a administracao de anticorpos monoclonais, numa estratégia
de imunizacédo passiva (NORMAN et al., 2009).

Esses dados sé@o promissores no que tange a seguranga da imunizagéo, indicando
gue o GNE-KLH é capaz de induzir a producdo de anticorpos especificos para cocaina,
uma das limitacdes encontradas no desenvolvimento de vacinas antidrogas (KINSEY et
al., 2014). Anticorpos inespecificos poderiam induzir o surgimento de efeitos adversos
relacionados a ativacdo de outros mecanismos imunoldgicos, além de, obviamente,
reduzir a eficacia da vacinacéao.

A especificidade dos anticorpos IgG produzidos em relacdo aos metabalitos ativos
da cocaina, norcocaina e cocaetileno, também deve ser avaliada através do estudo de
competicao, semelhante ao que fora executado para a cocaina. A norcocaina (FIGURA
53-A) é o metabdlito formado através da desmetilacdo do atomo de nitrogénio da cocaina
nos hepatdcitos. Sendo uma molécula mais hidrofilica que a cocaina, esse metabdlito
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 metabdlito formado quando a droga € consumida concomitantemente
ao etanol, através do processo de transesterificacdo (MAURER et al., 2006;
SCHNEIDER & DeCAPRIO, 2013). Trata-se de uma molécula muito mais lipofilica que a
cocaina, atravessando mais facilmente a BHE e placenta e, portanto, conferindo efeitos
farmacodinamicos e deletérios mais acentuados que a cocaina tanto nas maes quanto
no feto e recém-nascido (GOLDSTEIN et al., 2009).
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Figura 53 - Metabdlitos ativos da cocaina. (A). Norcocaina e (B). Cocaetileno.
Fonte: KOLBRICH et al. (2006) Modificado; MAURER et al. (2006) Modificado.

A associacdo entre uso de cocaina e etanol ndo € incomum noOS usuarios
(BASTOS & BERTONI, 2013; BASTOS et al., 2017), o que torna o contexto ainda mais
agravante e expde a necessidade da investigacdo pré-clinica da especificidade do
anticorpo produzido. Dessa forma, a capacidade de ligacao dos anticorpos IgG também
a esses metabdlitos, principalmente ao cocaetileno, poderia aumentar a eficacia da
vacinacdo na protecao dos efeitos da exposicao fetal a droga. Em contrapartida, uma
ligacdo extensa aos metabdlitos inativos da droga (i.e., ecgonina, benzoilecgonina)
poderia reduzir a eficacia da vacinacao, partindo-se das premissas anteriores.

A investigacao de subtipos de anticorpos de IgG anti-cocaina produzidos também
€ necessaria para a compreensdo dos mecanismos imunoldgicos nos quais o GNE-KLH
estimula o sistema imunolégico. O método ELISA utilizado neste estudo quantifica a
densidade Optica dos anticorpos IgG anti-cocaina totais presentes na amostra e, sabe-
se que, todos os subtipos de IgG (IgG1, 1gG2, IgG3 e Ig4) sdo transferidos ao feto em
proporcdes distintas tanto por via placentaria 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 eficacia da vacinagédo, uma vez que possuem afinidades
diferentes para cada tipo de antigenos e induzem mecanismos efetores diferentes da
imunidade adaptativa (SCHROEDER & CAVACINI, 2010; VIDARSSON et al., 2014).



112

6.2 Limitagbes do Estudo

Os resultados do presente estudo sdo promissores, porém devem ser avaliados
sob a luz de algumas limitagdes.

O célculo da amostra do segundo experimento foi feito para ter poder suficiente
para avaliar as diferencas dos titulos de IgG. Isso pode ter prejudicado a observacao da
diferenca de ganho de peso entre as mées tratadas com vacina e placebo, uma vez que
0 ganho de peso é altamente varidvel durante a gravidez, tanto em modelos animais
guanto em estudos observacionais em mulheres. Usamos a densidade Optica para
avaliar os titulos de IgG e IgM anti-cocaina, em vez de outras estratégias usadas para
determinar os titulos de anticorpos. Embora isso possa impedir a comparabilidade dos
titulos de anticorpos anti-cocaina de outros estudos, as correlagdes entre os titulos de
anticorpos e os resultados da gravidez e as medidas comportamentais confirmaram as
diferencas encontradas na densidade 6ptica. Este estudo ndo avaliou a influéncia da
avidez do anticorpo anti-cocaina, 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 util como um transportador em modelos animais, mas menos Util para vacinas
humanas. Essa proteina possui varios dominios semelhantes aos encontrados em
proteinas de parasitas humanos prevalentes, como o Schistosoma mansoni (Van de
VIJVER et al., 2004) e a a infeccao prévia com esse parasita parece induzir a producéo
de anticorpos anti-esquistossomos (DISSOUS et al.,, 1986; GRZYCH et al., 1987),
podendo se ligar ao KLH na vacinacéo, diminuindo seu efeito imunogénico (Van de
VIJVER et al., 2004).

Assim, estudos futuros devem testar diferentes carreadores de hapteno de
cocaina ou diferentes estratégias vacinais para fornecer uma abordagem para uso
humano. O presente modelo de protecdo gestacional também deve ser testado em
outros mamiferos para certificar sua reprodutibilidade e seguranca para maes e filhotes

até um possivel um estudo clinico.
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6.3 Perspectivas

6.3.1 Desenvolvimento de novas moléculas imunogénicas

Diante da necessidade do estudo de moléculas mais efetivas e seguras como
agentes imunogénicos na producdo de anticorpos anti-cocaina, os calixarenos foram
escolhidos pelo nosso grupo de pesquisa como possivel molécula carreadora para a
sintese de uma nova vacina anti-cocaina.

Calixarenos (Figura 54) sdo macrociclos formados por unidades fendlicas
conectadas entre si por meio de pontes metilénicas nas posi¢cdes orto as hidroxilas. Os
calixarenos tem a capacidade de formacdo de complexos de inclusdo, com moléculas
neutras e/ou ionizadas. Além disso, os calixarenos sao facilmente funcionalizaveis, o que
0os torna versateis plataformas para o desenvolvimento e sintese de receptores
moleculares e ligantes multivalentes capazes de mimetizar e/ou afetar fungdes biolégicas
especificas (GUTSCHE, 2008; De FATIMA et al., 2009).

Estudos recentes mostram que calixarenos funcionalizados sdo capazes de
potencializar a resposta imunoldgica (GERACI et al., 2008). Quando comparados a
outros carreadores, 0s calixarenos apresentam uma série de vantagens, tais como:
estrutura bem definida, facil obtencéo, purificacdo e caracterizacao, facil escalonamento
para reacdes em grande escala, consideravel estabilidade a altas temperaturas e luz e
peso molecular acima de 1.000 g x mol?, caracteristica necessaria para a indugéo de
resposta imunologica (GERACI et al., 2008; SANSONE et al., 2010).
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Figura 54 - Calixarenos: estrutura geral.
Fonte: De FATIMA et al. (2009).
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6.3.2 As vacinas UFMG-VAC4N2 e UFMG-VAC8N2

Resultados obtidos no Nucleo de Pesquisa em Vulnerabilidade a Saude — NAVeS,
a partir de duas moléculas imunogénicas derivadas dos calixarenos, denominadas
UFMG-VAC4N2 e UFMG-VAC8N?2, sintetizadas no Grupo de Pesquisas em Quimica
Organica e Bioldgica do Departamento de Quimica da UFMG (GEQOB), evidenciaram
uma producdo satisfatéria de anticorpos IgG e IgM anti-cocaina em um modelo de
vacinacdo em camundongos. Estudos toxicolégicos, desenvolvidos no Laboratorio de
Toxicologia da Faculdade de Farmacia da UFMG, na Faculdade de Medicina e na Escola
de Medicina Veterinaria da UFMG, demonstraram que essas moléculas ndo induzem
efeitos adversos significativos em camundongos, ratos e primatas, respectivamente.
Além disso, um estudo farmacocinético com um analogo da cocaina marcado com
tecnécio metaestavel (Tc*M), desenvolvido no Laboratério de Radiois6topos da
Faculdade de Farméacia da UFMG, demonstrou a capacidade dessas moléculas em
reduzir a passagem da droga pela BHE, sendo, assim, substancias promissoras para o
tratamento da dependéncia quimica a cocaina e crack (NETO, 2017; MAIA, 2018).

Com o objetivo de caracterizar aspectos fenotipicos e funcionais da resposta
imunoldgica in vitro as vacinas anti-cocaina sintetizadas pelo nosso grupo, esta sendo
desenvolvido, em parceria com o Instituto René Rachou (Fiocruz-Minas), um estudo no
gual serdo caracterizadas as principais células-alvo na interacéo in vitro das vacinas
UFMG-VAC4N2 e UFMG-VAC8N2 com sangue periférico de individuos saudaveis e
usuarios e o perfil de producdo de mediadores inflamatérios e anti-inflamatérios nesses
individuos. Esse estudo € importante para determinar o perfil imunolégico pré e pés-
vacinal, que esta diretamente relacionado a eficacia da vacina na producao de anticorpos
anti-cocaina (KOSTEN et al., 2014).

Estdo sendo desenvolvidos, em parceria com a Faculdade de Farmacia e do
Departamento de Quimica da UFMG, uma série de estudos visando obter uma
formulacdo efetiva e segura para administracdo dessas vacinas em humanos. Esses
estudos incluem: padronizacdo de um método analitico para dosagem dos compostos
na formulacao, estudos de estabilidade e desenvolvimento da formulacéo propriamente

dita e estudos de toxicidade da formulagédo em murinos e primatas.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que o imunoconjugado GNE-KLH
€ capaz de induzir a producao de anticorpos IgG e IgM anti-cocaina em ratas antes,
durante e apds a gestacdo na presenca ou auséncia de cocaina administrada no periodo
gestacional. Os anticorpos IgG séo transferidos aos filhotes por meio do leite materno,
reduzindo a chegada da droga a prole no periodo de amamentagdo. Tais anticorpos sao
capazes de atenuar o efeito hiperlocomotor e exploratorio induzido pela cocaina nos
filhotes recém-desmamados, mas ndo na idade adulta. Os anticorpos IgG anti-cocaina
das méaes e filhotes de fato se ligam a droga, apresentando especificidade e,
consequentemente, sendo capazes de bloquear sua acdo. Os anticorpos IgG anti-
cocaina produzidos pelas ratas na primeira gestacédo permanecem apos o desmame da
prole e sdo transferidos aos filhotes em uma segunda gestacdo. Esses resultados
indicam que o GNE-KLH possui potencial para ser reposicionado como uma estratégia

imunoldgica para protecao intrauterina a exposi¢ao a cocaina e ao crack.
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