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ITACA

Se partires um dia rumo a itaca,

faz votos de que o caminho seja longo
repleto de aventuras, repleto de saber.

Nem lestrigdes, nem ciclopes,

nem o colérico Poseidon te intimidem!

Eles no teu caminho jamais encontraras

Se altivo for teu pensamento,

Se sutil emocao o teu corpo e o teu espirito tocar
Nem lestrigbes, nem ciclopes

Nem o bravio Poseidon has de ver

Se tu mesmo nao os levares dentro da alma
Se tua alma ndo os puser dentro de ti.

Faz votos de que o caminho seja longo.
Numerosas serdo as manhas de verdo

Nas quais com que prazer, com que alegria
Tu has de entrar pela primeira vez um porto
Para correr as lojas dos fenicios

e belas mercancias adquirir.

Madrepérolas, corais, &mbares, ébanos

E perfumes sensuais de toda espécie

Quanto houver de aromas deleitosos.

A muitas cidades do Egito peregrinas
Para aprender, para aprender dos doutos.
Tem todo o tempo Itaca na mente.

Estas predestinado a ali chegar.

Mas, ndo apresses a viagem nunca.
Melhor muitos anos levares de jornada

E fundeares na ilha, velho enfi m.

Rico de quanto ganhaste no caminho

Sem esperar riquezas que itaca te desse.
Uma bela viagem deu-te itaca.

Sem ela ndo te ponhas a caminho.

Mais do que isso ndo Ihe cumpre dar-te.
itaca n&o te iludiu

Se a achas pobre.

Tu te tornaste sabio, um homem de experiéncia.
E, agora, sabes o que significam Itacas.

Konstantin Petrou Kavéfis (1863-1933)



RESUMO

A presente tese abordou o tema de potenciais biomarcadores em uma populacdo altamente
vulnerdvel — diades mées/bebés com historia de exposicdo ao crack na gestacdo. Foram
avaliados 57 bebés expostos e 99 ndo expostos, e as suas maes. No primeiro artigo, a énfase
foi a ativacao inflamatoria, onde se detectou um aumento da IL-6 (perfil pro-inflamatério) nos
expostos, mesmo mediante ajuste para confundidores (10.208,54 1C95% 1.328,54-19.088,55
vs. 2.323,03 1C95% 1.484,64-3.161,21; p=0.007). A IL-10 (perfil antiinflamatdrio) também
se mostrou elevada nos bebés expostos (432,22 1C95% 51,44-812,88 vs. 75,52 1C95% 5,64—
145,39, p=0.014). A IL-6 esteve aumentada nas mées expostas ao crack (25.160,05, 1C95%
10.958,15-39.361,99 vs. 8.902,14 1C95% 5.774,97-12.029,32; p =0.007), sem alteracdes de
IL-10 entre as puérperas. Ndo houve correlacdo entre os niveis de citocina materna e do bebé
(Spearman test; p>0.28). Neste estudo, concluiu-se que IL-6 e IL-10 podem ser marcadores
da ativacdo inflamatdria precoce em bebés com exposicdo intrauterina ao crack. Nossos
resultados corroboram com os achados da literatura indicando que as citocinas possam ser
mediadores potenciais para explicar os efeitos comportamentais e cognitivos do estresse pré-
natal sobre o feto, integrando imunologia e a hip6tese da neuroinflamacdo a satde mental da
crianca. No segundo artigo, avaliou-se uma medida de estresse oxidativo (EO), o TBARS, e
de Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF), nas referidas diades. Os resultados
encontrados na analise multivariada do TBARS no sangue de corddo umbilical (SCU)
apontam para um menor EO nos bebés expostos (63,97 1C95% 39,43 — 88,50 em expostos vs
177,04 1C95% 140,93 — 213,14 em ndo expostos, p < 0.001). Trata-se de um achado inovador,
apontando na direcdo de uma ativacdo do sistema antioxidante endégeno nos recém-nascidos
expostos, em funcdo da ruptura da homeostase causada pela toxicidade do crack durante a
gestacdo. O feto mobilizaria rotas de antioxidantes enddgenos desde muito precocemente no
seu desenvolvimento, como a promovida pela Cocaine and Amphetamine Regulated
Transcript (CART). Ainda neste estudo, pode-se ver um aumento de BDNF nos bebés
expostos (3,86 1C95% 2,29 — 5,43 vs 0,85 1C95% 0,47- 1,23; p <0.001), mas uma diminuigao
nas gestantes expostas em relacdo as nao expostas (4,03 1C95% 2.87 — 5.18 vs 6,67 1C95%
560 — 7,74; p = 0.006). Os dados de BDNF em bebés expostos ao crack sdo bastante
inovadores, mas coerentes com a literatura, no sentido de uma reacdo de neuroplasticidade.
Em gestantes, o dado surpreende, tendo em vista que a literatura de adultos indica aumento de
BDNF em usuarios de crack em relacdo a controles. Uma possibilidade para explicar este
achado é uma possivel variacdo na cronicidade e intensidade no consumo de crack do grupo
teste. Alternativamente, a maior prevaléncia de estresse pds-traumatico (TEPT) nas gestantes
usuarias de crack poderia justificar este achado. Pacientes com TEPT tendem a apresenta
niveis de BDNF menores que os controles normais. Em suma, apontam-se quatro possiveis
biomarcadores, em uma populacdo de dificil acesso e de alta relevancia em saude publica.
Percebe-se que pode haver diferentes respostas de acordo com a etapa do desenvolvimento e
que gestantes podem ter um perfil de recrutamento de neurotrofinas, e talvez outros
biomarcadores, diferentes do que ndo gestantes. Portanto, observa-se que as mudancas
estruturais, fisiologicas e moleculares promovidas pela cocaina resultam do envolvimento de
uma vasta rede de neurotransmissores, interligados, e atuantes em diferentes areas do cérebro
e em diferentes momentos de maturacao.



ABSTRACT

The present thesis addressed the theme on potential biomarkers in a highly vulnerable
population — dyads mothers/babies with a history of exposure to crack/cocaine during the
pregnancy 57 exposed babies and 99 not exposed babies and their mothers were assessed. In
the first article, the emphasis was the inflammatory activation, were detected an increase of
IL-6 (pro-inflammatory profile) in exposed, even within adjustments for confounders
(10,208.54, 95%CI 1,328.54-19,088.55 vs. 2,323.03, 95%CI 1,484.64-3,161.21; p=0.007).
The IL-10 (anti-inflammatory profile) was also shown elevated on exposed babies (432.22,
95%CI 51.44-812.88 vs. 75.52, 95%CI 5.64-145.39, p=0.014). The IL-6 was increased in
the mothers exposed to crack (25,160.05, 95%CI 10,958.15-39,361.99 vs. 8,902.14, 95%ClI
5,774.97-12,029.32; p=0.007), without alterations of IL-10 amongst the mothers. There
were no correlation amongst the levels of maternal cytosine and the babies (Spearman test;
p>0.28). In this study, it was concluded that IL-6 and IL-10 could be markers of early
inflammatory activation on babies exposed to crack/cocaine. Our results support the findings
of the literature indicating that the cytosine could be potential mediators to explain the
behavior and cognitive effects of prenatal stress on the fetus, integrating immunology and the
hypothesis of the neuroinflammation to the child’s mental health. In the second article, we
assessed a measurement of oxidative stress, the TBARS and the BDNF in the referred dyads.
The results found in the multivariate analysis of the TBARS in the umbilical chord’s blood
(UCB) point to a less oxidative stress in the babies exposed to (63.97, 95%CI 39.43 — 88.50
in exposed vs. 177.04, 95%CI 140.93 — 213.14 non exposed, p <0.001). This is an innovative
finding, pointing in the direction of an endogenous antioxidant activation system on the newly
born exposed, on the basis of the homeostasis rupture caused by the crack toxicity during the
pregnancy. The fetus would mobilize endogenous antioxidant routes since very early in its
development, as promoted by Cocaine and Amphetamine Regulated Transcript (CART). Still
in this study, we can see the increase of the BDNF in the exposed babies (3.86, 95%Cl 2.29 —
5.43 vs 0.85, 95%CI 0.47- 1.23; p <0.001), but a decrease in the exposed pregnant women in
relation to the non-exposed (4.03, 95%CI 2.87 — 5.18 vs. 6.67, 95%CI 5.60 — 7.74; p = 0.006).
The data of BDNF in babies exposed to crack are highly innovative, but consistent to the
literature in the sense of a reaction of neuroplasticity. In pregnant women the data is
surprising, having in mind that the adult literature indicates an increase of BDNF in
crack/cocaine users in relation to controllers. A possibility to explain this finding is a possible
variation in the practicality and intensity of usage of crack/cocaine from the test group.
Alternatively the most prevalence post-traumatic stress (PTSD) in the crack pregnant users
could justify this finding. Patients with PTSD tend to present levels of BDNF less than the
normal controllers. This leads us to four possible biomarkers, in a population difficult to
access and in a highly relevance to public health. We can tell that there are different answers
according to the development stage and that the pregnant women could have a neurotrophins
recruitment profile and perhaps other biomarkers, different to non pregnant. Therefore, we
can observe that structural, physiological, molecular changes promoted by cocaine result from
an involvement from a vast network of neurotransmitters integrated and active in different
areas of the brain and in different moments of maturation.
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1 INTRODUCAO

Este projeto faz parte de uma linha de pesquisa maior, financiada pelo Programa
Nacional de Pds-Doutorado (PNPD) da Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES), que visa a estudar o uso do crack nas diferentes etapas do ciclo vital. A
presente tese aborda o tema de gestantes usuarias de crack e seus bebés. O uso de crack por
gestantes é um grave problema de saude publica. Entre os usuarios de crack, as gestantes sao
uma populacdo que merece maior atencdo. Um estudo transversal realizado na cidade onde a
presente tese foi conduzida demonstrou que 4,6% dos recém-nascidos foram expostos a
cocaina (CUNHA, 2007). Em um levantamento nacional, viu-se que cerca de 10% das
usudrias brasileiras entrevistadas relataram estar gravidas no momento da entrevista e mais da
metade ja havia engravidado ao menos uma vez desde o inicio do uso (FUNDAGCAO
OSWALDO CRUZ, 2013). Devido ao seu baixo peso molecular, a cocaina e seus metabolitos
rapidamente atravessam a placenta e atingem os tecidos fetais em altas concentragdes
(RIEZZO, et al., 2012), com tragicos efeitos ao desenvolvimento infantil (CAMBELL, 2003).
A cocaina é altamente toxica, agindo de forma dinamica e complexa. Interfere em diversos
mecanismos intracelulares, entre eles as citocinas, a geracao de radicais livres e 0 BDNF.

Varios mecanismos podem perturbar o desenvolvimento do feto. Dentre eles, se
incluem efeitos diretos no desenvolvimento sinaptico, hipoxemia pela diminui¢do do fluxo
sanguineo uterino e privacdo de oxigénio, e prejuizo vascular afetando o desenvolvimento
neuronal (BENVENISTE, et al., 2010; MALANGA, KOSOFSKY, 1999).

Os bebés expostos ao crack intraitero apresentam alteracbes neurocomportamentais.
Os mecanismos neurobiolégicos envolvidos na origem desses disturbios ainda sdo pouco
conhecidos. Tampouco se sabe se 0s possiveis biomarcadores avaliados em dependéncia
guimica apresentam o mesmo padrdo de resposta no periodo gestacional e puerpério. Assim,
a presente tese tem como objetivo ampliar o conhecimento sobre possiveis biomarcadores do
uso de crack em periodos vulneraveis do desenvolvimento humano, quais sejam, periodo
intrauterino e puerpério. Mais especificamente, existe na literatura uma caréncia de estudos
avaliando citocinas, estresse oxidativo (EO) e o BDNF em humanos usuarios de crack, a
despeito das inimeras pesquisas em modelo animal e mesmo em humanos em outras etapas
do desenvolvimento. Trabalha-se com o objetivo de comparar 0s niveis das interleucinas IL-6

e IL-10, o EO a partir da dosagem do TBARS e 0s niveis de BDNF entre recém-nascidos



expostos ao crack durante a gestacdo e recém-nascidos ndo expostos, a partir da dosagem no
sangue do cordao umbilical (SCU) e no sangue periférico de suas mées por ocasiao do parto.
Inicialmente, faz-se uma breve revisdo sobre o crack. A seguir, comenta-se a respeito
de gestantes usuarias de crack e seus bebés. Comenta-se sobre as possiveis dificuldades de
interacdo mée-filho nesse contexto, com possibilidades terapéuticas. Discorre-se depois a
cerca de biomarcadores, apresentando-se uma revisao da literatura a respeito de interleucinas,

EO, BDNF e crack e/ou cocaina, com énfase em bebés e gestantes.

14



2 REVISAO DA LITERATURA

A presente tese aborda a busca de biomarcadores em diades de puérperas e seus bebés
com historia de exposicdo ao crack no periodo gestacional. Sdo avaliados biomarcadores em
comparagdo a puérperas e bebés controles sem historia de uso de substancias psicoativas
(SPA). Inicia-se a revisdo com um maior detalhamento sobre o crack em si. A seguir, séo
revisados estudos sobre o crack na gestacao e efeitos da cocaina ou crack no bebé e ao longo
do desenvolvimento infantil. Apds um maior detalhamento sobre biomarcadores em si, sdo
revisados os estudos que abordam os biomarcadores aqui avaliados — IL6, IL10, BDNF e
TBARS, com especial atencdo na populacdo em estudo. Ressalta-se que, em muitos
momentos da revisdo, sdo apresentados dados sobre cocaina, por serem escassas as

publicacOes especificas sobre o crack.

2.1 CONSIDERACOES SOBRE O CRACK

O crack é um dos varios derivados da cocaina, que € um dos preparados a partir da
folha de coca, cuja arvore se chama “Erytroxylon coca”. As misturas utilizadas antes da
queima sdo variadas, o que dificulta identificar exatamente a composi¢cdo do crack. Os
principais passos da producdo do crack sdo os seguintes: “as folhas sdo maceradas em alcool,
junto com querosene ou gasolina” (von DIEMEN, 2013, p. 20). A esse preparado, &
adicionado &cido sulfarico, cal e amoniaco. “Da filtragao dessa solugdo é formada a pasta de
cocaina” (von DIEMEN, 2013, p. 20). A pasta de cocaina tem uma concentracdo de cocaina
que varia de 40% a 90% (INCIARDI, 1991). Esta pasta de cocaina, a qual podem ser
adicionados novos ingredientes, passa por nova filtracdo, formando a pasta base. A partir da
pasta base, podem derivar a merla e o cloridrato de cocaina. O cloridrato de cocaina da
origem a base livre e ao crack. O crack pode ser obtido através do aquecimento de cloridrato
de cocaina com a adi¢do de bicarbonato de sddio, aménia e agua a 95°C, até o ponto de
precipitacdo dos cristais. Os cristais de cocaina véo se solidificando, a medida que a &gua se
evapora. O precipitado remanescente é resfriado, finalizando o processo de obtencdo do crack.
O termo crack foi utilizado devido ao estalo que ocorre na queima da pedra.
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Figura 1 - Etapas envolvidas na produgéo do crack
Fonte: www.uniad.org.br/desenvolvimento/images/stories/publicacfes/ensino/aulas/cocaina.pdf (UNIAD, 2013).
(Von DIEMEN, 2013, p. 20)

A farmacocinética da cocaina depende da via pela qual é absorvida. Quando fumada
sob a forma de crack, atinge rapidamente altos niveis séricos. O usudrio de crack precisa
fumar com muito maior frequéncia e com intervalos cada vez menores, gerando o
comportamento de uso compulsivo (WEISS, IANNUCCI, 2009). O pico plasmatico € rapido,
oscilando entre oito e dez segundos para o inicio de sua acdo, e a duracao de efeito é de cinco
a dez minutos (ROMANO, RIBEIRO, MARQUES, 2002).

A cocaina é metabolizada por duas vias principais. A maior transformacéo consiste na
hidrolise em seus grupos ésteres, 0s quais aparentemente ndo tém importancia nas suas
manifestacdes toxicas. A menor rota é a oxidativa, que tem atraido maior atencédo devido a sua
toxicidade. Essa rota gera 0s seguintes metabdlitos considerados toxicos: norcocaina,
nitroxido norcocaina, N-hidroxinorcocaina e norcocaina nitrosonium (KOVACIC, 2005). A
vida média, em adultos, de tais metabolitos é de 50 a 90 minutos. No figado, na presenca do
alcool, a cocaina é convertida em etilcocaina ou cocaetileno. O cocaetileno produz um efeito
farmacoldgico “cocalike”, que tem uma vida média maior e pode ser mais tdxico do que a
prépria cocaina (WEISS, IANNUCCI, 2009, p.1322). Somente 1 a 5% da cocaina é excretada
intacta, os demais 95% sdo excretados como metabolitos. O metabdlito benzoylecgonina é
detectado na urina, de dois a trés dias depois do “binge”. Nos usuarios pesados, €sse
metabdlito pode ser detectavel mesmo apds 10 a 14 dias do uso (WEISS, IANNUCCI, 2009).

Em relacdo a farmacodindmica, o principal mecanismo de acdo da cocaina é a sua

ligagdo ao transportador de dopamina (DAT), responsavel pela recaptacdo da dopamina da
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fenda para o neurdnio pré-sinaptico, com resultante acimulo de dopamina. A cocaina atua
principalmente em &reas com maior densidade de DAT, como o putamen, caudato e a area
tegumentar ventral (VTA). (WEISS, IANNUCCI, 2009; DESAI, et al., 2014; DEHENES, et
al., 2014). O mecanismo de acdo da cocaina em nivel intracelular € complexo e dependente de
muitas variaveis, entre elas, a etapa do desenvolvimento no qual incide. Uma das interagdes
da cocaina é com o Transcritor Regulador da Cocaina e da Anfetamina, ou Cocaine and
Amphetamine Regulator Transcriptor (CART), um peptideo encontrado em regides do
cérebro mediadoras do sistema de recompensa das drogas. Parece que funciona como um
neurotransmissor, embora receptores especificos para esse peptideo sejam de dificil
caracterizacdo. A CART esta contida em neurdnios do Nucleous Acumbens (NA) que se
projetam para 0 VTA. A injecdo de CART no NA diminui as respostas locomotoras nos ratos
tratados com cocaina, demonstrando que possivelmente tenha um efeito neuroprotetor. A
administracdo da cocaina e da anfetamina upregulates a producdo de CART, resultando em
menor efeito dopaminérgico (ALBERTSON, et al., 2004; ANDERSON, PIERCE, 2005;
BANNON, KAPATOS, ALBERTSON, 2005).

2.2 EPIDEMIOLOGIA DO USO DE CRACK E COCAINA

O abuso de SPAs é um dos problemas mais importantes em salde publica da
atualidade. Dados referentes aos anos 2012 e 2013 apontam que 24,6 milhdes de norte-
americanos (9,4% da populagdo) com idade acima de 12 anos eram usuarios de drogas ilicitas
no Ultimo més (SAMHSA, 2014). A idade média do primeiro consumo entre os iniciados em
cocaina, na faixa etaria entre 12 a 49, foi de 20,4 anos. (SAMHSA, 2014). Segundo dados da
National Survey on Drug Use and Health (NSDU), as mulheres representam aproximadamente
30% da populacdo de usuarios de cocaina (SAMHSA, 2014).

Enquanto os dados, globalmente, mostram uma tendéncia de diminuicdo no consumo
de cocaina, impulsionado pela diminui¢do do consumo na América do Norte e na Europa, a
cocaina permanence a principal droga de preocupagdo na América Latina e no Caribe. Essas
regibes tém os maiores mercados de cocaina do mundo, e 0 consumo de cocaina € mais
elevado (UNODC, 2015).

Na América do Sul, a prevaléncia anual de uso de cocaina aumentou de 0,7% em 2010

(1,84 milhdes de usuarios) para 1,2% em 2012 (3,34 milhdes de usuarios), trés vezes o nivel
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médio estimado do consumo global (UNODC, 2015). O aumento do consumo de cocaina na
América do Sul é impulsionado pelo uso crescente no Brasil, que € o maior mercado de
cocaina nesse continente. Estima-se uma prevaléncia de uso de cocaina de 1,75% entre a
populacédo de adultos no Brasil (UNODC, 2015). O Brasil (particularmente, desde 2010) e a
Argentina sdo os paises de transito de cocaina mais apontados em grandes apreensfes
individuais de drogas (UNODC, 2015).

O Brasil, de acordo com levantamento nacional de alcool e drogas (INPAD, 2015), é o

segundo pais em namero absoluto de consumidores de crack, conforme a Figura 2:

Numeros Absolutos de Consumidores no Mundo
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FIGURA 2 - Numeros abolutos de consumidores de crack no ultimo ano
Fonte: INPAD (2015).

A posicdo geografica do Brasil, proximo aos maiores produtores mundiais de cocaina
(Peru, Colémbia e Bolivia); a grande proporcao de jovens na populagdo brasileira; o aumento
da condigdo socioecondmica da populacdo do pais, na ultima década, e o custo baixo da
cocaina sdo apontados por Abdalla, et al. (2014), como justificativa do maior consumo de
cocaina no Brasil. Outros dados que chamam atencéo para 0 consumo de cocaina no Brasil
sdo que, de acordo com o World Drug Report 2012, a apreensdo de cocaina triplicou no pais
em 2010 (27 toneladas) comparada a quantidade apreendida em 2004.

Atualmente, o Brasil vive um aumento na prevaléncia do uso de SPAs ilicitas. Quase
seis milhdes de brasileiros (4% da populacdo adulta) ja experimentaram alguma apresentacao
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de cocaina. Em 2005, a prevaléncia de uso foi de 2,6 milhdes de adultos (2%) e de 244 mil
adolescentes (2%). De cada 100 adultos, um usou crack no ultimo ano, o que representa um
milhdo de pessoas (CARLINI, 2007). A cocaina utilizada sob a forma de crack é acessivel a
baixo custo e seu uso estd associado a diversas situacdes de risco como infeccdes, méa
nutri¢do, disturbios familiares e violéncia (PECHANSKY, SZOBOT, SCIVOLETTO, 2004;
GALDUROZ, et al., 2005; EIDEN, et al., 2006; MITSUHIRO, et al., 2006). Esse aumento na
prevaléncia repercute, também, em fetos e bebés, a partir da exposi¢cdo materna a diferentes
formas de cocaina. Esta € uma populacdo extremamente vulneravel que necessita de maior
atencdo no meio académico e na atengdo priméria a saude.

Pesquisas com uma amostra de 50.890 estudantes da faixa etéaria entre 10 e 19 anos
(rede publica 61,5%; sexo feminino 51,2%, faixa etaria predominante 13 a 15 anos 42,1%;
estudantes sem defasagem série/idade 80,4%; classes sociais predominantes foram C 34,2%
entre os estudantes da rede publica e B 42,4% entre os da particular) em todas as capitais
brasileiras (27 cidades) mostraram um aumento do consumo de cocaina, no ultimo ano, de
1,7% para 1,9% e de 2,0% para 2,8% em relacdo ao uso na vida. (CEBRID, 2010). Conforme
ilustrado nas Figuras 3 e 4, 0 aumento do uso de cocaina destoa das tendéncias vistas para as
outras SPAs.
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Figura 3 - Uso na vida de drogas psicotrépicas, das cinco drogas mais consumidas e de crack,
exceto &lcool e tabaco, entre estudantes de ensino fundamental e médio da rede publica das 27
capitais brasileiras, comparando-se os anos de 2004 e 2010

Fonte: VI Levantamento Nacional sobre o Consumo de Drogas Psicotrpicas entre Estudantes do Ensino

Fundamental e Médio das Redes Publica e Privada de Ensino nas 27 Capitais Brasileiras (pp. 503). Sao Paulo:
CEBRID - Centro Brasileiro de Informag6es sobre Drogas Psicotrépicas: UNIFESP; 2010.
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Figura 4 - Uso no ano de drogas psicotrépicas, das cinco drogas mais consumidas e de crack,
exceto alcool e tabaco, entre estudantes de ensino fundamental e médio da rede puablica das 27
capitais brasileiras, comparando-se os anos de 2004 e 2010.

Fonte: VI Levantamento Nacional sobre o Consumo de Drogas Psicotrépicas entre Estudantes do Ensino
Fundamental e Médio das Redes Publica e Privada de Ensino nas 27 Capitais Brasileiras (pp. 503). Sao Paulo:
CEBRID - Centro Brasileiro de Informagdes sobre Drogas Psicotropicas: UNIFESP; 2010.

A falta de aumento no consumo de crack na pesquisa do CEBRID pode ser justificada
por uma taxa de prevaléncia de uso de crack subestimada, visto que a amostra baseou-se em
uma populagdo de estudantes. Usuérios de crack geralmente encontram-se nas ruas e fora das
escolas (ABDALLA, 2014).

Mais recentemente, os dados de anos anteriores foram reforcados em novo
levantamento nacional. Os resultados de Abdalla, et al. (2014), baseados no Second Brazilian
National Alcohol Survey (conduzido entre novembro 2011 e margo 2012) mostraram que a
taxa de consumo de alguma forma de cocaina (via aspirada ou fumada) no ultimo ano foi de
2,2%, representando quase 3,2 milhGes de pessoas (com idade entre 14 anos ou mais). Cerca
de dois milhdes de brasileiros fumaram crack pelo menos uma vez em sua vida: 1,5% entre 0s
adultos e 0,8% entre os adolescentes, e um em cada cem adultos usou crack no ano anterior.

Ou seja, observa-se que o Brasil é um dos maiores mercados mundiais de crack,
reforcando a temética da presente tese. Da mesma forma, ao contrério da tendéncia de varios
paises, a nossa realidade é de aumento de consumo de cocaina, em suas diferentes
apresentacdes. Apesar de a cocaina e de o crack ndo serem as substancias mais consumidas
em termos de prevaléncia, as suas consequéncias em termos de salde para o individuo
(RIBEIRO, 2007; KESSLER, 2008; CHUAN-YU, 2009; NAPPO, 2011; ARIAS, et al., 2013;
ABDALLA, 2014) e para a sociedade (KESSLER, 2008; DEGENHARDT, 2012;
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ABDALLA, 2014) sdo devastadoras, fazendo com que ganhe grande propor¢do em termos de
salde publica. A promiscuidade sexual ou troca de sexo por drogas acompanham o uso de
crack. (EDWARDS, 2006; INCIARDI, 2006; NAPPO, 2011). A prevaléncia de gravidez nédo
planejada é estimada em 40% - 85 milhdes de gestacbes - na populacao geral (SEDGH, 2014),
e espera-se que essa taxa seja maior em mulheres com depedéncia quimica (HEIL, 2011),
fazendo com que periodos criticos da embriogénese ocorram com a presenca de drogas no

ambiente intrauterino.

2.3 DADOS EPIDEMIOLOGICOS DO USO DE CRACK/COCAINA NA GESTACAO

As consequéncias da exposicdo pré-natal a SPAs podem ser tragicas no
desenvolvimento das criancas e essa problematica é descrita na maioria dos paises. Nos
Estados Unidos, entre as gestantes na faixa etaria de 15 a 44 anos, 5,4% eram usuérias de
drogas ilicitas no momento, para 2012 e 2013. (SAMHSA, 2014).

Dados do Centers for Disease Control and Prevention (CDC), avaliando a presenca de
sindrome de abstinéncia neonatal em trés hospitais da Florida entre 2010 e 2011 evidenciaram
que, dos recém-nascidos com a sindrome confirmada, 14,1% foram expostos a cocaina
durante a gestacdo. (LIND, 2015).

Lendoiro, et al. (2013), compararam a entrevista clinica com a dosagem de 35
substancias psicoativas no cabelo materno durante periodos diferentes da gestacdo em 209
mulheres. Na entrevista, 4,3% das maes declararam uso de drogas ilicitas durante a gestacdo
(cocaina 1,4%, THC 2,9% e opioides 1%); 3,3%, medicamentos (metadona 1,9%,
benzodiazepinicos 1,9%, e antidepressivos 0,5%); 21,5%, tabaco, e 13,7% alcool. Nesssa
mesma amostra, 0s autores pesquisaram as referidas substancias em amostras de cabelo
materno, encontrando prevaléncias maiores do que as relatadas, quais sejam, 15,4% de drogas
ilicitas vs 4,3% com base no relato. Os dados por droga especifica, com base na anélise do
cabelo, foram cocaina em 12,4%, THC em 3,8%, opioides em 1% e cetamina em 1%.
Também havia 22,5% de uso de medicamentos (metadona 3,3%, benzodiazepinicos 11%,
antidepressivos 9,1%, zopiclona - hipnotico ndo benzodiazepinico - 1%, e fentanil 1,4%).
Nessa amostra, a analise do cabelo materno detectou 3,9% de exposicéo ao alcool.

Estudos sobre a prevaléncia do abuso de substéncias durante a gestacdo no Brasil

ainda sdo escassos, mas 0 uso de cocaina e de crack parecem ter aumentado muito nos ultimos
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anos (CARLINI, et al., 2001). A gestante usuéria de cocaina no Brasil é, na maioria das vezes,
usuéria de SPAs licitas e maconha, assim como acontece em outros paises (BAUER, et al.,
2002).

Uma forma de avaliar o uso é aferir a prevaléncia da exposi¢do intrauterina a partir
de anélises por ocasido do parto ou ao longo da gestacdo, seja na mae (cabelo, urina e relato
maternos; meconio, urina e cabelo de RN). Um estudo transversal com 1.000 adolescentes
gravidas em um centro obstétrico da cidade de S&o Paulo, com idade média de 16,9 anos,
1,51, o uso de substancias de abuso foi avaliado a partir da urina e do cabelo no terceiro
trimestre gestacional. Foi uma amostragem de conveniéncia, com as pacientes ja internadas.
Os autores encontraram a prevaléncia de 6% de uso de drogas, sendo 4% maconha, 1,7%
cocaina e 0,3% ambas as substancias (MITSUHIRO, et al., 2006). Neste trabalho, o uso de
drogas no primeiro e segundo trimestres ndo foi investigado, ou seja, a prevaléncia geral de
exposicao pré-natal a drogas pode estar subestimada. Wong (2000) registrou, em coletas
realizadas em urina, no meconio e no cabelo dos RN, prevaléncia de 20,5% de EPC em uma
amostra de 44 RNs de baixo peso ao nascer em Sao Paulo. No mesmo estado, Martins-Celini
(2001) observou a prevaléncia do uso de cocaina na gestacdo da ordem de 6%, mediante
entrevista materna e triagem toxicologica em 479 puérperas.

Um estudo transversal, realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA),
avaliou a EPC a partir de 739 recém-nascidos, consecutivamente recrutados no ano de 1999.
A presenca de cocaina foi triada no mecdnio e/ou por entrevista materna positiva, sendo que a
idade média materna foi 24,4, anos +/- 6,8, sendo 73,9% de etnia branca e 78,5% com
companheiro. Considerando apenas a entrevista, 0s autores detectaram 16 casos positivos
(2,4%); todavia, avaliando a andlise do mec6nio, encontraram 25 casos (3,4%), sendo a
prevaléncia final estimada em 4,6% quando os métodos para detec¢do foram utilizados de
forma combinada. (CUNHA, 2000; CUNHA, et al., 2001). Dados desse mesmo estudo
evidenciaram que, 43,7% das usuérias de cocaina suspenderam 0 uso ap0s 0 primeiro
trimestre da gestacdo. Recente levantamento nacional, que ouviu 25.000 pessoas em casa
sobre as caracteristicas das pessoas dos individuos que integram suas redes de
relacionamentos, revelou que cerca de 10% das mulheres que usavam substancias
mencionaram que estavam gravidas no momento da entrevista e que mais da metade delas ja
havia engravidado ao menos uma vez desde o inicio do uso (FUNDACAO OSWALDO
CRUZ, 2013).
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Um dos raros estudos em humanos, abordando gestantes usuarias de crack, foi
realizado no nosso meio (ZAVASCHI, et al., 2014). O estudo foi transversal, com uma
amostra de conveniéncia composta por 56 duplas de usuarias de crack e 89 duplas nédo
expostas. A prevaléncia de uso de crack durante a gestacdo foi de 4,4%. A maioria das
usuarias de crack, em comparacdo com as ndo usudrias, ndo tinha um parceiro (10,52% vs
4,4%, P = 0,001) e apresentou um QI mais baixo (78,15, +/- 8,07 vs 84,27 +/- 9,87; P =
0,002). A prevaléncia de transtorno de personalidade antissocial e risco de suicidio nas
gestantes usudarias foi maior do que nas ndo usuarias (respectivamente, 24,44% vs nenhum,
P<0,001; 28,26% vs 10,46%, P = 0,01). A maioria das mulheres com uso de crack nédo
realizou atendimento de pré-natal (75%). Os bebés expostos ao crack durante a gestacdo
pesavam significativamente menos do que os dos controles (2.858g 3.240g vs, P = 0,002).
(ZAVASCHI, et al., 2014).

Salienta-se que a maioria das gestantes usuérias de crack é poliusuaria, esperando-se
principalmente exposicdo também ao alcool, nicotina e maconha (ZULE, et al., 2002;
TORCHALLA, etal., 2011; ZAVASCHI et al., 2014).

2.4 EFEITOS DA EXPOSICAO A COCAINA NA GESTANTE E NO BEBE EM
DESENVOLVIMENTO

Na gestante, o uso de cocaina foi associado a desnutricdo, hipertensdo, doencas
sexualmente transmissiveis, distarbios psiquiatricos, acidentes vasculares e infarto agudo do
miocardio (CAIN, 2013). Sabe-se que se trata de uma populacdo mais vulneravel, com menor
sistema de apoio que se reflete, por exemplo, em menos consultas de pré-natal e mais doencas
sexualmente transmissiveis. (LESTER, TRONICK, 2004; LESTER, et al., 1998; CUNHA,
2000; EIDEN, et al., 2006; INCIARDI, 2006; EDWARDS, HALPERN, WECHSBERG,
2006; KESSLER, et al., 2008; NAPPO, SANCHEZ, OLIVEIRA, 2011).

Em relacdo ao bebé e seu desenvolvimento, existem varios estudos a respeito da
exposicdo a drogas na gestacdo, com a ressalva de ser dificil isolar o que seria efeito da
cocaina no neurodesenvolvimento ou efeito de outras adversidades que acompanham a mae e
0 ambiente familiar com dependéncia quimica (NAUD, et al., 1993; ZUCKERMAN, 1996;
SISON, et al., 1997; LESTER, et al., 2002; MAYES, 2002; EIDEN, et al., 2006; BAGNER,

et al., 2009). Por isso, um dos objetivos desta Tese de Doutorado é avaliar os biomarcadores

23



no sangue de corddo umbilical, enquanto o efeito do ambiente extrauterino ainda nédo teve
oportunidade de se expressar.

A cocaina e alguns dos seus metabdlitos sdo armazenados tanto no miometrio como
na membrana placentaria e sdo constantemente liberados no liquido amniético, colocando o
feto em uma exposicao continua a droga. (de GIOVANNI, MARCHETTI, 2012). Em relag&o
ao feto e ao recém-nascido (RN), é frequente o abortamento e morte fetal (LUTIGER, et al.,
1991; PICHINI, et al., 2005); descolamento prematuro de placenta (SHIONO, et al., 1995;
BAUER, et al, 2002); liquido amniotico meconial (CHASNOFF, et al., 1987,
MASTROGIANNIS, et al., 1990); sindrome de aspiracdo de mecdnio, contratilidade uterina
anormal, ruptura uterina, prematuridade (CHASNOFF, et al., 1987; BADA, et al., 2002;
BAUER, et al., 2005); placenta prévia, rompimento prematuro de membranas, crescimento
intrauterino retardado, diminuicdo do peso, do comprimento e do perimetro cefalico médio dos
RNs (COHEN, et al., 1991; LESTER, et al., 1991; SOTO, 2013; JANISSE, et al., 2014), e
asfixia perinatal (RYAN, et al., 1987).

Vérias revisdes e meta-analises tém revisado a EPC através da infancia precoce.
Muitas vezes, o crescimento pré-natal € restrito no Utero, levando ao encurtamento do tempo
gestacional e de um peso de nascimento inferior. (GOUIN, 2011; NORDATROM-KLEE,
2002).

Malformacgdes congénitas geniturinarias (LUTIGER, et al., 1991; SOTO, 2013),
visuais (TSAY, et al., 1996), auditivas (LESTER, et al., 2003), cardiovasculares (MEHTA, et
al., 2001; 2002; REGALADO, et al., 2001), esqueléticas e gastrointestinais foram associadas
a EPC.

A literatura tem demonstrado que a exposicdo a drogas durante a gestacdo esta
associada a alteracdes neurocomportamentais, que podem envolver alteracfes da interacdo do
bebé ou da crianca e seus pais e demais individuos (JOHNSON, et al., 2002; MINNES, et al.,
2005; TRONICK, et al., 2005). Séo descritos, por exemplo, distarbios do desenvolvimento
cognitivo e da linguagem (JACOBSON, et al., 1996; SINGER, et al., 2001; MILLER-
LONCAR, et al., 2005; ACKERMAN, et al., 2010), dificuldades de aprendizado (MORROW,
2006), anormalidades neuroldgicas e comportamentais, tais como irritabilidade, labilidade,
diminuicdo da regulacdo do comportamento autonémico e pobre estado de alerta e de
orientacdo (CHIRIBOGA, et al., 1995; DELANEY-BLACK, et al., 1996; EYLER, 1999;
BENNETT, BENDERSKY, LEWIS, 2002; BENDERSKY, BENNETT, LEWIS, 2006;
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DENNIS, et al., 2006; CHIRIBOGA, KUHN, WASSERMAN, 2007; ACKERMAN, et al.,
2010).

Em comparagdo com criangas ndo expostas, criancas com PCE podem demonstrar
menor desempenho motor, reflexos e orientacdo durante as trés ou quatro semanas apos 0
parto (HELD, 1999) e menor pontuacdo nas medidas de funcionamento
neurocomportamental: atencdo e expressividade emocional (BANDSRA, 2010; FRANK,
2001) e desenvolvimento da fala e da linguagem nas idades de 4 a 6 anos. (CONE-WESSON,
2005).

A EPC estad associada a alteracfes em alguns exames, como a ecografia cerebral
(DIXON, BEJAR, 1989; SMIT, et al., 1994; KING, et al., 1995). Também ha relato de
alteracdes em eletroencefalograma, com irritabilidade do sistema nervoso central (SNC), com
pontas ondas agudas e espicas (DOBERCZAK, et al., 1988; LEGIDO, et al., 1992). Ha
manifestacdes clinicas, como dificuldades na alimentagdo e no sono (MAONE, et al., 1992;
REGALADQO, et al., 1995; GEWOLB, et al., 2004) e sintomas de abstinéncia (ORO, DIXON,
1987; LESTER, et al., 1991; KING, et al., 1995).

O retardo na transmissdo neuronal, ocasionado por atrasos na mielinizacdo, foi
documentado por varios autores que avaliaram RNs expostos a cocaina através de auditory
brainstem response (ABR). (SHIH, CONE-WESSON, REDDIX, 1988; SALAMY, et al.,
1990; POTTER, et al., 2000; LESTER, et al., 2003; TAN-LAXA, et al., 2004). O estudo do
choro dos RNs expostos demonstrou dois padrdes distintos: aumento da excitabilidade
associado ao efeito direto da cocaina e padrdo menos reativo, que decorre do efeito da cocaina
sobre a nutricdo fetal e que esta associado a reducdo do peso do RN (LESTER, et al., 1991).
Outros autores descreveram uma relagdo entre a quantidade de uso e os efeitos no choro do
RN (CORWIN, et al., 1992).

Em uma meta-analise desenvolvida em 1999, Held, Riggs e Dorman, revisando 18
pesquisas sobre o efeito neurocomportamental da EPC — publicadas entre os anos de 1985 e
1998, encontraram diferencas no desenvolvimento motor, nos reflexos anormais e na presenca
de alteracGes do sistema nervoso autbnomo (SNA), mas apontaram como principal achado a
pequena magnitude dos efeitos da cocaina sobre o neurocomportamento do RN. Ressalta-
se, no entanto, que efeitos neurocomportamentais sutis ndo devem ser considerados menos
importantes do ponto de vista clinico ou epidemiologico. Diferencas de alguns pontos no

quociente de inteligéncia (QI) das criangas expostas e dificuldades escolares e emocionais tém

25



intenso impacto pessoal, social e econdmico (LESTER, 1998; LESTER, LAGASSE,
BIGSBY, 1998; LESTER, LAGASSE, SEIFER, 1998).

Linda Mayes (2002) ressalta os efeitos teratogénicos da exposicao perinatal a cocaina.
A cocaina, incidindo sobre seres em desenvolvimento, pode alterar a ontogenia do sistema
nervoso e, por extensdo, o perfil dos mecanismos neurocomportamentais. A a¢éo da cocaina
sobre o sistema nervoso central (SNC) do feto depende do momento em que ele foi exposto. O
desenvolvimento do SNC inicia no 28° dia ap6s a concep¢do e continua durante a gestacédo e
toda a infancia, conferindo-lhe uma vulnerabilidade biol6gica continuada a insultos toxicos
(MALANGA, KOSOFSKY, 1999; RODIER, 2004). Em 1990, Salamy, et al., descreveram
alteracOes na transmissao cerebral sugerindo uma mielinizacéo alterada associada a EPC.

Por mais de duas décadas, investigadores conduziram estudos que examinaram 0S
efeitos da exposicdo pré-natal a cocaina (EPC) nas habilidades de linguagem das criancas,
mostrando resultados contraditérios. (HAWLEY, HALLE, DRASIN, THOMAS, 1995;
HURT, MALMUD, BETANCOURT, BRODSKY, GIANNETTA, 1997; DELANEY-
BLACK, et al., 2000, MORROW, et al., 2003; SINGER, et al., 2001). Lewis, et al. (2013),
examinaram criancas que foram expostas a cocaina no utero (n = 183) e criancas que nédo
foram expostas (n = 181) e que foram seguidas prospectivamente desde 0 nascimento até os
12 anos de idade. Os autores concluiram que a interpretacdo do significado da exposicdo a
cocaina no pré-natal em relacdo as habilidades da fala e linguagem é dificil de ser mensurada
devido aos mdltiplos fatores bioldgicos e ambientais que afetam essas criangas. No estudo, 0s
autores encontraram efeitos pequenos, mas significativos da EPC sobre as medidas
padronizadas de linguagem. Esse grande estudo longitudinal documentou deficiéncias
neurocomportamentais sutis em varios dominios cognitivos em toda a trajetéria de
desenvolvimento impactando a linguagem e os resultados académicos. Embora as
preocupacOes iniciais de que as criancas com EPC pudessem ter deficiéncias graves nao
tenham sido apoiadas, pequenas deficiéncias na linguagem e outras deficiéncias cognitivas
foram observadas, podendo ter consequéncias negativas no rendimento escolar e realizacéo
profissional ao longo do tempo.

A EPC parece ser um fator de risco para problemas de externalizacdo na infancia.
Estudos em modelo animal sugerem que EPC esta relacionada com maior agressividade
(JOHNS, MEANS, WOODLEY, MEANS, 1994; WOOD, SPEAR, 1998), e varios estudos
em humanos encontraram que a EPC esta associada ao aumento dos problemas de
externalizacdo em criangas pequenas (BADA, et al, 2011;. BENDERSKY, BENNETT,
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LEWIS, 2006; DELANEY-BLACK, et al., 2004; LINARES, et al., 2006; MINNES, et al.,
2010; RICHARDSON, GOLDSCHMIDT, SANGUESSUGA, WILLFORD, 2011; SOOD, et
al., 2005). Outros estudos, no entanto, ndo encontraram relacdo entre EPC e problemas de
externalizacdo (ACCORNERO, ANTHONY, MORROW, XUE, BANDSTRA, 2006;
BENNETT, BENDERSKY, LEWIS, 2002; GREENWALD, et al.,, 2011.; KILBRIDE,
CASTOR, FUGER, 2006; MORROW, et al., 2009), levantando a quest&o sobre os problemas
de externalizacdo que ocorreriam apenas na presenca de certos moderadores (sexo do bebé,
riscos ambientais, problemas médicos neonatais). BENNETT, et al. (2013), avaliaram o0s
efeitos da EPC em problemas de externalizagdo em uma coorte de criangas de 8-10 anos (179
criangas: 74 expostas a cocaina no pré-natal), considerando também os efeitos da exposicdo
pré-natal ao alcool, cigarros e maconha, salde neonatal, risco ambiental, rede de apoio e sexo
da crianca. Os resultados do estudo indicaram que a EPC pode predizer maior risco de
problemas de externalizagcdo no final da infancia. A relacdo entre EPC e os problemas de
externalizacao foi encontrada apds o controle de salude neonatal, outras exposicdes pré-natais,
riscos ambientais, e sexo.

Ha sugestdes na literatura de que alguns efeitos da EPC continuariam ao longo da
infancia, quica da adolescéncia. Um estudo longitudinal que avaliou criangas aos trés, cinco e
sete anos de idade revelou um efeito negativo e independente da EPC na trajetéria de
problemas de comportamento dessas criangas (JOSEPH, 1996). Beeghly, et al. (2014),
examinaram 137 criancas de 9,5 anos de idade, nascidas a termo, provenientes de contextos
urbanos de baixa renda (51% do sexo masculino), a partir de um estudo longitudinal
prospectivo em andamento. Os resultados indicaram que o nivel de exposi¢do a cocaina no
utero foi associado com menor pontuacdo nas tarefas de Atencdo Auditiva e Memdria
Narrativa, sendo que ambos requerem processamento da informacdo auditiva e atencdo
sustentada para o desempenho bem-sucedido.

Uma revisdo com adolescentes de 13 anos de idade encontrou associagdes entre EPC e
problemas de comportamento, atencdo, linguagem, cognicdo. (LESTER, 2009). Nesse
sentido, Singer, et al. (2015), a partir do estudo da coorte de Cleveland, com uma amostra de
218 récem-nascidos expostos a cocaina e a outras drogas e 197 ndo expostos acompanhados
desde o nascimento até a adolescéncia, revelaram que a exposicdo pré-natal a cocaina
associou-se a efeitos significativos no crescimento fetal, na atencdo, na linguagem, na
organizacdo perceptual visomotora, fungdo executiva, problemas comportamentais

externalizantes e risco de abuso de substancia.

27



Outros estudos tém verificado uma associacdo entre EPC e desinibicdo
comportamental (FISHER, 2011), uso de substancias (LESTER, 2012) e maior
comportamento sexual (de GENNA, 2014; LAMBERT, 2013). Minnes, et al. (2014),
avaliando 358 adolescentes (183 com EPC e 175 ndo expostos a cocaina no pré-natal),
também verificaram que os adolescents com EPC usavam duas vezes mais tabaco, 2,2 vezes
mais alcool e 1,8 vezes mais maconha do que adolescentes ndo expostos a cocaina no pré-
natal.

Estudos de imagens também tém associado alteracfes morfoldgicas e funcionais com
EPC. As anormalidades cerebrais foram estudadas por Lucca e Baldisserotto (2013), a partir
de exames de ultrassom transfontanelar e revisao de prontuéarios em recém-nascidos expostos
ao crack durante a gestacdo. Foram encontrados os seguintes achados: anormalidades em 45
dos 129 bebés (34,9%) dos quais 24 (18,6%) apresentavam cistos ependimais, 18 (14%) com
vasculopatia lenticuloestriata, nove (7%) com hemorragia subependimal, e nove bebés (7%)
com cistos no plexo coroide.

Liu, et al. (2013), por meio de RM em 40 adolescentes entre 13 e 15 anos de idade (20
com EPC e 20 sem EPC) e apds controle para covariaveis, verificaram que a espessura
cortical do cortex pré-frontal dorsolateral direito foi significativamente menor em
adolescentes com PCE, enquanto o volume do pallidum foi menor em adolescentes apds a
exposicdo pré-natal ao tabaco. Impulsividade foi correlacionada com o volume do talamo,
quer apds a PCE ou a exposicao ao tabaco pré-natal. Os autores sugerem que a exposicao pré-
natal a cocaina ou ao tabaco pode afetar a maturacédo cerebral durante a adolescéncia, levando
a uma maior suscetibilidade ao aumento da impulsividade. GREWEN, et al. (2014), estudou
através de Ressonancia Magnética (RM) RNs com 5 semanas de vida agrupados em 3 grupos:
33 RNs com EPC comorbido com outras drogas, 46 RNs controles livres de drogas e 40 com
exposicdo pré-natal a outras drogas (nicotina, alcool, marijuana, opioides, SSRIs), mas sem
exposicdo a cocaina. O estudo revelou que as diferengas na substancia cinzenta do cérebro
foram impulsionadas principalmente pelo menor volume de substancia cinzenta em regides
pré-frontais e frontais do cérebro em criangas com EPC. Os autores sugerem que a EPC esta
associada a deficiéncias estruturais na substancia cinzenta cortical neonatal, especificamente
em regides pré-frontais e frontais envolvidas na funcdo executiva e controle inibitorio. Com
metodologia semelhante, Salzwedel, et al. (2015), utilizando RM Funcional (RMf) numa
amostra de 152 neonatos com EPC comorbido com outras drogas (tais como nicotina, alcool,

marijuana, e antidepressivos) vs neonatos expostos a drogas, mas nao expostos a cocaina, e a
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neonatos-controles sem exposi¢cdo a nenhuma droga, detectaram um efeito especifico da
cocaina em uma sub-regido da area fronto-amigdaliana. Os autores consideraram que essa via
pode desempenhar um papel importante na regulacdo da excitacdo, a qual se tem mostrado
comprometida em criancas e adolescentes com EPC.

Em suma, observa-se que as criancas com EPC apresentam alteracBes desde o pds-
parto imediato, que podem permanecer ao menos até a adolescéncia. Tais alteracdes incluem,
por exemplo, a desregulacdo autondmica, dificuldades no aprendizado e linguagem,
problemas externalizantes e alteracfes na morfologia e circuitos cerebrais. Desconhecem-se,
todavia, possiveis mecanismos neurobioldgicos subjacentes e biomarcadores, 0 que seria de

grande valia, tendo em vista a alta prevaléncia do problema.
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3 BIOMARCADORES RELACIONADOS AO USO DE COCAINA E CRACK

A Federal Drug Agency (FDA) define biomarcadores como “uma caracteristica que é
objetivamente medida e é um indicador de processos biolégicos normais, processos
patogénicos ou respostas bioldgicas a intervengdes terapéuticas (WAGNER, 2002). No
contexto do estudo das doengas e de seus tratamentos, a principal diferenca entre
biomarcadores e desfechos intermediérios seria a de que um biomarcador € uma espécie de
“candidato” a desfecho intermediario, no sentido de que ainda né&o foi devidamente validado
e qualificado, mas que ¢ “bastante provavel” que tenha ligacao direta com o desfecho clinico
(KATZ, 2004). Define-se como validacdo o processo de verificacdo de desempenho do
biomarcador em medir o que é proposto, incluindo sensibilidade (a capacidade de detectar
quando o resultado é positivo acertadamente), especificidade (a capacidade de detectar
qguando o resultado € negativo acertadamente) e reprodutibilidade (mostrar sempre 0 mesmo
resultado, quando a avaliacdo € repetida). Ja a qualificacdo é o processo de relacionar o
biomarcador com o desfecho clinico de interesse, de forma a ele poder funcionar como
desfecho intermediario. Frequentemente, esses dois processos sdo usados como sinénimos na
literatura, mas o Biomarkers Definitions Working Group reforca a necessidade de que sejam
diferenciados adequadamente (WAGNER, 2002). E interessante perceber que, por essas
defini¢des, o FDA possivelmente aceita como desfechos intermediarios biomarcadores que
foram validados, mas ndo exige que tenham sido qualificados.

Ha varios tipos de biomarcadores descritos (BOUGH, et al., 2013):

« Biomarcadores mecanisticos: referem-se a processos patofisioldgicos subjacentes a

doenca. Por exemplo, na classificacdo molecular de um fendtipo, como a
dependéncia a cocaina.

« Biomarcador de toxicidade: referem-se a medida dos efeitos bioldgicos

consequentes a uma doencga, sem ter uma relacdo mecanistica com a mesma. Por
exemplo, as consequéncias do abuso de cocaina.

» Biomarcador diagnostico: uma medida mecanistica de um fenotipo de doenca,

usada para definir o curso de um desfecho clinico.

 Biomarcador prognostico: uma medida de “risco” que indica a probabilidade de

progressdo de uma doenga

» Biomarcador farmacodindmico: uma medida farmacoterapéutica que poderia ser

usada para avaliar eficacia clinica.
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» Biomarcador preditivo: uma medida que indica se um paciente provavelmente

responderd a um determinado tratamento a priori.

3.1 BIOMARCADORES UTILIZADOS EM RELACAO A COCAINA

A busca por novos candidatos a Biomarcadores é um assunto de grande relevancia
para a pesquisa clinica em Dependéncia Quimica. Existem alguns candidatos a biomarcadores
ja relatados na literatura, mas ainda nenhum que ja tenha sido adequadamente validado e
qualificado. De fato, o desenvolvimento de biomarcadores para dependéncia a cocaina ainda é
incipiente, com diversos enfoques possiveis. (BOUGH, et al., 2013). Entre eles, ha alguns
achados em neuroimagem (BOUGH, et al., 2013; KOOB, VOLKOW, 2010), expressdo
génica (DUCCI, GOLDMAN, 2012; LI, MAO, WEI, 2008), algumas alteracGes
neurocognitivas (DUKA, CROMBAG, STEPHENS, 2011), e neurotrofinas. Em relacéo as
neurotrofinas, elas ainda sdo pouco estudadas especificamente em relacdo ao uso de crack,
sobretudo em adolescentes, e serdo aqui revisadas. E sabido que psicoestimulantes como a
cocaina afetam o sistema imune e os niveis séricos de citoquinas inflamatdrias, podendo
inclusive influenciar o desempenho cognitivo e comportamental, o que pode lhes conferir
papel na etiologia da dependéncia a estimulantes (YAMADA, NABESHIMA, 2004).
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4 COCAINA E INTERLEUCINAS

O sistema imunoldgico é uma rede complexa concebida para proteger o hospedeiro
contra ameacas externas (tais como bactérias e virus) e ameacas internas (neoplasias). O
sistema imunoldgico esta organizado em resposta imune inata e adaptativa e ambos lancam
mdo de células imunes para realizar seus intentos de prote¢do do organismo. A imunidade
mediada por células envolve as intera¢fes de células T helper e células T citotoxicas com uma
variedade de células alvo sugestdo: células-alvo (ex.: macrofagos, monacitos e linfocitos,
células dendriticas, entre outras). Tais células do sistema imune e outras células ndo imunes
(fibroblastos, células endoteliais) produzem uma variedade de produtos, entre eles as
interleucinas (citocinas), que promovem uma intercomunicacdo entre células e regulam a
reacdo inflamatdria de defesa. As interleucinas se comportam como se fossem os hormonios
do sistema imunitario. (CHAPLIN, 2006).

As citocinas apresentam atividades tanto pr6 quanto antiinflamatoérias. Em recente
revisdo da literatura sobre maus tratos na infancia e marcadores inflamatorios, Coelho, et al.
(2014), mencionam que a IL-6 estaria associada aos processos pro-inflamatdrios, enquanto a
IL-10, aos processos anti-inflamatérios em concordancia com outros estudos
(KHANDAKER, 2014; WANG, 2015)

Sabe-se que o sistema imunolégico neonatal € imaturo, em relacdo ao sistema
imunolégico adulto (DIESNER, 2012). Ou seja, hd uma predominancia da resposta anti-
inflamatdria, provavelmente em decorréncia da imunossupressdo fisioldgica durante a
gestacdo necessaria para manter o feto sem rejeitd-lo como um corpo estranho
(CHATTERJEE, 2014). A ou Diante da auséncia relativa de producéo de interleucina 12, que
ndo atinge os niveis de adultos até o final da infancia, tem sido sugerido favorecer respostas
anti-inflamatorias. (DIESNER, 2012). Durante a gravidez, espera-se um balanco dinamico
delicado entre as citocinas inflamatorias e anti-inflamatério, a fim de proteger o crescimento e
desenvolvimento do feto e da placenta (CHATTERJEE, 2014).

Estudos em modelo animal evidenciam que os psicoestimulantes, como a cocaina,
afetam o sistema imune e alteram os niveis circulantes de citocinas inflamatérias os quais
influenciam  alteragcbes cognitivas e comportamentais em roedores (YAMADA,
NABESHIMA 2004). No SNC, as citocinas interagem com o0 metabolismo dos
neurotransmissores e com a plasticidade neural no cérebro (DANTZER, et al., 2008). As

citocinas tém a capacidade de influenciar a sintese, liberacdo e recaptagdo de



neurotransmissores relevantes para o humor, incluindo as monoaminas e glutamato em areas
relacionadas com a recompensa (GUYON, et al. 2009). Esses mediadores pré-inflamatorios
sdo importantes para fornecer suporte tréfico para neurdnios dopaminérgicos, aumentando a
neurogénese hipocampal (BACHSTETTER, et al. 2011), também modulam a sobrevivéncia
de células dopaminérgicas e pioram sua viabilidade no contexto da neuroinflamacéo
(KOPRICH, et al., 2008; CIPRIANI, et al., 2011). Outros estudos indicam envolvimento glial
na remodelacéo sinaptica sendo mediados por meio de citocinas as quais podem afetar ambas
as funcdes sinapticas e a morfologia dos neurdnios (BOULANGER, 2009; PAOLICELLLI, et
al., 2011).

Alguns trabalhos tém relatado que as acGes farmacodinamicas de drogas de abuso
também sdo produzidas e reforcadas pela ativacdo central de sinalizacdo imune em éareas e
vias relacionadas aos processos de dependéncia (COLLER, HUTCHINSON, 2012). Algumas
citocinas (entre elas a IL-6), estimuladas pelo uso de cocaina, interferem nas moléculas de
aderéncia aumentando a permeabilidade da Barreira Hemato-Encefalica (BHE), ampliando
ainda mais a inflamacdo, por meio do ingresso de outros componentes do processo
inflamatério no SNC. (URIGUEN, CALLADO, 2010; CABRAL, 2006.)

A dependéncia a cocaina ¢ um estado de estresse crénico. (SINHA, 2001). Os efeitos
da EPC sobre a atividade do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) infantil medidos pela
reatividade ao cortisol aos sete meses de idade revelaram que criangas expostas tiveram uma
alta amplitude de reatividade do cortisol em comparacdo com criancas ndoexpostas a cocaina
(EIDEN, 2009). Estresse persistente desencadeia uma série de alteracdes nas citocinas. O
estresse cronico leva a ativagdo do eixo HPA, eixo do sistema nervoso simpético e das fibras
do nervo vago, que promovem a secrecdo de glicocorticOides, catecolaminas e acetilcolina,
desse modo perturbando a homeostase das citocinas (TIAN, 2014).

Estudos especificamente envolvendo medida de interleucinas e humanos expostos a
cocaina sdo pouco comuns. Existe relato de mais altos niveis circulantes de interleucinas IL-
1B, TNF-a e IL-10 em estudo com 53 homens expostos a crack/cocaina em comparagéo a 50
controles (NARVAEZ, et al., 2013). Gan, et al. (1998), estudaram os niveis de IL-10 em
pacientes dependentes de cocaina em abstinéncia de quatro dias, antes e ap6s uma infusdo de
cocaina intravenosa, e compararam 0S niveis aos de controles ndo-usuarios de drogas.
Encontraram niveis aumentados de IL-10 nos pacientes em relacéo a controles e a diminuicéo
de tais niveis apds a administracdo de cocaina nos mesmos (sugestdo) pacientes. Concluiram

gue o uso crénico de cocaina parecia aumentar IL-10, enquanto o uso agudo suprimia sua
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secrecdo, correlacionando esses dados a grande vulnerabilidade dos dependentes de cocaina
ao HIV. Porém, cabe ressaltar que os niveis s6 foram medidos apds um breve periodo de
abstinéncia e que ndo foram considerados os efeitos da abstinéncia aguda sobre os niveis das
medidas. Outro estudo com metodologia semelhante, (IRWIN, et al., 2007), encontrou niveis
reduzidos de IL-6 em pacientes dependentes de cocaina abstinentes por dois dias, em relacéo
a controles ndo usuérios, além de uma capacidade menor de secrecdo de IL-6 em resposta a
uma estimulacdo do sistema imune por antigenos de bactérias. Moreira, et al. (2015),
avaliando os niveis séricos de IL-6 e IL-10 em 12 usuarios de cocaina (9 homens e 3
mulheres) e 24 controles saudaveis, entre 18 e 35 anos de idade, na cidade de Pelotas, RS,
Brasil, verificaram um aumento estatisticamente significativo na IL-6 (p=0.037) e uma
diminuicdo nos niveis de IL-10 (0.007), sugerindo uma ativacdo do sistema imune nos
usudrios de cocaina em comparagao ao grupo controle e um distarbio no balanco das citocinas
pro e anti-inflamatérias (MOREIRA, 2015).

Identificaram-se dois estudos avaliando medidas de citocinas e exposi¢do pré-natal a
cocaina. Em ambos, as citocinas ndo foram a medida de desfecho principal. Johnson, et al.
(1996), avaliaram os efeitos da abstinéncia aguda de cocaina no sistema imune de mulheres
gravidas, ndo mostrando diferencas entre as medidas de IL-2 (citocina pré-inflamatdria) em
gestantes usuarias de cocaina (n=13), gestantes ndo usudrias de cocaina e em mulheres sem
exposicdo a cocaina que ndo estavam gravidas. Nesse estudo, ndo foi realizada medida das
citocinas nos bebés. Outro estudo, investigando 5 casos e 5 controles de um total de 91
individuos (a perda foi justificada, em virtude de, poucas amostras de sangue coletado
possuirem quantidade suficiente de soro para a analise das citocinas), descreveu uma reducdo
nos niveis de IL-1 (citocina pro-inflamatoria) e IL-2 (citocina pro-inflamatéria) nos recém-
nascidos, através de medidas no sangue de corddo umbilical. Os autores ndo evidenciaram
alteracbes nas medidas de IL-4 (citocina anti-inflamatoria) e interferon-y (citocina pro-
inflamatoria). (KARLIX, 1998).

O interesse de estudar as interleucinas no sangue de cord@o umbilical nos bebés seria
mais um passo na busca de algum marcador bioldgico de neuroinflamacéo causada pelo uso
do crack feito pela méde durante a gestacdo e, consequentemente, na busca de integrar a
hipotese da neuroinflamagdo na saude mental da crianga. O crack expde o feto a um estresse
cronico. Estudos envolvendo fatores de risco desenvolvimental, resiliéncia e psicopatologia
demonstram alteragdes no eixo HPA. O cortisol e os glicocorticoides tém demonstrado efeitos

no sistema imune, bem como tem surgido hipoteses para um efeito na direcdo oposta. Varios
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estudos tém evidenciado associacdo entre neuroinflamacéo e transtornos psicoldgicos em
adultos (ansiedade, depressao e alteragdes na funcdo cognitiva) e autismo em criangas. Além
de tentar ampliar o entendimento de um possivel mecanismo de vulnerabilidade
neurobioldgica na nossa amostra de recém-nascidos expostos, buscamos também pesquisar
precocemente alguma alteracdo que nos permita a identificacdo de biomarcadores muito cedo
no processo de neurodesenvolvimento, antes da exposicdo a outras adversidades externas,

comuns na evolucdo dessas criangas.
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5 COCAINA E ESTRESSE OXIDATIVO

A producdo de radicais livres € um processo natural da fisiologia celular
(IKONOMIDOU, KAINDL, 2011). Os radicais livres existem em diversos 0rgaos do corpo,
desempenhando funcBes no sistema imune, por exemplo, como importantes agentes
antimicrobianos dentro das celulas fagociticas (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007a).
Desempenham, também, importante papel como sinalizadores intracelulares. Durante os
processos metabdlicos, esses radicais atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons
nas varias reacdes bioquimicas (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007a). Sua producdo, em
proporcOes adequadas, possibilita a geracdo de Trifosfato de Adenosina (ATP) (energia), por
meio da cadeia transportadora de elétrons. Porém, a producdo excessiva pode conduzir a
danos oxidativos. A producdo continua de radicais livres durante os processos metabolicos
culminou no desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante. Esses tém o objetivo de
limitar os niveis intracelulares de tais espécies reativas e controlar a ocorréncia de danos
decorrentes (HALLIWELL, POUSEN, 2006). A produgdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) pela mitocondria é usualmente considerada a principal causa de EO (KRAUSE, 2007).
A instalacdo do processo de EO decorre de um desequilibrio entre a producdo de compostos
oxidantes (espécies reativas de oxigénio) e a capacidade do sistema antioxidante de
neutraliza-los (SIES, 1997). Tal processo conduz a oxidacdo de biomoléculas com
consequente perda de suas funcBes bioldgicas e/ou desequilibrio homeostatico cuja
manifestacdo é o dano oxidativo potencial contra células e tecidos (HALLIWELL, 2007b).

Embora exista um consideravel corpo de conhecimento a respeito da geracdo de
radicais livres em consequéncia da exposicao a cocaina, o possivel papel dos radicais livres
ainda esta longe de ser elucidado (POMIERNY-CHAMIOLO, et al., 2013; ALVARO-
BARTOLOME, et al., 2011).

Acredita-se que a cocaina possa aumentar o EO pela contragdo dos vasos uterinos e
placentéarios (DOLKART, PLESSINGER, WOODS, 1990; LIPTON, et al., 2002; PATEL, et
al., 1999; WOODS, 1992) com consequente hipdxia ao feto (HARGRAVE, CASTLE, 1995).
Outra forma de a cocaina levar a indugdo do EO é por meio da toxicidade de seus metabalitos,
como a norcocaina, nitroxido norcocaina, N-hidroxinorcocaina e norcocaina nitrosonium,
entre outros (KOVACIC, COOKSY, 2005). Tais metabdlitos geram ERO como o superéxido,
e uma das consequéncias pode ser a peroxidacdo lipidica, a qual pode ser mensurada

laboratorialmente pelo TBARS. Dietrich, et al. (2005), demonstraram que a administracdo de



cocaina, aguda ou crénica, aumentou a producdo de hidroperdxido e perdxido lipidico no
cortex frontal e estriado, duas estruturas cerebrais que contém numerosos terminais nervosos
dopaminérgicos. E sabido que a cascata respiratoria mitocondrial produz ERO como um dos
seus subprodutos, por meio da respiracdo normal (BOVERIS, et al., 1972). A formagéo do
radical superdxido (O°,") ocorre da transferéncia de elétrons livres a locais especificos do
oxigénio molecular na cascata de transporte dos elétrons, situada na membrana interna da
mitocondria.

Lipton, et al. (2003), demonstraram que, ap0s uma injecdo de cocaina em ratas
gravidas, seus fetos apresentavam uma reducdo de 16,38% no nivel de glutationa cerebral,
significando maior recrutamento do sistema antioxidante. Nesse estudo, a hipdtese para o
achado foi de que a vasoconstricdo causada pela cocaina resultou em hipoxia no feto,
aumentando o EO, com consumo de antioxidantes como a glutationa. Em outro estudo em
modelo animal, os autores injetaram cocaina em ratas gravidas, medindo o 6xido nitrico e o
TBARS pos-natal. Também testaram a capacidade de aprendizado dos filhotes expostos a
cocaina. Inicialmente, viram que os filhotes nasceram com maiores niveis de TBARS e 0xido
nitrico em comparacao aos controles, no hipocampo. Apés 25 dias, foram realizados testes de
comportamento em parte da amostra desses animais (aquela que ndo foi sacrificada para
medidas de hipocampo post mortem), vendo-se que 0 grupo que recebeu cocaina intradtero
teve menor desempenho (BASHKATOVA, et al., 2006).

Pomierny-Chamiolo, et al. (2013), estudaram o efeito da cocaina por meio da
atividade da Superdxido Desmutase (SOD), a qual faz parte do sistema antioxidante
enzimatico, em ratos, demonstrando aumento dessa enzima no hipocampo (+ 18% =+ 8), cortex
frontal (+ 41% =+ 14,5; p<0,05) e estriato dorsal (+ 88% =+ 9; p< 0,001), apds a
autoadministracdo de cocaina em comparacdo a autoadministracdo de solucdo salina. Os
mesmos autores avaliaram os niveis de malondialdeido (MDA), produto do EO, em ambos 0s
grupos e encontraram uma diminuicdo do MDA no hipocampo (-12% dos controles) e no
cortex frontal (-14% dos controles, p<0,05) no grupo de autoadministracdo de cocaina. No
estriato dorsal, ocorreram reducées de MDA em ambos, tanto na administracéo ativa (-16% =
7; p<0,05) quanto na administragdo passiva (-11% = 0,5; p<0,01). Os achados indicam que
existe uma associagdo entre biomarcadores de EO nos processos motivacionais relacionados
ao uso voluntario de cocaina em ratos. Indicam, ainda, que a cocaina autoadministrada leva a
um dano oxidativo mais potente do que a administragdo passiva. O EO influencia a memoria e

0 aprendizado. Danos nessas fungdes podem estar envolvidos em mecanismos de toxicidade e
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adicdo a drogas. Macédo, et al. (2009), ap6s administrarem doses elevadas de cocaina a ratos,
observaram que aqueles pré-tratados com vitamina E (tocoferol) obtiveram menores indices
de convulsdo (60% x 100%) e maiores indices de sobrevivéncia (40% x 87,5%) do que 0s ndo
tratados, indicando a possibilidade de efeito antioxidante da vitamina E.

Estudos em humanos sobre os niveis de TBARS periférico tém mostrado resultados
conflitantes. O estudo de Narvaez, et al. (2013), ndo mostrou alteracbes entre pacientes
dependentes de cocaina em tratamento ambulatorial e controles usuarios de outras
substancias, enquanto outro estudo do mesmo grupo (SORDI, et al., 2014), apesar de nédo
mostrar diferenca entre pacientes e controles numa comparacdo direta, mostrou uma
significativa elevacdo dos niveis de TBARS de pacientes mais gravemente dependentes apos
periodo de abstinéncia em internacdo, quando comparados aqueles com dependéncia menos
grave.

Em estudo de cultura com células progenitoras neuronais humanas (Human Neural
Progenitor Cells - HNPC) com cocaina, foram dosados diferentes marcadores de EO. Os
autores encontraram um aumento do EO, medido pelo carbonil apds 48h da exposicao aguda a
cocaina, que seguiu aumentando até 96h, em comparacdo as células que ndo receberam
cocaina, nas quais ndo houve aumento de carbonil em momento algum. Um curso similar foi
observado com a peroxidacao lipidica e a glutationa, que passou a diminuir apds 48h. A morte
celular, medida pelo citocromo C, ocorreu ap6s 72-96h, ndo sendo observada no grupo de
células controle (POON, et al., 2007). Alvaro-Bartolomé, et al. (2011), demonstraram, em
necropsia de cérebros humanos de usuérios de cocaina, uma degradacdo aumentada da PARP
1(Poli[ADP-ribose] polimerasel), um marcador de apoptose, indicando a possibilidade de
morte celular aberrante.

Observa-se que a maioria dos estudos advéem de modelo animal. Ha poucos estudos
especificamente em humanos, havendo distintas formas na avaliacdo do EO. Zaparte, et al.
(2015), pesquisaram 0s niveis séricos de proteina carbonil, conteldo proteico de tidis,
superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa reduzida (GSH) e
potencial reativo antioxidante total (TRAP) em 30 pacientes femininas internadas por
dependéncia ao crack (ndo gestantes). Encontraram niveis elevados de proteina carbonil e
conteddo total de tidis nas pacientes ap0s quatro dias de abstinéncia, e niveis
significativamente mais baixos de SOD, GPx, GSH e TRAP, quando comparadas a controles.
Apbs 18 dias de abstinéncia, elevaram-se os niveis de SOD, GPx, GSH e TRAP nas pacientes,

enguanto os niveis de proteina carbonil e conteido proteico de tidis haviam diminuido. Em
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conjunto, esses dados sugerem que mulheres dependentes de crack apresentam, ao internar,
aumento do EO e que o tratamento, incluindo a abstinéncia do crack, conseguiu reduzir o EO
nas pacientes, diminuindo os niveis dos marcadores associados com a oxidacdo e aumentando
0s niveis das enzimas antioxidativas.

Apesar do beneficio de se poder isolar o que € especificamente efeito da cocaina em
animais, hd uma serie de limitacGes nos modelos animais, como dose, via de administrag&o,
auséncia de exposicdo a eventos ambientais adversos usualmente vistos em dependentes
quimicos. Ao buscar estudos sobre EO e cocaina em humanos, a literatura € bem mais
incipiente. Em gestantes usuéarias de crack ou cocaina e/ou bebés com exposicdo intradtero a
estas substancias, ndo foram encontrados estudos. Tal lacuna na literatura motivou a avaliagéo

do TBARS como um possivel biomarcador, com resultado explorado no segundo manuscrito.
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6 COCAINA E BDNF

O grupo de Kapczinski (KAPCZINSKI, et al., 2008) adaptou o modelo da carga
alostatica para o transtorno bipolar e propds uma serie de medidas bioquimicas para avaliar o
impacto cerebral e fisico do transtorno bipolar. Alostase significa, literalmente, manter o
equilibrio — ou homeostase — durante a mudanca; no contexto da fisiologia cerebral, significa
a adaptacdo hormonal e resposta ao estresse necessaria para manter a sobrevivéncia (fisica e
mental) do individuo perante estressores. (MCEWEN, 2000). E como se, numa situacdo de
privacao, estresse ou toxicidade, o equilibrio normal do organismo — a homeostase — nao fosse
mais possivel de ser mantido, e um novo ponto de equilibrio que levasse em consideracdo a
situacdo adversa necessitasse ser encontrado e mantido — e a isso denominariamos alostase. A
carga alostatica, por sua vez, € 0 preco que 0 organismo paga por ter de se manter esse
equilibrio fora da homeostase — apesar de alto, menor do que o preco de perder totalmente o
equilibrio.

Algumas medidas indicadoras sistémicas de alostase e toxicidade sdo as neurotrofinas
BDNF (Brain-Derived Neurotophic Factor), NT-3 (Neurotrophin 3), GDNF (glial cell line-
derived neurotrophic factor), marcadores de stress oxidativo - TBARS (thiobarbituric acid
reactive substances), PCC (protein carbonyl content), TRAP (total reactive antioxidant
potential) e mediadores inflamatérios (IL8, IL1b, IL6, IL10, TNF). Em outro estudo
publicado por esse grupo (KAPCZINSKI, et al., 2010), os pesquisadores construiram um
indice desses biomarcadores, que estava baixo em pacientes eutimicos e controles, elevado
em maniacos e deprimidos e muito elevado em pacientes com sepse. Tais achados sugerem
que esses possam ser um pool de biomarcadores periféricos que se alteram ap0s uma agressao
ao organismo. Esses biomarcadores ndo sdo especificos para transtorno bipolar, pelo
contréario, sdo marcadores inespecificos associados a diversas patologias e acredita-se que
possam mediar esse processo adaptativo do organismo frente a estressores, incluindo
substancias de abuso. J& h& alguns estudos apontando que a alostase relacionada ao
Transtorno Bipolar poderia levar a uma desregulagdo do sistema de recompensa cerebral,
levando a necessidade de automedicacdo com drogas de abuso por parte dos pacientes,
ligando, portanto, ambos os transtornos por esse modelo (PETTORRUSO, et al., 2014).

A investigagdo da relacdo entre a dependéncia de crack e a alterag@o das neurotrofinas
pode contribuir para a identificagdo de mecanismos bioquimicos por meio dos quais ocorre a

reducdo de volume cerebral e deficiéncias cognitivas. As neurotrofinas, em especial o BDNF,



parecem estar implicadas na base fisiopatoldgica de diversas doengas neurodegenerativas e
psiquiatricas. Os fatores neurotréficos sdo responsaveis pelo crescimento neuronal e o
estabelecimento das conexdes sinapticas entre os neurénios. Evidéncias clinicas (CUNHA, et
al., 2006; ROSA, et al., 2006; RYBAKOWSKI, BORKOWSKA, CZERSKI, SKIBINSKA,
HAUSER, 2003) e experimentais (FREY, ANDREAZZA, CERESER, et al., 2006; FREY,
ANDREAZZA, ROSA, et al., 2006; WALZ, et al., 2008) revelaram que os niveis de fatores
neurotroficos estdo alterados em pacientes com transtornos do humor, bem como em modelos
animais desses transtornos. O BDNF parece mediar os principais processos dependentes de
estimulo externo, como aprendizado, experiéncias e memorias, incluindo efeito das
substancias de abuso (JANAK, et al., 2006). Ainda, o BDNF €é expresso em areas do sistema
nervoso central relacionadas a adicdo, como amigdala, cortex pré-frontal e neurbnios
dopaminérgicos mesolimbicos, e estudos em animais sugerem que o0 BDNF possa ter um
papel importante nos efeitos agudos, na sensibilizagéo, nas respostas condicionadas, na fissura
e na recaida de estimulantes (COROMINAS, RONCERO, RIBASES, CASTELLS, CASAS,
2007).

O estudo conduzido por Grimm, et al. (2003), com um modelo de autoadministracao
de cocaina usando ratos encontrou resultados bastante interessantes em relagdo aos niveis de
BDNF em trés areas cerebrais: Area Tegmental Ventral (VTA), Accumbens e Amigdala. Para
esse proposito, compararam os niveis de BDNF de uma amostra do tecido dessa area cerebral
em grupos de ratos que haviam sido submetidos ao processo de dependéncia a cocaina e
posterior abstinéncia de 1, 30 ou 60 dias, além de ratos controles que auto-administravam
sucrose. O resultado encontrado é que os niveis de BDNF aumentam conforme aumenta o
tempo de abstinéncia nas trés areas pesquisadas, apesar de ser mais discreto na VTA, em que
aumenta apenas até 30 dias de abstinéncia, depois se mantendo estavel. Na Amigdala e no
Accumbens, aumenta aos 30 dias e aumenta ainda mais em 90 dias. Os niveis encontrados sdo
sempre mais altos do que nos controles, a partir da medida de 30 dias de abstinéncia. Esses
resultados ilustram como a abstinéncia de cocaina produz alterages nos niveis de BDNF
mesmo apods 90 dias de abstinéncia, sugerindo que as alteracdes induzidas pela cocaina (ou
sua abstinéncia) sdo bastante duradoras. Os autores correlacionam esse achado com a
responsividade a estimulos relacionados a cocaina encontrados nesses ratos, também medida
no estudo. E interessante assinalar que os pesquisadores também mediram os niveis de NGF

nessas mesmas amostras, mas nao encontraram alteragées.
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O papel do BDNF na dependéncia a cocaina é controverso e ainda bastante confuso,
mesmo apos diversos estudos em modelos animais (LI, WOLF, 2014). Em relacdo a
abstinéncia, ele pode ser associado tanto a incubacdo como a supressdo da mesma,
dependendo da forma, do tempo e do local em que é medido (LI, WOLF, 2014).

Existem alguns estudos relacionando os niveis de BDNF & dependéncia de cocaina em
humanos. Em um estudo em humanos com dependéncia de cocaina, ndo houve alteragcdo do
BDNF em relacdo a controles. (ANGELUCCI, et al., 2007). Esse mesmo estudo mostrou uma
reducdo do NGF (nerve growth fator) em usuarios de cocaina em relacéo a controles. O NGF
é outra neurotrofina, a qual tem um papel importante na funcdo e sobrevivéncia dos neurénios
colinérgicos. Um estudo de caso-controle com pacientes adultos dependentes de cocaina e
controles saudaveis (D’SA, FOX, HONG, DILEONE, SINHA, 2011) mostrou niveis mais
elevados de BDNF periférico em dependentes de cocaina ap6s trés semanas de abstinéncia,
quando comparados a controles. Além disso, mostrou também que niveis de BDNF mais altos
entre 0s pacientes estavam associados a maiores taxas de recaida em 90 dias, cada unidade a
mais de BDNF correspondendo a um aumento em 9% na chance de recaida em 90 dias.

Outro estudo (COROMINAS-ROSO, et al., 2013), com amostra similar,de pacientes
adultos dependentes de cocaina, mediu os niveis de BDNF no momento da internacéo (inicio
da abstinéncia, com uso de cocaina no dia anterior) e ap6s 12 dias de abstinéncia, e comparou
tais niveis com os de controles saudaveis. Encontraram diminuicdo dos niveis de BDNF nos
pacientes em relacdo aos controles, sendo que o periodo de abstinéncia de 12 dias aumentou
os niveis de BDNF nos casos. Adicionalmente, encontraram associacdo do aumento do nivel
de BDNF com os sintomas de fissura, medidos com a escala CCQ (cocaine craving
questionaire), nos pacientes, concluindo que o BDNF possivelmente estivesse aumentado em
regibes cerebrais relacionadas com a fissura e que poderia ser considerado um marcador de
dependéncia a cocaina.

O estudo de Narvaez, et al. (2013), com pacientes adultos com diagndstico de
Dependéncia de crack em tratamento ambulatorial foi o primeiro do tipo realizado no Brasil.
Encontraram niveis aumentados de BDNF nos pacientes em comparagdo com controles
saudaveis. Essa associacdo so era encontrada nos pacientes que haviam utilizado crack nos 30
dias anteriores, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa entre os que estavam
abstinentes e os controles.

Um estudo com uma amostra de pacientes adultos masculinos dependentes de crack

mostrou niveis reduzidos de BDNF nos pacientes no momento da internacdo, em comparacao
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a controles (von DIEMEN, et al., 2014). Os niveis de BDNF aumentaram durante a internaco
até a alta, mas ainda eram significativamente inferiores aos encontrados nos controles
saudaveis. Além disso, havia uma correlacdo entre os niveis de BDNF e 0 numero de pedras
de crack consumidas nos 30 dias anteriores a internacdo, com um maior numero de pedras
consumidas associado a menores niveis de BDNF.

Outro estudo do mesmo grupo (SORDI, et al., 2014), também com pacientes
masculinos internados para desintoxicacdo de crack, mostrou resultados similares, com niveis
de BDNF significativamente menores nos pacientes internados em relagdo a controles
saudaveis e com aumento significativo desses niveis durante a internacdo, aproximando-se
aos de controles a ponto de ndo haver diferenca estatisticamente significativa entre ambos.
Além disso, por meio de um procedimento de estratificacdo de gravidade do uso de crack que
levava em consideracdo o tempo de uso, a precocidade de inicio de uso e a quantidade média
de uso de crack, demonstraram que pacientes menos graves apresentavam maiores niveis de
BNDF no momento da alta, em comparagdo aos menos graves.

Viola, et al. (2014) pesquisaram, em uma amostra de 104 pacientes femininas
dependentes de crack internadas, os niveis de um conjunto de neurotrofinas, incluindo o
BDNF. Avaliaram também se a presenca de trauma na infancia se associava a alteracdes
nesses niveis. Encontraram que os niveis de BDNF estavam significativamente mais elevados
nas pacientes, tanto no quarto dia da internagcdo como no 18° dia (as duas medicOes
realizadas), sem alteracdo nos niveis durante a internacao e aparentemente sem relacdo com a
presenca de trauma na infancia.

Os estudos em humanos de BDNF e cocaina, até 0 momento, restringem-se a adultos
(NARVAEZ, et al., 2013; von DIEMEN, 2013; COROMINAS-ROSO, 2013). Estudos em
diferentes estagios do desenvolvimento sdo necessarios, pois 0s niveis de BDNF variam de
acordo com a etapa evolutiva. Na gestacao, por exemplo, um estudo longitudinal em mulheres
normotensas mostrou que 0s niveis de BDNF no primeiro trimestre sdo mais baixos em
relacio aos niveis no 2° e 3° trimestres (GARCES, 2014; D'SOUZA, 2014). Os niveis de
BDNF no sangue do corddao umbilical aumentam com o aumento da idade gestacional
(COUTHAL, 2003; MATOBA, 2009), demonstrando uma correlacdo positiva com a
maturidade neuronal. Durante o desenvolvimento normal do cérebro, o BDNF mostra
aumentada expressdo em criancas quando ele desempenha um papel crucial na escultura e
poda de circuitos sindpticos. No entanto, na idade adulta, a expressdo constitutiva de BDNF
diminui (KNAPSKA, KACZMAREK, 2004; AID, et al., 2007; GREENBERG, et al., 2009;
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COHEN-CORY, 2010; McCARTHY, 2014). Assim, o BDNF mostra-se influenciavel pela
exposicao a cocaina, esperando-se diferentes respostas de acordo com a faixa etaria. Como
tem um importante papel no desenvolvimento cerebral, € valido conhecer a sua expressao em
bebés expostos ao crack/cocaine. O mesmo vale para gestantes, populacdo ainda ndo avaliada
nesse sentido.

Pelo exposto, parece ndo haver ainda, na literatura, dados que apontem para um
comportamento uniforme nos niveis do BDNF periférico em usuarios de cocaina e crack. Os
diferentes desenhos de estudo e caracteristicas especificas das amostras ndo nos permitem
unificar os resultados adequadamente. Ndo ha estudos especificos sobre o comportamento

dessa neurotrofina em gestantes usuérias de crack.
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7 OBJETIVOS

A presente linha de pesquisa tem dois objetivos gerais, contemplados,

respectivamente, nos artigos 1 e 2.

1°) Avaliar a ativagdo inflamatoria, a partir de IL-6 e IL-10, em bebés expostos ao
crack intraltero em comparacgdo a bebés ndo expostos, a partir do sangue de cordao umbilical

(SCU) e no sangue periférico de suas maes no pds-parto imediato;

2°) Awvaliar o EO, por medidas de substancias reativas do acido barbitdrico (TBARS) e
BDNF- este como um possivel marcador de desenvolvimento cerebral, em bebés expostos ao
crack intraltero em comparacao a bebés ndo expostos, no SCU e no sangue periférico de suas

maes no pos-parto imediato.



8 HIPOTESE

Hipotese do artigo 1: Bidirecional, em que bebés e maes expostas ao crack
apresentardo diferenca na ativacao inflamatoria em comparacdo as maes e aos bebés nédo

expostos.

Hipotese do artigo 2: Para o TBARS em bebés, trabalha-se com uma hipotese
bidirecional, em que os bebés com exposic¢do intraitero a cocaina podem:

a) ter maior EO pelo efeito direto da cocaina - pela contracdo dos vasos uterinos e
placentéarios com consequente hipdxia ao feto; ou pela toxicidade de seus metabolitos;

b) ter menor EO, ou auséncia de diferenca com o grupo controle, caso defesas
antioxidantes enddgenas sejam mobilizadas.

Para as puérperas e TBARS, espera-se uma diferenca entre os grupos, bidirecional.

Para 0 BDNF, espera-se que 0s bebés expostos apresentem maiores niveis de BDNF
em relacdo aos ndo expostos (unidirecional). Para as puérperas, espera-se uma diferenca entre

0S grupos, bidirecional.



9 CONSIDERACOES ETICAS

Neste projeto, o processo de consentimento informado consistiu de um dialogo com as
potenciais participantes sobre os objetivos, riscos e beneficios do estudo, além de explicacéo
sobre a participacdo das mesmas no projeto. Foi fornecido um material impresso com 0s
dados do estudo e foram solicitadas, apds aceite para participagdo no estudo, a leitura e a
assinatura do TCLE diferenciado para casos e controles, conforme anexos.

Este projeto estd de acordo com a regulamentacdo 196/96, que regulamenta a pesquisa
em seres humanos no Brasil. De acordo com as normas de pesquisa em satde do Conselho
Nacional de Saude, o exame de fluidos corporais ndo € invasivo, a entrevista e 0 exame fisico
sdo considerados de risco minimo para o paciente.

O nivel de desconforto previsto para a intervencdo € aceitavel, e os beneficios
potenciais sobrepujam esse nivel de desconforto. Este projeto foi submetido ao Comité de
Etica e Pesquisa do HCPA com o titulo “Avaliagdo dos niveis séricos das neurotrofinas
BDNF e nt-3 (neurotrofina 3), das citocinas IL-4 (interleucina-4) e IL-6 (Interleucina-6),
(TNF-ALFA) fator de necrose tumoral, TRAP (potencial reativo antioxidante total), TBARS
(substancias reagentes ao acido tiobarbitarico) e PCC (conteudo de proteina carbonil) em
gestantes usuarias de crack e no sangue do corddo umbilical (SCU) dos seus filhos”; projeto
namero 11-0095.

Apresenta-se nos anexos um artigo suplementar (Artigo 3), Relato de Caso, para 0
qual houve o consentimento da paciente e em que foram tomados os cuidados para ndo a

identificar.
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Questdo de pesquisa: Avaliar os niveis de IL-6 e IL-10 nas gestantes usuarias de crack

e no sangue umbilical de seus recém-nascidos em compara¢do com as ndo usuarias.

Niveis de IL-6 e IL-10 no sangue de corddo umbilical de recém-nascidos com histdria de

exposi¢cao ao crack/cocaina no Gtero: um estudo comparativo

IL-6 and IL-10 levels in the umbilical cord blood of newborns with history of

crack/cocaine exposure in utero: a comparative study.
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ABSTRACT

Background: Prenatal cocaine exposure (PCE) is associated with neurobehavioral problems
during childhood and adolescence. Early activation of the inflammatory response may
contribute to such changes.

Methods: Our aim was to compare inflammatory markers (IL-6 and IL-10) both in umbilical
cord blood (UCB) and in maternal peripheral blood at delivery between newborns with
history of crack/cocaine exposure in utero (EN, N=57) and non-exposed newborns (NEN,
N =99).

Results: After adjusting for potential confounders, mean IL-6 was significantly higher in EN
than in NEN (10,208.54, 95%CI 1,328.54-19,088.55 vs 2,323.03, 95%CI 1,484.64-3,161.21;
p =0.007; generalized linear model [GLM]). Mean IL-10 was also significantly higher in EN
than in NEN (432.2189, 95%CI 51.44-812.88 vs 75.52, 95%CIl 5.64-145.39, p=0.014;
GLM). Adjusted postpartum measures of IL-6 were significantly higher in mothers with
history of crack/cocaine use (25,160.05, 95%CI 10,958.15-39,361.99 vs 8,902.14, 95%ClI
5,774.97-12,029.32; p=0.007; GLM), with no significant differences for IL-10. There was
no correlation between maternal and neonatal cytokine levels (Spearman test; p>0.28 for all
measures). IL-6 and IL-10 might be early biomarkers of PCE in newborns.

Conclusions: These findings might help elucidate neurobiological pathways underlying
neurodevelopmental changes and broaden the range of possibilities for early intervention.
Keywords: cytokines, pregnancy, crack cocaine, umbilical cord blood, newborn, interleukins.
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RESUMO

INTRODUCAO: A exposicdo pré-natal a cocaina estd associada a problemas
neurocomportamentais durante a infancia e adolescéncia. A ativacdo precoce da
respostainflamatdria pode contribuir para tais alteracoes.

METODOS: Neste estudo transversal, o objetivo foi comparar os marcadores inflamatorios
(IL-6 e IL-10) no sangue do corddao umbilical (SCU) e no sangue periférico materno na hora
do parto, entre os recém-nascidos expostos ao crack intra-Gtero (RNE, n = 57) e recém-
nascidos ndo expostos (RNNE, n = 99). Dados sociodemograficos e perinatais, psicopatologia
materna, consumo de nicotina e outras substancias foram sistematicamente coletados em
casos e controles.

RESULTADOS: Apds o ajuste para potenciais confundidores, a média de IL-6 foi
significativamente maior nos RNE em comparacdo aos RNNE (10.208,54, 1C95% 1.328,54 -
19.088,55 vs 2.323,03, 1C95% 1.484,64-3.161,21; p = 0,007; modelo linear generalizado
[MLG]). A média ajustada de IL-10 foi significativamente maior nos RNE do que RNNE
(432,2189, 1C95% 51,44 - 812,88 vs 75,52, 1C95% 5,64 - 145,39, p = 0,014; MLG). Medidas
pos-parto ajustada de IL-6 foram significativamente maiores nas mées que usaram de crack /
cocaina (25.160,05, 1C95% 10.958,15 - 39.361,99 vs. 8.902,14, 1C95% 5.774,97 - 12.029,32;
p = 0,007; MLG), sem diferencas significativas para IL -10. Ndo houve correlacdo entre os
niveis maternos e neonatais de citocinas (teste de Spearman, p > 0,28 para todas as medidas).
CONCLUSOES: IL-6 e IL-10 podem ser biomarcadores precoces da exposicdo pré-natal a
cocaina em recém-nascidos. Estes resultados podem ajudar a elucidar as vias neurobioldgicos
subjacentes as alteracdes do desenvolvimento.

PALAVRAS-CHAVE: Cocaina crack, interleucinas, recém-nascido, gestacao.
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1 INTRODUCTION

Prenatal cocaine exposure (PCE) is considered a marker for potential development of
neurobehavioral problems just after delivery and during childhood/adolescence . The
harmful effects of intrauterine cocaine exposure are not restricted to mental illness. In animal
models, changes in the cardiovascular system have been described®. In humans, changes in
the neuroendocrine system and metabolic processes, with increased weight gain and
childhood obesity, have been described>®. Taken together, these data suggest the hypothesis
of a systemic effect promoted by cocaine exposure. Nevertheless, the pathways underlying
these systemic effects in exposed newborns remain uncertain. One possible explanation,

consistent with other conditions’

, is the early activation of the inflammatory response.
Cocaine dependence is a chronic stress state™. This has been suggested by studies with
neurobiological markers. Fox et al.'® compared 28 adults with cocaine dependence to 27
social drinkers and demonstrated an elevated inflammatory state, as measured by interleukin-
10 (IL-10), among other factors. Another report found higher circulating levels of IL-1p,
TNF-0, and IL-10 in 53 male crack/cocaine addicts in comparison to 50 controls*’.
Cocaine and its metabolites readily cross the placenta, reaching fetal tissues at high

concentrations!®*°

and deregulating fetal homeostasis. The effects of PCE on the activity of
the infant hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis and reactivity at 7 months of infant age
revealed that exposed infants had a high amplitude of cortisol reactivity trajectory compared
to non-cocaine-exposed infants?®. Sustained stress triggers a series of changes in cytokines.
Chronic stress leads to the activation of the HPA axis, sympathetic nervous system axis, and
vagus fibers, which promote the secretion of glucocorticoid, catecholamines, and
acetylcholine, thus disturbing cytokine homeostasis™.

During child and adolescent development, it is difficult to distinguish what effects
might be due to PCE and which may be due to other adversities. Cocaine-exposed infants
experience higher levels of environmental risk and unstable caregiving?. This highlighs the
importance of identifying neurobiological markers temporally closer to intrauterine exposure.
Studies focusing specifically on crack/cocaine—or cocaine—exposure and cytokines in
newborns are scarce. There is only one study, in which cytokine levels were not the primary
outcome measure and the sample size was small (five exposed infants and five controls)?.

It is known that the neonatal immune system is immature, relative to the adult immune

system?. Namely, there is a predominance of anti-inflamatory Th2 response, probably a
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consequence of the gestational imunosupression that is necessary to maintain the fetus
without rejecting it as a foreign body®*. There is a relative ausence of IL-12 production until
the end of infancy, favoring Th2 response®. During pregnancy, it is expected a dinamic and
delicate balance between inflamatory and anti-inflamatory cytokines, in order to protect the
growth and development of fetus and placenta”.

Given the close relation between cocaine exposure and inflammatory response, the
present study aims to evaluate markers of inflammation (IL-6 and IL-10) in newborns with
history of crack/cocaine exposure in utero (exposed newborns, EN) as compared to non-
exposed newborns (NEN) by measuring these markers in umbilical cord blood (UCB). This
strategy enables identification of biomarkers very early in the neurodevelopment process,
before exposure to other external adversities. The hypothesis is that greater activation of the
inflammatory response will be observed in newborns with history of crack/cocaine exposure
in utero. Secondly, we intend to evaluate the same markers in the postpartum period in the
mothers of these newborns.

2 MATERIALS AND METHODS

Data were collected at Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) and Hospital
Materno Infantil Presidente Vargas (HMIPV), in the city of Porto Alegre, Brazil, from
January 2012 to September 2013. Both facilities are teaching hospitals as well as centers of
excellence for high-risk pregnancy. All mothers provided written informed consent for
participation, and the project was approved by the Research Ethics Committees of both

hospitals.
2.1 Study design and sample

This was a cross-sectional study. The study factor was history of intrauterine exposure
to crack/cocaine, and the outcome measures were serum levels of the cytokines interleukin

(IL)-6 and IL-10 in UCB. As a secondary outcome, the same markers were evaluated in the

serum of the newborns’ mothers.
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Mother/newborn dyads with history of crack/cocaine exposure underwent consecutive
sampling at HMIPV. Mothers were questioned about use of substances of abuse at admittance
to the hospital. During the study period, 2,228 births took place at HMIPV, and 105 mothers
(4.7%) were identified as having history of crack/cocaine users. Of these 105 mothers, 62
(59%) were invited to participate in the study and we ultimately analyzed the UCB of 57
newborns (54%). Losses occurred due to a variety of reasons, including refusal, no report of
past crack/cocaine use at the time of delivery, and absence of technical conditions for UCB
collection.

To ascertain the profile of the pregnant crack/cocaine users who were not included in
the sample (N =43.41%), we used medical records to compare maternal age, educational
attainment, ethnicity, presence of a partner, prenatal treatment status, mode of delivery, and
presence of infectious diseases (hepatitis C, syphilis, and/or HIV) between participants and
non-participants. We also compared Apgar scores at 1 and 5 minutes, newborn weight, and
gestational age (GA) at neonatal examination. Newborn weight was significantly lower in
mothers that did not participate in the study (2,653.46 vs. 2,878.09 g, p =0.02), as were GA
(37.30 [SD 2.50] vs. 38.64 [SD 2.4] weeks, p=0.02) and prenatal care attendance (p =0.02),
with no other significant between-group differences (data available upon request).

The control sample of newborns and mothers without history of cocaine exposure was
obtained from a group of pregnant women who participated in the HCPA Umbilical Cord and
Placental Blood Bank (Banco de Sangue de Corddo Umbilical e Placentario, BSCUP)
project. During the study period, 6,312 births took place at HCPA. Of this total, 1,050
pregnant women (16.6%) were screened for inclusion using systematic approach (Monday
through Friday, from 8 a.m. to 11 p.m.). Of the screened women, 770 (73.3%) were eligible
for the data collection, according to the Foundation for the Accreditation of Cellular Therapy
(FACT) criteria 2°, which establish technical regulations for the operation of laboratories that
process hematopoietic stem cells (HSC) from bone marrow and peripheral blood, as well as
umbilical cord and placental blood banks. Among the 770 eligible women, the umbilical cords
of 112 (14.5%) were discarded by the BSCUP due to low cellularity and/or low blood
volume. These were the mothers and umbilical cords eligible for use in our control group. The
discarded bags were sent to the laboratory where the present study was underway for
processing and storage. Of the 112 potential participants, 99 (88.3%) actually entered the

study as controls. Losses were due to refusal to participate in the survey, or because the
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mother and newborn had been discharged from the hospital before the research team could
invite them to participate.

To verify the representativeness of the mothers included in the control group, we
randomly selected 68 (10.3%) pregnant women whose UCB had been collected during the
study period and kept at BSCUP and reviewed their medical records. We compared the age,
ethnicity, prenatal care, and mode of delivery of these women to those of mothers included in
the study control group. We also compared infant gender, need for hospitalization, Apgar
scores at 1 and 5 minutes, birth weight, GA at neonatal examination, and classification for GA
between these groups. There was a significant difference in newborn weight (3,144.79 [SD
438.39] g in the study controls vs. 3,357.35 [SD 418.87] g in other donors; p =0.002) and GA
at neonatal examination (38.86 [SD = 1.24] weeks in study newborns vs. 39.26 [SD = 1.15]
weeks among newborns not included; p=0.04). No other significant differences were found
(data available upon request).

The maternal inclusion criteria for the case group were history of crack/cocaine use
and age 18-45 years, and the exclusion criteria were inability to understand and complete the
neuropsychiatric questionnaires in the immediate postpartum period. The inclusion and
exclusion criteria for controls relied on FACT criteria?® (Foundation for the Accreditation of
Cellular Therapy, 2013). All mothers included in the control group were confirmed as non-

drug users by their history and urinary tests (Bioeasy® cocainetest, Alere™, Brazil).

2.2 Instruments and variables

The independent variable was the history of crack/cocaine use during pregnancy.
Potential confounders were: maternal 1Q, maternal psychopathology, use of other
psychoactive substances, and demographic and perinatal data. 1Q was estimated by using the
cube and vocabulary subtests of the WAIS-111*#". Maternal psychopathology was assessed
using the Mini International Neuropsychiatric Interview (MINI), Brazilian version
5.0.0/DSM-1V/Current?®®. Use of psychoactive substances was evaluated with the Alcohol,
Smoking and Substance Involvement Screening Test (ASSIST)?, as previously used by our
group®. By taking these measures, we were able to evaluate substance use in the 3 months
prior to delivery. Socioeconomic level was based on the ABA/ABIPEME criterion and

dichotomized into high socioeconomic status (classes A and B) or low socioeconomic status
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(classes C, D, and E)*. Age, self-reported ethnicity, marital status, and other
sociodemographic variables were systematically collected using a standard form. Ethnicity
was dichotomized as non-white or white. The following neonatal variables were obtained by
review of medical records: weight, Apgar score at 1 and 5 minutes, GA at neonatal
examination, sex, need for hospitalization, and classification for GA. Data on the clinical
status of the mother (syphilis, HIV, and/or hepatitis C), mode of delivery, and prenatal care
were also collected from medical records. The outcome measures level of IL-6 and level of

IL-10 in UCB and maternal blood were collected and assayed as described below.

2.3 Blood collection and processing

Total blood (10mL) were collected by venipuncture into an anticoagulant-free
vacuum tube. Immediately after collection, blood samples were centrifuged at 4000 rpm/min
for 10 min and serum (from patients and controls) or plasma (from newborns) was aliquoted,

labeled, and stored at —80°C until the time of testing.

2.4 Cytokine measurement

Cytokine concentrations were determined via flow cytometry using the BD™
Cytometric Bead Array (CBA), Human IL-6, and IL-10 Enhanced Sensitivity Flex Set (BD
Biosciences, San Diego, CA, USA). Sample processing and data analysis were performed
according to manufacturer instructions. Briefly, homogenate samples and standard curves
ranging from 274 to 200,000 fg/mL of each cytokine were incubated with the three cytokine
capture beads for 2h, then the Human Detection Reagent was added and incubated for another
2h. The Enhanced Sensitivity Detection Reagent was incubated for 1h after being washed
twice. Subsequently, samples were washed and sample data acquired using a FACSCalibur
flow cytometer (BD Biosciences, San Diego, CA, USA). All incubations were performed at
room temperature and protected from light. Results were generated in graphical and tabular
form using the BD CBA FCAP Array™ Software v.3 (BD Biosciences, San Diego, CA,
USA) and expressed as fg/mL.
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2.5 Statistical analysis

The categorical and quantitative variables were analyzed respectively by the chi-
square and Student t tests for independent samples, if normally distributed. In case of non-
normal distribution, the Mann-Whitney U test was used instead and values presented as
median and range. The main outcome measure was analyzed by generalized linear model
(GLM) analyses (gamma distribution), and the confounders were chosen on the basis of
statistical criteria (association with both study factor and outcome measure at a significance
level of p<0.2). Confounders were entered into the model together with each outcome
variable, according to the statistical criterion above. The accepted significance level was
p <0.05. Data were processed and analyzed in PASW Statistics 18.0.

3 RESULTS

The sample comprised 57 newborns with history of prenatal crack/cocaine exposure
and 99 without history of exposure. Selected characteristics of the newborns and their mothers
are shown in Table 1. Unadjusted IL levels [median (minimum and maximum) and mean
(SD)] are displayed in Table 1. There was no report of use of intravenous drugs, club drugs,

or hallucinogens.

3.1 Main outcome variable: IL levels in UCB

In the GLM analyses for IL-6, results were adjusted for intensity of alcohol, tobacco,
and cannabis use in the last 3 months, maternal ethnicity, presence of any maternal
psychopathology, and Apgar score at 5 minutes. Adjusted mean IL-6 was significantly higher
in newborns with history of crack/cocaine exposure in utero (10,208.54, 95%CI 1,328.54 to
19,088.55) than in non-exposed newborns (2,323.03, 95%CI 1,484.64 to 3,161.21; p = 0.007),
as shown in Figure 1. Besides history of crack/cocaine exposure, variables associated with
significant differences in IL-6 were Apgar score at 5 minutes (p<0.001), cannabis use
(p=0.01), and ethnicity (p=0.004). For IL-10 GLM analysis, results were adjusted for

intensity of alcohol, tobacco, and cannabis use in the last 3 months, maternal ethnicity,
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presence of any maternal psychopathology, Apgar score at 5 minutes, infant weight, maternal
infectious disease (HIV, syphilis, and/or hepatitis C), and educational attainment. Adjusted
mean IL-10 was significantly higher in newborns with history of crack/cocaine exposure in
utero (432.2189, 95%CI 51.44 to 812.88) in comparison to non-exposed newborns (75.52,
95%CI 5.64 to 145.39, p=0.014), as shown in Figure 2. In addition to history of
crack/cocaine exposure, Apgar score at 5 minutes contributed to the 1L-10 model (95%CI -
0.55t0 -0.01, p =0.042).

There was no correlation between IL-6 and IL-10 levels in maternal serum and in
UCB plasma (all p-values > 0.28; Spearman correlation), for both between- and within-group
comparisons. Regarding sex, there was a significant difference in the case group (Mann-
Whitney U), where median IL-6 was significantly higher in boys (median=6,726.20;
range = 177.63 — 583,892.27; interquartile range = 990.30 to 18,429.06; N = 19) than in girls
(median =856.92; range =56.64 to 203,797.48; interquartile range=597.13 to 3,017.68;
N =24; p=0.022). Although the median IL-10 level was also higher in newborn boys with
history of crack/cocaine exposure in utero than in exposed girls (196.16 vs. 68.16), the
difference did not reach statistical significance (p=0.14). Interestingly, we found no
significant differences for IL-10 (p=0.42) or IL-6 (p=0.33) when considering the control
newborns in an isolated manner. Although newborn sex did not reach statistical criteria for
entry into multivariate analysis, we conducted the same GLM for both IL-10 and IL-6 in UCB
by adding newborn sex as an additional variable. There were no major changes for the 1L-6
model. However, for IL-10, newborn sex had a significant contribution (Wald =18.42,
p<0.001), while the predictor variable, history of exposure to crack/cocaine during
pregnancy and the confounder Apgar score at 5 minutes, remained significant (data available

upon request).

3.2 Secondary outcome measures: maternal IL levels in the immediate postpartum

period

According to GLM analysis, with a model including intensity of alcohol and tobacco
use in the last 3 months, mode of delivery, and maternal ethnicity, IL-6 measures in the
immediate postpartum period were significantly higher in mothers with history of
crack/cocaine use (25,160.05, 95%CI 10,958.15 to 39,361.99) than in control mothers
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(8,902.14, 95%CI5,774.97 to 12,029.32, p = 0.007), as shown in Figure 3. Intensity of alcohol
and tobacco use and mode of delivery were also significant in the model (p =0.010, 0.001,
and <0.001, respectively). Univariate analysis found no difference in IL-10 levels between
case and control groups expressed as median (minimum-maximum) [195.14 (0-34,305.03) vs.
310.36 (0-9,441.20) respectively; p=0.12]. The confounders entered into the model for IL-10
were mode of delivery, estimated 1Q, and intensity of tobacco use in the last 3 months. No
variable reached significance, and there was no difference in adjusted mean IL-10 between

exposed and non-exposed mothers (1,086.40 vs. 1,200.42 respectively, p = 0.83).

4 DISCUSSION

This study analyzed early neurobiological markers involved in inflammatory
activation in newborns with history of crack/cocaine exposure in utero. These markers were
measured at delivery, when the newborn has not yet been exposed to other stressors. We
found a significant increase in inflammatory activation of newborns with history of
intrauterine crack/cocaine exposure, as assessed both by IL-6 and by IL-10 measures; this
finding remained after adjusting for confounders. In pregnant women who reported
crack/cocaine use, inflammatory activation (measured by IL-6) was also observed,
considering confounders. Among those newborns, the male newborns seemed particularly
vulnerable to inflammatory activation. The understanding of our findings is complex, and
may involve a variety of mechanisms that interact with each other.

Other studies have evaluated peripheral inflammatory markers in cocaine users, and
have found a trend toward greater inflammatory activation'®*’. However, specific studies in
mother/newborn dyads exposed to crack/cocaine are scarce, limiting the comparison of our
findings. Cocaine may be associated with inflammation resulting from the neuronal damage
or death that it entails'’. In terms of neuronal death, crack/cocaine would be more hazardous
than snorted cocaine, as a result of the byproducts of pyrolysis, which generates
anhydroecgonine methyl ester®2. Cocaine administration increases levels of dopamine and its
metabolites, resulting in an exacerbated production of reactive oxygen species®**. Oxidative
stress per se promotes inflammation®, triggering the generation of proinflammatory cytokines
and chemokines. In addition, cocaine has a vasoconstrictor effect on the uterine artery,

resulting in fetal hypoxia and increased catecholamine release and thus exposing the
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developing embryo/fetus to a state of stress?®. This stress on the fetus would lead to
disturbances in cytokine homeostasis through activation of the HPA axis, sympathetic
nervous system, and fibers of the vagus nerve®**. Such factors may have contributed to the
inflammatory activation seen in newborns with history of crack/cocaine exposure in utero.
Although our measures were “peripheral”, there is communication between the central
nervous system (CNS), the hormonal system and the innate immune system®’®. The
repercussions of inflammatory activation on neurodevelopment, the HPA axis, and
epigenetics have recently been discussed elsewhere®**°. Our results corroborate the findings
of Glover*, who stated that cytokines are potential mediators for explaining the behavioral
and cognitive effects of prenatal stress on the fetus and child. Studies have demonstrated the
role of proinflammatory cytokines in several disorders, including depression and anxiety, as
well as in cognitive function. Abnormalities in immune function have been reported in
neurodevelopmental disorders®.

We found no correlation between maternal and neonatal IL-6 and IL-10 levels,
whether in between-group or within-group comparisons. In other words, our results show
different reactions among pregnant women and their newborns; e.g., we did not find any
difference in IL-10 levels in pregnant women, but did find such a difference in UCB
measures, even with a smaller sample size. Developmental changes in immune and
neuroendocrine function mediate the perception and the physiology of stress that extend
throughout life’®*!. Different responses are expected in pregnant women who use
crack/cocaine in comparison to their newborns, in light of an accumulation of stressors to
which they are exposed throughout the life course, coupled with the need to adapt to these
factors. Our study, for example, detected several other chronic stressors (some prior to
pregnancy) in those who reported crack/cocaine use when compared to controls (Table 1).
Our findings agree with previous studies reporting that gestational stress is associated with

higher inflammatory activation®**

, which places newborns in a more vulnerable position,
either because of the intensity of activation or because of changes in IL-6 and IL-10 levels.
Furthermore, boys with history of crack/cocaine exposure in utero were significantly more
likely to exhibit increased IL levels when compared to girls. This finding is in agreement with
other studies**.

Thus, this study may contribute to the search of neurobiological markers for the future
clinical and/or neuropsychiatric repercussions of intrauterine crack/cocaine exposure

demonstrated in previous research’?. Such clinical changes, persisting into adulthood, have
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been understood through the developmental programming model and the telomere shortening
phenomenon, with repercussions for generations to come*®**. Knowing that exposure to
cocaine alters corticostriatal gene expression *°, which also changes the stress response, we
can expect these newborns to develop a more active warning system, leaving them vulnerable
to addictive behavior. Although we did not assess cerebral morphology, studies have
suggested an inverse association between IL-6 levels and hippocampal volume®*. These
changes in the hippocampus may contribute to the cognitive deficits observed in infants,

%% In an animal model,

toddlers, and children exposed to cocaine in utero
gestational cocaine exposure induced significant changes in the electrophysiological
properties of hippocampal neurons™. Intrauterine exposure to crack/cocaine could cause an
immunological scar, making these infants vulnerable to physical and/or psychiatric disorders
throughout life. In this sense, the present study helps elucidate neurobiological mechanisms
underlying these phenomena and contribute with research topics for future interventions. So
far there has been no evidence to support treatments directed to the immune system from the
psychiatric point of view. However, minocycline has been reported to reduce inflammatory
activation in schizophrenic adults®® and agents that target inflammatory processes are being
considered for the treatment of depression® %,

The present study has some limitations. We used two measures to assess deregulation
of the immune system (IL-10 and IL-6), but other markers are available. However, much
research on neuroinflammation has been based on changes in IL-6 and 1L-10°%%. Our sample
was composed of pregnant polydrug users; this increases the external validity of the study
and, in multivariate analysis, the data were adjusted for use of other substances. However,
because of the size of the sample, the study does not have enough power to isolate all the
factors that could influence inflammation response. Also, information about drug use was
collected through retrospective interview, therefore it is subject to recall bias. We could not
evaluate many of the crack/cocaine women at delivery time (sample lost); however, we made
a careful chart review to analyze the lost profile, concluding we lost, probably, most severe
cases (type Il error). We did not measure maternal body mass index (BMI). BMI is a good
measure for the pre-gestational stage, however not clinically useful when data collection take
place at the time of delivery, as in our study. Also, the method of blood collection did not
account for time of the day and time of fasting state, factors that could influence the cytokine

values. Additionally, it is important to remember that we are dealing with a difficult-to-reach
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population of women who received, for instance, none or incomplete prenatal care. Finally, as

this was a cross-sectional study, it cannot establish causal associations.

5 CONCLUSION

This study found elevated markers of inflammatory activation in the umbilical cord
blood of newborns with history of crack/cocaine exposure in utero and in peripheral blood
samples from their mothers when compared to non-exposed controls. These changes can be
regarded as neurobiological markers, which represent a link between neurodevelopmental and
clinical changes. Confirmation of these findings in future studies could be used to support
preventive intervention strategies that address the immune system of the newborn, perhaps

improving prognosis as a result.
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Figure 1. IL-6 levels in the umbilical cord blood of newborns with history of crack/cocaine
exposure (EN; case group) during pregnancy compared to controls (NEN); mean adjusted for
intensity of maternal alcohol, tobacco, and cannabis use in the last 3 months, maternal
ethnicity, presence of any maternal psychopathology, and 5-minute Apgar score.
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Figure 2. IL-10 levels in the umbilical cord blood of newborns with history of crack/cocaine
exposure during pregnancy (EN) compared to controls (NEN); mean adjusted for intensity of
maternal alcohol, tobacco, and cannabis use in the last 3 months, maternal ethnicity, presence
of any maternal psychopathology, 5-minute Apgar score, newborn weight, maternal
educational attainment, and maternal infectious diseases (HIV, syphilis, or hepatitis C).
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Figure 3
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Figure 3. IL-6 levels in peripheral blood in women with history of crack/cocaine use vs.
control mothers. Mean IL-6 adjusted for intensity of alcohol and tobacco use in the last 3
months, mode of delivery, and maternal ethnicity.
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TABLE

Table 1. Sociodemographic, clinical characteristics and IL levels of pregnant crack/cocaine

users and their newborns in comparison to a control group

. EN (N=57) NEN (N =99)
Infant variables Mean (SD) Mean (SD) 0
Weight, g 2,882.15 (473.32) 3,144.80 (439.39) 0.001
Apgar, 1-minute 7.8 (2.12) 8.41(1.31) 0.06
Apgar, 5-minute 8.94 (1.24) 9.38 (0.74) 0.007
Gestational age, weeks (estimated at neonatal 38.58 (2.06) 38.86 (1.24) 0.37
examination)
Male sex, N (%) 28 (50.9) 46 (46.5) 0.72
Need for hospitalization, N (%) 36 (67.9) 15 (15.5) <0.001
Classification for gestational age, N (%)
Adequate 43 (87.8) 75 (77.3)
Small 4(8.2) 16 (16.5) 0.31
Large 2(4.1) 6 (6.2)
. Cases (N =57) Controls (N =99) p
Maternal variables Mean (SD) Mean (SD)
Ethnicity, N (%)
White 17 (32.1) 74 (76.3) <0.001
Non-white 36 (67.9) 23 (23.7)
Age, years 27.00 (5.76) 26.17 (5.87) 0.39
1Q 77.39 (8.75) 84.17 (9.59) <0.001
Socioeconomic status, N (%)
High (class A or B) 6 (11.8) 18 (18.8) 0.19
Low (class C, D, or E) 45 (88.2) 78 (81.3)
Educational attainment, n (%)
Some primary, completed primary, or some 39 (81.3) 51 (53.1)
secondary
Completed secondary, some higher, or 9(18.8) 45 (53.1) 0.002
completed higher
Prenatal care, N (%)* 36 (73.5) 99 (100) <0.001
Presence of infectious diseases, N (%)*
(syphilis, HIV, and/or hepatitis C) 26 (46.4) 0 <0.001
Mode of delivery (Cesarean delivery), N (%) 19 (35.2) 34 (35.1) 1.00
Marital status (married/cohabiting), N (%)* 29 (50.9) 94 (94.9) <0.001
Drug use by mothers during pregnancy — ASSIST total score**
Cases Controls
Total score for nicotine*** 17.50 (0-31) 0.00 (0-39) <0.001
Total score for alcohol*** 6.00 (0-33) 0.00 (0-13) <0.001
Total score for cannabis*** 0.00 (0-25) - -
Substance use in the last 3 months prior to delivery
Nicotine, N (%0) Cases (N=32) Controls (N =22)
Daily/almost every day 22 (68.75) 5 (22.7) <0.001
Weekly 1(0.03) -
Monthly 4 (0.13) -
Once or twice 2 (0.06) 17 (77.3)
Never 3(0.09) -
Alcohol, N (%) Cases (N = 28) Controls (N =33)
Daily/almost every day 2 (7.14) - <0.001
Weekly 10 (35.70) -
Monthly 3 (10.70) -
Once or twice 4 (14.30) 5 (15.20)
Never 9 (32.10) 28 (84.80)
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Crack/cocaine, N (%)

Cases (N =32)

Controls (N =32)

Daily/almost every day 9 (28.1) - -
Weekly 13 (40.6) - -
Monthly 3(9.49) - -
Once or twice 1(3.1) - -
Never 6 (10.5) - -
Cannabis, N (%) Cases (N = 26) Controls (N = 26)
Daily/almost every day 2(7.7) - -
Weekly 5(19.2) - -
Monthly 2(7.7) - -
Once or twice 1(3.8) - -
Never 16 (61.5) - -
Presence of current psychopathology in mothers
Cases Controls
Suicide risk, N (%) 13 (31.70) 9(9.78) 0.002
PTSD, N (%)* . **** 4 (10.00) 0 (0.00) 0.007
Antisocial personality disorder, N (%)* 9 (21.43) 0 (0.00) <0.001
MINI positive for any diagnoses, N (%) 25 (61.0) 32 (33.3) 0.005
Unadjusted UCB IL levels*****
EN (N =45) NEN (N =93)

IL-6 in UCB

Median (minimum and maximum) 2.013.95; (0-583.892.27) 737.61; (0-29,649.70) 0.004

Mean (SD) 36.885.01 (1.17186%) 2.049.53 (4.027.94)
IL10 at UCB

Median (minimum and maximum) 109.93 (0-2,445.83) 9.14; (0-1,016.84) <0001

Mean (SD) 335.62 (591.70) 47.41 (121.43)
Unadjusted IL levels at immediate postpartum, mothers*****

Cases (N=48) Controls (N =83)

Maternal IL-6 levels

Median (minimum and maximum) 3.022.09 (0- 6.664.98 (62.40- 0.11

1.201,174.90) 171.500.39)

Mean (SD) 43.591.24 (1,77086%) 12.981.55 (21.877.39)
Maternal IL-10 levels, immediate postpartum

Median (minimum and maximum) 195.14 (0-34,305.03) 310.36 (0-9,441.20) 0.12

Mean (SD)

1.215.63 (4,954.13)

1.105.25 (1,894.63)

*Fisher’s exact test; **Based on ASSIST; ***Mann-Whitney U test; median and range; ****Posttraumatic

stress disorder; ***** p-value just for median comparisons, Mann-Whitney U test.
EN, newborns exposed to crack/cocaine in utero; IL, interleukin; NEN, non-exposed newborns; UCB, umbilical

blood cord
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TBARS and BDNF changes in newborns exposed to crack/cocaine during pregnancy —

a comparative study
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ABSTRACT

Objectives: To compare the levels of lipid peroxidation (TBARS) and BDNF in umbilical
cord blood (UCB) between newborns exposed to crack/cocaine in utero (EN, N =57) and non-
exposed newborns (NEN, N=99), and in maternal peripheral blood at delivery. Methods:
Cross-sectional study. Potential confounders were assessed. Results: After adjusting for
potential confounders, adjusted mean BDNF was significantly higher in EN than in NEN

(3.86, 95%CI 2.29 — 5.43 vs 0.85, 95%C1 0.47- 1.23; p <0.001; effect size -Cohen d = 1.12),

and significantly smaller in crack/cocaine mothers than in controls (4.03 95%CI 2.87 — 5.18
vs 6.67 95%CI 5.60 — 7.74; p = 0.006; d = 0.61). Mean adjusted TBARS was significantly
smaller in EN (63.97, 95%CI 39.43 - 88.50) in comparison to NEN (177.04, 95%CI 140.93

- 213.14, p <0.001; d = 0.84), without differences between mothers groups (p=0.86).

Conclusions: The changes in TBARS levels in EN suggest that the fetus exposed to cocaine
mobilize endogenous antioxidant routes since very early in development. The increase in
BDNF levels in EN might indicate changes in fetus development, whereas BDNF mothers”
results point to the complex metabolic process during pregnancy and drug use.

Keywords: TBARS, BDNF, pregnancy, crack/cocaine, umbilical cord blood, newborn
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INTRODUCTION

Cocaine and some of its metabolites are stored in both the myometrium and the placental
membrane and are continuously delivered into the amniotic fluid, putting the fetus in a state
of slow release cocaine delivery (De Giovanni and Marchetti, 2012). Prenatal drug exposure
affects neonatal brain functional connectivity, and cocaine has a specific effect on the
amygdala-frontal network, for instance (Salzwedel et al., 2015). The pathways enrroled in
such changes remains unclear. Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) and other
neurotrophic factors can play a crucial role in the development and maintenance of the central
nervous system and might influence the formation and elimination of neural connections
(Yves-Alain, 1990). It is reasonable to consider that intra-uterine cocaine exposure (IUCE)
can disrupte this process. Cocaine also contributes to an imbalance in the
oxidative/antioxidant system by increasing the production of Reactive Oxygen Species (ROS)
(Kovacic, 2005), and disrupting the antioxidant system in the embryonic period (Peng et al.,
2005). Thus, IUCE could damage neurovelopment since very early embryonic stages.
Despite some studies on BDNF and oxidative stress (OE) on crack/cocaine in adults and
animal models, no data is available for newborns with history of IUCE, neither for pregnant
women. Thus, the purpose of this study is to compare the levels of OS (lipid peroxidation,
measured by Thiobarbituric Acid Reactive Substances - TBARS) and the levels of BDNF in
newborns exposed (EN) to crack-cocaine during pregnancy and non-exposed newborns

(NEN), and in their mothers in the immediate postpartum.

METHODS

Data were collected at Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) and Hospital Materno
Infantil Presidente VVargas (HMIPV), in the city of Porto Alegre, Brazil. All mothers provided
written informed consent, and the project was approved by the Research Ethics Committees
of both hospitals. This was a cross-sectional study. The predictive variable was history of
intrauterine exposure (1U) to crack/cocaine and the outcome measures were serum levels of
the Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) and Thiobarbituric Acid Reactive Substances
(TBARS) in the umbilical cord blood (UCB) and in maternal peripheral blood at delivery.
Participants were mother/newborn dyads exposed to crack/cocaine, which underwent
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consecutive sampling at HMIPV. The control sample of newborns and mothers was obtained
from a group of pregnant women who participated in the HCPA Umbilical Cord and Placental
Blood Bank (Banco de Sangue de Corddo Umbilical e Placentario, BSCUP) project,
according to the Foundation for the Accreditation of Cellular Therapy (FACT) criteria
(FACT, 2013). The maternal inclusion criteria for the case group were crack/cocaine use and
age 18-45 years, and the exclusion criteria were inability to understand and complete the
psychiatric questionnaires. The inclusion and exclusion criteria for controls relied on FACT
criteria. All mothers included in the control group were confirmed as non-drug users by their
history and urinary tests (Bioeasy ® cocainetest, Alere ™, Brazil). The potential confounders
were: maternal 1Q (WAIS-III1) (Wechsler, 2004) and psychopathology [Mini International
Neuropsychiatric Interview (MINI), Brazilian version 5.0.0/DSMIV/Current (Amorin, 2000)],
use of other psychoactive substances, [Alcohol, Smoking and Substance Involvement
Screening Test (ASSIST) (Henrique et al., 2004)]; sociodemographic data (age, self-reported
ethnicity, marital status, educational attainment); perinatal and obstetric data. The following
neonatal variables were obtained by review of medical records: weight, Apgar score at 1 and
5 minutes, gestational age (GA) at neonatal examination, sex, and classification for GA. Data
on the clinical status of the mother (syphilis, HIV, and/or hepatitis C), mode of delivery, and
prenatal care were also collected from medical records. Blood collection and processing,
BDNF and TBARS measurement was done as usual performed in our laboratory (Narvaez et
al., 2013). The main outcome measure was analyzed by generalized linear model (GLM)
analyses (gamma distribution), and the confounders were chosen on the basis of statistical
criteria (association with both study factor and outcome measure at a significance level of p <
0.2). The accepted significance level was p < 0.05. Data were processed and analyzed in

PASW Statistics 18.0.

RESULTS

The sample was comprised by 57 newborns exposed to crack/cocaine in utero and 99 non-
exposed newborns. Selected characteristics of the newborns and their mothers are shown in
Table 1. There was no report of use of intravenous drugs, club drugs, or hallucinogens. There
was no difference between groups for gestational age (p=0.37), baby gender (p=0.72),

maternal age (p=0.39) and cesarean delivery (p=1).
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INSERT TABLE 1 ABOUT HERE

In the GLM analyses for BDNF at UCB, results were adjusted for intensity of alcohol,
tobacco, and cannabis use in the last 3 months, presence of any maternal infection, baby
weight and marital status. Adjusted mean BDNF was significantly higher in newborns

exposed to crack/cocaine in utero (3.86, 95%CI 2.29 — 5.43) than in non-exposed newborns

(0.85, 95%CI 0.47- 1.23; p <0.001; Wald = 20.75), as shown in Table 1. Besides

crack/cocaine exposure, no other variable came up significant. For TBARS analysis at UCB,
results were adjusted for intensity of alcohol, tobacco, and cannabis use in the last 3 months,
presence of any maternal psychopathology, maternal infectious disease, prenatal care, marital
status and estimated 1Q. Variables that did not contribute to the model were wthithdrwed from
the model (according to higher p value). Mean adjusted TBARS was significantly smaller in

newborns exposed to crack/cocaine in utero (63.97, 95%CI 39.43 to 88.50) in comparison to

non-exposed newborns (177.04, 95%CI 140.93 to 213.14, p <0.001; Wald = 19.71). In

addition to crack/cocaine exposure, presence of any maternal psychopathology (p=0.04, Wald

=4.42) and estimated 1Q were also significant (p <0.001; Wald = 17.62). According to GLM

analysis, with a model including intensity of cannabis use in the last 3 months, presence of
any maternal psychopathology and APGAR at minute 5, TBARS measures in the immediate

postpartum period were not significantly different between crack/cocaine-using mothers
(30.52, 95%CI 17.79 - 43.25) and control mothers (29.21, 95%CI 23.95 - 34.47 p=0.86).
There was a difference between groups for BDNF in postpartum, significantly smaller in
crack/cocaine users than in controls (adjusted for intensity of use of alcohol and tocacco; 4.03
95%CI1 2.87 — 5.18 vs 6.67 95%CI 5.60 — 7.74 Wald = 7.52; p = 0.006). Cohen d effect size

was 1.12 (C195% 0.66-1.56) for BDNF at UCB, 0.84 (1C95% 0.39-1.28) for TBARS at UCB
and 0.61 (C195% 0.17-1.03) for BDNF at postpartum.

INSERT FIGURE 1 ABOUT HERE
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DISCUSSION

In our study, we were able to demonstrate differences in a general state of oxidative
stress in EN, measured by TBARS, with a large effect size. Among possible explanations,
Cocaine and Amphetamine Regulated Transcript (CART), an endogenouns antioxidant
stimulated by dopamine presence, should be considered. According to animal models, CART
is expressed very early during the embryonic neurodevelopment (Risold et al., 2006), being
more present in the cortex, nucleous acumbens and VTA, undergoing a progressive decrease
in its expression as the fetus develops (Rodrigues, Cavalcante and Elias, 2011).
Dopaminergic stimulation, as seen in crack/cocaine dependence, regulates CART expression,
together with other factors. In our study, high levels of dopamine due to mother’s
crack/cocaine intake might have affected fetus homeostasis. This maturational decrease in
CART levels, among others, could help to explain the absence of difference in TBARS levels
seen among pregnant women.

BDNF has a major role in cellular plasticity during development and maturation of the
brain. In agreement with our results, which demonstrated a large effect size for the BDNF
difference between babies groups, young rats treated with stimulants exhibited increased
BDNF protein levels in the prefrontal cortex compared to the saline-treated group (Simchon et
al., 2015). However, studies in adults (males) with crack/cocaine dependence indicate a
BDNF increase in comparison to controls (for instance, Narvaez et al., 2013). Pregnancy is
characterized by several metabolic changes that interact with circulating BDNF levels. In
usual circumstances, it is expected a lower BDNF level in the first gestational trimester, with
further increase (Garcés et al., 2014). We can suppose that, under a drug use condition, this
expected normal increase was not achieved. In this regards, a previous study suggest lower
BDNF levels among pregnants with preeclampsia in comparison to health pregnants (D"Souza
etal., 2014).

The present study has some limitations. We used one measure for oxidative imbalance
(TBARS), but other markers are available. Our sample was composed of pregnant polydrug
users; this increases the external validity of the study and, in multivariate analysis, the data
were adjusted for use of other substances. We did not measure maternal body mass index
because, although it is a good measure for the pre-gestational stage, it is not useful when data
collection take place at the time of delivery, as in our study. Additionally, it is important to

remember that we are dealing with a difficult-to-reach population of women who received, for
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instance, incomplete prenatal care. Finally, as this was a cross-sectional study, we cannot
establish causal associations. Our study has specific strengths, such as measuring TBARS and
BDNF in UCB, when the newborns have not yet been exposed to other stressors. Besides, to
the the best of our knowledge, this is the first report of such biomarkers in newborns with
history of crack/cocaine exposure.

Taken together, our results in the exposed newborns and their mothers could be
understood in the same direction: age-dependent neuroprotective changes in REDOX system
(lower TBARS in EN; no significant difference among women in postpartum) and
neuroplastic response (higher BDNF in EN; lower BDNF among women in postpartum)
promoted by crack/cocaine. Our data suggest the need of further investigations on fetal
endogenous antioxidant system (like CART), as well pregnancy related changes under drug

use.
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Table 1. Sociodemographic, clinical characteristic,c TBARS and BDNF of pregnant
crack/cocaine users and their newborns in comparison to a control group

Infant variables EN (N=57) NEN (N=99) p
Mean (SD) Mean (SD)
Weight, G 2,882.15 (473.32) 3,144.80 (439.39) 0.001
Apgar, 1-minute 7.8 (2.12) 8.41 (1.31) 0.06
Apgar, 5-minute 8.94 (1.24) 9.38 (0.74) 0.007
Maternal variables Cases (N=57) Controls (N=99) p
Mean (SD) Mean (SD)
Ethnicity, N (%)
White 17 (32.1) 74 (76.3) <0.001
Non-white 36 (67.9) 23 (23.7)
1Q 77.39 (8.75) 84.17 (9.59) <0.001
Educational attainment, n (%)
primary, completed primary, or some
secondary 39 (81.3) 51(53.1)
secondary, some higher, or completed
higher 9 (18.8) 45 (53.1) 0.002
Prenatal care, N (%)* 36 (73.5) 99 (100) <0.001
Presence of infectious diseases, N (%)*
(syphilis, 26 (46.4) 0 <0.001
HIV, and/or hepatitis C)
Marital status (married/cohabiting), N (%)* 29 (50.9) 94 (94.9) <0.001
Drug use by mothers during pregnancy -
ASSIST total score**
Cases Controls
Total score for nicotine*** 17.50 (0-31) 0.00 (0-39) <0.001
Total score alcohol*** 6.00 (0-33) 0.00 (0-13) <0.001
Total score for cannabis*** 0.00 (0-25) - -
Presence of current psychopathology in
mothers
Cases Cases
MINI positive for any diagnosis, N (%) 25 (61.0) 32 (33.3) 0.005
Biomarkers (adjusted mean and 95%CI;GLM)
Cases Cases
BDBF UBC**** 3.86 (2.29 - 5.43) 0.85 (0.47 - 1.23) <0.001
TBARS UBC**** 63.97 (39.43 - 88.50)  177.04 (140.93 - 213.14) <0.001
TBARS mothers**** 30.52 (17.79 - 43.25)  29.21 (23.95 - 34.47) 0.86
BDNF mothers**** 4.03 (2.87 - 5.18) 6.67 (5.60 - 7.74) 0.006

*Fisher’s exact test; **Based on ASSIST; ***Mann-Whitney U test; median and range EN, newborns exposed
to crack/cocaine in utero; NEN, non-exposed newborns; UBC, umbilical blood cord; GLM, general linear
models; ****BDNF at UBC adjusted for intensity of alcohol, tobacco, and cannabis use in the last 3 months,
presence of any maternal infection, baby weight and marital status; TBARS at UBL were adjusted for intensity
of alcohol, tobacco, and cannabis use in the last 3 months, presence of any maternal psychopathology, maternal
infectious disease (HIV, syphilis, and/or hepatitis C), prenatal care, marital status and estimated 1Q. TBARS in
mothers anlysis adjusted for intensity of cannabis use in the last 3 months, presence of any maternal

psychopathology and APGAR at minute 5.
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Figura 1: adjudted mean, and Cohen d effect size (ES) for TBARS and BDNF between newborns (NB)

exposed and non exposed to crack/cocaine during pregnancy.
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12 DISCUSSAO INTEGRATIVA

At present, the lessons for practitioners will come as no surprise. Let us do our
best to enhance the wellbeing of children by improving the environments in which
they dwell from their embryonic life in utero to their life with their parents and
siblings. If we can make a difference by reducing harsh punishment and encouraging
parents to provide positive, stimulating, and harmonious early childhoods, we can
safely predict that many peripheral biomarkers associated with neuroinflammation
may well be reduced and we will have a more peaceful world. We are also
beginning to appreciate more fully how cost-effective early interventions are when
viewed from a longitudinal perspective. (James F. Leckman, 2014).

A presente tese abordou biomarcadores em uma populagdo altamente vulneravel —
diades mdes/bebés - com histéria de exposicdo ao crack na gestacdo. Foram avaliados 57
bebés expostos e 99 ndo expostos e suas maes. Destacamos que o0 grupo teste, foi constituido
por uma populacdo de mulheres com importantes agravos psicossociais (Tabela 1 — Artigo
1). A metade das usuérias de crack ndo tinha companheiro, seu nivel de instrugdo era muito
baixo, e tinham uma medida do QI estimado 7 pontos mais baixos em relacdo as mulheres
controles. Também buscaram menos assisténcia pré-natal, e foram acometidas de mais
quadros infecciosos. Além disso, muitas utilizavam outras drogas como maconha, alcool e
nicotina e uma boa parte delas apresenta alguma psicopatologia no MINI.

No primeiro artigo, a énfase foi a ativacdo inflamatéria em que se detectou um
aumento da IL-6 (perfil pré-inflamatorio) nos expostos, mesmo mediante ajuste para
confundidores. A IL-10 (perfil anti-inflamatorio) também se mostrou elevada nos bebés
expostos. A IL-6 esteve aumentada nas méaes expostas ao crack, sem alteragdes de IL-10 entre
as puérperas. Ndo houve correlagdo entre os niveis de citocina materna e do bebé. Estudos
tém evidenciado que o uso cronico de cocaina leva a ativacdo de componentes especificos da
resposta imune inata, com consequente desequilibrio da homeostase do SNC levando a
neurotoxicidade. A auséncia de diferenca entre a IL-10 entre casos e controles mostra seu
recrutamento para diminuicdo da resposta das citocinas pré-inflamatérias. Nestas mulheres, o
aumento de IL-6 e manutencdo de IL-10 em niveis semelhantes aos controles indica uma
resposta predominantemente inflamatéria (TH1), possivelmente relacionado a maior
prevaléncia de psicopatologia. Neste estudo, conclui-se que IL-6 e IL-10 podem ser
marcadores da ativacdo inflamatoria precoce em bebés com exposicdo intra-uterina ao crack.
As repercussdes da ativagdo inflamatdria no neurodesenvolvimento, no eixo HPA, e da
epigenética vém sendo discutidas recentemente. Nossos resultados corroboram com o0s
achados da literatura em que se discute que as citocinas podem ser mediadores potenciais para

explicar os efeitos comportamentais e cognitivos do estresse pré-natal sobre o feto, integrando



imunologia e a hipotese da neuroinflamacdo a saude mental da crianga. Algumas pesquisas
tém demonstrado o papel das citocinas pro-inflamatorias em varias doencas, incluindo
depressdo e ansiedade na funcdo cognitiva, bem como em transtornos do desenvolvimento
neuroldgico. Futuros trabalhos podem confirmar nossos achados e talvez o uso de
intervencdes farmacoldgicas que diminuam o desajuste no balango prd e anti-inflamatorio
nessas gestantes possa minimizar as perturbagdes neurocognitivas e comportamentais comuns
a evolucdo dessas criancas.

Por outro lado, o aumento dos valores de IL-6 nos bebés poderia indicar
neuroprotecdo. Apesar dos trabalhos considerarem a IL-6 como uma citocina com perfil pré-
inflamat6rio (COELHO, 2014; KHANDAKER, 2014; WANG, 2015) e existirem relatos da
sua associacdo com, doengas neuropsiquiatricas como a depressdo (BRIETZKE, 2009) e a
Doenca de Alzheimer (ANGELOPOULOS, 2008), e com diminuicdo do volume de
substancia cinzenta no hipocampo em adultos (MARSLAND, 2008), a interleucina 6,
também, tem demonstrado propriedades neuroprotetoras (PENG, 2005; GODBOUT, 2004).
Algumas proteinas do sistema imune inato sdo também expressas nos neurdnios tendo um
papel ndo imunoldgico (BOULANGER, 2009). A IL-6 e receptor mRNA sd0 expressos nos
neurénios e sdo regulados ao longo do desenvolvimento em cérebro de ratos com altos niveis
detectados no hipocampo de ratos adultos. (GADIENT, OTTEN, 1994). Wagner, 1996,
refere que a IL-6 pode atuar como um fator neurotréfico, e tem sido mostrado que esta
interleucina melhorar a sobrevivéncia in vitro de varias classes de neurénios (HAMA, et al.,
1991; AKANEYA, et al., 1995). Estudos demonstraram que a IL-6 pode desempenhar um
papel importante na promocdo da plasticidade sinaptica, LTP, e na consolidacdo da memdria
(PICKERING et al., 2007; VITKOVIC, et al., 2000; VIVIANI et al., 2007).

Outro aspecto importante a ressaltar, além dos resultados envolvendo o periodo
desenvolvimental dos bebés, é a especificidade dos dados encontrados para mulheres e para
gestantes. Diferencas de género tém sido descritas em usuarios de cocaina incluindo
diferencas na iniciacdo, progressdo do abuso para a dependéncia, recaida apds periodo de
abstinéncia e resposta ao tratamento. Estas diferencas tém sido ligadas a atividade hormonal
(esterdides gonadais), ciclo menstrual, reatividade do Eixo HPA, e fatores neurobioldgicos.
Pedraz, et al. (2015) avaliando 55 sujeitos em abstinéncia a cocaina (40 homens e 15
mulheres) e 73 controles saudaveis (48 homens e 25 mulheres) mediram, entre alguns
biomarcadores, citocinas pré e anti-inflamatorias. As concentragdes plasmaticas de IL-18,

IL-6, IL-10, TNF o mostraram-Se maiores em mulheres saudaveis em comparagdo com 0s
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homens. Curiosamente, estas diferencas estavam ausentes em individuos diagnosticados com
transtorno de uso de cocaina ao longo da vida. Estas diferencas observadas destacam a
importancia de que as alteracdes dos mediadores inflamatérios devem ser comparadas entre
pessoas do mesmo sexo, e acreditamos que também do mesmo desenvolvimento
maturacional em virtude de diferengas na resposta imune. Além das vulnerabilidades sociais
ja descritas, e de alguns papéis sociais, como cuidados dos filhos, ficarem mais a cargo das
mulheres, o0 que pode representar uma dificuldade de acesso a tratamento nesta populacao,
tendo em vista que o sistema de salde ndo estd organizado para a sua realidade - visitas
domiciliares seriam mais apropriadas.

No segundo artigo, avaliou-se uma medida de EO (peroxidacéo lipidica), através do
TBARS, nas referidas diades. Os resultados encontrados na anélise multivariada do TBARS
no sangue de corddo umbilical (SCU) apontam para um menor EO nos bebés expostos. Trata-
se de um achado inovador, apontando na direcdo de uma ativacdo do sistema antioxidante
enddgeno nos recéem-nascidos expostos, em funcdo da ruptura da homeostase causada pela
toxicidade do crack durante a gestacdo. O feto mobilizaria rotas de antioxidantes end6genos
desde muito precocemente no seu desenvolvimento, como o promovido pela CART. Os
nossos achados podem sugerir um dano na homeostase do feto pelos altos niveis de dopamina
causada pelo uso de crack pelas gestantes. O aumento da regulagdo da dopamina pode induzir
mecanismos de protecdo celular pela CART (MAO, et al., 2013). Um dos seus mecanismos
de acdo citoprotetora estd relacionada com a manutencdo da integridade da funcdo
mitocondrial durante periodos de isquemia e hipoxia, devido a remoc¢do direta das EROs
(MAO, et al., 2012). Um outro mecanismo conhecido é o aumento da fosforilacdo de CREB
(SARKAR, et al., 2004). A partir dai, a CART iria realizar a sua funcdo antioxidante (SHA, et
al., 2013), através da remocdo direta de EROs (MAO, et al., 2012), e do aumento da
fosforilacdo de CREB (SARKAR, et al., 2004). Dessa forma, o cérebro do bebé iria proteger-
se do efeito de oxidacdo esperados pelo uso de crack - aumento das EROs promovido pela
cocaina (CERRETANI, et al., 2012; POMIERNY-CHAMIOLUO, et al., 2013). Considerando
gue a CART esta presente e funcional desde o periodo embrionario precoce que é ativada por
altos niveis de dopamina e que induz a uma redu¢do do balango do EO, é razoével considerar
a sua participacdo na forma como reage o sistema de Reacdes de Reducdo-Oxidacdo ou
Oxirredugdo (REDOX) dos fetos de mées usudrias de crack. O TBARS ndo se mostrou

diferente entre as gestantes, indicando a possibilidade de periodos criticos no
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desenvolvimento para a ativagdo de defesas em relacdo as rupturas & homeostase
dopaminérgica promovida pela cocaina.

Ainda neste estudo, pode-se ver um aumento de BDNF nos bebés expostos, mas uma
diminuicdo nas gestantes expostas em relacdo as ndo expostas. Os dados de BDNF em bebés
expostos ao crack sdo bastante inovadores, mas coerentes com a literatura, no sentido de uma
reacdo de neuroplasticidade.

Em gestantes, o dado surpreende, tendo em vista que a literatura de adultos indica, em
geral, aumento de BDNF em usuarios de crack em relacdo a controles. Tais estudos sdo, na
maioria com homens, e ndo ha anélise de gestantes, apesar da alta prevaléncia de uso de
drogas na gestacdo e de todos os maleficios associados ao concepto. O entendimento desse
dado é complexo. Uma possibilidade para explicar esse achado € a variacdo do tempo entre o
ultimo consumo de crack e a coleta, bem como a quantidade e o tempo de uso ao longo da
vida, desde o inicio do consumo entre as gestantes usudrias de crack. Talvez a analise dos
casos de gestantes com maior intensidade e cronicidade de consumo de crack em comparacao
com as gestantes nao usudrias possa evidenciar alguma diferenca nos niveis séricos do BDNF.
Outra alternativa €é que pacientes com transtorno de estresse poOs-traumatico
crénico (HAUCK, et al., 2009; 2010), situacdo mais frequente nas pacientes expostas ao
crack, tendem a apresentar niveis de BDNF menores que o0s controles normais.

Integrando 0s nossos resultados co relacdo aos marcadores biolégicos estudados nesta
dissertacdo podemos pensar que a elevacdo das interleucinas estudadas (inclusive o papel
neuroprotetor para a IL-6), 0 menor estresse oxidativo e o aumento do BDNF podem estar
implicados em mecanismos neurobiolégicos protetores nos bebés e que talvez sejam
responsaveis pelo menor comprometimento clinico de bebés e criancas EPC quando
comparado a, por exemplo, bebés expostos ao alcool durante a gestacao.

Para as mées, mulheres adultas e em outra fase do desenvolvimento neurobioldgico e
com exposicdo a VAarios estressores psicossociais ao longo de suas vidas, comuns a esta
populacdo, observamos que estes mecanismos estdo sobrecarregados, ndo sendo suficientes
para lidar com agravos crbnicos e sobrepostos e tanto o BDNF, O EO e a IL-10 mostraram em
perfil diferente. Talvez nas mées o aumento de IL-6 constatado no grupo de casos possa
expressar um perfil predominantemente inflamatorio e ndo tanto neuroprotetor.

Em suma, apresentamos dados sobre quatro possiveis biomarcadores em uma
populacéo de dificil acesso e de alta relevancia em saude publica. Os estudos tém mostrado

interacbes complexas e reciprocas entre neurotrofinas, enzimas antioxidantes e EO. Percebe-
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se que pode haver diferentes respostas de acordo com a etapa do desenvolvimento e que
gestantes podem ter um perfil de recrutamento de neurotrofinas e, talvez, de outros
biomarcadores, diferentes do que ndo gestantes. Portanto, observa-se que as mudancas
estruturais, fisiologicas e moleculares promovidas pela cocaina resultam do envolvimento de
uma vasta rede de neurotransmissores, interligados e atuantes em diferentes areas do cérebro e
em diferentes momentos de maturacao.

A presente tese, além dos conhecimentos acima referidos, esta colaborando também
com um mestrado na Pds-Graduacdo em Psiquiatria, para o qual a CART foi dosada nesta
mesma amostra, visando-se a melhor compreender o sistema antioxidante endégeno em bebés
mediante exposi¢do a cocaina. Da mesma forma, o material biolégico aqui coletado esta
sendo investigado colaborativamente com o programa de Pds-Graduacdo em Genética e
Biologia Molecular (PPGBM) da UFRGS, contribuindo com um Doutorado, em que esta
sendo realizada uma analise epigenética nas amostras. Sera avaliado o padrdo de metilacdo de
alguns genes-alvo a partir do sequenciamento por bissulfito, comparando esse padrdo entre 0s
casos e controles (tanto para as maes quanto para os bebés). Serdo avaliados 0s genes
envolvidos em EO, tais como genes relacionados ao BDNF, IL6, IL10 e CART, e serdo
comparados com as dosagens bioquimicas que foram obtidas no nosso estudo. Ainda sera
avaliado, em outro estudo deste programa de pds-graduacédo, contribuindo com um mestrado,
0 gene Protein kinase C epsilon (PRKCE) que parece sofrer alteracdes de metilacdo em
modelos animais, frente a exposicdo embrionaria a crack/cocaina

Por fim, ao longo da coleta de dados, gerou-se uma demanda clinica que ndo foi
interrompida. A partir desta tese, criou-se um grupo psicoterapico para pais/bebés com
exposicdo a drogas, do qual o autor da presente tese € um dos coordenadores. Da mesma
forma, mais atencdo vem sendo dada ao uso de drogas entre as gestantes e puérperas no

HCPA, sendo uma contribuicdo direta da pesquisa para a clinica.
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ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - CASOS

(Amostra Casos)
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nuamero do caso no estudo:

Vocé csta convidada a panticipar de uma pesquisa que estd sendo realizada no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Trata-se de uma pesqguisa envolvendo
gestantes usuarias de crack ¢ outras drogas. Estamos estudande o comportamento de
determinadas substancias presentes no sangue que se acredita tenham  papel no
desenvolvimento do c¢érebro dos bebés.

Vaocé s6 panticipard deste estudo se desejar,

O que vocé vai ter que fazer?

- Vacé vai responder perguntas sobre seu estado emocional ¢ dados pessouis,

- Vocé necessitard coletar sangue (10 mililitros — um copinho medida pequena)
em duas ocasides: uma vez durante a gravidez, quando entrar na pesquisu, ¢ a oulra vez
quando nascer seu bebé. Talvez figue um pequeno hematoma (mancha roxa) no local da
coleta que em poucos dins desapareceri,

- Apds seu bebé nascer serd coletado sangue da sua placenta. Normalmente a
placenta ¢ o corddo umbilical sio jogados fora (no lixo hospialar) depois do nascimento
do seu filho,

- No caso do seu bebé necessilar coletar sangue para exames por uma indicagio
médica e sobrar sangue utilizaremos este sangue para nossa pesquisa.

O objetivo do nosso estudo ¢ comparar a medida destas substincias nos trés
momentos de coleta mencionados acima. (inicio do pré-natal, no parto ¢ no sangue do
corddo umbilical).

Para que estamos fazendo isso? Para conhecer melhor as condigdes de satde
das gestantes que usam crack ¢ outras drogas ¢ procuram o Hospital de Clinicas, ¢ para
pesquisar as alteragdes que estas substancias podem apresentar durante a gestacio. Fste
conhecimento poderd ser bastante (til para vocé. para seu bebé e para outras gestantes
em situagio semelhante no futuro.

O dnico risco & sua panticipagio neste estudo ¢ um possivel desconforto ao
responder as perguntas feitas pelo entrevistador.

Neste momento a senhora e seu bebé nio terdo benelicios direlos desta pesquisa,
mas através de sua participagde. futuras pestantes uvsudrios de crack ¢ seus bebés
paderio ser beneficiadas.

As suas informagdes pessoais serdo sempre tratadas em sigilo, Os resultados do
estudo poderdo ser publicados em revista cientifica ou submetidos a discussio com
profissionais da saude. sempre sem citar seu nome, do seu bebé. ou gualquer outra
forma de identificagéio.

Se vocé decidir ndo participar mas em qualquer momento deste estudo, 1st0 ndo
prejudicard seu atendimento no HOPAL

O projeto de pesquisa foi avaliado ¢ aprovado pelo Comité de Frica em Pesquisa
do HCPA.

Esta pesquisa ndo acarretard nenhum gasto financeiro para a Senhogg, it o6

Elica em Pasguiss
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Eu, - . declaro que fui informada dos
objetivos ¢ de como vou participar deste estudo de forma clara ¢ detalhada. Todas
minhas dividas foram respondidas ¢ sei que poderei solicitar novos esclarecimentos a
qualquer momento. Também fui informada que receberei uma via deste documento.

Porto Alegre, de (1] §

Para  esclarecimento  de  davida  contatar Comité de  Ftica  do  HCPA
Telefone: 3359 8285

Pesquisador responsivel pelo estuda:
Dr. Luis Augusto Paim Rohde Servico  de  Psiquiatria  da Infincia ¢ da
Adolescéncia do HCPA - Sala 400N - 4° andar Norte
Telefone: 3359 8294/ 3359 8413

Nome do participante:

Assinatura do participante:

Data: ! !

Nome do Representante Legal:

Assinatura do Representante Lepal:

Data: /

Nome do pesquisador que aplicou este Termo de Consentimento;

Assinatura do pesquisador que aplicou o Termo de Consentimenta:
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ANEXO 3

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - CONTROLES

{Amostra Controles)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Numero do caso no estudo:

Voee esta convidada a participar de uma pesquisa que esta sendo realizada no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Trata-se de uma pesquisa envalvendo
gostantes. Estamos estudando o comportamento de determinadas substincias presentes
no sangue que se acredita tenham papel no desenvolvimento do cérebro dos bebés.

Vaoeé so participard deste estudo se desejar.

O que voce vai ter que fazer?

- Voed vai responder perguntas sobre seu estado emocional ¢ dados pessoas.
Fambem solicitaremos uma amostra da sua urina para comprovar que vocé ndo usa
drogas.

I'm algumas situagoes o sangue do cordio umbilical do seu bebé que vocé doou
a0 Bunco de Sangue de Corddo Umbilical e Placentirio do HCPA nia serd aproveinada
Este sangue do corddo umbilical. juntamente com o que foi coletado de vocé para
exames serdo eliminados. jopados fora no lixo hospitalar. Utilizaremos este sangue para
NOSSA Pesquisa.

Este estudo nio influenciard no aproventamento do sangue que vocé doou para o
Banco de Sangue do Cordiio ¢ Placentirio.

Ou seja, voed ndo solrerd nenhuma coleta de sangue 4 mais que gualquer outra
gestante que doe sangue do cordle umbilical necessitaria coletar.

- No caso do seu bebé necessitar coletar sangue para exames por uma indicagio
medica ¢ sobrar sangue utilizaremos ¢ste Sangue para nossa pesquisa.

O objetiva do nosso estudo ¢ comparar a medida destas substancias nos dois
momentos de coleta mencionados acima, (durante o periodo proximo ao parto ¢ no
sangue do cordde umbilical ).

O tinico risco a sua participagiio neste estuda ¢ um possivel desconforto uo
responder us perguntas feitas pelo entrevistador.

Neste momento a senhora ¢ seu bebé ndo terdio benelicios diretos desta pesquisa.
mas através de sua participagio, futuras gestantes usudrias de crack ¢ seus hebés
poderio ser beneficiados.

D¢ mancira indireta como beneficio voeé recebera uma avaliagio psiguidtrica e.
se tor detectada alguma condigdo que necessite tratamento, enviaremos nossos achados
para a unidade basica de saude que the atenderi.

Para que estamos fazendo isso? Para conhecer melhor as condighes de satde
das pestantes que procuram o Hospital de Clinicas, ¢ para pesquisar as alleragoes que
estas substancias podem apresentar durante a gestagdo. Este conhecimento paderd ser
bastante util para vocé. para seu bebé ¢ para autras gestantes em sitagio semethante no
Tuturo

\ participagdo neste estudo ndo agrega riscos pard vocd e seu bebdél ¢ pode
putencizlmente trazer beneficios para sua saude, sua qualidade de vida ¢ para a sadde o
v desenvolvimenta do seu bebé,

A= suas informagdes pessoais serdo sempre tratadas em sigelo. Os reseltados do
estudo porlerdo ser publicados em revista cientilica ou submetidos a discussio com

profissienas da sadde, sempre sem eitar seu nome. do seu bebé, ou qualqguer
torma de identificacio Comati e
GP
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Se voe¢ decidir ndo participar mais em qualguer momento deste estuda, isto ndo
prejudicard seu stendimento no HCPA. )

O projeto de pesquisa for avaliado ¢ aprovado pelo Comité de Ftica em Pesquisa
do HCPA.

Esta pesquisa ndo acarretard nenhum gasto financeiro para a Senhora,

Fu, - declaro que ful informada dos
objetives ¢ de como vou participar deste estudo de forma clara ¢ detalhada. Todas
minhas duvidas foram respondidas ¢ sei que poderet solicitar novos esclarecimenios a

gualquer momento, Tambem ful informada que receberei uma via deste documento.

Porto Alegre, de 2011

Para  esclarecimento  de  davida  contactar Comité _de  Frica  do HCPA
Teletone: 3359 8285

Pesquisador responsdvel pelo estudo:
Dr. Luis Augusto Paim Rohde Servigo  de  Psiquiatria  da  Infincia ¢ da
Adoalescéncia do HCPA - Sala 400N - 47 andar Nore
Telefone: 3339 8294/ 3339 8413

Nome do participante:

Assindtura do participante:

Data:

Nome do Representante Legal:

Assiatura do Representante Legal:
Data:

Nome do pesquisador que aplicou este Termo de Consentimento:

Assinatura do pesquisador que aplicou o Termao de Consentimento:

Comae de Elica em Hacansi
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ANEXO 4

E-MAIL DE ACEITACAO PARA PUBLICACAO DO ARTIGO PELA

TRENDS IN PSYCHIATRY AND PSYCHOTHERAPY

18-Dec-2015
Dear Dr. Pianca:

It is a pleasure to accept your manuscript entitled "IL-6 and IL-10 levels in the umbilical cord
blood of newborns with history of crack/cocaine exposure in utero: a comparative study.” in
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RESUMO

Este € o relato do atendimento de uma das mées dependentes do crack e seu bebé que
frequentam o ambulatério de Psiquiatria da Infancia e da Adolescéncia do HCPA. Esta
especifica abordagem terapéutica visa atender ao bebé ainda antes do nascimento, a fim de
preservar um de seus direitos basicos, que é o de ndo ser intoxicado tdo prematuramente.

Palavras-chave: Gestantes, Bebés, Cocaina Crack, Terapéutica.

ABSTRACT

This is the report of the treatment of one of the crack-dependent mothers and her baby who
attended the Childhood and Adolescence Psychiatry outpatient clinic of the HCPA. This
specific approach aims at attending the baby, even before birth, in order to preserve one of
his/her basic rights, which is: not be intoxicated so prematurely.

Key Words: Pregnant Women, Babies, Crack Cocaine, Therapeutics.
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INTRODUCAO

Este é o relato do atendimento de uma das maes dependentes quimicas de crack,
maconha, e alcool e em tratamento prévio com Litio e Clorpromazina que frequentou o
Ambulatério de Psiquiatria da Infancia e Adolescéncia do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre. Trata-se de um trabalho que se propde a atender ao bebé, ainda no ventre de sua mae,
em uma de suas mais basicas condi¢cdes de sobrevivéncia, que é a do direito de se desenvolver
sem ser intoxicado por drogas tdo prematuramente. Propde-se também a acompanhar a dupla
mae-bebé em seus primeiros meses de vida. O artigo ressalta os principais dados da histéria
dessa paciente, que, proveniente de meio social e familiar violento e caotico, dependente ha
quinze anos do crack, conseguiu emergir dessa situacdo, apds prolongada internacéo,
participando de um atendimento de grupo conjuntamente com seu bebé e outras gestantes e
puérperas, também dependentes.

A MAE

Rita, aos trinta e dois anos, chegou ao Grupo Operativo de Psicoeducacdo para
Gestantes e Puérperas Usuarias de Substancias Psicoativas por recomendacdo da psiquiatra e
da pediatra que a atenderam no Hospital Presidente Vargas de Porto Alegre, no qual foi
internada, na Unidade de Psiquiatria, apds tentativa de suicidio. Nessa internacdo, permaneceu
voluntariamente, para a desintoxicacdo por uso de crack, no ano de dois mil e oito, até o
nascimento de seu filho. Imersa na negligéncia e na soliddo, que pela vida a acompanharam,
buscou nessa oportunidade, pela primeira vez, lutar contra sua dependéncia quimica e
estabelecer-se, finalmente, na postura de progenitora de sua familia.

Os dados que se seguem foram colhidos ao longo de anos, uma vez que a
complexidade de sua historia s6 veio a tona & medida que ela adquiriu lagos de confianga com
a equipe.

Sua mae, que engravidou aos quinze anos, tentou aborta-la. Apds a tentativa frustrada,
Rita nasceu, tendo sido entregue a uma tia, irma mais velha de sua mae, pois sua mae era
muito jovem e inexperiente. Rita relata que sentia muita falta da méae durante toda a primeira

infancia. A tia, apesar de atendé-la em suas necessidades basicas, era alcoolista e costumava
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incumbi-la de comprar cachaca em um armazém frequentado por homens, alcoolizados e
desrespeitosos, que ndo perdiam oportunidade de dizer-lhe gracinhas e palavras obscenas. No
caminho de volta para casa, ela bebia parte da cachaca e substituia o volume consumido por
agua, pois ficava curiosa pelos “bons efeitos” da tal bebida. Passados nove anos, essa tia veio
a falecer de cirrose. Rita lamentou a morte da tia, pois com ela nunca passara fome nem
brutalidades fisicas.

A circunstancia de quase orfandade levou-a a ter que morar com a mée e seu
companheiro, homem inescrupuloso e perverso. Sua mée também ¢é alcodlatra e impulsiva,
irritando-se facilmente com a filha. Rita relata que costumava apanhar violentamente da mée.
O padrasto procurava resgata-la das surras. No entanto, tinha um ritual de sedar a mée e
abusar sexualmente da menina. No inicio, tocava suas partes intimas.

Quando a menina revelou o abuso a mae, esta se indignou, dizendo que ela mentia e
desejava destruir seu casamento. Diante da categorica negacdo da mae, o padrasto viu-se livre
e, vingativo, estuprou-a, ndo sem antes sedar a mée. Revoltada, Rita tornou-se uma menina
inquieta, irreverente, agressiva, em casa e no colégio. Nessa época, acabou sendo expulsa do
colégio, devido a sua agitacdo, postura desafiadora e ao mau comportamento. Para preservar o
casamento, a mée de Rita colocou-a em um internato.

O padrasto, ap6s alguns anos, deixou a mée de Rita para juntar-se a tia dela, irmad bem
mais nova que sua mée. O novo casal, juntamente com os filhos que foram nascendo, passou a
viver no mesmo terreno em que moravam Rita e a mae, pois ambas dependiam desse local
para morar. O constrangimento e o rancor acompanham Rita até hoje.

Ao sair do internato, com quinze anos, Rita foi trabalhar como empregada doméstica.
Neste periodo, conheceu seu primeiro companheiro, que vivia na clandestinidade, envolvido
com tréfico e jogos ilegais.

Ele a convidou para participar de um de seus jogos. Essa participacdo levou-a a perder
todo seu salario. O rapaz propbs favores sexuais para ressarci-la do prejuizo. Chegando ao
motel, percebeu que ele injetava-se cocaina. Rita lhe perguntou 0 motivo de tal conduta, ao
que ele respondeu que assim procedia devido a um sentimento de intensa solid&o.

Relatou o ocorrido ao grupo, lamentando sua ingenuidade ao pensar que poderia
ajuda-lo. “Eu disse para ele ndo usar mais drogas, pois, a partir dali, ele ndo precisaria mais
ficar s, eu estaria com ele”. O resultado foi muito pior: ele ndo sé ndo parou de usar a droga

como ela, para acompanha-lo, passou a cheirar cocaina e a dormir com ele em motéis. Hoje,
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Rita diz que se tivesse alguém para buscar apoio, familiar ou ndo, ndo teria ficado tdo
vulneravel. Mas simplesmente néo tinha a quem recorrer.

Rita logo ficou viciada. Os dois usavam cocaina diariamente, ele sob a forma injetavel,
e ela sob a forma inalada. Nesta época, contraiu HIV. E, como sua mae, Rita concebeu, com
esse homem, sua primeira filha, ainda aos quinze anos. O rapaz nunca a ajudou a cuidar da
filha. Ao contrario, por estar envolvido com roubos e trafico, foi preso diversas vezes.

Enquanto o companheiro estava na prisdo, Rita conheceu outro homem, que veio a ser
o0 pai de sua segunda filha. Com o passar do tempo, para criar as duas filhas, trabalhou como
doméstica, deixando-as com uma baba, que também foi abusada por esse segundo
companheiro. Por este motivo, separou-se pela segunda vez, pois temia que ele também
pudesse abusar de suas filhas.

Subsequentemente, passou a frequentar festas e a usar crack. Para financiar sua droga
e levar algum dinheiro para a mée, que na ocasido ficava com suas filhas, prostituia-se e
acabava, muitas vezes, por dormir nas ruas, descuidando-se da salde e da higiene.

Nessa mesma época, conheceu seu terceiro companheiro, usuario de crack, perverso e
violento. Este foi o pai de seu terceiro filho, Jodo. Ndo se sabia gravida até a tentativa de
suicidio, ao atear-se fogo, apds ter derramado alcool no corpo. Relata que tentou se matar por
ser viciada havia quinze anos, era um “trapo humano”, “um bicho” que nédo tinha mais nada
além de vergonha e compulsdo pela droga. Considerava que o suicidio seria um alivio para si
e para sua familia.

A internacdo de emergéncia deveu-se a violenta tentativa de suicidio. Pelo fato de
permanecer internada até o parto, a dupla, mée e bebé, recebeu atendimento desde a gestacdo
até o momento do nascimento, por parte da pediatra, pesquisadora do grupo.

A pesquisadora realizou o exame pediatrico: ele foi um bebé eutrofico, apresentou
apgar 9 e 10 (com liquido meconial). Foram realizadas avaliacdes de rotina que incluiram
avaliacdo cardioldgica, visual, auditiva, ecografia cerebral, sendo todas normais. Na aplicacao
da NNNS*, apresentou hipertonia marcada, moderada hiperreflexia, aumento dos movimentos
e choro agudo acompanhado de sinais de estresse e ou abstinéncia com nauseas, bocejos,
espirros, choro agudo, tremores e evitagdo do olhar ao exame. O exame foi realizado na
presenca da mée que foi orientada sobre os achados e de como poderia lidar com a
sensibilidade de seu bebé. Aos dois meses, 0 bebé seguia bem cuidado. Aos trés meses, seguia
apresentando desenvolvimento neuropsicomotor. Até os dois anos, foi acompanhado pela

pediatra, apresentando boa evolucgao e melhora do crescimento.
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A relagdo que se estabeleceu com esta pediatra foi facilitadora de um bom vinculo
dessa m&e com seu bebé. A pediatra desempenhou um papel maternal para com ela.
Constituiu-se uma boa figura de identificacdo, que, ao invés de alija-la de seu bebé, como
seria rotina nos hospitais brasileiros, ao contrario, reforcou-a em suas capacidades, apontando
igualmente as competéncias do bebé, para o processo de maturacdo. A paciente ndo so6 saiu do
hospital com seu filho, como também demonstrou grande satisfacdo em poder fazé-lo.
Apresentava afeicdo e bons cuidados de higiene para com seu bebé, embora a guarda tenha
sido designada, provisoriamente, a uma de suas tias.

A puérpera era assidua e pontual nas consultas pediatricas, seguia com regularidade as
recomendagdes prescritas. Sua atitude construtiva e perseverante motivou a pediatra a
convida-la a participar do Grupo Operativo Psicoeducativo para Gestantes e Puérperas
Dependentes de Substancias Psicoativas, agora, na qualidade de mde colaboradora. Sua
experiéncia, altamente positiva, e bastante diferente de outras gestantes e puérperas usuarias
de substancias psicoativas, poderia auxiliar outras mées a resgatarem a esperanca de
abandonar o vicio.

Sempre comparecia ao grupo com seu bebé, sendo cuidadosa com ele. Trocava suas
fraldas, dava-lhe mamadeira, tecia elogios ao seu desenvolvimento, e falava com ele olhando-
o0 nos olhos. Essa atitude foi sempre grandemente estimulada por todos os técnicos.

Nos primeiros meses de sua participacdo, apds faltar a um dos grupos, relatou, de
forma quase casual, que naquela semana havia faltado devido a morte do marido. Presenciou
seu assassinato, a queima-roupa, provavelmente por dividas do trafico. Apesar de nao desejar
esse fim para ele, acredita que sua morte prematura e 0 consequente afastamento do circulo de
relagbes com traficantes e usuérios facilitaram muito sua abstinéncia. Ela tem sido a
frequentadora mais assidua do grupo até a presente data. Diante das novas gestantes que
chegam ao grupo, costuma ressaltar a importancia do terceiro filho, Jodo, como grande
motivador para manter-se abstémia. Porém, durante o tratamento no grupo, que ja dura quatro
anos, Rita recaiu no crack por trés vezes. As trés situacdes ocorreram na vigéncia do alcool,
em festas, em companhia de pessoas que usavam crack. Essas recaidas foram breves, durando
dois ou trés dias. No momento em que se propds a abandonar o habito da bebida e comegou a
tomar regularmente suas medicagdes, Propranolol, Fluoxetina 20mg e Clorpromazina 25mg,
além das medicacGes antirretrovirais que lhe foram prescritas no posto de saude, ndo mais

recaiu no crack.
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Ao deixar o crack, aproximou-se das filhas, Maria, de dezoito anos, e Helena, de onze.
Rita, sentindo-se reconhecida em sua capacidade de auxiliar outras gestantes e maes,
convidou sua mée e suas filhas a comparecerem a varias reunides. Uma dessas reunides foi
marcante para todos, técnicos e pacientes, pois a jovem de dezoito anos relatou de forma
contundente e emocionada seus ressentimentos pelo desamparo que sentira devido ao
abandono materno. Trata-se de uma moca altamente resiliente, articulada, que pratica
atletismo e, na ocasido, estava no terceiro ano do ensino médio e pleiteava um lugar na
universidade. Relata que o esporte a ajudou muito a enfrentar suas tristezas.

Da mesma forma que com as filhas, Rita conseguiu resgatar o ténue relacionamento
que mantinha com a mae, trazendo-a com frequéncia quinzenal ao grupo, também com
objetivo de estimula-la a parar com o abuso de alcool. Nessa ocasido, a mée de Rita pode
relatar também seu desespero, por semanas e meses, devido ao desaparecimento da filha,
inclusive revisando os cadaveres no Instituto Médico Legal de Porto Alegre, para ver se a
encontrava.

Com sua progressiva evolugdo no grupo, a manutencdo de sua abstinéncia, a melhora
de seus cuidados pessoais e familiares e a melhora de sua autoestima, passou a gerenciar
melhor sua vida. Com a pensdo que recebera, comprou um apartamento na planta, e o grupo
acompanha com entusiasmo suas conquistas.

Em meados de 2013, recaiu no alcool, com um novo companheiro que tem o habito de
tomar cerveja nos fins de semana. Ela minimizava o fato diante das intervencdes do grupo,
dizendo que se tratava de um habito social. Apesar de entender que o dependente quimico é
um doente, que precisa sempre estar alerta para ndo recair, e descrever os maleficios da
doenca, ainda negava o prejuizo que o alcool poderia acarretar em pessoa tdo vulneravel
guanto ela. Apds ameaca de suicidio da filha menor diante do abuso de alcool da mée e das
manifestacdes do grupo, ela resolveu parar de beber. Atualmente, estd novamente abstémia de
alcool. Segue com bom vinculo com a mée e os filhos. Todavia, € frequente a paciente dizer
que ndo recaiu com crack, como se recaidas com alcool fossem aceitaveis. Neste periodo,

mudou-se a medicagio para Acido Valpréico e Risperidona.

122



O GRUPO

Diante das limitagdes dos recursos disponiveis na rede publica brasileira e da enorme
dificuldade de tratar de gestantes usuarias de crack, além do conhecimento de que os periodos
embrionario e da lactacdo representam janelas cruciais para o desenvolvimento do individuo,
0 presente grupo de trabalho procurou realizar, em carater experimental, uma intervengao
terapéutica com estas mulheres. A intervencao se propde a trabalhar com grupos operativos de
reflexdo, de carater psicoeducativo. O grupo € aberto, de maneira que as pacientes podem
trazer seus familiares, tantos e quando quiserem. A condicdo para a entrada no grupo é de que
as gestantes ou puérperas sejam dependentes de crack. Algumas referéncias, porém, sdo
estaveis e previsiveis. Os grupos sdo realizados nas quintas-feiras, das dez horas ao meio-dia,
em local estabelecido, com equipe permanente.

A equipe embasou-se em diversos autores, entre eles Pichon Riviére', que entende por
grupo: individuos que possuam necessidades semelhantes, reunidos para realizar uma tarefa
especifica. Mesmo que haja um objetivo mutuo, cada integrante do grupo € Unico e possui um
papel distinto. O mesmo dissertou sobre Grupos Operativos, apresentando-0s como grupos de
trabalho que possuem também uma funcédo terapéutica, pois, além da tarefa, o grupo auxilia
na gestdo de ansiedades, na quebra de esteredtipos e na superacdo da resisténcia a mudancas.
Um dos pontos altos da teoria deste autor sdo os estudos sobre os papéis dos grupos. Riviere®
refere que, em determinados momentos, 0s integrantes acabam assumido papéis que podem
ser rotativos. Os papéis de lider, sabotador, bode-expiatério, representante do siléncio e porta-
voz sdo representacOes de aspectos grupais latentes. O lider, por exemplo, busca a mudanca,
ajuda o grupo a levar a tarefa a diante e arrisca-se diante do novo. Faz-se depositario de
aspectos positivos do grupo.

Grupos Operativos abrangem diferentes modalidades. O grupo eleito pela equipe de
trabalho ¢ denominado “Grupo de Reflexdo”. Essa modalidade possibilita aos integrantes uma
maior reflexdo sobre sua vida, permitindo uma abordagem diferenciada dos fatos. Tem como
finalidade servir como instrumento de primeira grandeza para a area do ensino-aprendizagem,
isto é, da educacdo®®. A educacdo é uma caracteristica intrinseca a0 grupo. A partir da
psicoeducacdo, as pacientes aprendem a respeito de seu proprio funcionamento psiquico, sua
doenca e tratamento. A instrugcdo didatica € empregada de diversas formas na terapia de

grupo: transferindo informacéo, alterando padrfes de pensamento destrutivos, estruturando o
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grupo e explicando a respeito da doenca.* A psicoeducacéo permite também que a paciente
possa dirimir suas duvidas, pois estas sdo geradoras de grandes ansiedades.

O grupo de reflexdo pode ainda constituir-se um espaco “continente”

, o qual séo
depositadas as ansiedades dessas méaes, que sdo recebidas pelos terapeutas, que, por sua vez,
tentam entendé-las e decodifica-las, para devolvé-las de forma mais compreensivel. Os grupos
constituem-se em uma oportunidade de experimentacdo, protética, de reedicdo de uma
experiéncia familiar diferente da original, na qual as figuras representacionais de pai, mae e
irmdos ressurgem a partir da transferéncia, podendo ser entendidas por seus participantes,
propiciando a veiculacdo das ansiedades psicéticas® que subjazem as patologias das adicoes.

Em raros momentos, também foi possivel, com algumas destas pacientes, encontrar as
motivacdes inconscientes do uso de drogas, na medida em que Se encontravam as
identificacbes com 0s agressores, pais ou mées, e que estas situacdes, de abandono e maus-
tratos, se reeditaram agora, com seus filhos e consigo proprias. A compreensdo das
motivacgdes inconscientes de seus atos permitiu que elas se aliviassem de suas angustias e
assim descobrissem como poderiam direcionar suas vidas, a partir da abstinéncia.

O grupo favoreceu também o estabelecimento de novos vinculos® entre pessoas
atribuladas pelos mesmos problemas ou portadoras de patologias graves. Propiciou ainda o
estabelecimento de vinculos com profissionais que ndo as acusavam, como estavam
habituadas até entdo. Ao contrério, buscavam entendé-las e sinalizar seus recursos e as
habilidades que poderiam ser desenvolvidas. Especialmente as habilidades maternas que eram

latentes, mas que estavam obstruidas por identificacdes primitivas de abandono e maus tratos.

O bebé como catalisador

A presenca do bebé no setting terapéutico propicia e evocacao de sentimentos muito
primitivos relativos as ansiedades maternas, devido as identificacfes projetivas e a dimensao
transgeracional nas patologias relacionais precoces. Selma Fraiberg® criou a metéafora
“fantasmas no quarto do bebé” para identificar a precipitacdo de inquietantes objetos internos
dos pais, que sdo carreados ao bebé desde sua gestacdo e nascimento. Nesse sentido, o bebé se
constitui em um catalisador de conflitos, bem como facilitador de entendimento e esperanga
de mudangas. Por essa razdo, as terapias conjuntas de pais e bebés favorecem resultados mais

rapidos em termos de entendimento dos conflitos que envolvem a mée e seus antigos objetos
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primarios. Essas terapias costumam ser breves e visam liberar o bebé dessas paralisantes
identificagbes projetivas que podem dificultar seu desenvolvimento.”® No entanto, em se
tratando de patologias mais graves, como no caso de mdes aditas a drogas, o curso do
tratamento deve ser bem mais longo, tendo em vista 0s enormes riscos de recaidas dessas
mées e consequentes abandonos ou agravantes como maus tratos, em reedicdo a vivéncias
anteriores.

Alguns técnicos da presente experiéncia terapéutica ja haviam tido a oportunidade de
trabalhar com duplas de mées-bebés no Ambulatério de Pais e Bebés do HCPA?® e também de
aplicar essa mesma técnica a grupos de Pais e bebés de risco, bem como a grupos de bebés
institucionalizados e seus cuidadores.

Um dos objetivos dos grupos de pais e bebés é o de propiciar a facilitacdo do vinculo
entre a mae e o bebé, uma vez que se trata de elemento vital para o desenvolvimento de todo
individuo. Sabe-se que os vinculos existem desde a vida intrauterina. H& uma notével
continuidade entre a vida fetal e a vida pds-natal. Aspectos constitucionais do bebé vao sendo
estruturados a partir de sua bagagem genética e do ambiente que vai se apresentando durante
todo o periodo gestacional, bem como sua continuidade, no periodo pés-natal. °

A equipe de trabalho lancou a hip6tese de que a presenca do bebé poderia constituir-se
em um catalisador vital dos afetos dessas mées, bem como um estimulante derradeiro para o

resgate de suas maes.

Abuso, violéncia e negligéncia intrafamiliar, uma constante

A pobreza e a baixa escolaridade contribuem para a entrada no grupo de risco de
dependéncia quimica, negligéncia, abuso e maus tratos. Os lares cadticos dos quais provém as
mulheres dependentes quimicas apresentam infancias permeadas de primitivos abandonos,
abusos sexuais e violéncia. Para enfrentar tais situacfes traumaticas, mobilizam os mais
primitivos mecanismos de defesa. Com frequéncia, essas mulheres se valem da negacéo, da
identificacdo com os agressores, da negagdo maniaca. H& uma dificuldade intrinseca de
enfrentamento de lutos e perdas, tamanha a frequéncia com que 0s sucessivos traumas
incidiram sobre suas infancias. Dai que, com frequéncia, o estupro, a negligéncia, maus tratos
fisicos e assassinatos sejam considerados situa¢Ges cotidianas, deixando a conotacdo do

extraordinario. O trauma € regra nestas pacientes. A sucessdo de traumas também. O
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esgotamento das reservas vitais vai gradativamente dando lugar a uma morbida identificagcdo
COm Seus agressores.

O trauma seria compreendido como um choque violento, capaz de romper a barreira
protetora do ego, podendo acarretar perturbacdes duradouras sobre a organizacao psiquica do
individuo *°. Segundo Freud (op.cit) o trauma pode se referir a um acontecimento externo ou a
um acumulo deles. Assinalou ainda o duplo destino do trauma: aquele que estrutura e
organiza 0 ego e 0 trauma negativo, que se torna um verdadeiro entrave para O
desenvolvimento do psiquismo, que impede o0 processo de pensar, levando em alguns casos a
devastadora desorganizag¢do do ego. Seria “aquilo que chega ao sujeito de fora dele, sem que
consiga ‘incorporar’ tal ocorréncia ao seu psiquismo. O trauma, assim, causa aturdimento e
fica, na vida do sujeito, enquistado como um corpo estranho sem sentido e sem elaboracio”. !
As consequéncias do trauma dependerdo dos recursos psiquicos prévios de cada individuo. Os
traumas, incidindo sobre um ego fragil, poderdo levar ao desenvolvimento de patologias.

O abuso sexual infantil € uma violéncia desigual, proveniente de uma atitude
prepotente e perversa por parte do abusador. A gravidade das consequéncias do trauma
dependem de varios fatores, entre eles a idade da crianca, o grau de intimidade com o
abusador, da credibilidade que a crianca obtém de seus cuidadores ao revelar o abuso, entre
outros. O incesto ou qualquer outro tipo de abuso sexual nos primeiros anos de vida destroem
a autoestima da crianca, que ndo se sente mais com o direito de ser protegida. A confuséo de
seu pensamento, o ataque as suas percepcdes e a dificuldade em identificar seus sentimentos
levam-na a uma situacdo de miséria humana, que foi denominada por Shengold'® de
“assassinato da alma”.

Uma estrutura familiar cadtica, onde ndo existam relagdes coesas entre seus membros,
pode levar a crianca & nefasta experiéncia de abusos fisicos e sexuais. E comum que, neste
ambiente, as maes, ao se tornarem cientes do incesto, ignorem-no, temendo atitudes violentas

por parte do companheiro.*®

O restabelecimento dos vinculos

A terapia de grupo opera de diversas maneiras. De momento, este trabalho se dispde a
apresentar apenas alguns recortes da fungdo “continente” que o grupo terapéutico significou

para essa paciente e, consequentemente, para seu bebé. Oportunizou o estabelecimento de
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novos vinculos positivos com técnicos e companheiras de grupo. A compreensdo de suas
vivéncias de abandono e abuso possibilitou o restabelecimento dos antigos vinculos, que
nunca haviam se estabelecido ou que haviam sido rompidos pelo uso da droga. Mesmo
frageis, esses vinculos vém a ser estruturantes, tanto para essa paciente quanto para seu bebé.

A evolucéo do presente caso clinico se destaca pela manutengdo da abstinéncia dessa
mde. Embora a abstinéncia tenha sido relativa, tendo tido trés pequenas recaidas em quatro
anos, sua perseveranca € notavel. Sabe-se da enorme dificuldade que é o abandono do uso do
crack pela maioria dos adictos. No inicio de seu tratamento em ambulatorio, Rita deixava
evidente sua ambivaléncia acerca da droga. Apresentava o ardente desejo de nunca mais
voltar a usa-la, ressaltando todas as vantagens dessa conquista, como a alegria de ter o filho.
Ao mesmo tempo, relatava a tentacdo constante desde que saia de casa, pela manha, para
trabalhar. A maioria de seus vizinhos era usuaria ou traficante. Até a poluicdo dos 6nibus da
cidade lembrava-lhe o cheiro do crack fumado, provocando-lhe a lembranga ou até “fissura”.

No comego de suas participagdes no grupo, assumia uma postura cautelosa quanto a
sua historia. Mais observava que falava. Na medida em que foi adquirindo confianca nos
coordenadores do grupo e em suas parceiras de infortanio, e, sobretudo, percebendo que nao
era acusada por sua doenca, sendo aceita, na sua individualidade, com seus diagnosticos* e
com seus recursos de ego, tornou-se falante e muito participativa. Assumiu logo um papel de
lideranca, buscando estimular outras gestantes e puérperas a suspenderem o uso do crack. Foi
desvelando sua historia, ressaltando suas progressivas conquistas, testemunhando a
possibilidade de sobressair-se a droga. Se ela conseguia livrar-se, suas colegas também
conseguiriam. Um eshogo de reparacdo se delineava com esses reiterados dialogos de
encorajamento para com suas colegas de grupo. Trazia reiteradas vezes o tema dos traumas
causados pelos sucessivos abandonos de sua infancia, até o abuso sexual que sofrera por parte
do padrasto e a desilusdo com a mée, quando esta ndo acreditou em sua denuncia, mandando-
a para um internato, preferindo o abusador a prépria filha. Esses relatos tinham eco nas
demais participantes, pois sua historia era a historia de suas colegas de grupo. As drogas para
elas eram como anestésicos, baniam seus passados e davam-lhes a impressdo de poder,
euforia e bem estar. Essas defesas maniacas estavam sempre presentes na argumentacdo pelo
uso da droga.

Na tentativa de compreender a adicdo compulsiva de Rita, encontra-se, como primeiro
fator de risco, o uso da prépria droga, que entra no circuito cerebral de recompensa,

estimulando os receptores de dopamina, conferindo-lhe o carater aditivo. Trata-se do mesmo
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circuito de recompensa que concorre, juntamente com outros, para a manutencgdo da vida, ou
seja, 0 da alimentacéo e o da libido.** *> O segundo fator de risco para t4o intensa e duradoura
adicdo deve-se ao substrato genetico da familia. Os demais fatores de risco estdo associados
as terriveis condicBes ambientais as quais essa mulher foi submetida, desde sua vida
intrauterina. Entre elas, parecem ter tido forte influéncia a gravidez indesejada na
adolescéncia da mée, o alcoolismo desta, 0s sucessivos abandonos, a violéncia fisica, além do
abuso sexual na infancia. A prépria paciente relata intensa sensacdo de vazio e sofrimento
devido & constante auséncia de figuras parentais, desde o inicio de sua vida.*

A bebida aparece ha muito tempo na literatura como uma possibilidade de
preenchimento do vazio e também como uma fuga do sofrimento, sem a necessidade da
concorréncia de outra pessoa.” Neste caso, é possivel que uma das formas que Rita tenha
encontrado para lidar com o vazio materno tenha sido o uso da bebida, desde muito cedo.
Alguns fatores de risco encontrados nesta paciente estdo consoantes com os achados de
Pechansky e colaboradores®, que também identificaram os baixos niveis socioecondmicos e
baixa escolaridade como possiveis fatores de risco para a dependéncia. Rita, durante toda a
vida, residiu em favelas, dispondo de recursos financeiros precérios, teve dificuldades
escolares, sendo expulsa por mau comportamento, agitagéo e agressividade, sintomas comuns
em criangas negligenciadas, abusadas e maltratadas. Nao conseguiu concluir o primeiro grau.
A droga, no entanto, era uma constante, estava sempre a sua disposi¢do, enguanto que sua
familia estava quase sempre ausente ou, se presente, de forma abusiva e violenta. A droga
representava o lenitivo, a negacdo maniaca da realidade.

O grupo representou para Rita um espago continente, no qual podia depositar suas
aflicbes, suas raivas, suas decepgdes, seus rancores e seus desejos de vinganca em relacdo ao
seu padrasto (representante paterno e materno). Essas manifestacbes foram acolhidas. Aos
poucos, também passou a veicular sua culpa pelo abandono das filhas e pelo intenso uso do
crack durante as gravidezes e quando elas eram pequenas. Pode verbalizar seus desatinos em
vender tudo o que tinha para comprar crack, deixando-as aos cuidados de sua mée alcoolatra.
Quando, aos poucos, passou a compreender que reeditava situacbes de abandono e
negligéncia que havia sofrido para castigar-se pelo 6dio que sentia da mée e do padrasto e a
compreender sua identificacdo com a mée que a abandonara, pode aliviar-se, ficando mais
fortalecida.

Apds alguns meses de tratamento, tornou-se mais reflexiva, modulando mais seus

afetos, que ja podiam estar ligados a vivéncias anteriores. Em um dos grupos, Rita pode
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verbalizar os sentimentos associados as situa¢Bes traumaéticas de abuso vivenciadas na
infancia, referindo que “se o meu padrasto ndo tivesse me abusado, a minha vida seria
diferente”. Rita relata que “apesar de todos os problemas, era uma crianca cheia de sonhos” e
que seu padrasto os havia destruido. Apds trés anos do ingresso no grupo, a paciente
conseguiu trazer o seguinte relato: “Ele era meu padrasto, depois foi meu marido, porque tirou
minha virgindade, e agora ele ¢ meu tio, porque casou com a minha tia”. (...) “Se eu tivesse
denunciado, poderia dormir tranquila. Ele tirou os meus sonhos, me faz muito mal.” “Agora
tenho medo que abuse de minha filha menor que ainda mora comigo, no mesmo terreno. Por
isso quero me mudar logo.” A mae ja havia se mudado desse terreno, com sua filha mais
velha.

Em diversos momentos de sua vida, Rita entende que reedita, guardadas as
proporcOes, a histéria de sua mde. Assim como ela, ndo conheceu seu pai. Ambas
engravidaram aos quinze anos. Tornaram-se, tambem, adictas a substancias psicoativas desde
muito cedo. Ambas abandonaram suas filhas. Ambas estiveram ligadas pelo vazio, pelo édio e
pelo abandono. Agora, ambas tentam, mesmo que de forma timida, resgatar algo do vinculo
precocemente rompido.

Ap0s anos de abstinéncia, mantendo o vinculo com o grupo e com a equipe, Rita
obteve diversas conquistas: manteve-se abstémia, assim como manteve os cuidados com seu
bebé. Conseguiu resgatar a relacdo com as duas filhas, primeiro com Helena, a filha do meio,
gue até entdo estava claramente deprimida. Depois, recuperou a relacdo com a filha mais
velha, Maria, da qual cuidou com desvelo quando a mesma teve problemas de satde. Por fim,
Rita trouxe sua mée ao grupo, conseguindo, pela primeira vez, estabelecer uma relacéo
razoavel com sua mée real.

O vinculo com o bebé j& havia iniciado quando de sua vida intrauterina, durante o
tempo de internacdo, que teve o proposito de salva-la, inicialmente da morte e,
posteriormente, do crack. Teve também o propésito de salvar seu filho e preservar a
possibilidade desta crianca permanecer com a mae, poréem, em condi¢des melhores do que em
abrigos.

Depois de duas gestagdes acidentais, gravemente comprometidas pela intoxicacdo do
crack, Rita decidiu que este bebé teria uma mae. Seria uma terceira oportunidade de
experimentar o papel materno, de renunciar a condi¢do de “bicho”, de “farrapo de gente”,

como ela mesma se denominava.
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Para essa decisdo, corroboraram importantes fatores terapéuticos, tais como a
manutencdo dos cuidados recebidos durante a internacdo psiquiatrica. Tratou-se de uma
internacdo longa, de aproximadamente trés meses, que oportunizaram ndo s6 a
desintoxicacdo, mas também cuidados gestacionalis e perinatais.

O grupo de técnicos que trabalhou com esta paciente acredita que a internacdo
psiquiatrica até o momento do parto possibilita ndo sé desintoxicacdo, mas também o
desenvolvimento de vinculos com a equipe terapéutica que, por sua vez, mantera um “cordao
umbilical” com a mae, que, de maneira geral, estd a essa altura abandonada pela familia. A
gestante, sentindo-se amparada e tendo novos padrfes de identificagdo materna, mesmo que
protéticos, podera vir a desempenhar suas funcdes maternas, quem sabe, pela primeira vez,
como no caso de Rita.

Rita chamava seu bebé de “meu anjo salvador”, seu grande incentivador para a
manutencdo da abstinéncia. Mesmo que essa percep¢do materna represente uma inverséo de
expectativa quanto a cuidados, pois é de esperar que quem cuide sejam 0s pais € quem seja
cuidado seja o bebé, ndo é desconhecido o fato de que ha bebés, filhos de mées depressivas,
que “curam” suas maes. Os filhos de maes dependentes quimicas, ponderando Varios fatores,
entre eles um minimo de sanidade e desejo da mée, bem como de uma estrutura minima de
amparo a ela, poderdo resgata-la. Essa condicdo podera ser ainda melhor do que os abrigos
que sdo oferecidos pelo governo e que também, pelo excesso de demanda, estdo
sobrecarregados e tém claras limitacGes de atendimento.

Ao chegar a uma familia, o bebé pode estar preenchendo um lugar que antes continha
expectativas. A familia projeta sobre seu novo integrante desejos e medos, conscientes e
inconscientes, que, muitas vezes, pouco tém a ver com ele. Os pais projetam suas vivéncias,
boas e mas, internalizadas, no bebé que chega. Ao longo de seu desenvolvimento, o bebé
podera se identificar com tais projecGes, determinando sua salde mental, ou a falta da
mesma.*®

Winnicott, por volta de 1940, fez a seguinte declaracdo “ndo ha tal coisa como um
bebé”, pois sempre que existe um bebé, ou seja, para sua sobrevivéncia, necessariamente deve
haver um cuidado materno, o que significa ndo sé o cuidado instrumental, mas sobretudo 0s
afetos envolvidos entre a mée e o bebé, que representam a chave para o desenvolvimento.?
Com o nascimento de um bebé, a méae entra em uma nova e Unica organizagdo psiquica,
temporaria, a qual Stern chamou de “constelacdo da maternidade” quando a mae foca sua

existéncia vinculada ao bebé. A mde apresenta trés preocupacOes e discursos diferentes e
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relacionados, que acontecem interna e externamente: o primeiro se refere a relacdo da mae
com sua prépria mae — a mae como mée quando ela era pequena; o segundo, o discurso
consigo mesma — ela como mae —; e, por fim, o discurso com seu bebé. Essa trilogia da
maternidade passa a ser a maior preocupacdo da mée e requer um grande trabalho psiquico de

reelaboracdo mental.

Observa-se, a partir dos grupos terapéuticos, que mesmo as méaes
adictas, ainda que por curto espaco de tempo, apresentam essa trilogia da maternidade,
provavelmente o que explique sua motivacdo inicial para a abstinéncia. Nos casos destas
maées, contudo, encontra-se uma relacdo extremamente problematica das gestantes e puérperas
com suas proprias maes. A inexperiéncia e o abandono inauguram sua prépria maternidade,
que se depara com um bebé, na maioria das vezes prematuro ou apresentando alguma
deficiéncia. Esta trilogia representa uma enorme vulnerabilidade para a relagdo que podera
estabelecer-se entre a méde e o bebé. Um equilibrio delicado que requere, portanto, maiores
cuidados por parte dos terapeutas.

Em diversos momentos do grupo, a mae Rita refere-se ao filho como “um milagre”
gue lhe deu animo para viver, e viver melhor: “ele veio ao mundo para me salvar”.

Por ocasido do aniversario de Rita, os técnicos do grupo festejaram suas conquistas
com um bolo e um presente. Este evento se deu na presenca de todo o grupo, inclusive de sua
mae e seus trés filhos. Quando terminou a comemoracao, ela disse a mae: “viu mae, agora eu
sou gente”.

Comemoracdes concretas — como a finalizacdo de seu apartamento, o ingresso da filha
na faculdade, a manutencdo dos cuidados do filho, hoje com quatro anos, dos lacos com
ambas as filhas e a mde — conseguem, mesmo que ainda com falhas e vazios, povoar, de

forma concreta e também simbdlica, seu sofrido mundo interno.

Considerac0es finais

Ainda ndo foi encontrado o método terapéutico ideal para pacientes dependentes do
crack. Muitos esforcos tém sido despendidos nessa direcdo. Aschley, Marsden e Brady?®
revisaram 38 publicacdes que davam conta de resultados de programas para mulheres, dos
quais sete foram estudos randomizados. Os autores identificaram, entre outros achados, que as
mulheres diferem dos homens quanto a etiologia, progressdo da doenca e acesso ao

tratamento. Elas iniciam o uso da droga apds eventos traumaticos, em geral violéncia fisica e
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abuso sexual, estimuladas pelos companheiros, e sdo criadas em ambientes nos quais ha
pesado abuso de Alcool. Diferentemente dos homens, apresentam baixa autoestima,
sentimentos de culpa e autoacusacdo, bem como altos indices de doenca mental, tais como
transtorno bipolar, ansiedade, estresse pds-traumatico e ideacdo suicida. Além disso,
assinalam que a legislacdo pune as mées que usam drogas na gestacdo e as separam de seus
filhos, o que dificulta o acesso dessas mulheres aos servigos de atendimento. Elas séo ainda
mais vulneraveis ao HIV do que os homens. Para essas mulheres, os tratamentos mais bem-
sucedidos sdo os que oferecem tratamento especifico para mulheres, mas que,
concomitantemente, prestam atendimento para suas criancas, que oferecem tratamento pré-
natal e possibilitam que essas mées figuem com seus bebés em comunidades terapéuticas por
longo tempo. Observaram que as maes que ficaram com seus bebés permaneceram
aproximadamente 300 dias em tratamento, enquanto que as que foram privadas dos filhos
abandonaram o tratamento em 140 dias.

O Grupo Operativo de Psicoeducacdo para Gestantes e Puérperas Usudrias de
Substancias Psicoativas oportuniza a participacao conjunta da mae e seu bebé no tratamento, a
flexibilidade de entrada de familiares, desde que com a concordancia e o desejo das mées, a
assisténcia concomitante as criangas, quando possivel e, especialmente, os vinculos
estabelecidos desde o momento da internacdo da paciente até o ingresso no grupo. Esta
modalidade de atendimento mostrou-se efetiva para esta determinada paciente e sua familia.
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