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RESUMO

O consumo repetido de drogas, nomeadamente opidides, conduz ao desenvolvimento de dependén-
cia. Entre os mecanismos envolvidos neste processo, comuns a maioria das drogas de abuso, destaca-se a
activacao da neurotransmissao dopaminérgica em zonas especificas do cérebro. O metabolismo oxidativo
da dopamina confere-lhe um potencial neurotéxico devido a formacao de espécies reactivas de oxigénio,
nomeadamente peréxido de hidrogénio (H,0,). Neste trabalho avaliou-se o efeito da exposicao crénica
de células PC12 a “heroina de rua” ou ao H,0, na resposta destas células a uma exposicao aguda a estes
compostos, em comparacao com células PC12 “naive” (sem exposicao prévia aos compostos). As células
cronicamente expostas a heroina ou ao H,0, apresentaram-se parcial ou totalmente resistentes, respecti-
vamente, a uma exposicao aguda ao H,O,. Este efeito correlacionou-se com a manutencdo dos niveis de
ATP apés exposicao aguda ao H,0,, em contraste com as células “naive”. Para além disso, observou-se
que a viabilidade das células cronicamente expostas a heroina e ao H,0, era mais afectada pela heroina,
comparativamente as células “naive”. Esta sensibilizacao podera ser explicada pelo aumento da acumula-
cao extracelular de dopamina, induzida por estes compostos. Por outro lado, a exposicao aguda a heroina
de células ja cronicamente expostas a esta droga de abuso induziu uma maior susceptibilidade comparati-
vamente a células cronicamente expostas ao H,0,. Esta observacao podera ser explicada por um decrés-
cimo dos niveis intracelulares de ATP e ADP induzido pela incubacao crénica com “heroina de rua”, o
que indicia um compromisso energético destas células. Em resumo, a exposicao crénica a “heroina de
rua” altera os niveis energéticos celulares, os niveis extracelulares de dopamina e a resposta a estimulos
citotéxicos, evidenciando-se o papel nocivo do consumo regular desta droga por toxicodependentes.
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ABSTRACT

The repeated use of opiates and other drugs of abuse leads to drug dependence. The most studied me-
chanism involved in this process is the activation of the dopaminergic neurotransmission in the mesolimbic/
mesocortical pathway. Dopamine is potentially neurotoxic, due to the generation of reactive oxygen species,
namely hydrogen peroxide (H,0,), following its oxidative metabolism. In this work we evaluated the effect of
chronic exposure of PC12 cells to street heroin or H,O, upon an acute exposure to these compounds, in
comparison with naive PC12 cells. Cells chronically exposed to heroin or H,0, were respectively partially or
totally resistant to an acute exposure to H,O,. This effect was related to the maintenance of ATP levels upon
acute exposure to H,0,, in contrast with naive PC12 cells. Moreover, the viability of cells chronically expo-
sed to heroin and H,O, was highly affected by an acute heroin exposure. This sensitization may be related
to the increase in extracellular dopamine accumulation induced by these compounds. On the other hand,
acute exposure to heroin in cells chronically exposed to this drug was more cytotoxic than in cells chroni-
cally exposed to H,O,. This observation may be related to the decrease in intracellular levels of ATP and
ADP induced by chronic exposure to street heroin. In summary, chronic exposure to street heroin induces
changes in cellular energy levels, in extracellular dopamine levels and in the response to cytotoxic stimuli.

Together, these observations reflect the harmful effects of repeated heroin abuse.

PALAVRAS-CHAVE: citotoxicidade, dopamina, heroina, nucleétidos de adenina, stress oxidativo

INTRODUCAO

O consumo repetido de drogas de abuso é
responsavel pelo desenvolvimento de dependén-
cia. Um dos mecanismos cerebrais envolvidos na
dependéncia, comum a maioria das drogas de
abuso, envolve o sistema de recompensa cere-
bral, do qual faz parte o circuito mesolimbico/
/mesocortical. O efeito destas drogas traduz-se
num aumento da neurotransmissao dopaminér-
gica neste circuito (1), através de mecanismos
especificos induzidos por cada classe de drogas.
Para além da acgdo como neurotransmissor, a
dopamina é potencialmente neurotéxica, devido
ao facto do seu metabolismo (enzimatico e nao
enzimatico) produzir espécies reactivas de oxi-
génio, nomeadamente peréxido de hidrogénio
(H,0,). O H,0, pode reagir com metais de tran-
sicao, através da reaccao de Fenton-Haber
Weiss, dando origem ao radical hidroxilo (-OH),
o qual é altamente téxico. Assim, a alteracido
do metabolismo da dopamina induz stress oxi-
dativo e morte celular em células dopaminér-
gicas (2). O aumento dos niveis de espécies
reactivas de hidrogénio pode levar a morte
celular através da oxidacao de macromoléculas

celulares importantes, tais como aminodcidos,
fosfolipidos e acidos nucleicos (3, para revisao).
Neste contexto, a exposicao aguda ao H,O,
induz morte celular por apoptose em células
PC12 (4; 5). Em contraste, células repetida-
mente expostas a baixas concentracbes de
H,O, tornam-se resistentes a toxicidade aguda
deste composto (6; 7). Assim, a exposicao aguda
ao H,0, pode ser usada como modelo de cito-
toxicidade, enquanto o tratamento crénico de
células PC12 com H,O, induz um modelo de
adaptagao celular (8).

Neste trabalho investigou-se o efeito da
exposicao crénica das células PC12 a concen-
tracoes sub-téxicas de “heroina de rua” ou
H,0,, em comparacao com células PC12 nao
expostas (células “naive”). Posteriormente, as
células foram tratadas com concentracoes toxi-
cas de “heroina de rua” ou H,O, (exposicao
aguda), de acordo com estudos anteriores reali-
zados no nosso laboratério (9; 10). Os resulta-
dos sugerem que a exposicdo crénica a “heroina
de rua” altera a capacidade das células PC12
para responderem a estimulos citotoxicos,
nomeadamente devido a um compromisso do
metabolismo energético induzido por esta droga.
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MATERIAIS E METODOS

Materiais

A heroina foi obtida do Instituto da Droga e
da Toxicodependéncia (IDT, Lisboa). As solu-
¢oes May-Griinwald e Giemsa foram adquiridas
a Merck (Darmstadt, Alemanha). As células
PC12 foram adquiridas a ATCC (Manassas, VA,
EUA). O meio RPMI e o MTT foram obtidos da
Sigma Chemical Co (St Louis, MO, EUA).

Cultura de células PC12

As células PC12 (Greene and Tischler, 1976)
foram cultivadas em frascos de 75cm?, em
meio RPMI 1640 contendo HEPES 25 mM,
suplementado com soro de cavalo 10% (v/v),
soro bovino 5% (v/v), estreptomicina 50 mg/ml
e penicilina 50 U/ml. As culturas foram manti-
das a 37°C numa incubadora com uma atmos-
fera 95% ar e 5% CO,. Nas condicbes de trata-
mento crénico, as células foram cultivadas
durante 7-12 meses em meio de cultura suple-
mentado com concentracdes sub-toxicas de
“heroina de rua” 10 uM ou H,0, 10 uM. Nas
condicoes de tratamento agudo, as células
foram expostas durante 96 horas a 0,3 mM de
“heroina de rua” ou durante 24 horas a 50 ou
75 UM de H,0.,.

Avaliacao da viabilidade celular

Apés exposicao aos diversos compostos, as
células foram incubadas com uma solucao de
MTT 0,5 mg /ml em meio salino (em mM:
NaCl 140, KCI 5, MgCl, 1, NaH,PO, 1, glicose
5,6, HEPES 20, CaCl, 1,5) durante 2 horas, no
escuro, a 372C. Os cristais formados foram dis-
solvidos com HCI 0,04 M em isopropanol, e a
absorvéncia foi lida a 570 nm num leitor de
ELISA Spectra SLT. Os resultados foram expres-
sos em percentagem de reducao do MTT relati-
vamente as células controlo, ndo expostas a
“heroina de rua” ou ao H,0.,.

Anilise da morfologia celular

A morfologia celular foi analisada através da
coloracdo de esfregacos das células PC12 pelo

método de May-Griinwald-Giemsa. As células
“naive” e as células cronicamente expostas a
“heroina de rua” ou ao H,O, (1x10° células),
sujeitas ou nao a exposigao aguda a H,O, (50
UM) durante 24 h, foram centrifugadas a 200 xg
durante 5 minutos, ressuspensas em 30 ul FBS
e colocadas numa lamina de microscopio (esfre-
gaco). Os esfregacos foram corados sequencial-
mente com as solucdes May-Griinwald e Giem-
sa, e a morfologia celular foi avaliada usando
um microscépio 6ptico Leits Dialux 20 acoplado
a uma camara fotogréfica.

Determinacao dos niveis intracelulares
de nucleédtidos de adenina

Os niveis intracelulares dos nucleétidos de
adenina, ATP e ADP, foram determinados apés
extraccdo das células com dcido perclérico 0,3
M (0-42C). As células foram centrifugadas a
15800xg durante 10 minutos, e o sedimento foi
solubilizado com NaOH 1 M para quantificagao
da proteina total usando o Biorad protein assay.
Os sobrenadantes foram neutralizados com
KOH 5 M em Tris 2,5 M, centrifugados a
15800xg durante 10 minutos e armazenados a
-80°C. As amostras foram testadas para a
determinacao dos niveis de ATP e ADP através
da separacao por HPLC de fase reversa (11).

Determinacao dos niveis intra-
e extracelulares de dopamina

Os niveis intracelulares de dopamina foram
determinados apds extraccao das células com
acido perclérico 0,1 M (0-42C). As células foram
centrifugadas a 15800xg durante 10 minutos,
e o sedimento foi solubilizado com NaOH 1 M
para quantificacao da proteina total usando o
Biorad protein assay. Os sobrenadantes, armaze-
nados a -80°C, foram extraidos com alumina,
usando a dihidroxibezilamina (DHBA) como
padrao interno, e testados para a determinagao
dos niveis de dopamina através da separacao
por HPLC de fase reversa, por adaptacao do
método descrito por Warnhoff et al. (12). Os
niveis de dopamina acumulada no meio de cul-
tura (extracelular) foram determinados usando o
mesmo procedimento.



24 | Teresa Cunha-Oliveira, Ana Cristina Rego, Maria Teresa Morgadinho, Tice Macedo, Catarina R. Oliveira

Analise estatistica

Os dados apresentados correspondem a mé-
dia = SEM de pelo menos 3 experiéncias inde-
pendentes realizadas em duplicado ou tripli-
cado. A analise estatistica foi realizada pelo
teste t de student. O valor de P<0.05 foi consi-
derado significativo.

RESULTADOS

Susceptibilidade diferencial ao peréxido
de hidrogénio e a heroina

Com o objectivo de comparar os efeitos da
“heroina de rua” e do peréxido de hidrogénio
(H,0,) na viabilidade das células PC12 “naive”
ou cronicamente expostas a cada um destes
compostos, avaliou-se a capacidade redutora
das células apés diferentes estimulos citot6-
xicos, através do teste do MTT (Figura TA). As
concentragoes e o tempo de exposicao foram
determinados através de curvas de dose-respos-
ta (dados nao apresentados). Observou-se que
a incubacao com “heroina de rua” 0,3 mM,
durante 96 horas, induziu um decréscimo da
viabilidade celular na ordem dos 30% em célu-
las “naive”, conforme observado anteriormente
(9). Em células previamente expostas a “heroina
de rua”, a mesma concentragao de heroina pro-
duziu um decréscimo da viabilidade celular de
cerca de 70% (Figura TA), sugerindo uma maior
susceptibilidade das células cronicamente expos-
tas a heroina, quando expostas a uma concen-
tragdo toxica da mesma droga. Em células previa-
mente expostas ao H,0,, a heroina induziu um
decréscimo de cerca de 50% da viabilidade
celular (Figura 1A), evidenciando um menor
grau de sensibilizacao aos efeitos toxicos desta
droga, em comparacao com as células cronica-
mente expostas a herofna. Nestas condigoes
nao foi possivel comparar os controlos das célu-
las cronicamente expostas entre si, uma vez
que estas células apresentaram diferengas no
estado de proliferacao, inviabilizando a compa-
racdo da viabilidade celular através do teste do
MTT, baseado na capacidade redutora celular.
A exposicao aguda ao H,0, (50 uM durante 24

horas) induziu um decréscimo da viabilidade
celular de cerca de 70% em células “naive”,
enquanto em células cronicamente expostas a
heroina, o decréscimo da viabilidade celular foi
apenas cerca de 40% (Figura 1A). No entanto,
o aumento da concentracdo de H,O, para 75
UM produziu um decréscimo da capacidade
redutora das células “naive” de cerca de 80%,
em comparagdao com o controlo, enquanto nas
células expostas cronicamente a heroina o
decréscimo foi de aproximadamente 60% (Figura
1A). E de salientar o facto de em células croni-
camente expostas ao H,0,, a exposicao aguda
ao mesmo agente ndo ter induzido uma altera-
cdo significativa da viabilidade celular (Figura
1A). Este efeito representa uma adaptagao celu-
lar ao H,0O, das células cronicamente expostas a
uma concentragao baixa de H,O,. Por outro
lado, as células cronicamente expostas a “heroi-
na de rua” aparentam ser parcialmente resisten-
tes ao H,O, (Figura TA).

A exposicao aguda ao H,O, induziu uma
alteracao da morfologia celular, avaliada pela
técnica de May-Grunwald-Giemsa (Figura 1B),
levando a desintegracdao da membrana e ao
aparecimento de deformacdes membranares
(“blebs”). Em células cronicamente expostas ao
H,0,, a morfologia celular apresentou-se seme-
lhante ao controlo obtido apds exposicao aguda
ao mesmo composto (Figura 1B), confirmando a
resisténcia total destas células ao H,0,. Em célu-
las cronicamente expostas a heroina, a exposi-
gao aguda ao H,O, induziu uma alteracao da
morfologia celular, relativamente ao controlo
(Figura 1B). Esta alteragao foi menos evidente
do que a alteracao produzida em células
“naive”, o que parece estar de acordo com a
resisténcia parcial sugerida pelo teste do MTT
(Figura 1A).

Alteracao do metabolismo energético
induzida pela heroina

Uma vez que o H,0O, interfere com o meta-
bolismo celular, investigou-se se a resisténcia
parcial ao H,0, em células cronicamente expos-
tas a herofna ou a resisténcia total em células
cronicamente expostas ao H,O, estaria relacio-
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nada com alteracdes dos niveis intracelulares
dos nucledtidos de adenina, ATP (Figura 2A) e
ADP (Figura 2B). Observou-se que a exposicao
aguda das células “naive” ao H,O, (50 mM)
conduziu a um decréscimo dos niveis intracelu-
lares de ATP (Figura 2A). Contudo, este decrés-
cimo nao foi compensado por um aumento dos
niveis intracelulares de ADP (Figura 2B) ou de
AMP (resultados ndo apresentados). A exposicao
crénica a herofna induziu um decréscimo dos
niveis intracelulares de ATP e de ADP o que
sugere um compromisso energético conferido
por esta droga de abuso. Nestas células, a
exposicao aguda ao H,O, nao induziu alteragoes
significativas dos niveis de ATP observados nas
células “naive”, o que poderd justificar a resis-
téncia parcial destas células ao H,O, observada
na Figura 1 A. Para além disso, e de acordo
com a resisténcia total ao H,O, (Figura TA), ndo
se observaram alteracdes significativas dos
niveis intracelulares de ATP ou ADP em células
cronicamente expostas ao H,0,, antes ou apos
a incubagao com H,O, 50 mM (Figura 2).

Papel da dopamina
na sensibilizacao a heroina

Uma vez que as células PC12 constituem
uma linha celular catecolaminérgica, e a dopa-
mina é potencialmente neurotoxica, investigou-
-se se a sensibilizacio a heroina observada em
células cronicamente expostas a heroina ou ao
H,O, estaria relacionada com alterages dos
niveis intra- ou extracelulares de dopamina
(Figura 3). Observou-se que a exposicao aguda
a “heroina de rua” induziu um decréscimo dos
niveis intracelulares de dopamina (Figura 3A) e,
paralelamente, um aumento da acumulacao
extracelular deste neurotransmissor (Figura 3B),
em todos os subtipos celulares testados. Por
outro lado, a exposicao crénica a “heroina de
rua” e ao H,0, induziu um aumento da acumu-
lacao extracelular de dopamina (Figura 3B).
Apds exposicao aguda a herofna, a acumulagao
extracelular de dopamina nas células cronica-
mente expostas ao H,0O, aumentou significativa-
mente quando comparada com as células
“naive” (Figura 3B). Este aumento poderd de-

ver-se ao facto de estas células apresentarem
um aumento, embora ndo estatisticamente sig-
nificativo, dos niveis intracelulares de dopamina
(Figura 3A). Nao foram observadas alteracoes
significativas dos niveis intracelulares de DOPAC
em qualquer das condigdes experimentais testa-
das (resultados nao apresentados).

DISCUSSAO

Neste trabalho mostrou-se que o tratamento
crénico das células PC12 com “heroina de rua”
ou H,0, induziu, respectivamente, uma resistén-
cia parcial ou total a citotoxicidade aguda do
H,0,, acompanhada de uma manutencao dos
niveis intracelulares de ATP apds exposigao ao a
este agente oxidante.

As células cronicamente expostas a “heroina
de rua” apresentaram uma maior susceptibilida-
de a exposicao aguda a mesma droga, em com-
paracao com as células cronicamente expostas
ao H,0,. Este facto poderd estar relacionado
com a alteracdo do metabolismo energético em
células cronicamente expostas a heroina, tal
como evidenciado pelo decréscimo dos niveis
intracelulares de ATP e ADP. Para além disso, a
acumulacao extracelular de dopamina parece
contribuir para a susceptibilidade das células
cronicamente expostas a heroina ou ao H,0O,,
no que respeita a exposicao aguda a heroina,
sugerindo um papel citotéxico da dopamina.

A adaptacao celular ao H,0, pode ser expli-
cada por dois mecanismos. Quando presente
em concentracoes moderadas (0,25 mM, duran-
te 24 h), o H,0, induz um aumento da capaci-
dade antioxidante celular, nomeadamente atra-
vés de um aumento da expressao da peroxidase
do glutatidqo (13). Por outro lado, quando pre-
sente em concentragoes baixas (0,05 mM, du-
rante 24 h), o H,0, induz um processo adapta-
tivo que ndo parece estar associado com o
aumento da capacidade antioxidante celular.
Nestas condicoes, poderd ocorrer um bloqueio
das vias de sinalizacao celular, envolvendo,
nomeadamente, o factor nuclear kB (NF-kB)
(14) ou a via da proteina cinase activada pelo
stress (SAPK/JNK) (15), normalmente activadas
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por concentracoes téxicas de H,O, (T mM) (13).
A adaptacao celular induzida por concentragoes
baixas de H,0, pode também estar associada a
um aumento da expressao de proteinas envolvi-
das no metabolismo energético, tais como a
sintetase do ATP (da cadeia respiratéria mito-
condrial) e a desidrogenase do gliceraldeido-3-
fosfato (da via glicolitica), como demonstrado
através de analise proteémica (16). O aumento
da expressdao destas enzimas podera explicar a
manutencao dos niveis intracelulares de ATP e
consequente resisténcia celular apdés a exposi-
cao aguda ao H,O, de células cronicamente
expostas ao H,O, (Figura 2A), mas ndao em
células cronicamente expostas a “herofna de
rua”, uma vez que estas apresentaram um
decréscimo dos niveis intracelulares dos nucleé-
tidos de adenina (Figura 2). A andlise prote6mi-
ca sugere também que a adaptacao ao H,O,
pode induzir o aumento da expressao de prote-
inas envolvidas no processamento do ARN, pro-
tefnas chaperones e proteinas envolvidas na
regulacao redox (16). Contrariamente, a toxici-
dade aguda do H,O, podera estar relacionada
com a inibicao da fosforilacio de ADP, nomea-
damente através da inibicao da sintetase do
ATP ou da desidrogenase do gliceraldeido-3-fos-
fato (17). Estes dados podem explicar o decrés-
cimo dos niveis intracelulares de ATP observado
nas células “naive” apds exposicao aguda ao
H,O, (Figura 2A), tal como foi anteriormente
observado por outros autores (18).

Por outro lado, o decréscimo dos niveis
energéticos celulares induzido pela heroina
poderd estar relacionado com a inibicao da fos-
forilagao oxidativa, uma vez que estudos ante-
riores observaram que o metabolito da heroina,
a morfina, inibe a actividade da sintetase do
ATP e da ATPase da membrana mitocondrial
interna (19).

Estudos recentes demonstraram que a expo-
sicdo ao H,0, induz a libertagao de dopamina
em fatias de estriado de rato (20), tendo sido
sugerido que o H,0, pode interferir com a cap-
tacdo e/ou o armazenamento de dopamina em
vesiculas pré-sinapticas. Foi também demonstra-
do que o H,0, induz inibicao reversivel da acti-
vidade do transportador de dopamina presente

na membrana plasmadtica (DAT), através de uma
regulacdo redox dependente de célcio (21).
Desta forma, nas nossas condi¢bes, o aumento
da acumulagao extracelular de dopamina apds
exposicdo crénica ao H,O, podera ser explicado
pela accao inibidora deste composto na activi-
dade do DAT. Em estudos anteriores, verifica-
mos que a exposicao crénica a cocafna (um ini-
bidor cldssico do DAT) em células PC12
produziu efeitos semelhantes a exposicao cro-
nica ao H,0, no que respeita aos niveis intra e
extracelulares de dopamina (10).

Curiosamente, a exposigao crénica a heroina
conduziu também a um aumento dos niveis
extracelulares da dopamina. Para além disso, a
exposicao aguda a esta droga potenciou a acu-
mulacdo extracelular de dopamina em células
cronicamente expostas ao H,O,, em compara-
gao com as células cronicamente expostas a
heroina (Figura 3B). Contudo, os resultados
obtidos nao permitem esclarecer o mecanismo
pelo qual a heroina conduz a um aumento dos
niveis extracelulares de dopamina. A exposicao
a heroina pode induzir stresse oxidativo quando
administrada intraperitonialmente em ratinhos
(22; 23). Em estudos prévios observamos que o
tratamento agudo das células PC12 com heroina
induziu um aumento (nao significativo) dos
niveis intracelulares de hidroperéxidos, o que
se correlacionou com um aumento dos niveis
intracelulares de DOPAC (9). Estes dados suge-
rem que os efeitos citotéxicos da heroina pode-
rao envolver um desequilibrio entre os niveis
de oxidantes e antioxidantes celulares. Desta
forma, a resisténcia parcial ao H,O, observada
apés exposicao crénica a heroina podera evi-
denciar alguma adaptacao ao stress oxidativo.

Em conjunto, estes resultados mostram que
a exposicao prolongada das células catecolami-
nérgicas a heroina induz um compromisso ener-
gético nestas células e um aumento da sensibi-
lidade a concentracoes elevadas da mesma
droga. Apesar disto, as células sao mais resis-
tentes ao H,0,, o que sugere uma adaptagao
ao stresse oxidativo. Estes dados sao importan-
tes para a compreensao dos mecanismos mole-
culares e celulares envolvidos na dependéncia
de drogas de abuso.
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Ficura 1: Andlise da viabilidade celular das células cronicamente expostas a “heroina de rua” e ao H,O,, antes e apés
exposicao aguda a concentragdes toxicas destes compostos. As células PC12 “naive” ou cronicamente expostas
a “heroina de rua” ou ao H,O, (durante 7 a 12 meses) foram incubadas com “heroina de rua” 0,3 mM, durante
96 h ou com 50 ou 75 mM H,0,, durante 24 h. A) A viabilidade celular foi determinada pelo teste de redugao de
MTT. Os dados foram normalizados em percentagem dos respectivos controlos. Os valores correspondem a
média+SEM de um minimo de 3 experiéncias realizadas em triplicado. Foi considerado estatisticamente signifi-
cativo: ***P<0,001, comparado com o respectivo controlo, e ###P<0,001, comparado com a mesma situacao
em células “naive”. B) A morfologia celular foi analizada através da coloracao de esfregacos de células pela
técnica de May-Griinwald-Giemsa. Note-se a formacio de protuberancias membranares (“blebs”) e a redugao do
volume celular das células “naive” e cronicamente expostas a heroina apés exposicao aguda ao H,0, (50 mM,
durante 24 h). As imagens sao representativas de 3 experiéncias independentes, realizadas em duplicado.
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FIGURA 2:

Avaliacao dos niveis intracelulares de ATP (A) e ADP (B) antes e apds exposicao aguda ao H,O,. As células
“naive” e as células cronicamente expostas a “heroina de rua” e ao H,O, foram incubadas com H,0, 50 mM,
durante 24 horas. Os niveis intracelulares dos nucleétidos de adenina foram determinados por HPLC de fase
reversa com deteccdo por UV. Os dados correspondem a média=SEM de 4 experiéncias independentes, realiza-
das em triplicado. Foi considerado estatisticamente significativo *P<0,05 e **P<0,01, comparativamente ao

controlo correspondente as células “naive”.
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Ficura 3: Determinacido dos niveis intracelulares (A) e extracelulares (B) de dopamina antes e apds exposicao aguda a
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“heroina de rua”. As células “naive” e as células cronicamente expostas a “heroina de rua” e ao H,O, foram
incubadas com a droga de abuso (0,3 mM), durante 96 horas. Os niveis intra e extracelulares de dopamina
foram determinados por HPLC de fase reversa com deteccao electroquimica. Os valores apresentados corres-

pondem a média+=SEM de 3 experiéncias realizadas em triplicado. Foi considerado estatisticamente significa-
tivo *P<0,05 **P<0,01 e ***P<0,001 relativamente ao respectivo controlo. #P<0,05 e ###P<0,001
relativamente as células “naive” n.s.= nao estatisticamente significativo.
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