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RESUMO

INTRODUCAO: Diferentes dados sugerem que as células da glia podem participar
nos processos de transtorno por uso de substancias (SUD), pois respondem as
alteragcdes neuroquimicas induzidas por psicoestimulantes. De fato, estudos
anteriores demonstraram que a cocaina se liga ao complexo MD-2/TLR4, sendo
reconhecida como uma substancia exdgena e levando a neuroinflamagéo. No entanto,
o papel da ativagao da microglia e do TLR4 nas alteragbes comportamentais induzidas
pela cocaina ainda é pouco compreendido. METODOS: Camundongos foram tratados
com cocaina e MPLA e submetidos a analise fenotipica da micréglia por citometria de
fluxo. Os camundongos foram tratados com o depletor microglial PLX3397 (40 mg/kg,
durante 7 dias) e submetidos a sensibilizagdo comportamental induzida pela cocaina
(15 mg/kg, i.p.). Em seguida, foram sacrificados e seus cérebros removidos para
analise do numero e morfologia das células da microgliais, bem como quantificacéo
dos niveis de CX3CL1 e BDNF no cérebro. Além disso, camundongos tratados com o
agonista tendencioso do receptor TLR4 — MPLA (50 pg/kg, i.p.) — por dois dias ou
camundongos TLR4”- foram submetidos a sensibilizagdo comportamental. Além
disso, as vias do inflamassoma/caspase e da quinurenina sao importantes para o
controle de processos inflamatdrios e atividade imunolégica da micréglia. No presente
trabalho, utilizamos ferramentas farmacologicas e genéticas para identificar o papel
dessas vias nas alteragbes comportamentais, bioquimicas e histolégicas induzidas
pela cocaina em camundongos. RESULTADOS: O tratamento com PLX3397 diminuiu
o numero de células Iba-1+ e atenuou a sensibilizagcdo comportamental. No grupo de
deplecao parcial, a droga também aumentou a ativagdo das células restantes da
microglia. Animais tratados com PLX3397 + cocaina apresentaram alteragdes nos
niveis de CX3CL1 no estriado, hipocampo e no cortex pré-frontal, assim como BDNF,
em comparagao com os animais tratados apenas com cocaina. Além disso, os niveis
de CX3CL1 e BDNF apresentaram uma correlacdo com a sensibilizagao
comportamental induzida pela cocaina. Além disso, o tratamento com MPLA reduziu
a hiperlocomogéo induzida pela cocaina, enquanto os camundongos TLR47
mostraram um aumento na atividade locomotora induzida pela cocaina em
comparagao com os animais WT. Em relacdo ao fendtipo microglial, observamos
diferentes populagcdées de micréglia entre os animais tratados com salina, cocaina e
cocaina + MPLA, com diferencas na expressdo de CX3CR1, CD62L, CD11b, CD44,
CD11c, Single H e P2RY12. Além disso, a cocaina aumentou o numero € ativagao de
mondcitos (Ly6C+), aumentou os linfécitos TCD8+ e TCD4+ de memoria central, mas
nao de memoria efetora, o que foi prevenido pelo MPLA. A cocaina também diminuiu
as espinhas dendriticas no cérebro, o que também foi prevenido pelo MPLA. Por fim,
a inibicao das vias do inflamassoma e caspase reduz a sensibilizacdo induzida pela
cocaina sem alterar a preferéncia de lugar condicionado. Por outro lado, a inibicao da
via da quinurenina reduz tanto a sensibilizacdo induzida pela cocaina quanto a
preferéncia de lugar condicionado. CONCLUSAOQ: Considerando esses dados,
sugerimos que a microglia participa nas alteragées que ocorrem na neurobiologia da
dependéncia de cocaina através da ativacdo do TLRA4.

Palavras-chave: Adicgéo; Transtorno por Uso de Substancia, Cocaina; Micréglia;
NLRP3; TLR4, quinurenina.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Different data suggest that glial cells may participate in drug
addiction processes, since they respond to neurochemical changes induced by
psychostimulants. Indeed, previous reports have shown that cocaine binds in the
complex MD-2/TLR4, being recognized as an exogenous substance and leading to
neuroinflammation. However, the role of microglia activation and TLR4 in cocaine
induced behavioral abnormalities is still poorly understood. METHODS: Mice were
treated with cocaine and MPLA and submitted to microglia phenotypic and
inflammation analysis by flow cytometry. Mice were treated with microglial depletor
PLX3397 (40 mg/kg, during 7 and subjected to behavioral sensitization induced by
cocaine (15 mg/kg, i.p.). Thereafter, they were euthanized and had their brain removed
for analysis of number and morphology of microglia cells, as well as quantification of
CX3CL1 and BDNF levels in the brain. In addition, mice treated with the TLR4 receptor
biased agonist MPLA (50 ug/kg, i.p.) during two days or TLR4-/- mice were submitted
to behavioral sensitization. In addition, the inflammasome/caspase pathway and the
kynurenine pathway are important for the control of inflammatory processes and the
immunological activity of microglial cells. In the present work, we used pharmacological
and genetic tools to identify the role of these pathways in behavioral, biochemical and
histological changes induced by cocaine in mice. RESULTS: PLX3397 treatment
reduced Iba-1+ cells and attenuated behavioral sensitization. In the partial depletion
group, the drug also increased activation of remaining microglia cells. Animals treated
with PLX3397 + cocaine showed altered CX3CL1 in the striatum, hippocampus and in
the PFC, as well as BDNF, in comparison with the animals treated with only cocaine.
Besides, CX3CL1 and BDNF levels presented a correlation among the cocaine-
induced behavioral sensitization. Moreover, MPLA treatment reduced cocaine-induced
hyperlocomotion, while TLR4”- mice showed an increase in cocaine-induced locomotor
activity compared to WT animals. There are different microglia populations between
saline, cocaine and cocaine + MPLA treated animals, with differences in the expression
of CX3CR1, CD62L, CD11b, CD44, CD11c, Single Hand P2RY12. In addition, cocaine
increased monocyte number and activation (Ly6C*), increased lymphocytes
TCD8* and TCD4* central memory, but not effector memory, which was prevented by
MPLA. Cocaine also decreased the dendritic spine in the brain, which was also
prevented by MPLA. Finally, inhibition of the inflammasome and caspase pathways,
reduces cocaine-induced sensitization without altering conditioned place preference.
On the other hand, inhibition of the kynurenine pathway reduces both cocaine-induced
sensitization and conditioned place preference. CONCLUSION: Considering this data,
we suggest that microglia participates in the alterations that occur in neurobiology of
cocaine addiction may through TLR4 activation.

Keywords: Addiction; Substance Use Disorder, Cocaine; Microglia; TLR4, NLRP3;

kynurenine.
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1. INTRODUGAO
1.1 TRANSTORNOS POR USO DE SUBSTANCIAS

1.1.1 Aspectos epidemiolégicos, historicos e sociais do transtorno por uso de

substancias

Apesar dos efeitos deletérios do uso de substancias psicoativas serem bem
conhecidos, o0 numero de pessoas que usam drogas tem aumentado a cada ano.
Dados do Relatério Mundial Sobre Drogas de 2023, divulgado pela Organizagao das
Nacdes Unidas (ONU), demonstram que o numero estimado de pessoas que utilizam
substancias psicoativas cresceu de 240 milhdes em 2011 para 296 milhdes em 2021,
um aumento de 23% em apenas 10 anos (World Drug Report 2023). Desses, cerca
de 40 milhées desenvolveram transtorno por uso de substéncias (substance use
disorder, SUD). Além disso, o numero de ébitos consequente do uso problematicos
de drogas chegou a cerca de 500 mil em 2019, um aumento de 100% em relagéo a
1991. Por fim, mesmo que nao leve ao 6bito propriamente dito, em 2021, o uso de
drogas gerou uma “perda de vida saudavel" de aproximadamente 32 milhdes de anos
(World Drug Report 2023) (Fig. 1).

Global number of people who use drugs and people with drug use disorders,
2011, 2016, and 2021
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Fig. 1. Numero de pessoas que usaram drogas e que desenvolveram SUD, no mundo, nos
anos de 2011, 2016 e 2021 (World drug report, 2023).
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No Brasil, os dados mais atuais em relagdo ao numero de usuarios apontam
que quase 70 milhdes de pessoas usaram drogas em 2015, com cerca de 8.467
obitos. Ja em 2021, apesar do numero de pessoas que usaram drogas ainda nao
estarem disponiveis, dados do Sistema de Informagdes sobre Mortalidade do
Ministério da Saude apontam que o numero de o6bitos relacionados ao uso de drogas
chegou a 12.233 mil (DATA SUS, 2023), um aumento de quase 45% em relacdo a
2015. Além disso, o Sistema Unico de Saude registrou, em 2021, cerca de 400,3 mil

atendimentos relacionados ao uso dessas substancias psicoativas (INFOPEN, 2023).

O uso de substancias psicoativas nédo s6 compromete a qualidade de vida
individual, mas também traz prejuizos para toda a sociedade, uma vez que gera
prejuizos econdmicos, além do aumento da criminalidade e da violéncia. Por exemplo,
em 2019, o Brasil investiu 476.863.640 milhdes para implementagdo de politicas
brasileiras no combate as drogas, sendo 22.683.341 milhdes no Ministério da Saude,
421.230.765 milhdes no Ministério da Justica e 32.949.534 no Ministério da Cidadania
(INFOPEN, 2023). Além disso, estima-se que a violéncia relacionada ao trafico de
drogas leve a uma reducao de expectativa de vida ao nascer dos brasileiros de 4,2
meses, ou a uma perda de 1.148 milhdes de anos potenciais de vida perdidos, com
prejuizos de R$50 bilhdes anuais no custo de bem-estar. Além disso, o trafico de
drogas esta associado a outros mercados ilegais que prejudicam o meio ambiente e
os direitos humanos. Por exemplo, na Bacia Amazénica, o trafico ilicito de drogas
promove a ocupacao ilegal de terras, extracao ilegal de madeira, mineragao ilegal,
trafico de animais silvestres e outros crimes que afetam o meio ambiente chamados

de narco-desmatamento (World Drug Report, 2023).

1.1.2 Histoérico e sociolégico

Apesar do uso de drogas ser considerado atualmente um problema de saude
publica, devemos compreender que este ndao € um fenbmeno da sociedade moderna.
Pelo contrario, é algo intrinseco ao desenvolvimento humano, uma vez que o uso de
substancias psicoativas ocorre de forma universal ha milhares de anos, em todas as
sociedades e antes mesmo de haver registros escritos, visando diferentes intuitos
como em rituais religiosos e na medicina (Sullivan and Hagen, 2002). Ja foram
descobertos fosseis e artefatos de muitas classes de drogas como estimulantes,
opidides, alucinégenos e cannabis, que datam dezenas de milhares de anos. De forma

interessante, referéncias literarias ao uso de alcool, épio e outras drogas podem ser
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observados na Biblia, na lliada & Odisseia e nos mitos gregos (Crocq, 2007; Martin et

al., 2014) o que demonstra seu uso milenar.

“O registro historico e antropolégico do uso de drogas, ao longo
do processo de desenvolvimento histérico do ser social, indica
uma prevaléncia fenoménica dessa atividade que lhe confere um
carater trans-historico. Ou seja, trata-se de uma pratica cuja
prevaléncia fenoménica esta presente em todas as sociedades
e culturas e em todos os contextos histéricos” (BRITES, 2006, p.
47).

Além do uso medicinal e religioso, registros também sugerem que o uso de
substancias psicoativas de forma recreativa também ocorre ha milhares de anos. Por
exemplo, o uso de maconha é datado 2800 aC. Na propria Odisseia, Helena de Troia
utilizava uma mistura de drogas em seu vinho que afastava sentimentos ruins como
raiva, tristeza e dor (Crocq, 2007; Martin et al., 2014). Por outro lado, padrées de uso
problematicos também tém sido relatados desde a antiguidade. Por exemplo, em 323
aC, a morte de Alexandre o grande foi antecipada devido ao uso abusivo de alcool
(Crocq, 2007).

Durante anos, estes padroes problematicos com as drogas de abuso eram
considerados apenas um desvio de carater. Porém, no século XVIII, houve um
aumento do numero de estudos que buscavam isolar os principais compostos de
diferentes substancias psicoativas, bem como seus efeitos no comportamento
humano (Research, 1996). Consequentemente, o conceito do uso abusivo de drogas
comegou a ser introduzido como um problema médico e néo apenas de moral. Ja no
final do século XX, os avangos tecnolégicos permitiram uma melhor compreensao do
envolvimento de mecanismos genéticos e moleculares do uso de drogas, bem como
uma classificacao diagndéstica mais precisa do SUD. Dessa forma, a adicgao foi
definida como um transtorno psiquiatrico (Crocq, 2007; Leshner, 1997). Porém o
debate sobre a adiccdo ser uma doenca cerebral ou uma condi¢do moral ainda esta
presente, uma vez que valores sociais apontam o uso de drogas como um ato
hedonista e voluntario, relacionado com a autodeterminacdo e responsabilidade
pessoal (Heilig et al., 2021; Lewis, 2018).
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Porém esse debate é capaz de influenciar o acesso ao tratamento, bem como
o estigma associado ao ato de usar drogas, muitas vezes € motivada pela questédo de
saber se e até que ponto podemos responsabilizar de forma justa os individuos
dependentes por suas agdes. Por se concentrar em fatores bioldégicos em vez de
argumentos morais, a visdo da adicgdo como transtorno ajudou a reduzir o estigma
enfrentado pelos pacientes e suas familias, pelo menos em alguns aspectos (Heilig et
al., 2021; Leshner, 1997). Além disso, o modelo de doencga cerebral também legitimou
o papel do sistema de saude no tratamento do SUD, possibilitando o desenvolvimento

de politicas publicas preventivas e de redugao de danos (Da and Teixeira, 2016).

1.1.3 Definigao, diagnéstico e neurobiologia

O SUD é definido como um padréao de uso de substancias psicoativas que causa
danos & saude fisica e/ou mental. E uma doenca progressiva, crénica e reincidente,
sendo passivel de tratamento e recuperacdo. E principalmente caracterizada por um
comportamento compulsivo de busca pela droga, auséncia de autocontrole durante a
utilizacdo e alteragdes fisioldgicas e psicolégicas negativas (por exemplo,
irritabilidade, ansiedade e disforia) na auséncia da substancia (Volkow et al., 2019a;
Volkow and Blanco, 2023a).

Os avancos nas areas das neurociéncias possibilitaram uma melhor compreensao
das alteragbes cerebrais responsaveis por esta condicdo. Nesse sentido, as
manifestagcdes bioldgicas, psicologicas e sociais que ocorrem devido as disfuncoes
que ocorrem nos circuitos cerebrais s&do utilizadas no diagndstico da doenga (Koob
and Volkow, 2016; Volkow et al., 2016; Volkow and Blanco, 2023a). Sao utilizados
onze critérios, os quais estdo subdivididos em quatro grupos: controle prejudicado,
comprometimento social, uso de risco e critérios farmacolégicos (Volkow and Blanco,
2023a).

O diagndstico é estabelecido quando pacientes atendem a um minimo de 2
dos 11 critérios totais, podendo ser classificado como leve, moderado ou grave. De
acordo com o DSM-V, o transtorno é classificado leve na presencga de apenas dois ou
trés critérios, moderado na presenca de quatro ou cinco critérios e, a partir de seis
critérios, o transtorno por uso de substancias é considerado grave e é comumente

denominado adicgao (Volkow et al., 2016; Volkow and Blanco, 2023a).
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De forma interessante, apesar das substancias psicoativas serem divididas em
10 diferentes categorias, de acordo com suas diferentes propriedades
neurofarmacoldégicas, Chiara e colaboradores (1998) demonstraram por microdialise
que as drogas de abuso compartilham a capacidade de aumentar os niveis de
dopamina no sistema de recompensa (Di Chiara and Imperato, 1988). Contudo, é
importante ressaltar que as diferentes substancias psicoativas induzem diferentes
niveis de magnitude/velocidade do aumento da dopamina, que por sua vez sao fatores
que contribuem para os diferentes riscos de potencial de abuso de uma droga. Além
disso, com base em suas propriedades farmacoldgicas unicas, as diferentes drogas
também modulam outros neurotransmissores, o que também contribui para os seus

efeitos recompensadores e de reforgco (Volkow et al., 2019b).

O sistema de recompensa consiste em uma série de estruturas cerebrais
interconectadas que regulam as respostas a estimulos recompensadores como
alimentagao, comportamento sexual, interagdo social; e outros) e aversivos, o que é
vital para a sobrevivéncia e manutencédo da (Kalivas and Volkow, 2005; Ross and
Peselow, 2009). Esse sistema é formado principalmente pelo nucleo accumbens
(NAc), pela a area tegmentar ventral (VTA, ventral tegmental area) e pelo cortex pré-
frontal (PFC, prefrontal cortex) (Fig 2) (Koob and Volkow, 2016).

>——=e Glutamine

Dopamine



39

Fig. 2: Sistema de recompensa. O sistema de recompensa é formado principalmente pela
VTA, pelo NAc e pelo PFC, onde principalmente neurénios dopaminérgicos saem da VTA e se projetam

para o NAc, para o hipocampo e para o PFC. (Biorender).

Os neur6dnios da VTA emitem proje¢des dopaminérgicas para o NAc, formando
a via mesolimbica (Koob and Volkow, 2016). O NAc é uma regido heterogénea que
faz parte do estriado ventral, sendo que 90-95% sao neurdnios espinhosos médios
(MSN) de acido y-aminobutirico (GABA) -érgicos. Os neurdnios presentes no estriado
dorsal e, por extensdo, do NAc, incluem varios tipos de interneurénios, como, por
exemplo, neurénios colinérgicos, neurénios que expressam
somatostatina/neuropeptideo Y e interneurbnios que expressam parvalbumina
(Grueter et al., 2012). Além disso, o NAc também recebe projegdes glutamatérgicas
do hipocampo e da amigdala. Nesse sentido, espinhas dendriticas do NAc recebem
simultaneamente proje¢cdes glutamatérgicas e dopaminérgicas, o que torna essa
regido essencial na integracdo de informacgbes sobre motivagdo e recompensa, e
também na prevencao de estimulos ou estados aversivos (Koob and Volkow, 2016)
(Fig 2).

Os neurénios dopaminérgicos da VTA também se projetam para outras regides
como o hipocampo e a amigdala. Além disso, a VTA também emite proje¢des para o
PFC, que medeia a autorregulagao e a valéncia dos estimulos. Por fim, a VTA recebe
projecdes de multiplas areas cerebrais que controlam o disparo ténico e fasico de seus
neurdnios dopaminérgicos (Koob, 1992; Volkow et al., 2019a). Em suma, nessa
circuitaria cerebral, o0 NAc é o principal regulador de estimulos recompensadores, a
amigdala reguladora de estimulos aversivos, o hipocampo na formagao de memoarias
associadas ao estimulo emocional e o PFC no processo de tomadas de decisdes,
determinando a resposta comportamental de acordo com cada estimulo (Ito et al.,
2004; Kalivas and Volkow, 2005; Otis et al., 2018; Volkow et al., 2019a).

As substancias psicoativas, principalmente através de estimulagcéo
dopaminérgica repetida, sdo capazes de induzir alteragdes neuroplasticas
persistentes nos neurénios dopaminérgicos do mesencéfalo e em suas proje¢des para
o NAc. Além disso, essas neuroadaptacbes também envolvem projecdes
glutamatérgicas em neurdnios da VTA e nos MSNs do NAc, sendo o principal foco

para as respectivas mudangas comportamentais que caracterizam o SUD (Bender
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and Torregrossa, 2020; Briand et al., 2007; Wright and Dong, 2020). De forma
interessante, algumas das principais alteragdes neurais que ocorrem, como alteragdes
na morfologia dendritica, dos receptores ionotrépicos de glutamato AMPA e NMDA
que resultam em potenciagdo de longo prazo (LTP) e depressédo de longa duragao
(LTD), sdo semelhantes as alteragdes sinapticas associadas a formagao de memoria

aprendizagem (Brown et al., n.d.; Volkow et al., 2019a).

Nesse sentido, a transigédo do uso recreativo de drogas para o uso problematico
manifesta-se num ciclo repetitivo de trés estagios denominados de compulséo (binge)
e intoxicacao, abstinéncia e afeto negativo, e preocupacéo/antecipagcao ou desejo
(craving). Esses estagios ocorrem como consequéncia das alteracbes neurais que
acontecem nas circuitarias envolvidas no sistema de recompensa e motivagédo, nas
funcdes executivas e na valéncia dos estimulos emocionais. E importante ressaltar
que cada estagio envolve diferentes circuitos neurobioldgicos, neurotransmissores e
caracteristicas comportamentais (Fig. 3). Além disso, a duragao e a intensidade de
cada ciclo irdo variar de acordo com a gravidade do SUD, bem como das propriedades

farmacoldgicas de cada substancia (Koob and Volkow, 2016; Volkow et al., 2016).
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Fig. 3: Estagios e neurocircuitos da neurobiologia do SUD. Na fase de intoxicagao e
compulsao, observa-se ativagdo das regides associadas ao prazer (representadas em azul),
em resposta a estimulos condicionados provenientes de areas vinculadas ao aumento da
sensibilizagdo (indicadas em verde). Em situagbes sem a presenga da substancia, regides
relacionadas as emoc¢des (em tom rosa) desencadeiam uma fase caracterizada por um estado
de humor negativo e maior sensibilidade ao estresse. Na fase de preocupacgéo e antecipacao,
a redugdo da responsividade do cértex pré-frontal (PFC) propicia o desenvolvimento de um
padrao compulsivo de uso da substancia. Os comportamentos ao longo dos trés estagios da
adiccao sofrem alteragdes conforme o individuo transita de um uso inicial recreativo para a fase
compulsiva da droga, resultado das adaptagbes neurais progressivas que ocorrem no cérebro
(Adaptado de Volkow et al., 2016).

O uso de drogas € capaz de reorganizar e promover mudangas plasticas nos
circuitos do sistema de recompensa e do comportamento adaptativo, principalmente
por um desbalangco nos niveis de neurotransmissores na via dopaminérgica
mesocorticolimbica e na via glutamatérgica corticolimbica (Bobadilla et al., 2017; Saal
et al., 2003; Simmons et al., 2019). Porém a etiopatogenia da adic¢gado € um processo
muito mais complexo na qual as pessoas apresentam diferentes susceptibilidades. Os
fatores de risco para o uso de drogas podem estar associados com questdes
biolégicas, tais como caracteristicas genéticas, doencgas psiquiatricas, alteragdes
hormonais, assim como com questdes culturais e socioeconémicas (Kendler et al.,
2019; Ouzir and Errami, 2016; Sinha, 2011).

Essa grande heterogeneidade na susceptibilidade para o uso de drogas
também promove diferengas na intensidade e na frequéncia de uso da droga e seus
dados associados, o que contribui para a complexidade do tratamento. Entender a
natureza e a gravidade do transtorno do paciente € de extrema importancia na
determinacédo do tratamento que pode ser por intervengdo comportamental,

farmacolégica ou ambos (Volkow and Blanco, 2023b) .
1.2 COCAINA

O nome cocaina tem origem da palavra aimara “Khoka” cujo significado é
“arvore” ou “planta”. Seu nome foi designado pelos indios bolivianos que foram
conquistados pelos Incas no século X. E extraida das folhas Erythroxylon coca e

Erythroxylon novogratanense, que eram mastigadas ou consumidas em forma de cha
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pela elite Inca com o intuito de aumentar forga e resisténcia, além dos efeitos de
euforia (Bailey, 1996).

Apesar do uso da cocaina ser registrado em escavagdes arqueoldgicas ha pelo
menos 4.500 anos, datando de quando civilizagdes andinas utilizavam a folha de coca
em rituais religiosos, ao longo da ultima década, houve uma expansao sem
precedentes no mercado global da cocaina, o que levou a consolidagdo de novos
mercados e novas rotas de trafico. Em 2021, o cultivo de cocaina chegou a 315.500
hectares, com uma producao total de 2.304 toneladas, sendo este o sétimo aumento
consecutivo em termos anuais. Dessa forma, em 2021, o mercado da cocaina bateu
seu recorde mundial em termos de cultivo, produgao e apreensdo. Além disso, uma
vez que o atual mercado global de cocaina é o resultado de uma combinagao da oferta
e procura, em 2021, o numero de pessoas que utilizaram cocaina chegou a 22 milhdes
no mundo (World drug report, 2023).

O Brasil consome 20% do mercado mundial de cocaina, sendo o 2° maior
consumidor dessa droga no mundo. Além disso, devido a localizagdo geografica do
territorio brasileiro, o qual faz fronteira com os grandes produtores de coca — Colémbia,
Peru e Bolivia —, o Brasil acaba se tornando uma das principais rotas para o trafico
(Abdalla et al., 2014). Como consequéncia, em 2021, houve também um recorde na
quantidade de mortes devido ao uso de cocaina, bem como da quantidade apreendida
pela policia (Fig. 4) (World drug report, 2023).

Deaths attributed to cocaine use disorders in Brazil, by federal unit, 1996-2021
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Fig 4: NUumero de mortes devido ao uso de cocaina no Brasil entre os anos de 1996 e 2021
(UNODC, 2022).

A cocaina € um alcaldide tropano, que age como um potente anestésico local,
vasoconstritor e psicoestimulante. Seu uso recreacional ocorre devido a sua
capacidade de induzir um intenso estado de euforia e prazer, melhora no desempenho
cognitivo e motor, e pela diminuigdo da sensacéo de cansacgo e fome (Taylor et al.,
2013). Seu mecanismo de acdo consiste principalmente no bloqueio dos
transportadores de membrana das monoaminas dopamina, serotonina, noradrenalina,
0 que aumenta a biodisponibilidade destes neurotransmissores nos terminais

sinapticos (Argilli et al., 2008).

Os niveis elevados de dopamina induzidos pela cocaina levam a um aumento
de sua sinalizacdo via receptores dopaminérgicos que estdo relacionados com
alteragdes na expressao de genes e proteinas (Nestler, 2012). A ativacdo de D1
aumenta os niveis de AMPc, que ativa a proteina quinase A (PKA) e a quinase
regulada por sinal extracelular (ERK) (Andrianarivelo et al., 2019; Zhang et al., 2017).
Isso leva a ativacado de fatores de transcricdo como delta FosB (AFosB), fator de
transcricao regulado por AMPc (CREB), fator 2 de aumento de miécitos (MEF2) e fator
nuclear kappa B (NF-kB) (McClung and Nestler, 2003; Pulipparacharuvil et al., 2008;
Russo et al., 2009), que estado relacionados a altera¢des na expresséo de genes e
proteinas que regulam a expressao de receptores, morfologia celular e excitabilidade
neuronal (Fig. 5). Por exemplo, a expressao de AFosB esta associada a formagao
e/ou manutencao de espinhas dendriticas em neurbnios D1 e D2 no NAc apods
exposicao crénica a cocaina, enquanto o aumento da atividade do MEF2 exibiu o

efeito oposto (Lee et al., 2006).
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Fig 5: A cocaina altera os niveis de dopamina na via mesocorticolimbica do cérebro por bloquear a
recaptagdo através do bloqueio de DAT. Consequentemente, a ativacdo de receptores D1 e D2
estimula cascatas de sinalizagdo intracelulares que modulam processos de neuroplasticidade no

sistema de recompensa (Rooge and Wood, 2013).

Além disso, a cocaina também €& capaz de interagir de forma indireta com
outras vias de neurotransmissores, como a glutamatérgica e a GABAérgica (Bregin et
al., 2019; Wolf and Ferrario, 2010). Por exemplo, em ratos, a auto administracéao
aguda ou cronica de cocaina induziu LTD e reduziu a fosforilagdo de CREB mediada
pelo receptor mGIuR1/5 no estriado (Hoffmann et al., 2017). Além disso, uma unica
dose de cocaina é suficiente para aumentar a razdo AMPA/NMDA, o que sugere um
aumento na transmissido sinaptica excitatéoria mediada por AMPA em neurbnios

dopaminérgicos (Yuan et al., 2013).

Dessa forma, a cocaina modifica cascatas de sinalizacdo que ocorrem durante
processos neuroplasticos e altera a conectividade funcional do cérebro ao induzir
adaptagdes em processos de memoria e aprendizado relacionados com o reforgo
positivo no sistema de recompensa (Fig 5). Consequentemente, a cocaina acaba
sendo uma das drogas mais utilizadas, apesar de seus efeitos deletérios (Llischer and
Bellone, 2008; Nutt et al., 2007; Pascoli et al., 2011).
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1.3 COCAINA E INFLAMAGAO

Embora alteragbes no sistema dopaminérgico e glutamatérgico sejam
consideradas a chave nas alteragdes neurobiolégicas que regulam o comportamento
motivado, sabe-se que as drogas de abuso também podem alterar outros sistemas de
neurotransmissao, bem como modular outras vias moleculares, incluindo vias
inflamatodrias (da Silva et al., 2023). Nos ultimos anos, pesquisadores tém destacado
as respostas imunes induzidas pelo uso de psicoestimulantes, uma vez que pode
ocorrer a ativagcado de diferentes células imunolégicas e alteragbes nos niveis de
mediadores inflamatdrios, central ou perifericamente, apés a exposicao aguda e
cronica a essas drogas (Bravo et al., 2023; Fox et al., 2012; Zaparte et al., 2019).
Porém os mecanismos pelos quais os psicoestimulantes podem levar ao aumento da
inflamacdo ndo sdo completamente compreendidos, bem como as consequéncias

neurais e comportamentais.
1.4 CELULAS MICROGLIAIS

As micréglias séo células residentes do sistema imunoldgico que consistem em
cerca de 5-10% de células cerebrais. Eles sdo as primeiras a responder a insultos
patogénicos, ajudando na manutengcao da homeostase do SNC. Dessa forma, elas
ocupam nichos estratégicos, distribuidas em torno dos somas neuronais, axénios,
dendritos e vasos sanguineos, abrangendo todo o cérebro (Grabert et al., 2016; Morin-
Brureau et al., 2018). Assim, as fun¢des microgliais adaptam-se a sua localizagéo e
as interacdes reciprocas com células e estruturas proximas. Além disso, a populagao
microglial € bem heterogénea, com distribuicdo espacial associadas a diferentes
caracteristicas morfolégicas e perfil molecular que dependem do microambiente
(Grabert et al., 2016; Jarvis et al., 2020; Stratoulias et al., 2019).

Esta célula foi estudada pela primeira vez em 1899, pelo pesquisador Nissl que
a descreveu como uma entidade celular distinta com capacidade migratéria e
fagocitica. Além disso, devido a sua morfologia, ela foi inicialmente chamada de
“Stabchenzellen”. Ja em 1913, Ramon y Cajal chamou a micréglia, juntamente com
os oligodendrécitos, de "terceiro elemento”, sendo os neurdnios e os astrécitos o
primeiro e o segundo elementos, respectivamente. Porém, em 1932, Pio del Rio-

Hortega introduziu o termo “microglia” e as descreveu fenotipicamente com morfologia
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ameboide, que entram em todas as regides do cérebro durante o desenvolvimento
inicial. J&4 no cérebro maduro, apresentam um fendétipo morfolégico ramificado no
estado homeostatico, mas adquirem uma morfologia amebdide durante eventos
patolégicos, com aumento de sua atividade fagocitica (Helmut et al., 2011a; Paolicelli
et al., 2022; Prinz et al., 2019).

Devido a sua fungédo imunossensora, a micréglia expressa uma infinidade de
receptores envolvidos nas fungcdes imunes inatas, principalmente os receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs), como os receptores toll-like (TLRs), receptores
semelhantes ao gene 1 induzivel por acido retindico (RIG-1) e receptores semelhantes
ao dominio de oligomerizacao de ligagao a nucleotideos (NOD) (NLRs) (Frank et al.,
2019; Nimmerjahn et al., 2005). Esses receptores reconhecem padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPs) e padrdes moleculares associados a danos
(DAMPs), desencadeando uma resposta inflamatéria . Nesse sentido, essas células
se polarizam para um fendtipo com caracteristicas morfolégicas e perfil secretor de
citocinas especificos para desempenhar fungdes como: fagocitose de neurdnios
apoptaticos e restos celulares, protecdo do cérebro contra infecgdes, eliminacdo do

patdgeno e reparo tecidual (Helmut et al., 2011a; Rodriguez-Gémez et al., 2020).

Além disso, essas células sado tdo versateis e dinamicas que nao apenas
regulam fungdes imunoldégicas no SNC, mas também participam da formacgao de
vasos sanguineos cerebrais, da arquitetura da barreira hematoencefélica, no
desenvolvimento e/ou modulacao de circuitos neuronais, participando ativamente de
processos como excitabilidade neural, neurogénese, morte celular programada,
sobrevivéncia celular e proliferagdo e, curiosamente, da regulacdo de
comportamentos (Araki et al., 2020; Ferrini and De Koninck, 2013; Parkhurst et al.,
2013a; Zhou et al., 2019) .
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Fig 6: Participagao da microglia em processos neurofisiolégicos como desenvolvimento neuronal (a),
neurogénese adulta (b), interagdes sinapticas (c), e em transtornos psiquiatricos e doencgas
neurolégicas (d) (Adaptado de Wake et al., 2013).

Em relagdo ao papel da micréglia no remodelamento dos circuitos neurais,
ocorre devido a sua capacidade de alterar elementos pré e pds-sinapticos, alterando
entdo a morfologia das sinapses. Isto é feito através da liberagao de fatores troficos
ou do contato direto microglia-neurénio (Ferrini and De Koninck, 2013; Sipe et al.,
2016; Weinhard et al., 2018a). Essa remodelagdo sinaptica pode ocorrer pela
liberacdo de fatores tréficos que induzem a proliferacdo e sobrevivéncia celular
envolvendo como o BDNF e IL-10 (Lim et al., 2013; Parkhurst et al., 2013b), entre
outros. Além disso, sinais que envolvem TNF e IFN-y podem regular a poda sinaptica,
eliminando o excesso de sinapses imaturas (Aw et al., 2020; Yli-Karjanmaa et al.,
2019).

Varias substancias secretadas pelos neurdnios, como 0s neurotransmissores,
podem controlar a capacidade da microglia de alterar a morfologia das sinapses. Isto
€ conseguido através da ativagao de varios receptores expressos pelas células gliais,
incluindo receptores metabotrépicos e ionotropicos (Helmut et al., 2011b). A
comunicagao microglia-neurdnio através do CX3CL1, liberado pelos neurdnios, e dos
receptores CX3CR1, expressos pela microglia, € sao importante para a excitabilidade

neuronal (Bolds et al., 2018; Reshef et al., 2017)[100,101]. Por exemplo, a liberagao
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de IL-1pB pela estimulagdo de CX3CR1 aumenta a liberagao de glutamato, levando a
ativagao do receptor NMDA pds-sinaptico. O TNF, outra importante citocina liberada
pela microglia, também regula a homeostase dos receptores AMPA e pode aumentar
a neurotransmisséo glutamatérgica (Bertot et al., 2019; Sriram et al., 2006; Stellwagen
and Malenka, 2006). Assim, essas células podem remodelar redes neuronais ou

controlar as propriedades sinapticas.

Além disso, a remodelagao sinaptica mediada por outros receptores como o
complemento CR3 e receptores purinérgicos. Nesse sentido, a micréglia fagocita
espinhas dendriticas e trogdcitos pequenas porgdes de axdnios por essas diferentes
vias. A atragdo do processo microglial aos dendritos para fornecer contato com os
neurénios € mediada pelos receptores P2RY12 (Sipe et al., 2016; Weinhard et al.,
2018a). Nesse sentido, os componentes do complemento C1q, C3 e C4, expressos
por neurdnios, funcionam como alvos para micréglia. Na verdade, as sinapses podem
ser eliminadas pelo reconhecimento do C3 sinaptico pelo CR3 microglial. A deplecao
dessas células gliais ou a inibicdo do sistema complemento no cérebro de
camundongos adultos afeta a remogdo da memdria no teste de medo contextual
(Schafer et al., 2012; C. Wang et al., 2020) Além disso, a modulagcdo da conexao
neuronal pela micrdglia também pode ocorrer através da formagao de sinapses
funcionais. A micréglia pode fagocitar a matriz extracelular, estruturas pré-sinapticas
de trogdcitos e induzir a formagao e extenséo de filopddios (Bolos et al., 2018; Nguyen
et al., 2020; Weinhard et al., 2018b).

Por fim, é importante ressaltar que a micréglia pode modular a atividade de
outras células gliais, 0 que também esta relacionado a plasticidade sinaptica. Por
exemplo, ATP e TNF liberados pela microglia aumentam a liberagdo de glutamato
pelos astrocitos através dos receptores P2Y1 e TNF, o que altera a transmisséao
sinaptica (Pascual et al., 2012). A liberagdo de ATP pelos astrocitos também pode
atrair processos da microglia para essas regides. Além disso, a liberacdo microglial
de BDNF pode atuar nos receptores TrkB dos oligodendrdcitos, o que é importante
para a mielinizacdo e a memoria reguladas pela atividade (Geraghty et al., 2019).
Assim, a interacdo glia-glia é uma comunicagao essencial para regular a

neuroinflamacéao e atuar como escultora da plasticidade sinaptica.
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As alteragbes sinapticas que ocorrem apos a exposigao a drogas de abuso tém
sido o foco principal dos estudos das bases neurobioldgicas do desenvolvimento do
SUD (Luscher and Bellone, 2008; Wright and Dong, 2020). No entanto, as potenciais
contribuigdes de células ndo neuronais (por exemplo, microglia e astrocitos) para as
adaptagdes neurais e alteragcbes comportamentais que ocorrem no SUD haviam sido
ignoradas ao longo dos anos. De forma interessante, a ativagdo microglial demonstrou
ser capaz de modular a atividade do sistema de recompensa, principalmente porque
0s neurbGnios dopaminérgicos apresentam alta suscetibilidade a sinais
neuroinflamatdrios (Douma and de Kloet, 2020; Taylor et al., 2015). Por exemplo, na
via mesolimbica, o nocaute do receptor D3 ou inibicdo farmacoldégica promoveu um
aumento dos niveis BDNF, ativagcdo microglial e densidade sinaptica, o que foi
impedido pelo inibidor da micrdglia minociclina (J. Wang et al., 2020, 2018). Nesse
sentido, essas células poderiam ser essenciais na patogénese do transtorno por uso

de substancias.

De fato, evidéncias apontam aumento da atividade de células microgliais apds
0 uso de drogas. Fatias cerebrais de usuarios de cocaina apresentam um aumento da
expressao de aglutinina-1 de ricinus communis (RCA-1) — uma lectina que se liga
especificamente a microglia — e também da expressdo de CD68 em relagdo aos
pacientes controles (Little et al., 2009). Em primatas ndo humanos, cortes do estriado
de macacos submetidos ao paradigma de autoadministracdo de cocaina por
aproximadamente 15 meses apresentaram maior ligacédo de [3H]JPK11195 — um
marcador para a proteina translocadora microglial de 18 kDa (TSPO) (Smith et al.,
2019). Além disso, usuarios crénicos de METH — outra droga psicoestimulante —
apresentam um aumento da expressao de Iba-1 no hipocampo (Mahmoudiasl et al.,
2019).

1.5 RECEPTORES DE RECONHECIMENTO DE PADRAO (PRRS)

Nesse sentido, estudos avaliaram a capacidade dos psicoestimulantes
ativarem, de forma direta, os PPRs presentes na micrdglia. Assim, as drogas de abuso
sdo reconhecidas como substancias exdgenas que, ao atravessarem a barreira
hematoencefalica, sdo capazes de induzir uma neuroinflamagao crbnica e persistente,
caracterizada por alteragdes na expressao de citocinas no SNC (Lacagnina et al.,
2017; Schwarz et al., 2013).
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Os PRRs sdao uma classe de receptores cuja principal funcdo € o
reconhecimento de estruturas moleculares especificas presentes na superficie de
patogenos, bem como de células em processo apoptose. Estes receptores sao
compostos basicamente por dominios de reconhecimento de ligantes, dominios
intermediarios e dominios efetores. Apds se ligarem em seus respectivos ligantes, os
PRRs recrutam moléculas adaptadoras através de seus dominios efetores, dando
inicio entdo a ativagéo de vias de sinaliza¢ao inflamatdérias cujo objetivo é restabelecer
a homeostase do hospedeiro. Sdo divididos em 5 familias: toll-like receptors (TLRs),
C-type lectin receptors (CLRs), nucleotide-binding domain, leucine-rich repeat (LRR)-
containing (or NOD-like) receptors (NLRs), RIG-I-like receptors (RLRs), e os AIM2-like
receptors (ALRs) (Li and Wu, 2021).

Em um elegante estudo, Northcutt et al. (2015) demonstrou in silico o ensaio
de docking e ligacdo competitiva de que a cocaina pode se ligar diretamente ao
dominio classico do fator de diferenciacdo mieléide 2 (MD-2) no TLR4 (Northcutt et
al., 2015). Em culturas de células microgliais e modelos animais, a cocaina aumenta
a expressao de TLR4, bem como de outros componentes da via deste receptor —
MyD88, IRAK1, TRAF6 e NF-kB (Brown et al., 2018a; Periyasamy et al., 2018; Zhu et
al., 2021).

1.5.1 TLRs

Os TLRs sao a linha de frente do sistema imune inato em diferentes tipos de
espécies, desde insetos até mamiferos como os humanos. Esta foi uma das primeiras
familias de PRR a serem descobertas, sendo encontrada pela primeira vez em 1994.
Atualmente, existem 10 tipos de TLRs em humanos (TLR1-10) e 12 em camundongos
(TLR1 — TLR9, TLR11 — TLR13). Os TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 e TLR10 se
localizam na superficie celular, enquanto os TLR3, TLR7, TLR8, TLR9, TLR11, TLR12
e TLR13 sao intracelulares. Os diferentes membros da familia TLRs sao expressos
diferencialmente entre as células do sistema imunolégico e parecem responder a

diferentes estimulos (El-Zayat et al., 2019; Fitzgerald and Kagan, 2020).

Os TLRs séo glicoproteinas transmembrana tipo | e sdo compostos por uma
regido extracelular, uma regido transmembrana e uma regido intracelular. Seu

dominio extracelular é caracterizado por repeti¢gdes ricas em leucina (LRR), sendo
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essa regiao responsavel pelo reconhecimento dos PAMPs e DAMPs. Ja seu dominio
citoplasmatico contém o mesmo dominio Toll/IL-1R (TIR) que IL-1R, que possui trés
sequéncias de aminoacidos conservadas, que sdo chamadas de cassetes, sendo

responsavel por iniciar a transducado da sinalizag&o intracelular (El-Zayat et al., 2019).
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Fig 7: Estrutura dos receptores TLRs, que sado formados por estruturas transmembranas, um
dominio extracelular caracterizado por LRR e um dominio intracelular que contém o dominio TIR (Zayat
etal., 2019).

Como dito anteriormente, uma caracteristica dos PRRs é o recrutamento de
moléculas adaptadoras através de seus dominios efetores apds se ligarem em seus
respectivos ligantes. Nesse sentido, os dominios TIR podem se ligar a diferentes
proteinas adaptadoras presentes na regido citoplasmatica. Dependendo do tipo
dessas proteinas, a sinalizacdo dos TLRs pode ser dividida em vias dependentes do
fator de diferenciagao mieldide 88 (MyD88) ou independentes de MyD88. De forma
interessante, apenas o TLR4 é capaz de ativar as duas vias (Ciesielska et al., 2021;
Fitzgerald and Kagan, 2020; T. Yang et al., 2020).

O TLR4 interage com MD-2 e induz a dimerizagédo dos ectodominios das duas
moléculas de TLR4. Na sinalizacdo MyD88 dependente, o TIR interage com as

proteinas adaptadores, TIRAP (também chamado de Mal) e MyD88. Na verdade, o
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TIRAP ligado ao TLR4 recruta o MyD88, que se liga a quinase associada ao receptor
da interleucina-1 (IRAK) 1 e 2, formando um complexo de sinalizagdo submembranar
denominado midossoma. O myddosome recruta a ubiquitina ligase E3 (TRAFG6), que
desencadeia uma cascata de sinalizagao envolvendo a quinase TAK1 e que fosforila
e ativa as quinases IkBa/p (IKKa/B), permitindo a translocagcdo do NF-kB para o
nucleo. Além disso, a TRAF6 e TAK1, as MAP quinases sao fosforiladas para ativar
os fatores de transcrigdo AP-1 e CREB (Brubaker et al., 2015; Ciesielska et al., 2021).

Na via MyD88 independente, a proteina adaptadora TRAM é recrutada,
facilitando a interagdo do TRIF com o TLR4. Em seguida, ocorre a ativagao da
ubiquitina ligase TRAF3 seguida pela ativagdo de IKK quinases nao canodnicas:
quinase de ligacdo a TANK 1 (TBK1) e IKKe. TBK1 o TRIF que & necessario para
recrutar o fator regulador do interferon (IRF) 3. O IRF3 também é fosforilado pelo TBK1
e entao se dissocia do TRIF, dimeriza e transloca para o nucleo. Finalmente, o IRF3
e, em menor extensao, também o IRF7 ativado por TBK1 induzem a expresséo de
genes que codificam o IFN tipo |, a quimiocina CCL5/RANTES e genes regulados por
IFN como os que codificam a quimiocina CXCL10/IP-10. Além disso, o TRIF induz a
ativacado tardia de NF-kB por meio do recrutamento e ativacdo de TRAF6 ou
serina/treonina-proteina quinase 1 que interage com o receptor (RIPK1). O RIPK1
interage com o RIP (RHIM) presente no terminal C do TRIF, que também é
reconhecido pelo RIPK3 (Ciesielska et al., 2021; Ullah et al., 2016).
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Fig 8: Vias intracelulares de ativagdo do TLR4, que pode ser MyD88 dependente ou

independente, levando a translocagéo de fatores de transcrigdo como o NF-kB (Zhang et al., 2019).

Em ambas as vias, ocorre a translocag¢ao do NF-kB, que representa uma familia
de fatores de transcricao que regulam uma grande variedade de genes envolvidos em
diferentes processos de respostas imunes e inflamatérias. Esta familia € composta
por cinco membros estruturalmente relacionados, incluindo NF-kB1 (também
denominado p50), NF-kB2 (também denominado p52), RelA (também denominado
p65), RelB e c-Rel, que medeiam a transcricdo de genes alvo pela ligagdo a um
elemento especifico de DNA (Liu et al., 2017; Yu et al., 2020).

A producgdo de citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a e IL-6, € induzida
diretamente pelo NF-kB, enquanto a produgao de IL-13 € regulada em duas etapas:
transcricao e maturagao. A IL-1B é primeiramente induzida como um precursor inativo
denominado pro-IL-1B pelo NF-kB. Em seguida, a pro-IL-1B € entdo clivada pela
caspase-1 ativa, uma cisteina protease que esta envolvida no complexo do

inflamassoma (Kelley et al., 2019).
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1.5.2 NLRP3/CASP1/IL-1B

Os inflamassomas sao complexos multiproteicos com atividade proteolitica
que regulam a maturagdo das citocinas pré-inflamatoérias como IL-18 e IL-18. Os
inflamassomas s&o compostos por PRRs citosdlicos sensiveis ao ligante, como os
NLR ou AIM2, a adaptadora ASC com dominio CARD e no efetor — caspase-1 ou
caspase-11 (Broz and Dixit, 2016).

O inflamassoma NLRP3 é atualmente o mais caracterizado, sendo este de
extrema importancia na defesa contra infec¢gdes bacterianas, fungicas e virais. No
entanto, tem sido associado a patogénese de varias outras doengas, incluindo
doengas neurologicas e psiquiatricas como Doenga de Alzheimer, depressao,

Parkinson e etc (Kelley et al., 2019).

O NLRP3 é um membro da familia NALP e é composto pelo NLR, que contém
um dominio de pirina amino-terminal 3 (PYD), um dominio central de ligacdo a
nucleotideos e oligomerizagdo (NOD; também conhecido como dominio NACHT) e
um dominio de repeticdo rica em leucina (LRR) C-terminal. A formacdo do
inflamassoma NLRP3 ocorre uma vez que o dominio PYD do NLRP3 interage com o
dominio PYD do ASC, e o dominio NOD possui atividade ATPase necessaria para a
oligomerizacdo de NLRP3 apds a ativagao. Essas proteinas entdo se oligomerizam e
recrutam a pro-caspase 1 via ASC, uma vez que as pro-caspase 1 sequéncia CARD
da pro caspase-1 se liga a sequéncia CARD do ASC. Por fim, o0 agrupamento da proé-
caspase-1 induz a auto-clivagem da mesma e a formagao da caspase-1. Tanto o PYD
quanto o CARD pertencem a superfamilia do death domains (DD) e exibem
caracteristicas estruturais comuns aos membros desta familia, como por exemplo
natureza helicoidal que leva a formacdo de complexos filamentosos, permitindo a
amplificagdo do sinal e ativagao alostérica de moléculas efetoras como as caspases.
A caspase 1 é responsavel pela clivagem da pro-IL-13 e da pro-IL-18, gerando a forma
ativa da IL-1B e da IL-18, respectivamente (Accogli et al., 2023; Kelley et al., 2019).
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Fig 9: Estrutura do inflamassoma NLRP3, que é composto pela proteina NLRP3, pela ASC e
pela caspase-1 (Sonessa et a., 2020).

Para a ativacdo do inflamassoma NLRP3 sido necessarios dois estimulos,
sendo o primeiro chamado de priming e o segundo de sinal de ativacéo. A fungao do
priming € induzir a expressao dos precursores da inflamagao: pro-IL-183, pro-IL-18 e
NLRP3. Dessa forma, os estimulos de priming séo os ligantes dos receptores TLR,
que via a ativagdo do NF-kB induzem a transcricdo dos genes NIrp3 e ll1b. Em
seguida, o segundo sinal que € o sinal de ativagao ira induzir o recrutamento dos
outros componentes (ASC e caspase 1) para formar o complexo do inflamassoma.
Este segundo sinal pode ser alteragdes nos niveis de ATP, fluxos de ions e etc
(Accogli et al., 2023; Kelley et al., 2019).
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1.5.3 Papel do TLR4 e da via NLRP3/Casp1/ll-1B em processos de plasticidade

sinaptica

Evidéncias demonstram que a participagdo da microglia na regulagdo dos
processos de plasticidade sinaptica pode ser via ativacdo dos PRRs TLR4 e NLRP3.
A ativacao do TLR4 aumenta a ativagao microglial, levando a alteragées no tamanho
e na densidade das espinhas dendriticas, bem como na expressao das proteinas
relacionadas a plasticidade sinaptica (Kondo et al., 2011; Xiao et al., 2021). Por
exemplo, a ativagdo microglial via TLR4 induzida pela administragdo de LPS resultou
em um aumento temporario na frequéncia espontdnea de EPSC das células
piramidais CA1 do hipocampo (Gao et al., 2014), além de controlar a proliferagao e

diferenciacao neuronal (Rolls et al., 2007).

Além disso, o TLR4 desempenha um papel na fisiologia sinaptica do NAc e no
comportamento de recompensa das drogas. Animais TLR4” possuem uma
diminuicao na razdo AMPA/NMDA do NAc, sugerindo uma diminuicdo na forga pos-
sinaptica causada por uma transmissdo reduzida de AMPA ou aumento da
transmissdo NMDA. Além disso, estes animais também exibem déficits na LTD no
NAc, em paralelo com déficits na aprendizagem associadas a recompensa (Kashima
and Grueter, 2017). Por fim, a ativacao de TLR4 na VTA por injecao local de LPS foi

suficiente para produzir uma elevacao de dopamina no NAc (Nie et al., 2018).

Assim, o envolvimento da sinalizagdo TLR4 tem sido sugerido em varios
disturbios neuronais, incluindo disturbios neurodegenerativos, depresséo, ansiedade
e até mesmo SUD (Brown et al., 2018a; Femenia et al., 2018; K. Zhang et al., 2020).
Por exemplo, o bloqueio de TLR4 protege contra alteragdes cognitivas e desregulagao

sinaptica induzidas pela morfina (Muscat et al., 2023).

Em relagdo a via NLRP3, ja é bem estabelecido que a IL-138 pode impactar de
forma negativa ou positiva os processos de plasticidade sinaptica, dependendo de sua
concentracdo . Por exemplo, em modelo de estresse crénico, a sinalizagdo de
caspase-1 / IL-1B induz alteragcbes nos receptores AMPA e déficit cognitivo (Taoro-
Gonzalez et al., 2018). Além disso, niveis elevados de IL-1[3 inibem processos de LTP
no hipocampo, contribuindo para a disfuncdo da memdria (Bellinger et al., 1993;
Cunningham et al.,, 1996). Animais KO para o IL-1R apresentam alteragdes na
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arquitetura sinaptica dos neurdnios do hipocampo, incluindo diminuicdo da expressao
da proteina pés-sinaptica PSD95 (Tomasoni et al., 2017). Nesse sentido, a inibigao
do inflamassoma NLRP3 aumenta a expressao de AMPA, bem como os os niveis de
CaMKIl e CREB no hipocampo, contribuindo para o processos de LTP (Wang et al.,
2022).

1.6 VIA DAS QUINURENINAS

O triptofano € um aminoacido essencial adquirido por meio da dieta, e sua
principal funcao é a formacéao de proteinas. Este aminoacido pode ser convertido em
diversas moléculas bioativas, como a serotonina, melatonina e quinurenina. Porém
apenas cerca de 5% do triptofano é convertido em serotonina, sendo os 95%
restantes convertido em quinurenina (KYN) e seus metabdlitos. Nesse sentido, a via
das quinureninas € a principal via de degradagao do triptofano e € importante para
diversos processos fisioldgicos, como a regulagdo de fungbes imunoldgicas
(Mithaiwala et al., 2021).

Nesse sentido, essa via também é de extrema importancia durante eventos
patolégicos, sendo regulada por diferentes vias inflamatérias, como a via do TLR4
(Bahraoui et al., 2020; Salazar et al., 2017), a via do inflamassoma (Jeon et al., 2017;
S. Zhang et al., 2020) e também pelos niveis das citocinas (Zunszain et al., 2012). Por
exemplo, a ativacdo do complexo TLR4/MD2 em mondécitos induz a ativagao da
enzima IDO, sendo este efeito revertido pelo LPS-RS, um antagonista do receptor
TLR4 (Bahraoui et al., 2020), sendo esse mecanismo importante no desenvolvimento
do comportamento tipo depressivo (Hemmati et al., 2019a). Além disso, em outro
modelo animal de depressao, a ativagao da via TLR4/NLRP3 sao capazes de induzir
o aumento da IDO e, consequentemente, induzir o comportamento tipo depressivo
(Hendawy et al., 2023). Nesse sentido, podemos observar que ha uma interagao entre
essas vias inflamatdrias, sendo estes importantes no desenvolvimento de alteragées

comportamentais.

Na via das quinureninas, o triptofano é oxidado em n-formil-quinurenina
principalmente pela enzima indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO) e, em menor
proporgcao, pela enzima triptofano-2,3-dioxigenase (TDO). Em seguida, a n-formil-
quinurenina € entao metabolizada em KYN pela quinurenina formamidase. A KYN
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entdo pode ser metabolizada em acido quinolinico (QA) pela quinurenina 3-
monooxigenase (KMO). Por outro lado, a KYN também pode ser metabolizada em
acido cinurénico (KYNA), pela agdo da enzima quinurenina aminotransferase (KAT)
(Mithaiwala et al., 2021).

As enzimas envolvidas no metabolismo do triptofano ao longo da via da
quinurenina (KYN) estéo localizadas em todo o corpo, inclusive no cérebro, onde a
maior parte do metabolismo da quinurenina ocorre nas células gliais. De forma
interessante, a KMO é expressa principalmente pelas células microgliais, enquanto a

KAT é expressa principalmente pelos astrécitos (Haroon et al., 2011).
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Fig 10: Via das quinureninas. A ativacdo de IDO pelas citocinas em células imunes periféricas
ou cerebrais, como os macrofagos e as microglias, leva a produgao de quinurenina, que € convertida
em KA por KAT-II em astrécitos ou acido quinolinico por quinurenina-3-monooxigenase (KMO) e acido
3-hidroxi-antranilico oxigenase (3-HAO) nas micréglias. Através do bloqueio do a7nAChR, o KA pode
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reduzir a liberagao de glutamato, bem como a liberagdo de dopamina, os quais podem alterar processos
de neurotransmissao. Por outro lado, o acido quinolinico, através da ativagao do receptor NMDA, pode
aumentar a liberagao de glutamato, bem como levar a peroxidagao lipidica, também contribuindo para

alteragbes na neurotransmissao (Haroon et al., 2011).

Estes metabdlitos da via das quinureninas tém recebido grande atencéo devido
a sua capacidade de controlar processos de neurotransmissdo. Por exemplo, o QA
atua como agonista do receptor NMDA, enquanto a KYNA atua como antagonista
atuando principalmente no sitio da glicina (Jhamandas et al., 2000; Potter et al., 2010).
Nesse sentido, essa via tem sido estudada em diversas doengas neurodegenerativas
e neuropsiquiatricas (Mithaiwala et al., 2021). Dessa forma, alteragdes na via IDO

também poderiam estar relacionadas ao SUD.

Pouco se sabe sobre os efeitos da cocaina na via das quinureninas. O primeiro
estudo da literatura sobre a via IDO em usuarios de cocaina observou uma reducao
do acido antranilico, um dos metabdlitos da via, além de redugao dos niveis de KYNA
(Araos et al., 2019; Patkar et al., 2009). Além disso, em modelos animais, a inibigao
da KMO foi capaz de prevenir a recaida por cocaina. Porém mais estudos sao
necessarios para o real entendimento do papel da via IDO nas alteracdes neurais e

comportamentais que ocorrem apos o uso de cocaina.

Em suma, embora existam evidéncias de que a micréglia possa participar da
neurobiologia da adicgao, os estudos nesta area ainda sdo escassos. Além disso,
pouco se sabe sobre quais seriam as vias inflamatorias que estariam envolvidas nas
alterac¢des neurais induzidas pelas drogas de abuso. Nesse sentido, a elucidagao do
papel da neuroinflamagdo nas adaptagdes plasticas induzidas por drogas se torna
necessaria a fim de se obter uma melhor compreensao da fisiopatologia da adicgao e

o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Testar a hipotese de que vias associadas a atividade microglial estao

envolvidas na neurobiologia do transtorno por uso de cocaina.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Testar a hipotese de que a microglia participa das alteragdes moleculares
que ocorrem apos a administracao de cocaina.

2.2.1 Testar a hipétese de que a via do receptor TLR4 participa das alteragdes
moleculares e comportamentais induzidos por cocaina.

2.2.2 1 Testar a hipétese de que a via do NLRP3/CASP1/IL-1B participa da
sensibilizacdo comportamental e do CPP induzidos por cocaina.

2.2.3 Testar a hipétese de que a via IDO participa da sensibilizagao

comportamental e do CPP induzidos por cocaina.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados camundongos WT da linhagem C57BI/6, machos e fémeas,
com idade entre 8 e 10 semanas, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG). Os camundongos knockout para o receptor TLR4
(TLR47), para o inflamassoma NLRP3 (NLRP3"") e para a enzima caspase 1 (CASP1-
») foram gentilmente doados pelo Prof. Dr. Sérgio Costa, e os camundongos knockout
para a enzima IDO (IDO”) foram gentilmente doados pela Prof. Dra. Vivian
Vasconcelos. Os camundongos fémeas foram utilizados apenas nos experimentos
cujo objetivo era avaliar as vias NLRP3, CASP1 E IDO.

Os animais ficaram alojados em gaiolas plasticas e tiveram livre acesso a agua
e comida, sendo mantidos em ciclo claro/escuro a cada 12 horas com temperatura
local de 24 °C. Todos os experimentos foram realizados de acordo com os principios
éticos de experimentacdo com animais, adotados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFMG, sendo este projeto aprovado pelos protocolos CEUA
n® 381/2019 e 325/2022.

3.2 Drogas

Para a realizagdo do presente estudo, foram utilizadas as seguintes drogas:
cocaina (Merck & Co.Inc.®) diluida em solugdo salina (NaCl 0,9%); pexidartinib
(PLX3397 — MedChemExpress) diluido em dimetilsulféxido (DMSO - Neon) 1%,
polietilenglicol 300 (PEG-300 - Synth) 45%, Tween-80 5%; monofosforil lipidio
A (MPLA) diluido em trieltilamina 1% e 1-metil-D-triptofano (1-MT) diluido em solug&o
salina (NaCl 0,9%).

3.3 Testes comportamentais
3.3.1 Sensibilizagao comportamental

A sensibilizagdo comportamental € caracterizada pelo aumento de um
determinado comportamento como, por exemplo, a atividade locomotora, apos a
administracao repetida de uma droga. Dessa forma, a sensibilizagdo comportamental
€ um modelo de plasticidade sinaptica entre o uso recreativo para o uso abusivo de
uma droga (Kdks, 2015; Smith et al., 2016).
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No teste de sensibilizagcdo comportamental, os animais foram submetidos ao
campo aberto para avaliagdo da atividade locomotora. O equipamento consiste em
uma arena circular com aproximadamente 120 cm de didmetro, circundada por uma
parede circular de 45 cm de altura. Os animais foram colocados individualmente no
centro da arena e foi avaliada a distancia total percorrida por 30 minutos durante 7
dias. Nos dois primeiros dias, os animais eram apenas colocados na arena para que
houvesse uma habituagcdo com o ambiente, e pudesse ser observada a atividade
locomotora basal dos animais. Ja do 3° ao 7° dia, os animais foram tratados com
cocaina na dose de 15 mg/kg por via intraperitoneal (i.p.) ou solugédo salina, e
imediatamente colocados no aparato (Fig. 11). A arena foi limpa com alcool 70% entre
os testes com cada animal, bem como as fezes de cada roedor foram retiradas da
caixa antes do teste seguinte. O teste foi filmado e analisado pelo software ANY-maze

(versao 6.0).

4
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Fig 11: Protocolo experimental da sensibilizagado comportamental.

- Para testar a hipdtese de que a microglia participa da sensibilizagao
comportamental induzida por cocaina, camundongos C57BIl/6 foram tratados com
PLX3397 durante 21 dias, com o objetivo de depletar a microglia desses animais. Nos
ultimos 7 dias deste tratamento, os animais foram submetidos a sensibilizagao
comportamental.

- Para testar a hipdtese de que o receptor TLR4 participa sensibilizagao
comportamental induzida por cocaina, camundongos machos WT C57BI/6 foram
tratados com o agonista fraco do receptor TLR4 — MPLA (50 ug/kg) ou veiculo, durante

os dias de habituacdo. Dessa forma, conseguiriamos promover a ativacao da
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microglia antes do animal receber a primeira dose de cocaina, obtendo entdo um
modelo de microglia priming. Além disso, também foram utilizados camundongos
machos TLR4".

- Para testar a hipotese de que a via NLRP3/CASP1/IL-13 participa da
sensibilizagdo comportamental induzida por cocaina, camundongos machos e fémeas
NLRP3-- e CASP1--foram submetidos a este teste comportamental.

- Para testar a hipotese de que a via IDO participa da sensibilizacado
comportamental, camundongos C57BI/6 machos e fémeas foram tratados com o
inibidor enzimatico — 1-MT (30 mg/kg) ou veiculo, durante todos os dias experimentais,
30 min antes do experimento comecgar. Além disso, também foram utilizados

camundongos machos e fémeas IDO™.

3.3.2 Preferéncia Condicionada ao Lugar

A preferéncia condicionada ao lugar (do inglés conditioned place preference,
CPP) é utilizada para avaliar a capacidade recompensadora de uma droga, sendo seu
paradigma baseado no condicionamento Pavloviano, onde uma pista ambiental

(compartimento) se associa com um estimulo (droga) (Smith et al., 2016)(Kdks, 2015).

No dia prévio ao teste (dia 1, pré-teste) os animais foram colocados de forma
individual no corredor central de uma caixa de acrilico que contém outros dois lados
de dimensdes iguais, podendo explorar livremente os trés compartimentos. O pré-
teste foi filmado e foi avaliado o tempo gasto dentro de cada compartimento durante
15 minutos pelo software ANY-maze. Nos dias posteriores, os animais foram tratados
com cocaina ou solucao salina em dias alternados em um lado da caixa. Nos dias 2,
4 e 6 os animais foram tratados com cocaina imediatamente antes do confinamento
ao lado correspondente da caixa, onde permaneceram por 30 minutos. Nos dias 3, 5
e 7 os animais foram confinados no lado oposto e tratados com solucéo salina, sendo
que o grupo controle foi tratado com solugao salina todos os dias. No dia do teste (dia
8), os animais foram colocados novamente no corredor central e exploraram
livremente o ambiente durante 15 minutos (Fig. 12). O teste foi filmado e foi avaliado
o tempo de exploragdo em cada compartimento. O resultado esta apresentado como
“taxa de preferéncia (s)” e o calculo utilizado é a subtragdo do tempo que cada animal
permaneceu no lado pareado com a cocaina no dia do teste, pelo tempo gasto neste

mesmo lado no dia do pré-teste (SMITH et al., 2016).
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Fig 12: Protocolo experimental do CPP.

- Para testar a hipétese de que o receptor TLR4 participa da CPP induzida por
cocaina, camundongos machos WT C57BI/6 foram tratados com o agonista fraco do
receptor TLR4 — MPLA (50 ug/kg) ou veiculo, durante dois dias consecutivos,
comecgando um dia antes do inicio do experimento. Dessa forma, conseguiriamos
promover a ativagdo da micréglia antes do animal receber a primeira dose de cocaina,
obtendo entdo um modelo de microglia priming. Além disso, também foram utilizados
camundongos machos TLR4".

- Para testar a hipétese de que a via NLRP3/CASP1/IL-13 participa da CPP
induzida por cocaina, camundongos machos NLRP3”- e CASP1--foram submetidos a
este teste comportamental.

- Para testar a hipétese de que a via IDO participa da CPP induzida por cocaina,
camundongos C57BI/6 machos e fémeas foram tratados com o inibidor enzimatico —
1-MT (30 mg/kg) ou veiculo, durante todos os dias experimentais, 30 min antes do
experimento comegar. Além disso, também foram utilizados camundongos machos e

fémeas IDO™.

3.4 Perfusao transcardiaca

Os animais foram anestesiados por via i.p. com cetamina (80 mg/kg) e xilazina
(8 mg/kg), e em seguida foi realizada uma toracotomia para exposicéo da cavidade
toracica e visualizagdo do coracédo. Posteriormente, foi inserida uma agulha
hipodérmica conectada a um sistema de perfusdo (Bomba peristaltica - Insight®) no
ventriculo direito, permitindo a troca do sangue por uma solugdo de tampao fosfato

em salina (PBS - pH 7,4), a uma taxa de perfusao de 4 mL/min.
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Para os experimentos de citometria, os animais foram decapitados e seus
encéfalos foram retirados logo apds a perfusdo com 30 mL de PBS. Para os
experimentos histolégicos, os animais também foram perfundidos com solucdo de
paraformaldeido 4% (PFA — pH 7,4) e seus encéfalos retirados para os processos de
pos-fixagdo, que consiste na estocagem dos encéfalos em solugado de PFA 4% durante

a noite.
3.5 Preparo dos cérebros para técnicas histolégicas

Os cérebros foram colocados em solugao de sacarose 30% para desidratacao
das células, até a saturagcédo, promovendo entdo uma crioprotecdo. Posteriormente,
os cérebros foram congelados em isopentano 99% e gelo seco, e estocados em
freezer de -80°C. Para o preparo dos cortes histoldgicos, o cérebro foi cortado em um
criostato (Leica) a -20 °C na espessura de 30 um e os cortes foram armazenados em
solucao anticongelante (etilenoglicol 24%; glicerol 24%; NaH2PO4 0,1256%; Na2HPO4
0,436% diluidos em PBS) a -20 °C.

3.6 Imunofluorescéncia

Para a técnica de imunofluorescéncia, cortes de NAc ou hipocampo de 30 ym
foram lavados 3 vezes com PBS para retirada da solugdo anticongelante na qual
estavam estocados e foram incubados com glicina 0.1 M, durante 20 min. Os cortes
foram novamente lavados 3 vezes com PBS e incubados com solugdao de bloqueio
(10% de albumina bovina sérica — BSA ou NGS ou FBS e 0,5% de Triton-X 100 em

PBS) para bloqueio dos sitios inespecificos e permeabilizagado durante 1 hora a 37 °C.

Em seguida, os cortes foram incubados a 4 °C com o anticorpo primario anti-
Iba-1, anti-CD68, doublecortina ou GFAP durante 24 ou 48 horas, lavados 3 vezes
com PBS e incubados com o anticorpo secundario anti-coelho Alexa Fluor durante 1

hora. Posteriormente, os cortes foram lavados 4 vezes com PBS.

Para montagem dos cortes foram utilizadas laminas silanizadas, meio de
montagem Fluoromount (Sigma-Aldrich) e DAPI 1,75 ug/mL (1:1000). As laminas
foram observadas no microscépio LSM880 (Axio Imager A2, Carl Zeiss, Alemanha)

no aumento de 20X, e com o auxilio de uma camera digital acoplada ao microscopio,
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foram retiradas fotos do NAc ou hipocampo. A quantificagcdo de células marcadas foi

realizada pelo software FIJI.
3.7 Imunohistoquimica

Cortes de NAc e hipocampo de 30 uym foram lavados 3 vezes com PBS,
incubados com peréxido de hidrogénio (H202) 3% durante 15 minutos, para bloqueio
da peroxidase enddgena, e incubados com solugdo de bloqueio 10% de albumina
bovina sérica— BSA ou NGS ou FBS e 0,5% de Triton-X 100 em PBS) durante 1 hora
a37°C.

Em seguida, os cortes foram incubados a 4°C com o anticorpo primario anti-
Iba-1 (1:500), durante 72 horas, lavados 3 vezes com PBS e incubados com o
anticorpo secundario anti-coelho biotinilado (1:500 - Vector) durante a noite. Depois
de lavados com PBS, os cortes foram incubados com o complexo Avidina-Biotina
(Vector) durante 1 hora, lavados novamente e revelados com 3,3’-diaminobenzidina
(DAB) em H202.

Os cortes foram montados em laminas gelatinizadas e em seguida passaram
por um processo de diafanizag¢ao, no qual foram imersos em sequéncia em solugdes
de alcool 70%, 80% e 95% durante 3 minutos cada, alcool 100% 2 vezes, durante 4

minutos cada e xileno 2 vezes, durante 5 minutos.

As laminulas foram montadas com DPX Mountant for Histology (Sigma-Aldrich)
e foram observadas no microscopio LSM880 (Axio Imager A2, Carl Zeiss, Alemanha)
no aumento de 40 vezes, e com o auxilio de uma camera digital acoplada ao

microscopio, foram retiradas fotos do NAc.
3.8 Analise de Sholl

Para analise de Sholl, foram selecionadas 5 células por animal de 5 animais
por grupo. Apenas células individualizadas com arvores dendriticas completas foram
selecionadas para analise. Para cada animal, foi representado o valor médio entre as
5 células. Apds a selecado da micréglia, o limiar ajustado foi aplicado as imagens de 8
bits, seguido da aplicacdo do plugin de analise Sholl do software FIJI. Foram
desenhados circulos concéntricos, centrados no soma e aumentando 4 ym a cada

circulo. O numero de intersecgdes por raio, o total de interse¢des para cada célula e o
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comprimento maximo do ramo (com base no raio maximo interceptado) foram
considerados para avaliagdo. A analise de Sholl foi utilizada como medida para

alteragdes morfologicas que sugerem ativagao microglial.
3.9 Avaliagao dos niveis de fatores neurotréficos e citocinas por ELISA

Os PFC, hipocampos e estriados previamente dissecados foram
descongelados e tratados com tampao de extragao de citocinas [Tris-HCI 2mM pH
8,0; NaCl 1337 mM; NP40 1%; glicerol 10%; fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) 0,1
mM; pepstatina A 1 uM; EDTA 10mM; E-64 10 uM e vanadato de sddio 0,5 mM
diluidos em agua destilada] e em seguida centrifugados a 4°C em 14.000 rpm durante

20 minutos.

Posteriormente, foi realizado o ensaio de imunoabsorgcéo enzimatica (ELISA,
Enzyme Linked Immunosorbent Assay) para detec¢cdo da concentragdo dos fatores
neurotréficos BDNF, fator neurotréfico derivado da glia (GDNF, glial cell line-derived
neurotrophic factor) e fator de crescimento do nervo (NGF, nerve growth factor). E
também das citocinas TNF-a, IL-18, IL-6 and IL-10, além da quimiocina CX3CL1,
utilizando kits da R&D Systems (DuoSet), de acordo com os procedimentos descritos

pelo fabricante.
3.10 PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR)

O RNA total foi obtido do PFC, estriado e hipocampo utilizando o reagente
TRIzol (Life Technologies, ThermoFisher Scientific, MA, EUA) de acordo com as
instrugdes do fabricante. Um micrograma de RNA foi utilizado para sintetizar a primeira
fita de cDNA, preparada com transcriptase reversa SuperScript Il (Invitrogen,
ThermoFisher Scientific, MA, EUA) seguindo o protocolo do fabricante. A PCR
quantitativa foi realizada para analisar a expressao dos genes Drd1, Drd2, Drd4, Drd5,
Slc6a3, Cx3cr1 e Ntrk2. Os dados de expresséo obtidos foram normalizados para
aqueles do gene de referéncia Rpl32. As sequéncias iniciadoras utilizadas (sense e
antisense), de 5' a 3" Drd1 (ATGGCTCCTAACACTTCTACCA,;
GGGTATTCCCTAAGAGAGTGGAC); Drd2 (ACCTGTCCTGGTACGATGATG;
GCATGGCATAGTAGTTGTAGTGG), Drd4 (GCCTGGAGAACCGAGACTATG;
CGGCTGTGAAGTTTGTGTGTG), Drd5 (CTCGGCAACGTCCTAGTGTG;
AATGCCACGAAGAGGTCTGAG), Sicba3 (ACTTCAGGGAAGGTGGTGTGGAT,;
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GTAGAAGTCCACACTGAGGTATGC), Cx3cr1 (TG CCTTCTTCCTCTTCTGGA;
TAAAGGGGTTGAGGCAACAG), Ntrk2 (CCGCTAGGATTTGGTGTACTG;
CCGGGTCAACGCTGT TAG G) e Rpl32 (GCTGCCATCTGTTTTACGG;
TGACTGGTGCCTGATGAACT) .

3.11 Processamento e imunofenotipagem de células imunolégicas no cérebro e

no sangue

3.11.1. Processamento do cérebro

Apods a eutanasia, os camundongos foram perfundidos com 20 mL de PBS 1x
gelado para retirada do sangue residual nos tecidos. Em seguida, a caixa craniana foi
aberta e o cérebro removido. Cada cérebro foi transferido para um tubo de ensaio (de
vidro) e macerado com bastdo de vidro, em 1 mL de meio RPMI. O homogenato
cerebral teve seu volume ajustado para 7 mL com RPMI; em seguida, adicionou-se 3
mL de solugdo SIP (proporcdo v/iv (mL) — 1:9 de PBS 10x para Percoll,
respectivamente). Apds homogeneizar o macerado do cérebro com a solugao SIP,
esse conteudo foi cuidadosamente transferido para outro tubo, contendo 2 mL de
solugédo SIP 70%. Os tubos foram, entdo, centrifugados a 500 g, por 30 minutos a
18°C, com desaceleragao baixa. Essa etapa permite a formagao de um gradiente de
concentracao, capaz de realizar a separacao do anel de leucdcitos. Cerca de 4 a 5
mL da interface correspondendo ao anel de leucécitos foi retirada e transferida para
um tubo novo. Esse volume foi ajustado para 10 mL com PBS 1x e centrifugado a 500
g, por 7 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet teve volume final
ajustado para 200 pL com tampéao de lavagem (NaN3 2mM, BSA 0.5% e PBS 1x). As
células foram plaqueadas em placas de 96 pocos de fundo U e 10 yL de cada amostra
foram retirados para contagem total de células na camara de Neubauer (na diluicéo

1:10 em corante azul de tripan).
3.11.2 Imunofenotipagem por citometria de fluxo multiparamétrica

A marcacgao das células comegou com a adicdo do marcador de viabilidade
celular (LiveDead, AF700, BD Bioscience), seguida de incubagao por 10 minutos a 4
°C. Apés incubacgao, a placa foi centrifugada a 1300 rpm, por 8 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com 200 uL de PBS 1x, seguido de
centrifugagdo a 1300 rpm, por 8 minutos a 4 °C. Esse processo foi repetido duas
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vezes. Ao final da ultima centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e foram
adicionados 50 uL/pogo do mix contendo os anticorpos para receptores de superficie,
diluidos em solucéo diluidora de anticorpos (v/v (mL) — 1:1 51 tamp&o wash B e PBS
1x). Os anticorpos utilizados estdo descritos na tabela X. A placa foi incubada por 15
minutos a 4°C. Apds incubacao, repetiu-se o processo de lavagem e centrifugacao
descrito anteriormente. Apds descartar o sobrenadante, foram adicionados 50
ML/pogo do anticorpo CX3CR1. A placa foi incubada por 30 minutos, em temperatura
ambiente ao abrigo da luz. Apds incubagdo, seguiu-se duas etapas de lavagem e
centrifugacao, conforme ja descrito. Em seguida, foram adicionados 100 uL/pogo de
paraformaldeido 4% e 100 uyL/pogo de PBS; a placa foi incubada por 20 min em
temperatura ambiente, seguida de lavagem e centrifugacdo. Apds a ultima
centrifugacédo, os pellets foram ressuspendidos em 200 ulL/pogo de PBS 1x e
transferidos para tubos FACS. As células foram adquiridas em citdbmetro Fortessa (BD
Biosciences, San Jose, USA) e analisadas com o software FlowJo (Tree Star, Ashlan,
OR). Os dados foram analisados através da reducdo de dimensionalidade e
visualizados por T-Distributed Stochastic Neighbour Embedding (tSNE), através do
Cytofkit (CHEN et al., 2016).

Painel para analises de cérebro

Anticorpo Fluorocromo | Titulagao
CD45 PECy7 1:800
P2ry12 APC 1:200
CD11b PerCP 1:200
CX3CR1 APCCy7 1:200
CD11c APCCy7 1:100
Siglec H BV421 1:800
CD62L PECF

CD44 BV510 1:400
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Ly6C BV570 1:400
CD4 PE 1:800
CcDs8 Fitc 1:800

3.11.2. Processamento e imunofenotipagem do sangue

Foram coletados, aproximadamente, 500 uL de sangue que foram transferidos
para tubos com EDTA. Em seguida, foi realizada a lise das hemacias 3 vezes com
20ml de solugao de ACK buffer, com incubagao de 10 minutos, temperatura ambiente
(TA), ao abrigo da luz, seguido de centrifugagao e descarte do sobrenadante. Apds a
lise, foram adicionados 400 pyL de PBS 1x, sendo colocados 200 uL de amostra em
placas de 96 pocos para cada painel de citometria. As células foram contadas em
camara de Newbauer, incubadas com corante de viabilidade, centrifugadas e
adicionado os anticorpos de superficie especificos de cada painel. Apés a marcacao
com os anticorpos de superficie, as placas foram lavadas com PBS 1x, centrifugadas
e as amostras do painel para identificagdo de mondcitos foram incubadas 30 minutos,
T.A., com o anticorpo CX3CR1. Em seguida foi realizada a lavagem com PBS 1x,
centrifugacéo e fixagao das células com formaldeido 4%. Apds a incubacgéo, as placas
foram centrifugadas, foi adicionado PBS 1x em cada pogo e as amostras foram
transferidas para tubos de FACS para leitura no citbmetro LRSFortessa seguida pela
analise dos dados no software FlowdJo e utilizando o pacote Cytofkit no Rstudio (CHEN
et al., 2016).

Painel para analises de sangue

Anticorpo Fluorocromo Titulagao

Painel Linfoide

CD3 BV570 1:200

CD4 PERCP 1:800
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CD8 APC 1:800
CD27 PECy7 1:200
CD62L PECF 1:800
CD69 Fitc 1:500
Anticorpos Fluorocromo Titulagao
Painel mieldéide

Ly6C PE 1:800
CX3CR1 BV605 1:200
CD11b PERCP 1:200
CD115 BV650 1:100
SiglecF PECF 1:400
CD69 Fitc 1:500
Ly6G BV570 1:200

3.12 Hemograma

Para analise hematoldgica, foi realizada a coleta do sangue da veia cava inferior em
tubos de EDTA. O sangue foi passado no hemocitdmetro Celltac MEK-6500K (Nihon

Kohden) para determinagao do hemograma.
3.13 Golgi

Os hemisférios previamente seccionados na espessura de 150 um e
armazenados em PBS foram submetidos a técnica de Golgi para avaliagdo das
espinhas dendriticas utilizando o SliceGolgi Kit (Bioenno Tech, LLC) de acordo com

os procedimentos descritos pelo fabricante.
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3.14 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico Prisma 8.0
(GraphPad, CA, USA). Os dados comportamentais foram analisados pelo teste
analise de variancia de duas vias (Two-way ANOVA) ou Two-way ANOVA com
medidas repetidas, seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os dados foram
apresentados como média + erro padrao. O nivel de significAncia foi estabelecido em
p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 O tratamento com PLX3397 durante 21 dias reduziu o nimero de microgliais

e protegeu contra a sensibilizagao comportamental induzida por cocaina

Para tentar replicar os dados da literatura e depletar todas as células, os
animais foram tratados durante 21 dias com PLX3397 (50 mg/kg/dia, via oral), Usando
este protocolo, houve uma deplecado de aproximadamente 70% células microgliais,
conforme demonstrado pela analise de células Iba-1 e pela expressdo de mRNA para
CX3CR1. Portanto, concluimos que mesmo uma dose mais elevada de PLX3397 nao
foi suficiente para depletar completamente a micréglia nestes animais. Por fim, de
forma similar ao nosso estudo anterior, o tratamento com PLX3397 por 21 dias

também reduziu a sensibilizagdo comportamental induzida pela cocaina (Fig 13).
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Fig 13: Efeitos do tratamento com PLX3397 durante 21 dias no nimero de células Iba-1,
na expressao de CX3CR1 e na sensibilizagao comportamental. O tratamento com PLX3397 reduziu
o numero de células Iba-1* [(t=12.63, df=5; p<0.0001) e da expressao de CX3CR1(t=3.170, df=4;
p=0.0339), além de diminuir a sensibilizagdo comportamental induzida pela cocaina [Fator tratamento
F3,11)=33.71), fator tempo (F(24.22=8.7; p=0.001), interagédo (F(1s65=5.16; p<0.0001). Os dados foram
analisados por ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguido pelo teste de Newman-Keuls.

****pn<<0,0001 e **p<0,01 entre os grupos cocaina + veiculo e cocaina + PLX3397.

4.2 A deplecao parcial da micréglia e a cocaina aumentam a expressao de CD68

Para avaliar se o tratamento com PLX3397 e cocaina induzem a ativacio da
microéglia, realizamos imunocoloragao para CD68. Essa glicoproteina transmembrana
€ expressa durante o aumento de sua atividade fagocitica. No NAc core, apenas a
inibicdo do CSF1R induziu um aumento de células CD68* (p <0,0001). Por outro lado,
no NAc shell, tanto a inibicdo da cocaina quanto a deplegdo parcial da micréglia
aumentaram a expressao de CD68 (p =0,0008 e p =0,0052) (Fig 14).
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Fig 14: Efeitos da deplegdo parcial da micréglia e da administragao de cocaina na
expressdo de CD68*. Imagens representativas da ativagdo da micréglia nos NAc core e shell (A).
Expresséo de CD68 no NAc core [fator cocaina (F 1,15 = 0,36; p = 0,5540), fator deplecéo (F1.15)= 30,92;
p <0,0001) e interagao (F,15=0,07; p<0,07887)] (B) e NAc shell [fator cocaina (F,14)=2,04;
p = 0,1750), fator de deplegéo (F(1,14)=18,14; p=0,0008) e interagdo (F,14)=10,91; p=0,0052)] (C).
Os resultados estdo expressos como meédia + SEM. #p<0,05 diferenca entre os grupos solugéo salina

e cocaina. **p<0,01 e ***p<0,001 em comparagédo com o grupo tratado com PLX3397 (n =5—7 em cada

grupo).

4.3 A deplegéao parcial da micréglia induz alteragées morfolégicas nas células

remanescentes

Como mudangas na morfologia microglial podem sugerir mudangas na fungao
dessa célula (Helmut et al., 2011b; Pannell et al., 2014), utilizamos a analise de Sholl

a fim de avaliar os efeitos da deplecao parcial da microglia e da cocaina sob morfologia
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microglial. A analise de Sholl revelou um efeito significativo do PLX3397 na morfologia

da microglia do NAc. Em geral, a microglia de camundongos tratados com PLX3397

apresentou aumento em suas ramificagdes, além de aumentar o numero total de

interse¢cdes na micréglia do NAc core e shell. Aléem disso, a deplecédo parcial da

micréglia também aumentou o comprimento total do ramo (raio maximo) da microglia

remanescente dessas regides (Fig 15).
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Fig 15: Efeitos da deplecao parcial da micréglia e da cocaina na morfologia das células.
Imagens representativas da morfologia da microglia no NAc core (A) NAc shell (F). Quantificagdo da
ramificagdo microglial [NAc core - fator de raio (Fe.112=45,30; p<0,0001), fator tratamento
(F3.112=16,18; p<0,0001) e fator de interagdo (F(1s.112=4,56; p<0,0001); NAc shell - fator de raio
(F.112=6,11; p<0,0001), fator tratamento (F.112=18,95; p<0,0001) e fator de interacéo (F(1s,112=3,16;
p<0,0001) ] (B, G), numero total de intersegdes [NAc core — fator cocaina (F1,16=2,203; p=0,1571),
fator deplegéo (F(1,16)=56,83; p<0,0001) e interagéo (F,16=0,16, p=0,6926); NAc shell - fator cocaina
(F1,16=0,7361; p=0,4036), fator deplegéo (F(1,16)=21,20; p < 0,0003) e interagéo (F(1,16)=0,11, p=0,7365)]
(C, H), comprimento total do ramo (raio maximo) [NAc core - fator cocaina (F,16= 3,273; p=0,0893),
fator deplecao (F(1 ,16)=44,00; p<0,0001) e interagédo (F,16=0,00, p=0,999); NAc shell - fator cocaina
(F(1,185=0,6667; p=0,4262), fator deplegédo (F116=32,67; p=0,0001) e interacdo (F(1,16y =0,66,
p=0,4262)] (D, 1) Os resultados estdo expressos como meédia + SEM. #p<0,05 diferenca entre os grupos
solucao salina e cocaina. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001 em comparacdo com o grupo

tratado com PLX3397 (n=4-5 em cada grupo).

4.4 A deplecao parcial da micréglia e a cocaina aumentaram a expressao de
GFAP

Uma vez que os astrocitos e a microglia estabelecem uma modulagéao reciproca
de suas fungdes, e ha evidéncias de que a cocaina induz a astrogliose (Jha et al.,
2019; Periyasamy et al.,, 2018), a imunomarcacédo de GFAP foi realizada para

quantificar essas células no NAc. Tanto no NAc core quanto no NAc shell a cocaina,



78

bem como o PLX3397, aumentaram a expressdao de GFAP em comparagdo com o

grupo de solugao salina (Fig 16).
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Fig 16: Efeito da deplecao parcial da micréglia da administragao de cocaina na expressao
de GFAP no NAc. Quantificacdo da drea GFAP+ no nucleo NAc Imagens representativas das células
GFAP+ no nucleo NAc core [fator cocaina (F(1,24=15,94; p<0,001), fator deplegédo (F1,24=29,59;
p<0,0001) e interagdo (F(1,24)=9,596 ;p=0,005)] (A, B) e no NAc shell [fator cocaina (F,23=14,34;
p=0,0010) deplegéao (F1,23=22,39; p<0,0001) e interagado (F1,23= 4,323; p<0,05)] (C, D). Os resultados
estdo expressos como média + SEM. #p<0,05 diferenga entre os grupos solugéo salina e cocaina.
***p<0,001 e ***p<0,001 em comparagédo com o grupo tratado com PLX3397 (n= 6-8 em cada grupo).

4.5 A associagao de cocaina e da deple¢ao parcial da micréglia aumentaram os
niveis de CX3CL1 e os niveis do mRNA de CX3CR1

A quimiocina CX3CL1, juntamente com seu receptor CX3CR1, sdo uma
importante via de sinalizagédo entre neurbnios e células microgliais, regulando, entre
outros, a plasticidade, a transmissao sinaptica, o desenvolvimento e maturagao

neuronal e a neurogénese (Bolos et al.,, 2018; Rogers et al., 2011). No presente
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estudo, observamos que a deplec¢éao parcial da micréglia aumentou a concentragao de
CX3CL1 no estriado, hipocampo e PFC dos animais tratados com cocaina.

Medimos ainda os niveis de mRNA de CX3CR1 (Cx3cr1) no hipocampo, PFC
e estriado. No hipocampo, os niveis de mMRNA de CX3CR1 foram diminuidos pela
deplecéo parcial da micréglia. No estriado e no PFC, embora o teste post hoc nao
tenha revelado diferenga nos niveis de mMRNA do CX3CR1 entre os grupos, foi
observada interacdo entre os dois fatores, o que sugere que o PLX3397 induziu efeitos
opostos em animais tratados com solug¢éo salina e cocaina. Por fim, observamos que
os niveis de CX3CL1 apresentaram uma correlagdo com sensibilizacdo

comportamental induzida pela cocaina (Fig 17).

Neuron 7 N Microglia

CX3CR1
)_

‘-/J CX3CL1T >

Striatum Hippocampus

o Vehicle
4000 . 8000 .
—*  m PLX3397 8000 - —

PFC

o
=
=]
=
@
=]
=3
=

3000

4000 4000

Al Fnd sl AAA A

CX3CL1(pg/ug protein)
CX3CL1 (pg/ug protein)
CX3CL1{pg/ug protein)

Saline Cocaine saline Cocaine Saline



80

E F G
Striatum Hippocampus orc
300 300 -
w
w [} N w
K ° s R
23 2 E
= 8%,
g 2 200 E‘ 200 3 § o g
= & % e " =& o aE -
: o
% 2 000 = ES o = oo % g . o
T & 100 hgwo amt £2.0
93 3E o° : 3 i .
8" s - = 5= ° B ]
0
0
o T ! T 0 : I

T . Saline Cocaine T X
Saline Cocaine Saline Cocaine

Cocaine-treated groups Cocaine-treated groups Cocaine-treated groups

4000 8000 8000.

- a

otein)

3
E
2
2

3000
. (p=0.0008: r=-0.80) 1P=0.0047; r=-2.70)

3 2000 2 1000
a -

] =
1000
[ 2

g p

2000 A o
-

CX3CL1 (pg/
CX3CL1 (pg/ug protein)
L]
o,
o
CX3CL1 (pg/ug protein)
2
2
>

T T T 1
T T T 1
’ L o e 5‘0 1DID 1;0 0 50 100 150
Distance (m) .
Distance (m) Distance (m)

Fig 17: Efeito da deplec¢ao parcial da micréglia e da administragcao de cocaina nos niveis
de CX3CL1 e na expressao de CX3CR1 no cérebro. Quantificagdo de CX3CL1 no estriado [fator de
cocaina (F1,21)=0,58; p=0,4526), fator deplecao (F1,21)=15,35; p=0,0008) e fator interagao (F,21)=2,58;
p=0,1230)] (B), hipocampo [fator cocaina (F(122=0,55; p=0,4641), fator deplecao (F(1.22=6,93; p=
0,0152) e interagao (F1,22=8,23; p=0,0089)] (C) e PFC [fator de cocaina (F1,22)=1,42; p=0,2456), fator
deplecao (F(122=9,17; p=0,0062) e interacao (F(1.22=1,82; p=0,1905)] (D) (n= 5-7 em cada grupo).
Quantificagdo de CX3CR1 no corpo estriado [fator de cocaina (F(1,32=1,16; p=0,2896), fator depleg¢ao
(F(1,32=0,06; p=0,8031) e interacao (F(1,34=5,08; p=0,0307) (E), hipocampo [fator cocaina (F1,30=0,03;
p=0,8522), fator deplegao (F(1,30=13,03; p=0,0011 ) e interagdo (F(1,30=0,18; p=0,6716)] (F) e PFC [fator
de cocaina (F1,34=0,00; p=0,97), fator deplecdo (F(1,34=0,11; p=0,7390) e interacdo (F(132=8,57;
p=0,0062) (G) (n= 8-10 em cada grupo). Os resultados estdo expressos como média + SEM. *p<0,05

e **p<0,01 em comparagédo com o grupo tratado com PLX3397.

4.6 A deplecao parcial da micréglia e a cocaina alteraram os niveis de citocinas

de maneira regiao dependente

As citocinas sdo importantes no processo de aprendizagem e memoria. Esses
mediadores inflamatérios podem induzir varios efeitos, que vao desde a facilitagao até
danos aos processos sinapticos, dependendo dos niveis e condi¢gdes (Levin and
Godukhin, 2017). Portanto, avaliamos os niveis de TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10 no
estriado, hipocampo e PFC de animais submetidos a sensibilizagdo comportamental
para melhor caracterizar essas citocinas em nosso modelo.

A cocaina diminuiu os niveis de IL-18 no hipocampo e os niveis de IL-10 no
PFC de animais tratados com veiculo ou PLX3397, enquanto a deplegao parcial da

microglia aumentou os niveis de IL-6 no estriado. Nenhuma dessas citocinas foi
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alterada nas demais regides avaliadas. Finalmente, nem a cocaina nem a deplecao

de micrdglia alteraram os niveis de TNF no estriado, hipocampo e no PFC (Fig 18).
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Fig 18: Efeito da deple¢ao parcial da micréglia e da administragao de cocaina nos niveis
de citocinas no cérebro. Quantificacao de TNF (A, B e C), IL-18 (D, Ee F), IL-10 (G, Hel) e IL-6 (J,
K e L) no estriado, hipocampo e PFC, respectivamente. Os resultados sdo expressos como média +

SEM. #P<0,05 diferenga entre os grupos solugao salina e cocaina (n= 4-7 em cada grupo). Tabela com

valores de F em anexo.
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4.7 A deplecao parcial da micréglia e a cocaina alteraram os fatores

neurotréficos e os niveis de mMRNA de TrkB de maneira regidao dependente

Para melhor compreender o papel da microglia nas alteragdes neuroplasticas
induzidas pela cocaina, avaliamos os niveis dos fatores neurotroficos BDNF, GDNF e
NGF e os niveis de mRNA de TrkB (Ntrk2) no PFC, no estriado e hipocampo de
animais submetidos a sensibilizagdo comportamental.

A cocaina reduziu os niveis de BDNF no hipocampo. Além disso, a deplecéo
parcial da micréglia diminuiu os niveis de BDNF tanto nos grupos de animais tratados
com solugao salina quanto nos grupos tratados com cocaina. Além disso, os animais
que tiveram sua microglia parcialmente depletada e que foram tratados com cocaina
apresentaram niveis mais baixos de BDNF quando comparados aos tratados apenas
com cocaina. Ademais, os niveis de CX3CL1 apresentaram correlagcdo entre a
sensibilizagdo comportamental induzida pela cocaina.

A deplegao parcial da microglia também evitou a diminuigdo dos niveis de
MRNA de TrkB no PFC induzido pela cocaina. No entanto, ndo encontramos diferenga
nos niveis de BDNF no PFC e no estriado, bem como nos niveis de mRNA de TrkB
no hipocampo e no estriado. A cocaina também diminuiu os niveis de GDNF e NGF
no PFC (Fig. 19). No entanto, nem a deplecao parcial da cocaina nem a microglia

alteraram o GDNF e o NGF nas outras regides.
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Fig 19: Efeito da deplec¢ao parcial da micréglia e da administragcao de cocaina nos niveis
neurotréficos e na expressdao de mRNA de TrkB no cérebro. Quantificagcdo de BDNF (A-C), GDNF
(G-l) e NGF (J-L) no estriado, hipocampo e PFC, respectivamente. Quantificagdo da expressao de
mRNA de TrkB no corpo estriado (D), hipocampo (E) e PFC (F). Os resultados sao expressos como
média + SEM. #p<0,05, ##p<0,01 e ##HH{p<0,0001 diferenga entre os grupos solugao salina e cocaina.
*P<0,05 e ****P<0,0001 em comparagao com o grupo tratado com PLX3397 (n= 4-7 em cada grupo).

4.8 A deplecao parcial da micréglia reduziu a expressao de células DCX+ apenas

em animais que nao foram tratados com cocaina

A micréglia pode remodelar a neurogénese no hipocampo adulto (Diaz-Aparicio
et al., 2020) e a interrupcao da sinalizagdo da micréglia reduz a maturacdo dos
neurdnios e aumenta o comportamento semelhante ao transtorno por uso de opioides
(Rivera et al., 2019). Isto, juntamente com os efeitos do PLX3397 na sinalizagdo do
BDNF e CX3CL1-CX3CR1 no hipocampo, levam a hipétese de que a deplegao parcial
da microglia poderia alterar a neurogénese nesta regido. Para examinar os efeitos da
exposicao a cocaina e da deplecao da microglia na proliferacdo de novos neurénios,
foi realizada coloragdo com DCX. A deplegao parcial da microglia diminuiu a area

corada com DCX* em animais tratados com solugao salina, mas ndo em animais

tratados com cocaina (Fig. 20).
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Fig 20: Efeito da deplecao parcial da micréglia e da administragcdo de cocaina na

expressao de células DCX+. As células foram avaliadas no giro denteado do hipocampo [fator cocaina
(F@1,16)=0,06; p=0,8003); fator deplegao (F(1,16=5,25; p=0,0358) e interagao (F(1,16)=3,18, p=0,0931)]. Os
resultados estdo expressos como média + SEM. *P<0,05 em comparagdo com o grupo tratado com
PLX3397 (n=5 em cada grupo).

4.9 A deplecao parcial da cocaina e da microglia podem alterar a via

dopaminérgica

As drogas de abuso aumentam os niveis de dopamina no NAc, sendo este
considerado o principal mecanismo neurobiolégico da adicgéo (Di Chiara e Imperato,
1988; Reynolds e Bada, 2003; Volkow et al., 2004). Além disso, a ativagao da microglia
pela dopamina parece importante nas alteragdes comportamentais induzidas pela
cocaina (Lewitus et al., 2016; Linker et al., 2020). Nesse sentido, avaliamos os niveis
de mRNA dos receptores dopaminérgicos D1 (Drd1), D2 (Drd2), D4 (Drd4) e D5 (Drd5)
e DAT (Slc6a3) no estriado, PFC e hipocampo de animais submetidos a sensibilizacao
comportamental.

No estriado, embora a cocaina tenha aumentado os niveis de mRNA de D2, a
deplegéo parcial da micréglia diminuiu a expressao deste receptor. A cocaina diminuiu
os niveis de MRNA de D5 e DAT. Finalmente, houve um aumento nos niveis de mRNA
de D1 apés deplegao parcial da micréglia. Nao encontramos diferenga nos niveis de
mRNA de D4 (Fig 21).
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Fig 21: Efeito da deplecdao parcial da micréglia e da administragcdo de cocaina na
expressao de receptores de dopamina e transportador de dopamina. Quantificagao da expressao
de D1 (A), D5 (B), D2 (C), D4 (D) e DAT (E) no corpo estriado. #P<0,05 diferenca entre os grupos

solucao salina e cocaina (n= 8-11 em cada grupo). Tabela com valores de F em anexo.

No hipocampo, a cocaina diminuiu os niveis de mRNA de D5. Embora
nenhuma diferenga tenha sido observada no teste post hoc, observamos uma
interacéo entre os fatores cocaina e deplegao parcial da micrdglia nos niveis de mMRNA
de D4 nesta regido. Os niveis de mMRNA de D1, D2 e DAT n&o foram alterados no
hipocampo. Finalmente, ndo foram observadas diferengas nos niveis de mRNA de D1,
D2, D4, D5 e DAT no PFC (Fig 22).
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Fig 22: Efeito da deplecao parcial da micréglia e da administragcdo de cocaina na

expressao de receptores e transportadores de dopamina. Quantificagdo da expresséo de D1 (A,
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B), D2 (C, D), D4 (E, F), D5 (G, H) e DAT (I, J) no hipocampo e PFC. #P<0,05 diferenca entre os grupos
solugéo salina e cocaina (n= 7-10 em cada grupo).

4.10 Papel do receptor TLR4 nas alteragdoes imunolégicas induzidas pela

cocaina

4.10.1 Cocaina e MPLA aumentam o numero total de células imunolégicas do

cérebro

Para avaliar os efeitos da cocaina e do MPLA nas células imunoldgicas, foi
realizada a analise da populagao celular no cérebro, a partir do nivel de expressao
dos marcadores de superficie celular. Para avaliar a populacdo de microglia e
monacitos infiltrados, foram utilizados os marcadores CD45, CD11b, CX3CR1, Ly6C
e P2ry12, sendo a micrdglia (CD45°“CD11b*CX3CR1hiCD44Ly6CP2ry12*) e
os monocitos (LiveCD45"CD11b*CX3CR1*CD44"Ly6CMP2ry127). Além disso,
também avaliamos a populagao de linfécitos TCD8 e TCD4, utilizando as marcagoes
CD45 + CD8 e CD45 + CD4, respectivamente (Fig 23).
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Fig 23: Analises de clusters das populagdes celulares identificadas no cérebro pelo tSNE e heatmap

evidenciando os niveis de expressado de cada marcador de superficie, de acordo com as populagbes

Observamos que tanto a cocaina quanto o MPLA sao capazes de aumentar o
numero total de células. Além disso, os dois tratamentos aumentaram o numero de

linfécitos TCD8, porém nao houve efeito no numero de linfécitos TCD4. Em relagao
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as ceélulas mieloides, observamos que a cocaina é capaz de aumentar o numero de

micréglias e mondcitos infiltrados (Fig 24).
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Fig 24: Quantificagdo do numero total de células imunolégicas no cérebro. Numero
absoluto de células totais (A), de linfécitos T CD8+ (B), de linfocitos T CD4+ (C), de células microgliais
(D) e mondcitos infiltrados (F). Os resultados estdo expressos como média £ SEM. #p<0.05 e ##p<0.01

em relagao ao grupo controle. (n= 4-5 por grupo).

Também avaliamos a frequéncia destas células. Observamos que o MPLA é
capaz de aumentar a frequéncia de linfocitos TCD8 apenas em animais que
receberam veiculo, e ndo teve efeito nos linfécitos TCD4. Por outro lado, observamos
que apenas animais tratados com MPLA + cocaina apresentam uma diminuicdo na
frequéncia de linfécitos. Nao foram observadas alteragdes na frequéncia da micréglia
(Fig 25). Nesse sentido, podemos observar que ha um recrutamento celular

significativo.
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Fig 25: Quantificagdo da frequéncia células imunolégicas no cérebro. Frequéncia de
linfécitos T CD8+ (A), de linfocitos T CD4+ (B), de células microgliais (C) e mondcitos infilirados (D).
Os resultados estédo expressos como média £+ SEM. #p<0.05 em relagao ao grupo controle e *p<0.05

entre os grupos veiculo + cocaina e MPLA + cocaina. (n= 4-5 por grupo).

4.10.2 Cocaina e MPLA alteram o fenétipo microglial

A microglia possui diversos receptores que lhes permite detectar alteragées no
seu ambiente, por isso sua morfologia e seu perfil molecular sdo dindmicos e plasticos,
resultando em muitos estados celulares diferentes. Nesse sentido, a identificacdo da
microglia baseada na expressao de diferentes proteinas especificas € uma excelente
ferramenta para avaliar sua identidade transcricional e sdo comumente empregados

como “marcadores microgliais”.

A analise de cluster por tSNE identificou os 6 tipos microgliais, que expressam
de forma diferente os marcadores P2RY12, CD11c, SingleH, CD44, CD11b, CDA45,
CD62L e CX3CR1. De forma interessante, a micréglia M1 é expressa em todos os
grupos. A microglia M5 é expressa apenas nos animais controle e MPLA, ou seja, o
tratamento com cocaina inibe a presenca da microglia MS. Por outro lado, a microglia
M3 é expressa apenas em animais controle ou cocaina, indicando que este fendtipo

microglial ndo ocorre na presenga do MPLA. Além disso, a micréglia M2, M4 e M6 sao
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expressas apenas nos grupos cocaina, MPLA e cocaina + MPLA, respectivamente

(Fig 26).
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Fig 26: Analises de clusters das populagées microgliais identificadas no cérebro pelo tSNE.

Andlise de cluster em todos os grupos juntos e em cada tratamento separadamente.

Ao quantificarmos a expressao dessas proteinas, observamos que a cocaina

aumentou a expressao de P2RY12 nas células microgliais, sendo que ha um efeito

oposto entre os grupos tratados apenas com MPLA e MPLA + cocaina. Além disso, a

cocaina também aumentou a expressdo CX3CR1 na micréglia, sendo que este efeito

foi mais pronunciado nos animais tratados com MPLA. Por fim, a cocaina aumentou a

expressao de CD44 e de CD62L.

Ndo houve diferengca na expressdao de CD11b e SinglecH nas células

microgliais, bem como também n&o houve diferenga na expressao de Ly6C, CD44 e

nem CD62L nos mondcitos infiltrados (Fig 27).
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Fig 27: Avaliacao do fenétipo das células mieloides do cérebro. Quantificacdo de P2RY12
(A), CX3CR1 (B), CD44 (C), CD62L (D), CD11c (E) e SingleH (F) nas células microgliais. Quantificacao
de CD62L (G), Ly6C (H) e CD44 (l) nos mondcitos infiltrados. Os resultados estdo expressos como
média + SEM. #p<0.05 em relagdo ao grupo controle, *p<0.05 entre os grupos veiculo + cocaina e
MPLA + cocaina (n= 4-5 por grupo).

4.10.3 Cocaina induz aumento e alteragdes na populagado de células mieldides

da periferia, sendo esse efeito prevenido pelo MPLA

Também avaliamos a populacdo de células mieldides na periferia.
Primeiramente, observamos que a cocaina aumenta o numero total de células
mieldides nos animais tratados com cocaina + veiculo, mas nao nos animais tratados
com cocaina + MPLA. Em relacédo as diferentes populacdes de células mieloides,
observamos que a cocaina aumentou o numero total de mondcitos, bem como
aumentando a populagdo de mondcitos Ly6C+ e Ly6C-. De forma interessante, o
MPLA também foi capaz de reverter essas alteracdes induzidas pela cocaina. Por
outro lado, o MPLA diminuiu o numero de eosindfilos, além de ter uma tendéncia

(p=0.06) em diminuir o numero de neutrdfilos (Fig 28).
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Fig 28: Quantificagao do numero total de células mieloides no sangue. Numero absoluto
de células totais (A), de eosindfilos (B), de neutrofilos (C), de mondcitos totais (D), de mondcitos Ly6C*
(E) e mondcitos Ly6C-(F). Os resultados estdo expressos como média + SEM. #p<0.05 e ##p<0.01 em

relagéo ao grupo controle, *p<0.05 em (n= 4-5 por grupo).

Em relagdo a frequéncia, observamos que a cocaina aumentou a frequéncia
total de mondcitos, enquanto o MPLA foi capaz de reverter esse efeito. De forma
interessante, em relacdo as subpopulagées, o MPLA diminuiu a frequéncia de

mondcitos Ly6C* e aumentou a frequéncia de mondcitos Ly6C- (Fig 29).
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Fig 29: Quantificacdo da frequéncia de células mieloides no sangue. Frequéncia de de

eosindfilos (A), de neutrofilos (B), de mondcitos totais (C), de mondcitos Ly6C* (D) e mondcitos Ly6C-
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(E). Os resultados estédo expressos como média £ SEM. #p<0.05 em relagdo ao grupo controle, *p<0.05

em (n= 4-5 por grupo).

Por fim, a cocaina aumentou a expressdo de CD69 em todas as 5 populacdes

celulares avaliadas. Porém n&o houve nenhum efeito do tratamento do MPLA (Fig 30).
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Fig 30: Quantificagcdo de CD69 de células mieloides no sangue. Quantificacdo de CD69
nos eosindfilos (A), neutréfilos (B), mondcitos totais (C), monécitos Ly6C* (D) e mondécitos Ly6C- (E).

Os resultados estao expressos como meédia £ SEM. #p<0.05 em relagcédo ao grupo controle. (n= 4-5
por grupo).
4.10.4 Cocaina induz aumento e alteragdes na populagao de células linféides da

periferia, sendo esse efeito prevenido pelo MPLA

Por fim, avaliamos a populagdo de células linféides na periferia. O MPLA
diminuiu 0 numero total de células linféides, sendo que a cocaina nao teve nenhum

efeito (Fig 31).
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Fig 31: Quantificagao do numero total de células linfoides no sangue. Niumero absoluto
de células totais. Os resultados estdo expressos como média + SEM. 6p<0.05 em relagdo ao grupo

controle. (n= 4-5 por grupo).

Em relagdo a cada tipo celular, observamos que a cocaina aumentou o numero
e a frequéncia de linfécitos TCD 4* da memdria central, sendo esse efeito revertido
pelo MPLA. Além disso, o MPLA diminuiu o numero de linfécitos TCD4, bem como
sua frequéncia, além de diminuir o numero e a frequéncia de linfocitos TCD4 da

memoria efetora e naive (Fig 32).
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Fig 32: Quantificacdo do numero de linfocitos T CD4* no sangue. Numero total de linfécitos
T CD4* (A), linfécitos T CD4* da memédria central (B), linfécitos T CD4* da memodria efetora (C), linfocitos
T CD4* naive (D). Frequéncia de linfécitos T CD4* (E), linfécitos T CD4* da memdria central (F),
linfécitos T CD4* da meméaria efetora (G), linfocitos T CD4* naive (H). Os resultados estdo expressos
como média + SEM. 6p<0.05 e ###p<0.001 em relagdo ao grupo controle, *p<0.05, **<p<0.01 e

****n<0.0001 entre os grupos veiculo + cocaina e MPLA + cocaina (n= 4-5 por grupo).
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Em relacédo aos marcadores, a cocaina aumentou a expressao de CD44, sendo
esse efeito revertido pelo MPLA. O MPLA também diminuiu a expressao de CD27,
CD62L e MHC Il apenas dos linfécitos TCD4 naive (Fig 33).
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Fig 33: Expressao de marcadores de ativagdo e memoéria em linfécitos T CD4+.
Quantificagdo da expresséo de CD44 (A), CD27 (B) e CD62L (C) na populacgéo total de linfocitos T
CD4+. Quantificagdo da expressdo de MHC na populagéao total de linfécitos T CD4+ (D), linfocitos T
CD4* da meméria central (E), linfécitos T CD4* da memodria efetora (F), linfécitos T CD4* naive (G). Os
resultados estao expressos como média £+ SEM. 6p<0.05 e ##p<0.001 em relagdo ao grupo controle,

*p<0.05, **<p<0.01 e ****p<0.0001 entre os grupos veiculo + cocaina e MPLA + cocaina (n= 4-5 por

grupo).

Na populagao de linfécitos T CD8*, de forma geral, observamos que o MPLA
diminui o numero e a frequéncia dos linfécitos T CD8™ totais, de memodria efetora, de
memoéria central e naive. A cocaina s6 tem efeito no numero e na frequéncia de
linfécitos T CD8* da memodria central, e na frequéncia de T CD8* total e naive (Fig

34).
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Fig 34: Quantificagdo do numero de linfocitos T CD8* no sangue. Numero total de linfécitos
T CD8* (A), linfécitos T CD8* da memdria central (B), linfocitos T CD8* da memaria efetora (C), linfécitos
T CD8* naive (D). Frequéncia de linfocitos T CD8* (E), linfécitos T CD8* da meméria central (F),
linfécitos T CD8* da memdria efetora (G), linfécitos T CD8* naive (H). Os resultados estdo expressos
como média + SEM. 6p<0.05 e ###p<0.001 em relagdo ao grupo controle, *p<0.05, **<p<0.01 e

****n<0.0001 entre os grupos veiculo + cocaina e MPLA + cocaina (n= 4-5 por grupo).

A cocaina aumentou a expressdo de CD27 e CD62L, além da expressao de
MHC Il nos linfocitos T CD8" da memoria efetora. Porém o MPLA sé teve efeito

protetor na expressao de CD27 e MHC Il (Fig 35).
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Fig 35: Expressdao de marcadores de ativagdo e memodria em linféocitos T CD8+.
Quantificagdo da expresséo de CD44 (A), CD27 (B) e CD62L (C) na populagéo total de linfocitos T
CD8+. Quantificagdo da expressdo de MHC na populagéao total de linfécitos T CD8+ (D), linfocitos T
CD8* da memdria central (E), linfécitos T CD8* da memodria efetora (F), linfécitos T CD8* naive (G). Os
resultados estao expressos como média £ SEM. 6p<0.05 e ###p<0.001 em relagdo ao grupo controle,

*p<0.05, **<p<0.01 e ****p<0.0001 entre os grupos veiculo + cocaina e MPLA + cocaina (n= 4-5 por

grupo).

Por fim, avaliamos a populag¢ao de células NK. O MPLA diminuiu o numero de
células NK, porém aumentou a frequéncia. Além disso, a cocaina aumentou a

expressao de CD44, sendo este efeito revertido pelo MPLA (Fig 36).
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Fig 36: Avaliagao de células NK no sangue. Quantificagdo do numero total de células NK
(A), da frequéncia de células NK (B), da expressao de CD44 (C) e da expressédo de CD62L (D). Os
resultados estao expressos como média £ SEM. 6p<0.05 e ##p<0.001 em relagdo ao grupo controle,

*p<0.05, **<p<0.01 e ****p<0.0001 entre os grupos veiculo + cocaina e MPLA + cocaina (n= 4-5 por

grupo).

4.10.5 Cocaina altera os parametros hematologicos

Foi realizado o hemograma para avaliagdo dos parametros hematolégicos.

Observamos que a cocaina aumenta o numero de hemacias, a hemoglobina e o

hematdcrito desses animais, além de diminuir o volume corpuscular médio. Porém o

MPLA nao teve nenhum efeito nesses parametros (Fig 37).
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Fig 37: Avaliagdao do hemograma. Avaliacdo das hemacias (A), hemoglobina (B), hematécrito
(C), volume corpuscular médio (D), hemoglobina corpuscular média (E), concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (F) e tamanho dos eritrocitos (G e H). Os resultados estdo expressos como média +

SEM. *p<0.05, **<p<0.01 e ***p<0.001 em relagdo ao grupo controle. (n=10 por grupo).

4.11 Cocaina diminui o nimero de espinhas dendriticas, sendo esse efeito
revertido pelo MPLA

Para avaliar o papel do TLR4 nas alteragdes sinapticas induzidas pela cocaina,
utiizamos a técnica de golgi para avaliar o numero de espinhas dendriticas.
Observamos que a cocaina diminuiu o numero de espinhas dendriticas no NAc e no

hipocampo, sendo que esse efeito foi revertido pelo tratamento com MPLA (Fig 38).
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Fig 38: Avaliagao do numero de espinhas dendriticas. Figura representativa das espinhas
dendriticas em cada grupo e quantificagdo do numero de espinhas dendriticas no nicleo accumbens e
no hipocampo. Os resultados estdo expressos como média £+ SEM. ****p<0.0001 entre os grupos

veiculo + cocaina e MPLA + cocaina (n= 15 por grupo).

4.12 Participacao do receptor TLR4 nas alteragdées comportamentais induzidas

por cocaina

4.12.1 Pré-tratamento com MPLA, um agonista fraco do receptor TLR4, diminui

a hiperlocomog¢ao induzida por cocaina

Até o momento, haviamos demonstrado que a micréglia participa das
alteragdes induzidas pela cocaina. Dessa forma, resolvemos investigar vias que
controlam a atividade dessas células e o processo neuroinflamatério. Inicialmente,
avaliamos o papel de TLR4 nesse contexto. Dessa forma, com o objetivo de avaliar a
participacado deste receptor na sensibilizacdo comportamental induzida por cocaina,
os animais foram tratados com MPLA (50 ug/kg) ou veiculo durante o protocolo
experimental da sensibilizagcdo comportamental, nos dias de habituagdo. Ou seja, a
ativacado do TLR4 ocorreu antes da primeira dose de cocaina.

A cocaina aumentou a atividade locomotora dos animais ao longo dos dias
(p<0,05 entre os grupos cocaina + veiculo e salina + veiculo; e p<0,05 entre o grupo
cocaina + veiculo no dia 3 e no dia 7). O tratamento com o MPLA reduziu a
hiperlocomocgao induzida por cocaina nos dias 3, 4 e 7 (p<0,05 entre os grupos

cocaina + veiculo e cocaina + MPLA) (Fig 39).
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Fig 39: Efeitos do MPLA, um agonista tendencioso do TLR4, na sensibilizagdo
comportamental. Distancia total percorrida por animais tratados com salina e cocaina no teste de
sensibilizagdo comportamental [fator tratamento (F(1s,235=28,54; p<0,0001), fator tempo (Fs,235=18.10;
p<0,0001), interagéo (F(1s,235=14,41; p<0,0001)]. N=9-11 por grupo. Os dados foram analisados por
ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Newman-Keuls. **p<0,01 e *p<0,05 entre os grupos
cocaina + veiculo e cocaina + MPLA na sensibilizagdo comportamental. ####p<0,0001 entre os grupos

cocaina + veiculo e salina + veiculo.

4.12.2 Animais TLR47 apresentam um aumento da sensibilizagido

comportamental induzida por cocaina

Com o objetivo de confirmar o resultado obtido com o tratamento com MPLA,
camundongos TLR4” foram submetidos a sensibilizagdo comportamental.
Novamente, a cocaina aumentou a atividade locomotora dos animais ao longo dos
dias (p<0,0001 entre os grupos WT + cocaina e WT + salina; e p<0,05 entre o grupo
WT cocaina entre os dias 3 e 7). Nesse experimento, observamos que os animais
TLR4”- apresentam um aumento da atividade locomotora em relagéo aos animais WT
nos dias 4, 5 e 7 (p<0,05) (Fig 40).
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Fig. 40. Avaliagdo de animais TLR4" na sensibilizacido comportamental. Distancia total
percorrida por animais tratados com salina e cocaina no teste de sensibilizagdo comportamental [fator
tratamento e gendtipo (F,188=30,92; p<0,0001), fator tempo (F,188=206,4; p<0,0001), interagao
(F(18,188=14,19; p<0,0001)]. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias com medidas
repetidas, seguido pelo teste de Newman-Keuls. ***p<0,001 e ****p<0,0001 entre os grupos WT +

cocaina e TLR4" + cocaina. N=5-10 por grupo.

4.12.3 Pré-tratamento com MPLA nao foi capaz de alterar a CPP induzida por

cocaina

Com o objetivo de avaliar a participagéo do receptor TLR4 na CPP induzida por
cocaina, os animais foram tratados com MPLA (50 pg/kg) ou veiculo durante dois dias
consecutivos, comegando um dia antes do protocolo experimental. A cocaina
aumentou a taxa de preferéncia do compartimento pareado com a droga (p<0,0001
entre os grupos salina + veiculo e cocaina + veiculo). Porém o pré-tratamento com

MPLA n&o alterou a taxa de preferéncia.

Além disso, animais TLR4”7 também foram submetidos ao CPP, para
corroborar os dados dos animais tratados com MPLA. Nao houve diferenga na taxa

de preferéncia entre animais TLR4”- e animais WT (Fig 41).
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Fig 41: Efeitos do MPLA, um agonista tendencioso do TLR4 na CPP. Taxa de preferéncia
de animais tratados com salina e cocaina na CPP [fator cocaina (F(1,52=27.36; p<0,0001), fator MPLA
(F(152=0.001892; p=0,9655), interacdo (F(1,52=0.001892; p=0,2332] e fator cocaina (F(1,37=0.18;
p=0.67), fator MPLA (F1,37)=0.04; p=0,8382), interacao (F1,52=0.001892; p=0,2332]. N=4-16 por grupo.
Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Newman-Keuls.

##H###p<0,0001 entre os grupos cocaina e salina.

4.13 MPLA alterou os niveis cerebrais de IL-1

Devido ao papel da IL-1B nos processos de plasticidade sinaptica, decidimos
avaliar os niveis dessa citocina no estriado, no hipocampo e no PFC de animais

submetidos a sensibilizagdo comportamental.

No estriado e no PFC, observamos que o MPLA reduziu os niveis de IL-1B nos
animais tratados com cocaina (p=0.01). Ja no hipocampo, o MPLA aumentou os niveis

de IL-18 em ambos os grupos (p=0,002) (Fig 42).
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Fig. 42. Avaliagao dos niveis de IL-1B. Quantificacdo de IL-1B no estriado [fator cocaina
(F1,18=1.53; p=0.23), fator MPLA (F(1,18=1.34; p=0,8382), interag¢ao (F,18=6.96; p=0,016], hipocampo
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[fator cocaina (F1,18=1.820; p=0.194), fator MPLA (F(1,18=12.44; p=0,0024), interagao (F,18=0.443;
p=0,514] e PFC [fator cocaina (F1,14=0.074; p=0.789), fator MPLA (F1,14=6.62; p=0,0021), interagéo
(F(1,14=3.382; p=0,087], respectivamente. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias,
seguido pelo teste de Newman-Keuls. **p<0,01 e *p<0,05 entre os grupos cocaina + veiculo e cocaina
+ MPLA.

4.14 Participagdo da via NLRP3/CASP1 nas alteragbes comportamentais

induzidas por cocaina

4141 Animais NLRP3’ apresentam uma diminuicdo na sensibilizacio

comportamental induzida por cocaina

Para avaliar o papel da IL-1B na sensibilizagdo comportamental induzida por
cocaina, machos e fémeas NLRP3--foram submetidos a este protocolo experimental.
A cocaina aumentou a atividade locomotora (p<0,0001) em ambos 0s sexos.
Camundongos machos NLRP3-- apresentaram uma reducgao da atividade locomotora
dos dias 4, 6 e 7 (p<0,05), enquanto as fémeas NLRP3-- apresentaram uma reducgao
da atividade locomotora nos dias 3 e 4 (p<0,05) em comparagdo aos respectivos

controles tratados com cocaina (Fig 43).
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Fig. 43. Avaliagdo de animais NLRP3" na sensibilizagdo comportamental. (A) Distancia
total percorrida por animais machos tratados com salina e cocaina no teste de sensibilizagdo
comportamental [fator tratamento e genotipo (F3,70=135,3; p<0,0001), fator tempo (F.70=31.57;
p<0,0001), interagéo (F(s,70=7,577; p<0,0001)]. N=8 por grupo. (B) Distancia total percorrida por
animais fémeas tratadas com salina e cocaina no teste de sensibilizagdo comportamental [fator
tratamento e gendtipo (F@,161)=147,0; p<0,0001), fator tempo (F@,161)=21.28; p<0,0001), interagéo
(F18,161)=11,37; p<0,0001)]. N=6-8 por grupo. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias com
medidas repetidas, seguido pelo teste de Newman-Keuls. ***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05 entre os

grupos WT + cocaina e NLRP3"- + cocaina.

4.14.2 Animais CASP1’ apresentam uma diminuicido na sensibilizagido

comportamental induzida por cocaina

Para corroborar o papel da IL-1B sensibilizagdo comportamental induzida por
cocaina, machos e fémeas CASP1--foram submetidos a este protocolo experimental.
A cocaina aumentou a atividade locomotora (p<0,0001) em ambos 0s sexos.
Camundongos machos CASP17- apresentaram uma redugéo da atividade locomotora
dos dias 3, 6 e 7 (p<0,05), enquanto as fémeas CASP1-- apresentaram uma redugéo
da atividade locomotora apenas no dia 4 (p<0,05) em comparagéo aos respectivos

controles tratados com cocaina (Fig 44).
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Fig. 44. Avaliagdo de animais CASP1” na sensibilizagido comportamental. (A) Distancia
total percorrida por animais machos tratados com salina e cocaina no teste de sensibilizagao
comportamental [fator tratamento e gendtipo (Fs,275=35.14; p<0,0001), fator tempo (F(1s,275=270,4;
p<0,0001), interagdo (F3,270=35,14; p<0,0001)]. N=8-12 por grupo. (B) Distancia total percorrida por
animais fémeas tratadas com salina e cocaina no teste de sensibilizagdo comportamental [fator
tratamento e gendtipo (F(3,252=14,26; p<0,0001), fator tempo (F252=21.85; p<0,0001), interagao
(F(18,252)=14,26; p<0,0001)]. N=9-14 por grupo. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias,

seguido pelo teste de Newman-Keuls.***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05 entre os grupos WT + cocaina e
CASP1+ + cocaina.
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4.14.3 Animais NLRP3’-e CASP1--e ndao apresentam diferengas na CPP induzido

pela cocaina

Com o objetivo de avaliar a participagdo da via NLRP3/CASP1/IL-13 na CPP
induzida por cocaina, animais NLRP3”- e CASP1” ou WT foram submetidos a este
protocolo experimental. A cocaina aumentou a taxa de preferéncia do compartimento
pareado com a droga (p<0,0001 entre os grupos salina + veiculo e cocaina + veiculo).
Porém a delecdo genética de NLRP3 e CASP1 ndo alterou esse comportamento

induzido pelo psicoestimulante.(Fig 45).
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Fig. 45. Avaliacdo de animais NLRP3”- e CASP1” na CPP. Taxa de preferéncia de animais
tratados com salina e cocaina na CPP [fator cocaina (F(1,41=34.32; p<0,0001), fator genotipo CASP1--
(F(1,41y=0.37; p=0,54), interacao (F1,41)=0.489; p=0,0488] e [fator cocaina (F1,47)=37.20; p<0,0001), fator
genotipo NLRP3" (F(1,47=0.156; p=0,694), interagado (F1,47=0.0015; p=0,96]. N=9-15 por grupo. Os
dados foram analisados por ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Newman-Keuls. ####H##p<0,0001

entre os grupos cocaina + veiculo e salina + veiculo no CPP.
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4.15 Participacao da via IDO nas alteragbes comportamentais induzidas por

cocaina

4151 O tratamento com 1-MT, inibidor da IDO, diminuiu a sensibilizagao

comportamental induzida por cocaina em camundongos machos e fémeas

Para avaliar o papel da IDO na sensibilizagdo comportamental induzida por
cocaina, camundongos machos e fémeas foram tratados com 1-MT (30 mg/kg) ou
veiculo, todos os 7 dias do protocolo experimental, 30 min antes do inicio do
experimento. A cocaina aumentou a atividade locomotora dos animais de ambos os
sexos (p<0,0001). Em relagdo aos machos, esse efeito foi reduzido pelo 1-MT nos
dias 5, 6 e 7 (p<0,05). Ja em relacao as fémeas, o 1-MT foi capaz de reduzir os efeitos

da cocaina todos os dias (Fig 46).
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Fig. 46. Avaliagcdo de animais tratados com 1-MT na sensibilizagdo comportamental. (A)
Distancia total percorrida por animais machos tratados com salina e cocaina no teste de sensibilizagao
comportamental [fator tratamento e gendtipo (F6,243=302,6; p<0,0001), fator tempo (F3243=302.6;
p<0,0001), interagao (F(1s,243=18,243; p<0,0001)]. N=8-12 por grupo. (B) Distancia total percorrida por
animais fémeas tratadas com salina e cocaina no teste de sensibilizagdo comportamental [fator
tratamento e gendtipo (F,141)=12,55; p<0,0001), fator tempo (F1s,141)=8.293; p<0,0001), interagdo
(F(3,141)=118,1; p<0,0001)]. N=4-7 por grupo. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias,
seguido pelo teste de Newman-Keuls. **p<0,01 e *p<0,05 entre os grupos WT + cocaina e 1-MT- +

cocaina.

4.15.2 Camundongos IDO” machos e fémeas apresentam uma diminuicdo da

resposta aguda a cocaina na sensibilizagao comportamental

Para corroborar os experimentos do tratamento com 1-MT, camundongos IDO-
- machos e fémeas foram submetidos a sensibilizagdo comportamental induzida por
cocaina. A cocaina aumentou a atividade locomotora em ambos os sexos (p<0,0001).
Camundongos IDO”- machos apresentaram uma diminui¢gdo da resposta a cocaina
nos dias 2 e 3 (p<0,05). E importante ressaltar que camundongos IDO” machos
aparentam ter uma locomogéo basal menor que os camundongos WT, uma vez que
nos dias 3 e 6 houve diferenca estatistica entre os grupos WT + salina e IDO”- + salina.
As fémeas IDO-/- apresentaram uma menor atividade locomotora durante todo o teste

comportamental (Fig 47).
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Fig. 47 Avaliagdo de animais IDO” na sensibilizagdo comportamental. (A) Distancia total percorrida
por animais machos tratados com salina e cocaina no teste de sensibilizagdo comportamental [fator
tratamento e gendtipo (F,257=31,90; p<0,0001), fator tempo (F,257=238.8; p<0,0001), interagdo
(F18,257=17,61; p<0,0001)]. N=8-12 por grupo. (B) Distancia total percorrida por animais fémeas
tratadas com salina e cocaina no teste de sensibilizagdo comportamental [fator tratamento e genétipo
(F(3,244/=147,0; p<0,0001), fator tempo (F,244)=16.62; p<0,0001), interagéo (F(1s,244=10,71; p<0,0001)].
N=7-11 por grupo. os dados foram analisados por ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Newman-

Keuls. **p<0,01 e *p<0,05 entre os grupos WT + cocaina e IDO”- + cocaina.

4.15.3 Camundongos machos e fémeas tratados com 1-MT ou IDO- apresentam

uma diminuic¢ao da taxa de preferéncia induzida por cocaina

Para avaliar o papel da IDO na CPP induzida por cocaina, camundongos
machos e fémeas foram tratados com 1-MT (30 mg/kg) ou veiculo, todos os 8 dias do
protocolo experimental, 30 min antes do inicio do experimento. A cocaina aumentou
a taxa de preferéncia (p<0,0001), efeito que foi reduzido pelo tratamento com 1-MT

tanto nos camundongos machos quanto fémeas (p<0,05).

Além disso, para corroborar os experimentos do tratamento com 1-MT,
camundongos machos e fémeas IDO-- foram submetidos a CPP induzida por cocaina.
A cocaina aumentou a taxa de preferéncia em ambos os sexos (p<0,01).
Camundongos IDO”- machos e fémeas apresentaram uma diminuigdo da taxa de

preferéncia induzida cocaina em comparagéo aos WT (p<0,01) (Fig 48).
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Fig. 48. Avaliacdo de camundongos IDO”- na CPP. (A) Taxa de preferéncia de animais
machos tratados com salina e cocaina na CPP [fator cocaina (F1,36=66.06; p<0,0001), fator 1-MT
(F(1,36=3.394; p=0,00737), interacéo (F(1,36=4.171; p=0,048] e [fator cocaina (F1,47=42.01; p<0,0001),
fator IDO-/- (F(1,47=3.352; p=0,0735), interagéo (F(147=4.617; p=0,0368]. N=12-16 por grupo. (B) Taxa
de preferéncia de animais fémeas tratadas com salina e cocaina na CPP [fator cocaina (F1,36=34.32;
p<0,0001), fator 1-MT (F136=4.8666; p=0,03), interagdo (F136=2.871; p=0,09] e [fator cocaina
(F(1,33=18.99; p<0,0001), fator gendtipo (F1,33=8.267; p=0,007), interagado (F(1,33=2.582; p=0,1176].

N=9-13 por grupo. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de
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Newman-Keuls. **p<0,01 e *p<0,05 entre os grupos cocaina + veiculo e cocaina + 1-MT ou IDO no

CPP ####p<0,0001 entre os grupos cocaina + veiculo e salina + veiculo no CPP.

5. DISCUSSAO

No presente trabalho, demonstramos que a micréglia e algumas vias de
sinalizagdo associadas a respostas imunolégicas modulam as alteragbes

comportamentais, bioquimicas e histologicas induzidas por cocaina.

Em estudo prévio realizado pelo nosso grupo, demonstramos que a deplecao
parcial de microglia reduziu a sensibilizacdo induzida por cocaina, sem alterar a CPP.
Além disso, demonstramos que as células remanescentes apresentavam uma maior
razao corpo celular / tamanho da célula, o que sugeriria uma maior ativagao celular.
Assim, com o objetivo de refinar a analise relacionada ao numero de células e a
ativagao microglial, realizamos tanto a analise de sholl, um importante método para
verificacdo de aspectos morfologicos das células, quanto a avaliagdo de CD68, um
marcador de células com atividade fagocitica. Observamos um aumento na expressao
de CD68 tanto em camundongos tratados com PLX3397 quanto tratados com
cocaina, o que sugere um estado alterado de ativagdo microglial em animais
submetidos a deplecéao parcial ou exposi¢ao a cocaina. De forma semelhante, Bennet
et al. (2018) e Spiller et al. (2018) também observaram uma regulagao positiva de
CD68 em animais tratados com PLX3397 (Bennett et al., 2018; Spiller et al., 2018),
enquanto Liao e colaboradores (2016) também encontraram um aumento de CD68
apos 7 dias de tratamento com a cocaina. Com relagao a analise de sholl, observamos
que, além do numero de células do grupo tratado com o PLX3397 e cocaina ser menor
que o tratado apenas com a droga de abuso (dados prévios), os parametros
morfolégicos também sé&o diferentes. O PLX aumentou o numero de intersegdes e o

comprimento dos ramos.

A microglia possui um amplo espectro de fenétipos (Ransohoff, 2016; Sankowski
et al., 2019), sendo que modificagbes morfolégicas estdo relacionadas a alteragdes
na funcdo da célula (Helmut et al., 2011b; Pannell et al., 2014; Scheffel et al., 2012).
E possivel que as caracteristicas bioquimicas das células remanescentes fossem

distintas, uma vez que essas possuem moléculas importantes para a fagocitose dos
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restos das células depletadas. Isso sugere que as células restantes provavelmente
estdo desempenhando um papel diferente no NAc de camundongos tratados com
PLX3397.

Curiosamente, a astrogliose foi observada nos mesmos grupos em que houve
microgliose, 0 que sugere que a deplegdo da micréglia pode afetar a atividade de
outras células. Na verdade, o papel dos astrocitos no processo de adicgao precisa ser
melhor investigado em estudos futuros, uma vez que estas células também
apresentam uma heterogeneidade na morfologia, identidade molecular e fungbes
(Nguyen et al., 2020).

A alteragao do padrao de ativagao microglial poderia estar associada a alteragao
na producao de mediadores inflamatdrios. De fato, a cocaina diminuiu os niveis de IL-
1B e IL-10 no hipocampo e no PFC, respectivamente. Uma vez que um aumento nos
niveis de IL-1B prejudica a memodria dependente do hipocampo, mesmo pequenas
alteragbes dessa citocina induzidas pela cocaina podem induzir um aumento de LTP
nesta regido (Werneburg et al., 2017). Além disso, os usuarios de cocaina apresentam
niveis séricos de IL-10 mais baixos (Moreira et al., 2016). Apesar dos resultados, nao
podemos descartar o papel dessas citocinas e das outras que nao apresentaram
diferengas nos niveis, pois esses resultados podem ser decorrentes do momento em
que esses mediadores foram avaliados. Considerando que as citocinas possuem
cinéticas diferentes e também existe uma interacéo entre elas (Khandare et al., 2017,
Kumolosasi et al., 2014; Walter and Crews, 2017), é possivel que sua contribuigao
para o comportamento de sensibilizacdo tenha sido anterior ao momento em que

foram avaliados.

A via CX3CL1-CX3CR1 ¢é importante para a neuroinflamagao, plasticidade
sinaptica e neurogénese uma vez que pode contribuir para as altera¢gdes neuronais
induzidas por cocaina (Linker et al., 2020; Montesinos et al., 2020). No presente
estudo, o grupo tratado com cocaina que apresentava deplec¢ao parcial da microglia
revelou niveis aumentados de CX3CL1 em comparagédo com o grupo tratado apenas
com cocaina. De forma interessante, houve uma correlagdo entre os niveis de
CX3CL1 e a sensibilizagdo comportamental. Além disso, o receptor (CX3CR1) foi
reduzido no hipocampo. Num estudo em que 30% das células foram depletadas, nao

foi observada diferenca na expressdo de CX3CR1 (Bennett et al., 2018). Por outro



113

lado, a deplecao de 90% das células com PLX3397 diminuiu a expressao de CX3CR1
(Coleman et al., 2020; Walter and Crews, 2017). O aumento do CX3CL1 poderia ser
um efeito compensatério em resposta a redugcao do CX3CR1, o que poderia manter a
sinalizagdo. A modulacao desta via pode contribuir para a compreensao dos efeitos
do PLX3397 no modelo de sensibilizacdo. Foi demonstrado que a aplicagdo de
CX3CL1 no hipocampo prejudica a LTP e a transmissao glutamatérgica (Bertollini et
al., 2006; Maggi et al., 2009; Ragozzino et al., 2006), enquanto a deficiéncia de
CX3CR1 prejudica a plasticidade sinaptica (Garrée et al., 2017; Rogers et al., 2011). O
comprometimento desta via de sinalizagdo observado em animais tratados com
PLX3397 poderia levar a uma redugao nas alteracdes sinapticas e comportamentais
induzidas pela cocaina. No entanto, o papel desta via na adiccéo por cocaina precisa

ser mais investigado em estudos futuros.

Além das citocinas, fatores neurotroficos estdo altamente envolvidos na
plasticidade sinaptica e poderiam explicar, pelo menos em parte, o papel da microglia
na adic¢ao por cocaina. Observamos que a cocaina reduziu os niveis de BDNF no
hipocampo. Corroborando os nossos resultados, foi demonstrado que a administragao
repetida de cocaina leva a uma reducao deste fator neurotréfico no hipocampo
(Harvey et al., 2019; Zilkha et al., 2014). Embora os efeitos da cocaina nos niveis
deste mediador sejam complexos e especificos da regiao (Li and Wolf, 2015), sabe-
se que a sinalizagdo BDNF-TrkB esta envolvida em eventos plasticos associados as
drogas, como a indugéo da formacgao de espinhas dendriticas (Anderson et al., 2017;
Ka et al., 2016; Lobo et al., 2010; Otis et al., 2014). Nesse contexto, a diminuicdo dos
niveis de BDNF no hipocampo induzida pela cocaina no presente estudo poderia estar

relacionada a fungao sinaptica aberrante (Anderson et al., 2017; Rich et al., 2019).

E importante mencionar que a micréglia € uma fonte importante de BDNF,
especialmente apds a exposigao a cocaina (Cotto et al., 2018), e como observamos
que a deplecao parcial da microglia reduziu os niveis de BDNF tanto nos grupos de
cocaina ou salina, é possivel que a reducao desse fator neurotréfico tenha contribuido
para o comprometimento das alteracbes plasticas induzidas pela cocaina, o que
poderia explicar a diminuicdo da sensibilizacdo comportamental encontrada no
presente estudo.
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Como mencionado anteriormente, o papel da sinalizacdo TrkB-BDNF pode variar
dependendo da regidao no contexto da dependéncia de drogas (Anderson et al., 2017;
Ka et al., 2016; Lobo et al., 2010; Otis et al., 2014), embora isso n&o seja totalmente
compreendido. No PFC, observamos que a cocaina diminuiu os niveis de mRNA de
TrkB, um efeito que foi evitado pela deplecao parcial da micréglia. A administragao de
cocaina diminui os niveis de BDNF e a densidade sinaptica no PFC, afetando a
sinalizagao glutamatérgica corticoestriatal. Além disso, a microinfusdo de BDNF nesta
regido pode restaurar essa sinalizagdo e reverter alteragcbes comportamentais
induzidas pela cocaina (Barry and McGinty, 2017; Berglind et al., 2009; Fumagalli et
al., 2007; Go et al., 2016; Rasakham et al., 2014). Nesse sentido, a reversao dos niveis
de BDNF induzidos pela deplegdo parcial da micréglia poderia contribuir para a

reducdo da sensibilizacdo comportamental.

A cocaina diminuiu os niveis de GDNF e NGF no PFC, porém poucos estudos
investigaram a participacédo dessas neurotrofinas na SUD. Ja foi demonstrado que a
administragdo de cocaina diminuiu os niveis de GDNF, enquanto a infusdo deste fator
na VTA reverteu a CPP (Green-Sadan et al., 2003; Messer et al., 2000), e a
autoadministracado induzida por cocaina (Green-Sadan et al., 2003; Messer et al.,
2000). Além disso, a cocaina inibiu o crescimento de neuritos induzidos por NGF em
células P12 via D1(Zachor et al., 1994, 2000). Por fim, usuarios de cocaina

apresentam uma diminui¢do nos niveis séricos de NGF (Angelucci et al., 2007).

O papel da neurogénese na SUD ainda ndo € muito bem compreendido. Assim,
para investigar melhor as alteragdes induzidas pela deplecédo de cocaina e micrdglia,
avaliamos células DCX*. Em condigdes fisiologicas, a microglia é responsavel pelo
suporte trofico para a neurogénese do hipocampo adulto (Yang et al., 2016). Nesse
sentido, a diminuicdo dos niveis de BDNF no hipocampo induzida pela deplecao
parcial da micrdglia encontrada no presente estudo pode levar a diminuigdo das
células DCX* apenas em animais tratados com solugcdo salina, uma vez que a
interrupcédo da sinalizagdo do BDNF esta associada a diminuigdo da neurogénese
(Miao et al., 2018; Shih et al., 2016). De acordo com nossos dados, foi observada uma
diminui¢do no numero total de neuroblastos apds deplecéo parcial da micréglia pela
toxina diftérica (Kreisel et al., 2019). Contudo, a falta de efeito da deple¢do da
micréglia nos animais tratados com cocaina sugere que outros mecanismos podem

estar envolvidos como as alteragdes na sinalizagdo CX3CR1-CX3CL1 nestes animais.
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Por fim, avaliamos alguns componentes do sistema dopaminérgico devido a sua
importancia no transtorno por uso de cocaina. Essa droga de abuso diminuiu a
expressao de D5 no estriado e no hipocampo, além de diminuir a expressdo de DAT
no estriado. O efeito da cocaina na expressao de DAT também foi avaliada por outros
estudos que sugeriram que esta diminuicdo pode estar relacionada com o
comportamento de busca pela droga (Ferris et al., 2015; Sharpe et al., 1991; Siciliano
et al.,, 2016). Além disso, a sinalizagdo da dopamina através do receptor D5 é
importante para alteragbes comportamentais induzidas pela cocaina (Freeman et al.,
2010; Karlsson et al., 2008). No entanto, o papel do DAT e do D5 na adicgao ainda

nao esta muito bem estabelecido.

A cocaina aumentou a expressao de D2 no estriado, enquanto a deplecao parcial
da microglia teve o efeito oposto. O aumento dos receptores D2 induzido por drogas
de abuso também foi demonstrado em outros estudos (Briand et al., 2007; Novak et
al., 2010). Da mesma forma, o knockdown ou bloqueio farmacolégico de D2 pode
diminuir as alteragdes comportamentais induzidas pela cocaina (Chausmer et al.,
2002; Linker et al., 2020; Reguildn et al., 2017; Welter et al., 2007).

Dessa forma, a cascata de sinalizacdo de D2, juntamente com CX3CL1, séo
necessarias para o aumento da autoadministragcao de cocaina e da ativagao microglial
induzida pela nicotina (Linker et al., 2020). Além disso, a sinalizagdo BDNF-TrkB em
neurdnios que expressam preferencialmente D2 é necessaria para comportamentos
que caracterizam a adicgao (Castrén and Antila, 2017). Nesse contexto, as alteragdes
na expressao de D2, nos niveis de CX3CL1 e BDNF induzidas pela associagao entre
deplecao parcial da micréglia e cocaina encontradas no presente estudo, poderiam
estar relacionadas com a diminuicdo da sensibilizagdo comportamental nesses
animais. Assim, nossos resultados corroboram a literatura, demonstrando o
importante papel da micréglia nas alteragbes comportamentais e neurais induzidas
pela cocaina.

A atividade das células microgliais pode modificar os mecanismos moleculares e
as alteracbes comportamentais induzidas pelos psicoestimulantes. A inibicdo da
ativagao microglial pela minociclina, um antibidtico tetraciclina amplamente utilizado
como inibidor microglial, reverte a sensibilizacao comportamental, a CPP e aliberagao
de dopamina no NAc induzidas pela cocaina (Chen et al., 2009; Northcutt et al., 2015).
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Além disso, a minociclina também altera a recompensa da cocaina apos a exposi¢ao
a nicotina e a morfina (Linker et al., 2020; Taylor et al., 2016). O ibudilast, um inibidor
da PDE4 e modulador glial, reduz a procura e o craving por cocaina em ratos e
humanos (Metz et al., 2017; Mu et al., 2021; Poland et al., 2016). Além disso, no
presente estudo observamos que a deplecdo da micréglia com o inibidor de CSF-1
PLX3397 diminuiu as alteragdes comportamentais induzidas pela cocaina. No
entanto, o papel da micréglia na adic¢gdo induzida por cocaina necessita de mais
estudos, pois alguns resultados sdo controversos. Por exemplo, a redugdo do numero
microglial e da atividade induzida pela minociclina, PLX3397, GW2580 ou Mac-1-
saporina nao teve efeito na CPP induzida pela cocaina (Lo lacono et al., 2018; Taylor
et al., 2016).

Estudos avaliaram a capacidade dos psicoestimulantes ativarem, de forma direta,
os receptores TLR, uma familia de PPRs presentes na microglia. Estes podem
promover a translocacao de fatores de transcricdo, como NF-kB, para o nucleo e
consequente ativacao dessas células e liberacao de fatores neurotréficos ou citocinas
que modificam elementos pré e pos sinapticos (Prieto and Cotman, 2017; Russo et
al., 2009; K. Zhang et al., 2020) . Por exemplo, a ativacao do receptor TLR4 induz a
producao de diferentes citocinas inflamatérias, como, por exemplo, a IL-1B, que é
produzida na sua forma inativa, a pro-IL-1B. Sua maturagao, seguida de sua secrec¢ao,
necessita da ativacao do complexo NLRP3, que leva a maturagcdo da caspase-1 e
esta, consequentemente, promove a maturacdo de pré-IL-1B para IL-1B. Nesse
sentido, estudos recentes demonstraram que a cocaina aumenta a expressao de
NLRP3 e a formacao de IL-1B nas células microgliais (Liu et al., 2020; J. Yang et al.,
2020). Além disso, processos neuroinflamatorios sdo capazes de ativar a via DO,
cujos metabdlitos promovem alteragdes nas vias glutamatérgica e dopaminérgica, e
consequente alteragbes comportamentais (Lucido et al., 2021). A ativagdo da via
TLR4/NF-KB e do inflamassoma sao capazes de modular a ativagao da IDO microglial,
levando a comportamento tipo-depressivo (Hemmati et al., 2019b; J. Zhang et al.,
2020; S. Zhang et al., 2020). Nesse sentido, alguns poucos estudos demonstraram a
possivel participagdo desta via no transtorno por uso de alcool e cocaina (Vengeliene
et al,, 2016).

Estudos in silico que avaliaram por docking e ligagcdo competitiva,

demonstraram que a cocaina é capaz de se ligar diretamente no complexo dominio
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do fator de diferenciagao mieldide classico 2 (MD-2)/TLR4 (Northcutt et al., 2015). De
forma adicional, a exposi¢cdo a cocaina aumenta a expressao de TLR4 em células
microgliais BV-2 de maneira dose dependente (Periyasamy et al., 2018), bem como
os demais componentes da via desse receptor — MyD88, IRAK1, TRAF6 e NF-kB.
Além disso, a expressdao cerebral de TLR4 é maior em camundongos que
autoadministraram cocaina do que naqueles que o fazem com solugao salina (Brown
et al.,, 2018a; Periyasamy et al., 2018), indicando uma regulagdo positiva da
sinalizacdo de TLR4 pela exposigcédo a cocaina. Além de mediar a ativagdo microglial
e a liberagao de citocinas apos o tratamento com cocaina, a ativagao de TLR4 pela
cocaina também é importante para o aumento dos niveis de dopamina no NAc
induzido por este psicoestimulante (Brown et al., 2018a; de Oliveira et al., 2016;
Northcutt et al., 2015; Periyasamy et al., 2018). Nesse sentido, uma vez que a
sensibilizagdo comportamental € caracterizada por neuroadaptagdes principalmente
do sistema dopaminérgico da via mesocorticolimbica, a modulagédo da sinalizagao de
TLR4 parece ser extremamente importante para essa alteracdo comportamental
induzida pela cocaina. De fato, a delegdo do TLR4 diminui a atividade dos neurdnios
dopaminérgicos e diminuiu expressao da tirosina hidroxilase (TH) no VTA, que regula
a concentragcao de dopamina no NAc, além de alterar a fosforilacdo de DARPP 32 e

os niveis de BDNF nas regides limbicas (Femenia et al., 2018; Li et al., 2021).

No presente estudo, demonstramos que a modulagdo do receptor TLR4
participa da sensibilizagdo comportamental induzida pela cocaina, mas nao da CPP.
A pré-ativagao do receptor TLR4, utilizando um agonista tendencioso, foi capaz de
reduzir a sensibilizagdo comportamental. Além disso, utilizando ferramentas
genéticas, demonstramos que o0 nocauteamento do receptor TLR4 aumentou a

sensibilizagdo comportamental, o que corrobora nossos dados farmacolégicos.

O antagonismo dos receptores TLR4 pelo uso de (+)-naloxona e (+)-naltrexona
inibiram o desenvolvimento de CPP e autoadministracdo de cocaina, respectivamente
(Northcutt et al., 2015). A injecéo intra-VTA de LPS de Rhodobacter sphaeroides, um
antagonista de TLR4, também diminuiu a procura de cocaina em um modelo de
comportamento semelhante a recaida (Brown et al., 2018a). Além disso, dependendo
da dose, camundongos TLR47 ndo desenvolvem CPP e hiperlocomogdo aguda
induzida pela cocaina (Kashima and Grueter, 2017) , enquanto camundongos

C3H/Hed que possuem uma mutacdo que impede a ativacdo da via TLR4-NFkB
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apresentam uma diminuicdo de autoadministragao de cocaina (Northcutt et al., 2015).
Por outro lado, a ativagdo de TLR4 pelo LPS resultou em sensibilizagao locomotora
induzida pela cocaina com uma dose sub efetiva de cocaina (Tortorelli et al., 2015). A
ativagdo de TLR4 através da injecdo de LPS na VTA também foi suficiente para
restabelecer a procura de cocaina (Brown et al., 2018b). A exendina-4, um analogo
do peptideo 1 semelhante ao glucagon, diminuiu o TLR4, o TNF-a a IL-13, bem como
o CPP induzido pela cocaina (Zhu et al., 2021). Além disso, vesiculas extracelulares
carregadas com miR-124 inibiram a sinalizagdo de TLR4 mediada por cocaina e a

ativagao microglial (Chivero et al., 2020).

Apesar dos dados parecerem contraditorios, uma vez que o MPLA teve efeito
protetor apesar de ativar o receptor TLR4, € importante ressaltar que “como” aquele
receptor esta sendo ativado ou inibido € crucial para a resposta intracelular que sera
desencadeada. O MPLA, por ser um agonista tendencioso, possui menor atividade de
sinalizagdo MyD88 dependente, enquanto a sinalizacdo TRIF dependente é
semelhante a resposta LPS (Cekic et al., 2009; Mata-Haro et al., 2007). Portanto, o
MPLA apresenta respostas imunes substancialmente menos pro-inflamatoérias que o
LPS devido a diferenga na magnitude dos niveis de citocinas, apesar delas
apresentarem a mesma cinética (Mata-Haro et al., 2007), o que pode conferirao MPLA
um efeito neuroprotetor. Por exemplo, o MPLA suprime a ativacao de NLRP3 (Embry
et al., 2011).

Corroborando nosso resultado, Lewitus et al. (2016) demonstraram que a
administracdo de MPLA durante o periodo de abstinéncia da cocaina € capaz de
diminuir a hiperlocomocéao induzida durante a reexposi¢cao (Lewitus et al., 2016). O
tratamento com MPLA, em camundongos tratados com morfina, imitou a plasticidade
sinaptica que ocorre durante o periodo de abstinéncia ao reduzir a relacéo
AMPA/NMDA (Valentinova et al., 2019). De forma interessante, a ativagcéo do receptor
TLR4 utilizando o MPLA também foi neuroprotetora em modelos de doencas de
Alzheimer e Parkinson. Um efeito oposto ao observado quando o TLR4 é ativado pelo
seu agonista pleno, o LPS (Michaud et al., 2013; Venezia et al., 2017). Também
observamos que animais TLR47 apresentam um aumento da sensibilizagcdo
comportamental induzida pela cocaina. De forma semelhante, Lewitus et al. (2016)

demonstraram que animais TNF”- também apresentam um aumento da sensibilizacdo
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comportamental induzida pela cocaina, o que poderia ser justificado pela perda da

neuroprotec¢ao induzida pela ativagao microglia (Lewitus et al., 2016).

A diminuicio da neuroinflamacao mediada pelo TLR4 parece ser o mecanismo
de ativacao de outras substancias para protecao contra alteracbes comportamentais
induzidas por psicoestimulantes. Experimentos in silico mostraram que, semelhantes
a cocaina, METH e AMPH séao capazes de se ligar no complexo TLR4/MD-2 (Wang
et al., 2019; X. Zhang et al., 2020). Na linhagem celular microglial BV2, a ativacéo
induzida por METH e a liberagao de citocinas foram mediadas pela via TLR4-NF-kB
(Wan et al., 2017; T. Yang et al., 2020; Yu et al., 2019). Nesse sentido, a exposi¢cao
ao METH aumenta a expressao de TLR4, bem como os demais componentes dessa
sinalizagdo como NF-kB, MAPK, p-p65, p-p38, Peli1 (Wan et al., 2017; T. Yang et al.,
2020; Yu et al., 2019). Além disso, Wires et al. (2012) demonstraram que o METH
pode aumentar a expressao de NF-kB na linhagem celular microglial CHME-5 (Wires
etal., 2012), além de alterar a morfologia das células NR-9460, o METH também pode
alterar a distribuicdo do TLR4 nas superficies dessas células semelhantes a microglia
(Vargas et al., 2020).

O aumento da ativacao da sinalizacdo TLR4 apds exposicdo ao METH também
foi encontrado in vivo. Yang et al. (2020) descobriram que a administracédo repetida
de METH leva a ativagao microglial e a regulacao positiva de TLR4, TRIF, Peli1 e
expressao de IL-6 e TNF-a no cérebro de camundongos (T. Yang et al., 2020). Da
mesma forma, Xie et al., (2018) encontraram aumento de TLR4, MyD88, TRAF6,
NFkB, PARP-1, IL-183, IL-6 e TNF-a no corpo estriado de ratos (Xie et al., 2018). Da
mesma forma, o tratamento com METH aumentou a expressao de TLR4 em astroécitos
cultivados (Du et al., 2017), enquanto o silenciamento da expressao desse receptor
usando siRNA eliminou a expresséo de IL-1f3 e IL-18 induzida pela droga (Du et al.,
2017). As evidéncias in vivo sao consistentes com esses achados, pois camundongos
pré-tratados com o inibidor de TLR4 TAK-242 mostraram expressao significativamente
diminuida de IL-1B e IL-18 no corpo estriado induzido por METH (Du et al., 2017).

Significativamente, o bloqueio da expressao de TLR4 inibiu a neuroinflamacgéao
induzida por METH, o que poderia estar relacionado a alteracbes comportamentais
induzidas pela droga (Du et al., 2017). Por exemplo, (+)-naloxona, um antagonista nao

opioide de TLR4, bloqueou a ativagao microglial induzida por METH e a expressao de
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IL-6 e aumentou a NAc dopamina e CPP induzida por METH (Wang et al., 2019). A
injecao do antagonista classico de TLR4, LPS-RS, também bloqueou o aumento na
liberagdo de dopamina no NAc induzido por METH (Wang et al., 2019). Além disso, a
minociclina inibiu a ativagado microglial, bem como o aumento da expressao do TLR4,
MyD88, NF-kB e TNF-a, melhorando a memoria de reconhecimento e o aprendizado
espacial e os prejuizos de memoaria no teste de reconhecimento de objetos no labirinto
aquatico de Morris, respectivamente, induzidos por METH (Lwin et al., 2021; Sriram
et al., 2006). Além disso, o ibudilast, o seu analogo amino AV1013 e a minociclina —
que bloqueiam a atividade microglial — reduziram a autoadministragdo de METH
(Snider et al., 2013). Outro estudo também mostrou que tanto o ibudilast quanto o
AV1013 também bloquearam o desenvolvimento da sensibilizagdo comportamental
induzida pelo METH (Snider et al., 2012). Curiosamente, a minociclina bloqueou o
desenvolvimento de hipersensibilidade locomotora as anfetaminas em outros modelos
neuroinflamatdrios (Drouin-Ouellet et al., 2011; Giovanoli et al., 2016). A minociclina
preveniu o aumento da ativagdo microglial induzido pelo MDMA, outra anfetamina,
bem como a ativacdo do NF-kB e a liberagao de IL-1B no hipocampo, estriado e cortex
frontal (Orio et al., 2010; Zhang et al., 2006).

Outros receptores da familia TLR podem estar associados a ativagcao da
microglia mediada pela cocaina. A exposicao de células microgliais a cocaina resultou
no aumento da expressao de TLR2 com indugao concomitante de ativagao celular
(Liao et al., 2016). Foi demonstrado que a cocaina induz a formagéo de espécies
reativas de oxigénio, levando ao estresse do reticulo endoplasmatico e subsequente
translocacao do fator de transcricdo ATF4 para o nucleo, o que induz a expressao de
TLR2. Curiosamente, a sinalizac&o ativada por este receptor poderia ser ainda mais
estimulada pela cocaina, o que induziria a ativagao da microglia (Liao et al., 2016). A
deplecdo farmacoldgica ou genética do TLR3 reduz alteragdes comportamentais
induzidas pela cocaina, como CPP, autoadministragéo, atividade locomotora e vias
necessarias para a ativagao do NF-kB (Zhu et al., 2018). Por exemplo, o METH alterou
a expressao de diferentes citocinas em macréfagos humanos, interferindo na via de
sinalizagdo TLR9 dependente de MyD88 (Burns and Ciborowski, 2016).

Os efetores da via TLR4 também podem desempenhar um papel nas
alteracdes que ocorrem apoés a administragao de cocaina. A administracao cronica de

cocaina aumenta os niveis do p105, um precursor da subunidade p50 de NF-kB, da
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subunidade inibitéria IkB-g p70 e da subunidade ativa do fator de transcricdo NF-kB
p65 (Ang et al., 2001).

A ativacdo do NF-kB aumenta o numero de espinhas dendriticas nos
neurdnios do NAc. Por outro lado, a inibicdo do NF-kB impede o aumento das
espinhas dendriticas apos a administragao de cocaina. Além disso, a inibigado do NFkB
bloqueia os efeitos recompensadores da cocaina e a capacidade da exposigao
anterior a cocaina de aumentar a preferéncia de um animal pela cocaina (Russo et
al., 2009).

Foi demonstrado que o NF-kB esta envolvido nas mudangas estruturais que
medeiam a aprendizagem baseada na recompensa da cocaina em camundongos
(Ang et al., 2001; Russo et al., 2009). De fato, a regulagéo positiva de multiplos
mediadores pro-inflamatorios e a ativagao da microglia foram detectadas em modelos
animais de abuso de cocaina, o que poderia estar associado a ativacao desse fator
de transcricédo (Bravo et al., 2023; da Silva et al., 2023).

A ativagéo da via TLR4 culmina na liberag&o de citocinas inflamatérias, como,
por exemplo IL-1B, que esta relacionada com processos de plasticidade sinaptica e
alteragdes comportamentais (Hoshino et al., 2021; Takemiya et al., 2017). Além disso,
estudos recentes fornecem o envolvimento de outra familia de PPRs na ativagao
microglial induzida pela cocaina, os receptores NLRs, mais especificamente o dominio
NLRP3. Buscando entender o papel da via IL-1B nas alteragdes comportamentais
induzidas pela cocaina, utilizamos animais CASP1-- e NLRP3"-, uma vez que estas
sinalizagdes sdo de extrema importancia para a ativagao da citocina de interesse. No
presente estudo, observamos que animais CASP1-/- e NALP-/- apresentaram uma
diminuicdo da sensibilizagdo comportamental induzida pela cocaina. Chivero et al.
(2021) demonstraram que o bloqueio farmacoldégico do NLRP3, bem como o
silenciamento genético reverteu as alteragdes neurais e gliais induzidas pela cocaina
(Chivero et al., 2021).

Além disso, camundongos KO para o CX3CR1, um receptor que no SNC é
expresso exclusivamente por células microgliais, apresentaram um aumento da
hiperlocomogéo aguda e da CPP induzida pela cocaina, o que estava associado a
maior atividade do NLRP3 nesses animais (Guo et al., 2021). Ademais, a inibi¢gdo do
aumento de IL-1B induzida pela cocaina na area tegmental ventral bloqueia o
desenvolvimento da CPP e da autoadministracdo induzidas por este psicoestimulante

(Northcutt et al., 2015). Assim, a ativagao dessa sinalizagdo neuroinflamatéria nas
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células microgliais parece estar envolvida nas alteragbées comportamentais induzidas
pela cocaina. De fato, estudos ja tém demonstrado a participagdo dessa via em
processos de neurotransmissdo e plasticidade sinaptica. Por exemplo, a injegao
intracerebral de IL-18 induz aumentos significativos nos niveis de dopamina (Shintani
et al., 1993), além de modificar processos de LTP (Schmid et al., 2009). Além disso,
animais NLRP3-- apresentam uma diminuigao da ativagado de neurénios piramidais na
regido CA1, particularmente na via colateral de Schaffer. Nesse sentido, a auséncia
dessa sinalizagdo nos animais NLRP3-- e CASP1”- poderia estar relacionada com a
diminui¢ao das alteragdes neurais que caracterizam a sensibilizagdo comportamental
induzida pela cocaina observada no presente estudo (Komleva et al., 2021)

A ativagédo de D1 na micréglia induz a degradagao do inflamassoma NLRP3 e
preveniu a inflamagao dependente do inflamassoma NLRP3 (T. Wang et al., 2018;
Yan et al., 2015). A via NLRP3-Caspase-1 é um regulador negativo da LTP mediada
por AMPAR (Lu et al., 2006). O inibidor do inflamassoma NLRP3 atenuou os déficits
de LTP do hipocampo induzidos pelo envelhecimento, bem como elevou a expressao
superficial de AMPAR e os niveis fosforilados de CaMKIl e CREB (Wang et al., 2022).
Além disso, as células microgliais podem modular a plasticidade sinaptica nos
neurénios D1 apds a exposicdo a cocaina, o que esta relacionado com a
sensibilizagao comportamental por esta droga (Lewitus et al., 2016).

Além disso, a ativacdo da microglia e a liberagdo de marcadores inflamatorios
induzidos por METH é mediada pelo NLRP3, o que foi prevenido pela inibicado do
NLRP3 (Du et al., 2019). METH aumentou a expressao de NLRP3 e a clivagem da
caspase-1 no hipocampo de camundongos e na cultura de células semelhantes a
microglia (Du et al., 2019). METH também parece aumentar NLRP3, caspase-1 e IL-
1 B no cérebro de usuarios de METH (Mahmoudiasl et al., 2019). E importante
ressaltar que o bloqueio da expresséo de TLR4 também bloqueou o aumento da
caspase-1 induzido pelo METH (Du et al., 2017). A inibigdo da sinalizagao de IL-13
pode proteger contra alteragbes de memoria induzidas por METH. Além disso, a
quimiocina CCL7, que pode atuar como inibidor microglial, atenuou a CPP induzida
pela METH através da sinalizagao do receptor D1 (Li et al., 2017; Saika et al., 2018).

A ativagdo dos receptores TLR4 e NLRP3, assim como as citocinas
inflamatdrias, sdo capazes de ativar a enzima IDO, que participa do metabolismo do
triptofano (Hemmati et al., 2019b; J. Zhang et al., 2020; S. Zhang et al., 2020). De

forma simplificada, a ativagdo dessa enzima converte a produgao do triptofano em
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quinurenina, que é convertida em acido quinolinico através da via da enzima
quinurenina 3-monooxigenase (KMO), sendo esta ativada em contextos de

neuroinflamacao (Mithaiwala et al., 2021).

Diversos estudos demonstram que a ativagdo dessa via altera processos de
neurotransmissao, levando a diversas desordens neurolégicas e psiquiatricas (Lucido
et al., 2021). No presente estudo, observamos que a inibigao dessa via com o inibidor
da IDO, o 1-MT, foi capaz de reverter a sensibilizacdo comportamental e a CPP
induzidas por cocaina em camundongos machos e fémeas. Com o objetivo de
corroborar os dados farmacolégicos, também utilizamos camundongos machos e
fémeas IDO”. Na sensibilizagdo comportamental, em relagcdo aos machos,
observamos que animais IDO”- apresentam uma menor resposta aguda a cocaina que
os animais WT, porém n&o houve diferenca na resposta final, sendo esta uma
resposta diferente dos animais tratados com o inibidor. Em relagdo as fémeas, tanto
os animais tratados com o 1-MT quanto os animais IDO”- apresentam uma menor
atividade locomotora durante todo o tratamento com cocaina.

O acido quinolinico, um dos principais metabdlitos da via, atua como agonista
do receptor NMDA (Saito et al., 1992), enquanto o acido cinabarinico, outro metabdlito
da via, atua como agonista alostérico do receptor mGluR4 (Fazio et al., 2012). Assim,
as disfungdes na via glutamatérgica que ocorrem como consequente ativagao dessa
via poderiam estar relacionadas com as alteracbes neurais e comportamentais
induzidas pela cocaina, uma vez que alteragdes na neurotransmisséo glutamatérgica
no PFC e no NAc parecem mediar comportamentos de busca pela droga, recaida,
abstinéncia, entre outros (Fischer et al., 2021). Nesse sentido, estudos utilizando o
RO 61-8048, um inibidor da KMO, demonstraram que esta droga € capaz de diminuir
o comportamento de busca durante a reexposi¢cao a cocaina, apesar de nao ter efeito
autoadministragao (Secci et al., 2017; Vengeliene et al., 2016). Além disso, Parkar et
al., (2009) demonstraram que individuos com histérico de abuso de cocaina

apresentam alteragdes no metabolismo do triptofano (Patkar et al., 2009).

Em suma, a compreensdo do papel da microglia e de suas citocinas na
remodelacdo de circuitos neuronais, neurogénese, morte celular programada,
plasticidade sinaptica, sobrevivéncia e proliferacao celular tem contribuido para a o
entendimento de sua participagdo no neurodesenvolvimento e em doencas do SNC

(Wu et al.,, 2015). Nesse sentido, estudos demonstram o importante papel da
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neuroinflamacao no desenvolvimento e progressao de diversas doengas neuroldgicas
e psiquiatricas, ampliando entdo o leque de alvos farmacoldgicos no tratamento
dessas patologias (Fatoba et al., 2020). Apesar disso, poucos estudos buscaram
compreender qual seria o papel da neuroinflamacdo no transtorno por uso de
substancias. No presente trabalho, observamos que a manipulagdo de diferentes
pontos de importantes vias inflamatoérias é capaz de reverter ou piorar as alteragbes
comportamentais induzidas pela cocaina. Dessa forma, nosso estudo contribui para

um melhor entendimento da neuroinflamag¢ao na neurobiologia do abuso de drogas.
6. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir que a
cocaina é capaz de gerar uma neuroinflamagéo, ativando a microglia e alterando as
concentracdes de citocinas e fatores neurotréficos. Nesse sentido, a modulagao da
atividade microglial se mostrou capaz de proteger das alteragcdes moleculares e
comportamentais que acontecem apds a administragao de cocaina. Além disso, nosso
estudo sugere que a sinalizagédo do receptor TLR4, da via NLRP3/CASP1/IL-13 e da
via IDO parecem ser importantes vias de sinalizagdo que modulam as alteracbes
comportamentais induzidas pela cocaina (Fig 49). Porém sao necessarios mais
estudos para uma melhor compreensao do papel da neuroinflamagao no transtorno

por uso de cocaina.
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Fig. 49: A cocaina pode, direta ou indiretamente, ativar a microglia. A cocaina aumenta
dopaminérgicos e glutamatérgicos, levando a plasticidade neural. Além de induzir a liberagdo neuronal
de ligantes que medeiam a ativacdo das células microgliais, como o CX3CL1. Em paralelo, uma
ativacao direta poderia ocorrer através da ligacdo da cocaina ao receptor microglial TLR4, levando a
liberacao de neurotrofinas e citocinas. Nesse sentido, a ativagdo do TLR4 poderia induzir a translocagao
do NF-kB para o nucleo e promover a liberagdo de diferentes citocinas, que, por sua vez, podem
modular tanto a plasticidade sinaptica quanto atividade neuronal. Por exemplo, liberagédo de IL-1B pela

microglia modula a sensibilizagdo comportamental induzida pela cocaina.
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PROJETOS DESENVOLVIDOS DURANTE O DOUTORADO
SANDUICHE

1. AUMENTO DO TNF MICROGLIAL INDUZIDO PELA
METANFETAMINA E A LIBERACAO REGULA A ATIVIDADE
DOPAMINERGICA

1.1 INTRODUCAO

A metanfetamina (METH) pertence a classe dos psicoestimulantes do tipo anfetamina
e sdo usados clinicamente para tratar déficit de atencao, hiperatividade, obesidade e narcolepsia
(White et al., 2018). No entanto, devido as suas propriedades psicoestimulantes e
recompensadoras, a METH também ¢ usada como droga recreativa, tornando-se um sério
problema de saude publica em todo o mundo. Na verdade, a METH ¢ a segunda droga ilegal

mais comumente usada (Stoneberg et al., 2017).

METH ¢ um andlogo de substrato de aminas biogénicas enddgenas que levam ao
aumento dos niveis de dopamina induzidos por meio de multiplos mecanismos. Assim, apds
cruzar a BHE para o SNC, a METH ativa os circuitos de recompensa aumentando a

neurotransmissdo da dopamina nas vias mesolimbica e mesocortical (Miller et al., 2021).

Embora as alteragdes nos sistemas dopaminérgicos sejam consideradas a chave para as
alteragdes neurobiologicas que regulam o comportamento motivado, ¢ bem conhecido que as
substancias psicoativas também podem alterar outras vias moleculares, incluindo a ativagdo de
células microgliais e aumento dos niveis de citocinas (Doggui et al., 2021; Stamatovich et al.,
2021; Stolyarova et al., 2014). Uma unica dose de METH aumenta os niveis de TNF-a e
interleucina IL-6 mRNA no sistema de recompensa (Gongalves et al., 2008). Curiosamente, em
culturas de micréglia isolada, a liberacao de dopamina ocorre de forma dependente da ativacao

da expressao de genes inflamatdrios (Frank et al., 2016).

Estudos prévios ja demonstraram que a ativagdo microglial modula o sistema de

recompensa (Lo Iacono et al., 2018; Taylor et al., 2015), principalmente porque os neurdnios
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dopaminérgicos apresentam alta suscetibilidade a sinais neuroinflamatérios (Douma and de
Kloet, 2020). Por exemplo, na via mesolimbica, o nocauteamento ou inibi¢do farmacoldgica do
receptor dopaminérgico D3 promove o aumento dos niveis de fatores neurotréficos, bem como
aumento da ativagdo microglial e densidade sinéptica, sendo este efeito inibido apods o
tratamento com minociclina — um inibidor da atividade microglial (Wang et al., 2018; J. Wang
et al., 2020). Além disso, células microglias sdo capazes de alterar a morfologia e a
funcionalidade dos neurdnios dopaminérgicos, modificando a expressao dos receptores, do
transportador de dopamina (DAT) e da tirosina hidroxilase (TH(Catale et al., 2022; Kopec et
al., 2018; Lo lacono et al., 2018; Smith et al., 2020). Nesse sentido, o objetivo do presente
estudo foi avaliar se a ativagdo microglial, seguida do aumento dos niveis de TNF sdo capazes

de regular a neurotransmissdo dopaminérgica dos circuitos de recompensa.

1.2 MATERIAIS E METODOS

Animais

Camundongos machos C57BL/6J provindos do Jackson Laboratory foram usados para
este estudo. Os camundongos foram alojados em um ciclo claro-escuro de 12 horas com acesso
ad libitum a comida e 4gua. Todos os procedimentos de experimentos com animais foram
realizados de acordo com o Guia do NIH para o cuidado e uso de animais de laboratorio e foram
aprovados pelo Comité Institucional de Uso e Cuidados com Animais da Universidade da

Florida.
Avaliacio dos niveis de TNF séricos e cerebrais

Os animais foram tratados com salina, METH, UCB + METH e TNF para avaliagcdo dos
niveis de TNF cerebrais e séricos. Apds 7 dias de tratamento, os animais foram eutanasiados e
o sangue coletado por pun¢do cardiaca terminal, coagulado por 30 minutos, centrifugado para
separar o soro do sangue total e armazenado em aliquotas a -80 °C. . Os tecidos do mesencéfalo
foram individualmente homogeneizados em tampao de lise contendo inibidores de protease,

centrifugados e sobrenadantes.

O homogenato foi coletado e dividido em aliquotas para armazenamento a -80 °C.

Aliquotas de soro e cérebro foram usadas para ELISA de citocina baseada em beads detectadas
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via citometria de fluxo para quantificar as concentracdes de TNF na periferia (soro) e
mesencéfalo (Figura 1). Os valores do homogeneizado mesencéfalo foram normalizados para

as concentragdes de proteina obtidas por meio do ensaio de proteina Bio-rad (baseado no

método de Lowry).
Acute Repeated ﬁ ELISA
Dose Dose = 200000000006
l N = 4/group l + -
> —l

Day 1 Day 7

Collect  cojiect
| Midbrain Serum

Figura 1: Imagem representativa do delineamento experimental para dosagem de TNF apos

administracdo de METH e UCB.

Sensibilizacdo comportamental

A sensibilizagdo comportamental ¢ caracterizada pelo aumento de um determinado
comportamento como, por exemplo, a atividade locomotora, ap6s a administra¢ao repetida de
uma droga. Dessa forma, a sensibilizagdo comportamental ¢ um modelo de plasticidade

sindptica entre o uso recreativo de uma droga e o uso abusivo (Kdks, 2015).

Os animais foram colocados individualmente no centro da arena e foi avaliada a
distancia total percorrida por 60 minutos durante 9 dias. Nos dias 1 e 2 os animais foram
habituados no aparato. Do dia 3 ao dia 9, os animais foram tratados com veiculo ou UCB 9260.
Uma hora depois, os animais foram tratados com METH (2 mg/kg i.p.) ou solugdo salina, e

imediatamente colocados no aparato (Figura 2).
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Figura 2: Imagem representativa do delineamento experimental do teste de sensibilizagdo

comportamental.

Imunofluorescéncia

Os animais anestesiados com isoflurano e perfundidos transcardialmente com solugao
PBS (pH 7,4) seguida de PFA 4% . Os cérebros foram entdo pos-fixados em 4% de PFA por
24-48 horas a 4°C e armazenados em PBS. Os cérebros foram cortados em 40 pm usando um
vibratomo (Leica Biosystems, Wetzlar, Germany). As fatias foram colocadas em tampao citrato
10 mM (pH 6) a 95-99 °C por 20 minutos seguidos de dois enxdgues em PBS. Em seguida, as
fatias foram bloqueadas e permeabilizadas em 10% de soro de cabra normal (Lampire
Biological Products, Pipersville, PA) e 0,3% de Triton X-100 (Sigma) em PBS e incubadas a
37°C por 1 hora. Os cortes foram entdo transferidos para a solucdo de anticorpo primario
contendo 0,3% de Triton X-100, 5% de soro normal de cabra e anti-Ibal, anti-TH, anti-GFAP
e/ou anti-CD31. As fatias foram incubadas com anticorpos primarios a 4 °C overnight e depois
lavadas em PBS trés vezes, 20 min cada. Em seguida, os tecidos foram incubados com
anticorpos secundarios por 1 hora em temperatura ambiente no escuro ¢ depois lavadas com
PBS. Por fim, as laminas foram montadas e cobertas com Flouromount G (Southern

Biotechnology, Birmingham, AL).

Aquisi¢cdo de imagens e analises morfométricas

As imagens obtidas no eixo Z do estriado e VTA foram capturadas usando uma objetiva
% 40 em um microscopio confocal de varredura a laser equipado com um sistema Nikon Al
(Nikon, Japao). As regides estriado e VTA foram definidas usando o Paxinos and Franklin
Mouse Brain Atlas e areas ocupadas por neurdonios TH positivos. Para todas as analises
morfométricas, foi utilizado o software Image J. As projecdes de intensidade méaxima das
células foram limitadas para criar uma mascara binaria. Imagens bindrias de 30-86 células
microgliais individuais por regido para cada cérebro de camundongo foram usadas para realizar
a analise morfométrica (micrdglias incompletas e microglia com ramificacdes na margem
foram excluidas). Para a andlise de Sholl, uma linha foi tracada a partir do centro da soma
estendendo-se até o ponto final do ramo mais longo. O plug-in de analise Sholl foi usado para

desenhar circulos concéntricos a partir de O um seguidos por circulos sucessivos de 1 um, a fim
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de identificar o numero de intersecdes ao longo dos raios Sholl (Heindl et al., 2018; Xu et al.,
2016). Para a analise do esqueleto, as imagens de microglia individuais foram preparadas por
redugdo de ruido para remover a fluorescéncia de fundo pixelada. Usando o plugin esqueleto,
as imagens foram esqueletizadas para quantificar o nimero de ramificagdes ¢ a soma dos
comprimentos processados de cada microglia individual (Morrison & Filosa, 2013). Territorios
cobertos por células microgliais individuais foram calculados no software ImageJ usando um
limite convexo. As regides de interesse (ROIs) foram desenhadas manualmente ao redor do

soma da microglia e a area foi quantificada no Imagel.

Regides de contato entre células microgliais e neuronios dopaminérgicos

Imagens capturadas no confocal em 3D da VTA foram capturadas usando uma objetiva
de imersdo em 6leo x40 no microscopio confocal de varredura a laser (Nikon, Japao) de 3 a 4
secdes para cada cérebro. Os sinais de imunofluorescéncia em cada imagem foram visualizados
por tabelas de pesquisa de cores para enfatizar diferentes estruturas e linearizados por uma
macro no software Element. Os contatos célula-célula foram identificados pela sobreposicao de
sinais de imunofluorescéncia Ibal e TH neuronal usando o software Element. As areas de
sobreposi¢cao foram identificadas usando a ferramenta de processo de intersecdo no Element
em mascaras binarias 3D dos dois sinais de imunofluorescéncia Ibal e TH. A méscara 3D de
células TH positivas foi usada para calcular as areas TH. Para evitar o ruido causado pelo
processamento da imagem, particulas menores que 3 um foram removidas das analises (Lana
etal., 2019). Para a normalizacao dos dados, as areas de contato do neurdnio positivo microglia-

TH foram calculadas e mostradas por areas TH.

Avaliacio da conectividade funcional e topologia das redes neurais

Para determinar como o TNF modula a conectividade funcional e a topologia das redes
neuronais induzidas pela metanfetamina, foi utilizada a anélise de teoria dos grafos de imagens
obtidas pela técnica de ressonancia magnética funcional (Functional Magnetic Resonance
Imaging, tMRI). Antes de serem submetidos aos protocolos experimentais, os animais foram
fotograftados sob sedagdo e sua respiracdo espontanea foi monitorada e registrada durante a
aquisi¢do de ressonancia magnética (SA Instruments, Stony Brook, NY). A temperatura
corporal foi mantida em 37-38 °C através de um sistema de recirculagdo de agua quente

(Biopac Systems, Inc). Foi realizada uma sequéncia de imagens de acordo com os parametros
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necessarios para avaliagdo da funcdo da conectividade inicial. Em seguida, os animais foram
tratados de acordo com seu respectivo grupo experimental. O protocolo foi realizado de acordo
com estudos prévios do grupo da Prof* Khoshbouei e do Prof. Marcelo Febo, um colaborador

do grupo.
Analise das redes neurais

As redes de conectividade do cérebro serdo analisadas usando o Brain Connectivity
Toolbox for Matlab (Rubinov e Sporns, 2010) e os graficos de conectividade simétricos serao
organizados primeiro no Matlab. Os valores de pontuagdo z dos graficos serdo limitados para
cada sujeito para criar matrizes com densidades iguais, além de serem normalizados pelo escore
z mais alto. Iremos utilizar os parametros de rede de acordo com Perez et al., 2019. As redes
cerebrais serdo visualizadas pelo BrainNet Viewer e as andlises dos nds como tamanho e cor

serdo dimensionados por sua forga, e as bordas serdo dimensionadas por z-scores (Fig. 10).

. Saline
D Cocaine

D MDPV 1mg/kg

B MoPV 3mgikg

Figura 3: Imagem representativa das alteragdes de conectividade funcional induzidas por drogas de abuso

(Adaptado de Perez et al., 2019).
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2. RIPK2 E ESSENCIAL NAS RESPOSTAS INFLAMATORIAS MICROGLIAIS APOS
ESTIMULACAO COM O MDP, MAS NAO A LPS

2.1 INTRODUCAO

O reconhecimento de padrdoes moleculares associados a micrébios pelo dominio 1 de
oligomerizacdo de ligacdo a nucleotideos (NOD1) e receptores NOD2 leva a interagdo entre a
proteina quinase 2 serina/treonina que interage com o receptor (Ripk2, também conhecida como
Rip2, RICK, CARDIAK e CARD3) e esses receptores imunes inatos através da interacdo do
dominio de recrutamento de caspase (CARD)-CARD, seguida pela liberacao de fatores pro-
inflamatorios através da ativacgao do fator nuclear kappa B (NF-kB) e proteinas cinases ativadas
por mitogenos (MAPKSs) (Kobayashi et al., 2002; Park et al., 2007). Como um mediador critico
que modula a via de sinalizagdo pré-inflamatoria, a inibicdo farmacoldgica, a delecdo genética
ou a degradacdo usando a quimera de Ripk2 visando a proteodlise pode ser benéfica na redugao

da inflamag¢do em diversas patologias.

A ativagdo da sinalizacdo do Ripk2 também parece ser importante no processo de
ativacao microglial, desencadeando uma cascata de sinalizacao intracelular que leva a producao
de citocinas inflamatorias, fatores de crescimento e outras moléculas envolvidas na resposta
imune no SNC (Kim et al., 2022; M. Wang et al., 2020). Neste contexto, compreender os
mecanismos moleculares subjacentes a ativagdo microglial pode levar a avangos significativos
no tratamento de doengas neuroinflamatorias e neurodegenerativas. Dessa forma, o objetivo do
presente estudo foi avaliar se a inibicao do Ripk?2 seria capaz de diminuir a ativagdo microglial

induzida por dois diferentes componentes da membrana das membranas de bactérias.

2.2 MATERIAIS E METODOS

Cultura de células
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A linha celular microglial de camundongo SIM-A9 (passagem 5-40) foi cultivada em um frasco
T75 com meio de crescimento completo composto por 84% de meio DMEM/F12 (Cat. No.
SH30023.01; HyClone, Cytiva, Marlborough, MA), 10% de soro fetal bovino inativado (Cat. No.
F4135, Sigma), 5% de soro de cavalo inativado pelo calor (Cat. No. 16050130, ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA) e 1% de penicilina-estreptomicina (Cat. No. 15140122; ThermoFisher
Scientific) e mantida a 37 °C em uma incubadora de 5% de CO2. As células foram subcultivadas a

cada 2-3 dias.

Tratamentos e colheita de cultura celular

Para os experimentos atribuidos, as células foram semeadas a uma densidade de 3,6 x 104
células/cm2 em uma placa de 60 mm pré-revestida com 50 pg/mL de poli-D-lisina (Cat. No. P6407,
MilliporeSigma, St. Louis, MO) com 4 mL de meio de crescimento e mantida a 37 © C sob 5% de
CO2. Depois de crescer durante a noite, as células foram incubadas por 4 horas com diferentes
concentragdes (0-10 pM) de Ripk2 protac — um inibidor do Ripk2 — para o experimento dose-
resposta, ou diferentes periodos de incubagdes ( 0-24 h) com 1 uM de Ripk2 protac para o estudo
de curso de tempo. Para otimizar a concentragdo do agonista de NOD2 usado nos estudos a seguir,
as células foram expostas a varias concentragdes (0 a 10 ug/mL) de muramil dipeptideo (MDP, um
componente da parede celular bacteriana) (Cat. No. tlrl-Imdp, InvivoGen, San Diego, CA) por 24
horas. Depois de confirmar a concentragdo ideal de MDP, as células foram tratadas com 100 ng/mL
de MDP com diferentes tempos de incubagdo para determinar os niveis de proteinas fosforiladas
envolvidas nas vias de sinalizacdo NF-kB e p38 MAPK. Além disso, as células foram pré-tratadas
com DMSO ou a concentragao otimizada de Ripk2 protac (1 uM) por 4 horas seguidas por 20 horas
de incubagdo de 100 ng/mL de MDP ou 10 ng/mL de lipopolissacarideo (LPS) (Cat. No. L9641,
MilliporeSigma ). No final de cada tempo de incubagdo, os meios foram colhidos para analise de
viabilidade celular e as células foram lavadas com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS)
gelada e coletadas com 200 pL de tampao de lise por radioimunoprecipitacao (RIPA) consistindo
em 50 mM Tris-HCI ( pH 7,4), 150 mM de NaCl, 5 mM de EDTA, 1 mM de EGTA, 1% de NP-
40, 0,5% desoxicolato de soédio e 0,1% de SDS mais protease e coquetéis inibidores de fosfatase
(Cat. N° 78430 e 78428, respectivamente; ThermoFisher Scientific) . Metade do volume dos
lisados celulares foi usado para isolamento de RNA e a outra metade foi usada para extragdao de

proteinas.
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Analise de immunoblot

Trinta microgramas de proteina foram desnaturados em tampao de amostra 2 x Laemmli (Cat.
No. 1610737, Bio-Rad, Hercules, CA) contendo 4% de B-mercaptoetanol a 100 °C por 5 min antes
de carregar em 4-20% SDS-poliacrilamida géis. Apos a execucgdo dos géis, eles foram transferidos
para membranas de nitrocelulose e entdo bloqueados por 1 hora em temperatura ambiente com
Intercept (TBS) Blocking Buffer (Cat. No. 927-60001, LI-COR Biotechnology, Lincoln, NE).
Depois disso, as membranas foram incubadas a 4 °C durante a noite com anticorpos primarios anti-
Ripk2 (1:1000; Cat. No. 4142; Cell Signaling Technology, Danvers, MA), anti-iNOS (1:1000; Cat.
No. ab15323; Abcam, Cambridge, MA), anti-COX-2 (1:2000; Cat. No. ab15191; Abcam), anti-
fosfo-NF-xB p65 (1:1000; Cat. No. 3033 ; Cell Signaling Technology), anti-fosfo-p38 MAPK
(1:1000; Cat. No. 4631; Cell Signaling Technology), ou anti-B-actina (1:5000; Cat. No. 664801;
BioLegend, San Diego, CA) em Intercept T20 (TBS) Antibody Diluent (CAT#: 927-65001). As
membranas foram entdo lavadas com TBST trés vezes em intervalos de 5 min, incubadas com
anticorpos secundarios IRDye 800CW (1:30000; Li-Cor, Lincoln, NE) IRDye 680LT (1:40000;
Li-Cor ) por 1 hora em temperatura ambiente. As bandas imunorreativas foram visualizadas e
analisadas densitometricamente usando o scanner infravermelho Odyssey e o software Image

Studio 2.0 (Li-Cor).

Extraciao de RNA

A metade restante dos lisados celulares (~150uL) foi misturada com 1,0 mL de solugao TRIzol
(Cat. No. 15596026; ThermoFisher Scientific) para ser processada para isolamento de RNA.
Resumidamente, 200 pL de cloroformio foram adicionados a mistura de lisados celulares/TRIzol e
bem agitados no vortice, incubados a temperatura ambiente por 3 min, depois centrifugados a
12.000 x g por 15 min a 4 °C. A fase aquosa superior foi salva e misturada com um volume igual
de etanol a 70%, agitado em vortice antes de filtrar a mistura em uma coluna de silica (Cat. No.
SD5008; Bio Basic) a 12.000 x g por 1 min a 4 °C. Ap0s a filtragdo, os acidos nucleicos ligados a
resina de silica da coluna foram lavados com 250 pL. de tampao de lavagem A (tiocianato de
guanidina 1,0 M, Tris 10 mM, pH 7,0) a 12.000 % g por 1 min. Para remog¢ao de DNA, 75 puL de
mistura de digestdo de DNase [ (66 pL de agua livre de nuclease + 1,5 pL. de DNase I (Cat. No.
6344; Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ) + 7,5 uLL de 10X NEB DNase I
Reaction Buffer (Cat. . No. B0303S; New England BioLabs® Inc., Ipswich, MA) foi adicionado

ao leito de resina de silica da coluna e deixado a temperatura ambiente por 15 min. A coluna foi
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lavada novamente com a adi¢do de 250 puL de tampao de lavagem A e centrifugado a 12.000 x g
por 1 min. O filtrado foi descartado e a coluna de silica ligada com a amostra de RNA foi lavada
com 500 pL. de tampdo de lavagem B (10 mM Tris, pH 7,0 em 80% de etanol) e centrifugada a
12.000 x g por 1 min. Depois disso, a amostra de RNA foi lavada com o tampao de lavagem B
novamente e centrifugada um tempo final a 16.000 x g por 2 min. A coluna de silica foi transferida
para um novo tubo de microcentrifuga sem nuclease de 1,5 mL e adicione 50 puL de dgua livre de
nuclease (pré-aquecida a 70 °C), sentar-se a temperatura ambiente por 3 min e eluir o RNA a 16.000
xg por 2 min. A concentragao ¢ a pureza do RNA foram medidas por absorbancia (propor¢ao de

260/280) usando um leitor de placas de microvolume Take3 (Biotek Instruments, Winooski, VT).

PCR em tempo real

As reacdes quantitativas de PCR em tempo real foram conduzidas em uma placa de 96 pocos
usando um CFX96 Touch Real-Time PCR System (Bio-Rad). Cada reagdo foi realizada em um
volume de 10 pL contendo 1 x Luna Universal One-Step Reaction Mix mais 1 x Luna WarmStart®
RT Eznyme Mix (Cat. No. E3005; New England BioLabs® Inc.), 0,4 uM de cada primer e 2 pL
de 10 ng/uL de RNA, utilizando as seguintes condi¢des térmicas: 55 °C por 10 min, 95 °C por 1
min, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 10 segundos e 60 °C por 30 segundos. Uma analise da curva
de fusdo (60 °C a 95 °C) foi realizada no final de cada PCR para confirmar ainda mais a
especificidade dos amplicons. Foram utilizadas sequéncias de primers para Nos2, Ptgs2, I1-18,
Tnfa, 116, Ccl2, Mmp9 e os housekeeping genes Cycl e Rltr2aiap. Cada amostra foi processada em
duplicata e os valores do limiar de ciclo (Ct) foram normalizados pelos housekeeping genes Cycl
e Rltr2aiap, uma vez que sdo universalmente estaveis e amplamente utilizados como genes de

referéncia em varias condigdes.
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OUTRAS PRODUCOES CIENTIFICAS

1 - Escrita e publicagdo do artigo de revisdo intitulado “Role of microglia in psychostimulant

addiction” na revista Current Neuropharmacology (Impact Factor 7.7).

Neste artigo, descrevemos os estudos que demonstram como a cocaina e as anfetaminas
modulam o nimero, a morfologia e a fun¢ao da microglia. Também descrevemos o efeito dessas
substancias na producdo de mediadores inflamatdrios e um possivel envolvimento de algumas

vias de sinalizagdo molecular

2 - Escrita do artigo de revisdo intitulado ‘“Methamphetamine alters blood-brain barrier

permeability via a TNF-dependent mechanism”

Neste trabalho, descrevemos os artigos que demonstram como a metanfetamina leva a uma
disruptura da barreira hemato-encefélica e os modelos experimentais existentes que investigam
a integridade da mesma. Além disso, abordamos o papel do TNF na adaptacao e desregulacdo
neuroimune induzida por metanfetamina. Este artigo estd nas fases finais de corre¢do e em

breve sera submetido para publicacao.

PARTICIPACAO EM CURSOS E EVENTOS

* 2022 UF Center for Addiction Research & Education Annual Symposium

* Glia in Health and Disease em Long Island/New York - Cold Spring Harbor Laboratory.

Apresentacdo do trabalho “Modulation of TLR4 alter behavioral sensitization induced by

cocaine, but no conditioned place preference.”
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Fui agraciada com um Financial Aid pela Cold Spring Harbor Laboratory.

* The Translational Neuroimmunology Conference: From Bench to Bedside and Back em

Asheville/North Carolina.

Apresentacdo do trabalho “Sex differences in indoleamine 2,3-dioxygenase modulation of

behavioral alterations induced by cocaine”.

Fui agraciada com o “FASEB's Translational Neuroimmunology Conference Travel Awards”.

* Brain Immunology and Glia Scholars Symposium

Apresentacdo oral do trabalho “Role of neuroinflammation in behavioral and molecular

changes induced by cocaine”.

Fui selecionada para participar do evento com todas as despesas pagas.

* Curso: International Workshop on Confocal Microscopy and Stereology

Minha participacao foi patrocinada pela MBF Biosciences.

* Curso: IBRO-ICPBR Virtual Primate Neurobiology School

* Curso: Modern Approaches to Behavioural Analysis - CAJAL Advanced Neuroscience

Training Programme

* Curso: aulas de inglés com professor particular oferecidos pela University of Florida

*Seminarios semanais do Mcknight Brain Institute
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PARECER FINAL

Durante o doutorado sanduiche, trabalhei no laboratorio da Prof*. Dr*. Habibeh Khoshbouei,
que detém de uma vasta tecnologia para avaliar a neurotransmissao dopaminérgica, bem como
a ativacdo de diferentes vias inflamatérias. Obviamente, no periodo de um ano, ndo tive a
oportunidade de explorar toda a tecnologia do laboratorio. Porém tive a oportunidade de
trabalhar com tecnologias que, at¢ onde sabemos, ndo existem no Brasil. Além disso, a
participacao dos semindrios semanais do laboratério da Prof*. Dr”. Habibeh Khoshbouei foram

de extrema importancia para meu crescimento profissional.

O laboratorio da Prof*. Dr*. Habibeh Khoshbouei esta inserido no Center for Addiction
Research & Education (CARE) — Florida University, sendo um este local um centro de
referéncia no estudo da adicgdo, o que envolve estudos epidemioldgicos e de neurociéncia
celular ¢ molecular, desenvolvimento de medicamentos e testes clinicos. Nesse contexto,
também tive a oportunidade de participar de eventos cientificos como seminarios e palestras
ministrados por grandes pesquisadores da area de drogas de abuso, o que trouxe uma grande

contribuicao intelectual para a minha formacao.

O Prof. Dr. Calendario-Jalil, o qual ja ¢ um colaborador antigo do nosso grupo de
pesquisa no Brasil, se tornou meu co-orientador no exterior. Dessa forma, tive a oportunidade
de desenvolver um estudo in vitro em seu laboratorio. Apesar da cultura de células microgliais
ser uma tecnologia extremamente presente no Brasil, eu ainda ndo tinha experiéncia com
estudos in vitro. Além disso, também pude colaborar com outros projetos desenvolvidos no

laboratorio dele.

Como eu estava no exterior, tive a oportunidade de participar de eventos muito
importantes como o curso no Cold Spring Harbor Laboratory, o congresso da FASEB e minha
visita na University of Virginia. A participacdo nesses eventos me trouxe muito conhecimento
cientifico e também muitas oportunidades de networking com véarios professores de diversas

universidades do exterior.

Por fim, pude concorrer a bolsa de pés doc do CAPES print para alunos com 1 ano de
experiéncia no exterior. Fui contemplada com a bolsa e irei trabalhar no desenvolvimento do
primeiro centro de vetores virais do Brasil, sob supervisdo do Prof. Dr. Vinicius Ribas.

Inclusive, o centro ja estd sendo divulgado em rede nacional (https://noticias.r7.com/minas-

gerais/mg-record/videos/ufmg-tera-laboratorio-para-produzir-medicamentos-contra-doencas-
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raras-17022023; https://ufmg.br/comunicacao/noticias/ufmg-tera-laboratorio-unico-no-brasil-

para-producao-de-terapias-para-doencas-raras). Por uma feliz coincidéncia, o Vector Core Lab

— um dos primeiros laboratorios a trabalharem com vetores virais no tratamento de doencas
raras — fica localizado na mesma cidade em que eu estava fazendo o doutorado sanduiche. Dessa
forma, tive o imenso prazer de visitar o Vector Core Lab e conhecer o Prof. Vinci Chiodo,
estabelecendo uma colaboragao entre os laboratérios, o que ird ajudar muito o desenvolvimento

do futuro centro de vetores virais do ICB.
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A deplecgao parcial da micréglia e a cocaina alteraram os niveis de citocinas de maneira regidao
dependente - Fig. 18

Fator cocaina Fator deplecao Interacao
A F1,23) p F1,23) p F1,23) p
Striatum
Two-way ANOVA 1.27 0.2701 1.75 0.1982 0.07 0.7847
B F1,22) p F1,22) p F1,22) p
HIP
Two-way ANOVA 0.22 0.6376 0.80 0.3808 0.28 0.6008
C F 1,20 p F 1,20 p F1,20) p
PFC
Two-way ANOVA 2.78 0.1109 0.25 0.6210 0.01 0.9126
D F (1,20 p F 1,20 p F1,20) p
Striatum
Two-way ANOVA 1.06 0.3151 1.12 0.3017 0.16 0.6923
E p p p
HIP F1,23) F(1,23) F.23)
Two-way ANOVA
5.47 0.0284 0.33 0.5707 0.1 0.7469
F F1,20) F1,20) F1,20)
PFC p p p
Two-way ANOVA 2.87 0.1054 0.00 0.9936 3.04 0.0961
G F1,23) p F1,23) p F1,23) p
Striatum
Two-way ANOVA 0.05 0.8235 1.52 0.2295 0.01 0.8994
H F1,22) p F1,22) p F1,22) p
HIP
Two-way ANOVA 0.57 0.4560 0.21 0.6449 1.24 0.2766
| p p p
PFC F1,18) F1,18) F(1,18)
Two-way ANOVA
6.94 0.0168 0.30 0.5889 0.01 0.9001
J p p p
Striatum F1.21) F1,21) Fa.21)
Two-way ANOVA
0.03 0.8459 5.73 0.0260 1.17 0.2898
K F1,23) p F1,23) p F(1,23) p
HIP
Two-way ANOVA 0.25 0.6216 0.02 0.8692 0.50 0.4847
L F1,21) p F,21) p F1,21) p
PFC
Two-way ANOVA 1.21 0.2823 0.65 0.4269 0.29 0.5934

A deplecgao parcial da cocaina e da micréglia podem alterar a via dopaminérgica - Fig. 21

Fator cocaina Fator deplecao Interagao
A Fa31) p F31) P Fasn P
Striatum
Two-way ANOVA 3.41 0.0742 4.15 0.0502 0.001 0.9704
B F1,33) p F1,33) p F1,33) p
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Striatum
Two-way ANOVA 6.20 0.0179 0.12 0.7292 0.16 0.6852
C F1,31) p F1,31) p F1,31) p
Striatum
Two-way ANOVA 6.15 0.0187 5.50 0.0255 0.43 0.5127
D F1,32) p F1,32) p F1,32) p
Striatum
Two-way ANOVA 1.13 0.2943 0.018 0.8913 0.002 0.9568
E F1,30) p F 1,30 p F 1,30 p
Striatum
Two-way ANOVA 5.04 0.0322 0.11 0.7424 0.14 0.7046

A deplecao parcial da micréglia e a cocaina alteraram os fatores neurotréficos e os niveis de

mRNA de TrkB de maneira regiao dependente — Fig. 19

Fator cocaina Fator deplecao Interagcao
A Fa.21) P Fa.21 P Fa.21 P
Striatum
Two-way ANOVA 0.27 0.6058 1.15 0.2946 217 0.1555
B Fa.21) P Fa.21 P Fa.21 P
HIP
Two-way ANOVA 97.38 <0,0001 41.00 <0,0001 3.22 0.0868
C F (1,20 p F 1,20 p F1,20) p
PFC
Two-way ANOVA 3.81 0.0650 0.37 0.5455 0.48 0.4937
D F1,23) p F1,23) p F1,23) p
Striatum
Two-way ANOVA 0.93 0.34 0.75 0.3940 1.41 0.2458
E F1,23) p F1,23) p F(1,23) p
HIP
Two-way ANOVA 0.51 0.4797 0.10 0.7518 0.003 0.9541
F F1,23) p F1,23) o] F1,23) p
PFC
Two-way ANOVA 0.62 0.4371 5.52 0.0265 4.04 0.0563
G F1,21) p F,21) p F1,21) p
Striatum
Two-way ANOVA 0.76 0.3920 0.18 0.6720 1.10 0.3051
H F1,22) p F1,22) p F1,22) p
HIP
Two-way ANOVA 2.04 0.1666 0.59 0.4489 0.36 0.5501
| F1,22) p F1,22) o] F1,22) p
PFC
Two-way ANOVA 12.46 0.0019 0.36 0.5498 0.30 0.5891
J F1,23) p F1,23) o] F1,23) p
Striatum
Two-way ANOVA 0.02 0.8870 0.001 0.9696 2.04 0.1665
K F(1,20) p F(1,20) p F1,20) p
HIP
Two-way ANOVA 0.002 0.9872 0.005 0.9438 0.31 0.5827
L F,15) p F,15) p F,15) p
PFC
Two-way ANOVA 7.19 0.0171 0.03 0.8449 3.21 0.0930
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A deplegao parcial da cocaina e da micréglia podem alterar a via dopaminérgica Fig. 22

Fator cocaina Fator deplegao Interagao
A F 1,30 F1,30) F 1,30
HIP o p p
Two-way ANOVA 0.02 0.8740 0.03 0.8557 1.61 0.2133
B F1,31) F1,31) F,31)
HIP o p p
Two-way ANOVA 0.78 0.3818 1.17 0.2871 1.01 0.3211
C F 1,30 F1,30) F 1,30
HIP p p p
Two-way ANOVA 0.09 0.7585 0.03 0.8456 9.71 0.0040
D F1,34) F1,34) F1,34)
HIP p p p
Two-way ANOVA 4.32 0.0452 0.02 0.8837 2.33 0.1355
E F,31) o] F,31) p F,31) p
HIP
Two-way ANOVA 0.004 0.9461 2.59 0.1174 2.40 0.1314
F F1,32) p F1,32) p F1,32) p
PFC
Two-way ANOVA 0.002 0.9585 0.23 0.6339 1.94 0.1724
G F1,32) p F1,32) p F1,32) p
PFC
Two-way ANOVA 0.19 0.6596 0.03 0.8572 0.87 0.3554
H F(1,28) p F1,28) p F1.28) p
PFC
Two-way ANOVA 0.002 0.9575 0.97 0.3322 1.22 0.2782
I F(1.30) p F1,30) p F(1.30) p
PFC
Two-way ANOVA 0.02 0.8828 0.72 0.4028 0.10 0.7436
J F1,32) p F1,32) p F1,32) p
PFC
Two-way ANOVA 0.41 0.5241 3.21 0.0824 0.01 0.91




