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RESUMO

INTRODUGCAO: O uso de drogas recreativas pode modificar a funcéo
cerebral induzindo alteragdes no sistema de recompensa, principalmente
devido a liberacdo de dopamina na via mesocorticolimbica. Apesar disso,
a etiopatogenia da adiccdo é um processo muito mais complexo.
Diferentes dados sugerem que as células gliais podem participar do
processo de dependéncia de drogas, uma vez que respondem a
alteracbes neuroquimicas induzidas pela administragdo dessas
substancias. Entretanto, o papel da microglia nesse processo patoldgico
ainda € pouco conhecido. OBJETIVO: Testar hipotese de que a microglia
participa das alteracdes comportamentais induzidas por cocaina nos
testes de sensibilizacdo comportamental e preferéncia condicionada ao
lugar. METODOS: Camundongos da linhagem swiss com idade entre 8 e
9 semanas foram tratados com o depletor de micréglia PLX3397 (40
mg/kg p.o.) e submetidos aos testes de sensibilizagdo comportamental ou
preferéncia condicionada ao lugar induzidos por cocaina (15 mg/kg, i.p.).
O tratamento com o PLX3397 teve a duracéo de 7 ou 9 dias nos testes de
sensibilizacao comportamental e preferéncia condicionada,
respectivamente. ApOs 0s testes comportamentais, os animais foram
eutanasiados e tiveram seus encéfalos retirados para analise do numero
e da morfologia de células Iba-1* no nucleo accumbens e hipocampo, e
dosagem dos fatores neurotroficos BDNF, NGF e GDNF, no cortex preé-
frontal (PFC), hipocampo e estriado. RESULTADOS: O tratamento com o
PLX3397 atenuou a sensibilizagdo comportamental, mas néo a
preferéncia condicionada ao lugar induzidos por cocaina. Em ambos os
grupos tratados com cocaina ou veiculo, o0 PLX3397 reduziu o niumero de
células Iba-1* no nucleo accumbens core (NAcc), nacleo accumbens shell
(NAcSh), e regido CA1l do hipocampo. A droga também aumentou do
indice de ativacdo das células Iba-1* no NAcc e NAcSh nos grupos
tratados com cocaina e veiculo. O PLX3397 reduziu a diminuicdo dos
niveis de BDNF no PFC induzidos pela cocaina, mas ndo a de NGF no
estriado. Além disso, os animais tratados com cocaina em associacdo ao
PLX3397 apresentaram uma diminuicdo dos niveis de NGF no
hipocampo. Por fim, a cocaina, o PLX3397 e a associacdo de ambos
foram capazes de diminuir os niveis de GDNF no PFC. CONCLUSAO: De
acordo com os resultados encontrados no presente estudo, podemos
sugerir que a micrdglia participa das alteracdes patoldgicas que ocorrem
na neurobiologia da adiccdo. A demonstracdo da participacdo dessas
células em transtornos por uso de substancias pode abrir um novo campo
para o desenvolvimento de novos tratamentos farmacolégicos.

Palavras-chave: adic¢do, cocaina, micrdglia, fatores neurotroficos.



ABSTRACT

INTRODUCTION: The use of recreational drugs can modify brain function
by inducing changes in the reward system, mainly due to release of
dopamine in the mesocorticolimbic pathway. Despite this, the
etiopathogenesis of addiction is a much more complex process. Different
data suggest that glial cells may participate in the drug addiction process,
since they respond to neurochemical changes induced by the
administration of these substances. OBJECTIVE: To test the hypothesis
that microglia is related in behavioral changes induced by cocaine in
behavioral sensitization and conditioned place preference tests.
METHODS: Swiss mice aged 8-9 weeks were treated with the microglial
depletor PLX3397 (40 mg/kg, p.o.) and submitted to behavioral
sensitization or conditioned place preference induced by cocaine (15
mg/kg, i.p.). The treatment with PLX3397 lasted 7 or 9 days in the
behavioral sensitization and conditioned place preference tests,
respectively. Thereafter, the animals were euthanized and had their brain
removed for analysis of number and morphology of Iba-1* cells, and
guantification of neurotrophic factors BDNF, NGF and GDNF on prefrontal
cortex (PFC), hippocampus and striatum. RESULTS: Treatment with
PLX3397 attenuated behavioral sensitization, but had no effect in the
conditioned place preference induced by cocaine. In both cocaine or
vehicle treated groups, PLX3397 reduced the number of Iba-1* cells in
nucleus accumbens core (NAcc), nucleus accumbens shell (NAcSh), and
CAL1 region of hippocampus. The drug also increased the rate of activation
of Iba-1* cells in NAcc and NAcSh in cocaine and vehicle groups.
PLX3397 reversed the decrease in BDNF levels in PFC induced by
cocaine, but not the NGF levels in striatum. In addition, animals treated
with cocaine in combination with PLX3397 revealed a decrease in NGF
levels in the hippocampus. Finally, cocaine, PLX3397, and the association
of both drugs were able to decrease GDNF levels in the PFC.
CONCLUSION: Considering the data of this study, we suggest that
microglia participates in the pathological alterations that occur in
neurobiology of addiction. The demonstration of the involvement of these
cells in substance use disorders could open a new field for the
development of new pharmacological treatments.

Keywords: addiction, cocaine, microglia, neurotrophic factors.
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1. INTRODUCAO

1.1 TRANSTORNOS POR USO DE SUBSTANCIAS E ADICCAO

1.1.1 Aspectos sociais e epidemioldgicos da adic¢éo

O uso de drogas de abuso tem se tornado um problema universal
gue compromete a qualidade de vida, promove 0 aumento da
criminalidade, e requer gastos com tratamento e controle, além de causar
uma queda na produtividade laboral (NATIONAL DRUG THREAT
ASSESSMENT, 2011; BARI et al., 2018; MOULAHOUM et al., 2019).

Apesar das consequéncias associadas as drogas de abuso serem
bem conhecidas, a prevaléncia de pessoas com problemas relacionadas
ao seu uso continua alta, sendo um problema de saude publica mundial.
De acordo com o Relatério Mundial Sobre Drogas de 2018 (World Drug
Report 2018), divulgado pela Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU),
cerca de 275 milhGes de pessoas usaram drogas em 2016, e 31 milhdes
apresentam algum transtorno devido ao uso de drogas ilicitas (figura 1).
Além disso, a taxa de mortalidade chegou a 450.000 6bitos em 2015,
sendo overdose a principal causa. No Brasil, de acordo com o Ministério
da Saude, o numero de internacbes relacionadas ao uso dessas
substancias chegou a 604.965 entre 2005 e 2015, e o numero de Obitos
chegou a 7.511 no ano de 2013 (TEIXEIRA, 2016; WORLD DRUG
REPORT, 2018).
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Figura 1: Relacdo entre o nimero de pessoas que usam droga e pessoas com

transtorno por uso de substancias (Adaptado de World Drug Report 2018).

Os problemas devido ao uso de drogas de abuso comecaram a ter
seus estudos ampliados no século XVIII, e até o final século XX a adiccéo
era vista como um problema de carater. Apenas em 1987 a American
Medical Association definiu adiccdo como uma doenca (LESHNER 1997;
CROCQ 2007). No Brasil, a primeira mudanca foi a lei 10.216 de 06 de
abril de 2001, que ratificou diretrizes basicas do SUS, garantindo
atendimento na area da salude mental a pessoas que apresentam
transtornos decorrentes do uso de substancias (MINISTERIO DA SAUDE,
2004). Porém ainda hoje a definicdo de adiccdo como doenca € criticada
devido a valores sociais de que o uso de drogas € um ato hedonista e
voluntério, relacionado com a autodeterminacdo e responsabilidade
pessoal (HOLDEN, 2012; VOLKOW et al., 2016; LEWIS, 2017).

O estudo da adiccdo como doenca tem sido de extrema
importancia ndo s6 para uma melhor compreensdo dos sistemas de
sinalizacdo e circuitos neurais afetados com o uso de drogas, mas
também no desenvolvimento de politicas publicas preventivas e de
reducdo de danos (FACING ADDICTION IN AMERICAN, 2016;
LAMONTAGNE et al., 2018). Estima-se que o uso/abuso de drogas tem

18



gerado gastos mundiais de 442 bilhdes de dolares anualmente. Esse
valor se deve principalmente a perda da produtividade laboral, e gastos
no sistema de saulde e na justica criminal. Sobre esse ultimo, sabe-se que
19% da populagdo carceraria masculina e 32% da feminina estéo detidos
por delitos relacionados as drogas (NATIONAL DRUG INTELLIGENCE
CENTER, 2011; WORLD DRUG REPORT, 2018). Nesse sentido, foram
criadas as abordagens de reducédo de danos, que séo estratégias politicas
e sociais cujo objetivo € minimizar os danos bioldgicos, psicossociais e
econbmicos relacionados ao uso de drogas licitas e ilicitas, mesmo que o
consumo nao seja interrompido (HARM REDUCTIONAL
INTERNATIONAL, 2019).

Estudos demonstram que o0s programas de prevencdo e de
reducdo de danos foram eficazes para: melhorar a produtividade de
trabalhadores que apresentam o transtorno por abuso de substancias;
reduzir gastos com justica criminal, uma vez que cada ddélar gasto no
tratamento promove a economia de quatro délares em custos de
assisténcia meédica; e diminuir a transmissdo de HIV causada pelo
compartilhamento de seringas (ETTNER et al.,, 2006; JORDAN et al,
2008; NATIONAL COUNCIL FOR BEHAVIORAL HEALTH, 2014,
ASPINALL et al., 2014). Apesar dos programas de prevencdo e reducao
terem se mostrado eficientes, o nUmero de mortes relacionadas a drogas
aumentou mais de 60% desde o ano de 2000 (WORLD DRUG REPORT,
2018).

O Brasil registrou o funcionamento de mais de 150 programas de
reducdo de danos em 2003. Ainda assim, o numero de atendimentos
relacionados ao uso de drogas chegou a 62.229 em 2014, sendo que o
gasto com tratamento e manutencdo de programas de prevencao foi de
R$ 950,9 milhdes. Considerando estes valores, os gastos no Brasil
relacionados a drogas tem sido de 9.139 bilhdes a cada década
(TEIXEIRA et al., 2016).

A criminalizacdo dos usuarios de drogas tem se mostrado uma
forma ineficaz de combate as drogas, pois, de acordo com o

Levantamento Nacional de Informacfes Penitenciarias (Infopen) do
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Ministério da Justi¢a, houve um crescimento de 707% de presos no Brasil
desde a década de noventa. Além de o Brasil apresentar hoje a terceira
maior populagéo carceraria do mundo, sendo que em 2016 o numero de
presidiarios chegou a 726.000. Porém essas prisdbes ndo parecem ser
eficazes contra 0 aumento da criminalidade, ja que apenas 17% destes
encarceramentos estéo relacionados com latrocinio e homicidio e os 26%
decorrentes do trafico de drogas incluem pequenos traficantes ou apenas
usuérios (INFOPEN, 2016).

1.1.2 Neurobiologia da adiccao

O transtorno por uso de substancias é definido como uma doenca
crobnica na qual ocorrem alteragbes dos circuitos do sistema de
recompensa, motivacdo e memodria, e do comportamento adaptativo.
Essas alteracbes ocorrem porque o uso de drogas é capaz de alterar a
funcdo cerebral por meio de insultos farmacologicos repetitivos. Assim
ocorre uma reorganizacdo destes sistemas através de processos
neuroplasticos, que decorre principalmente de um desbalanco nos niveis
de neurotransmissores na via dopaminérgica mesocorticolimbica e na via
glutamatérgica corticolimbica (KALIVAS and O’BRIEN, 2008; ROSS and
PESELOW, 2009; BOBADILLA et al., 2017; LUSHER et al.,, 2013;
KOSKELA et al., 2017; HANCOCK et al., 2018; SIMMONS et al., 2019).

O transtorno por uso de substancias engloba dez classes distintas
de drogas: cafeina; alcool; tabaco; maconha; opidides; ansioliticos,
sedativos e hipnoticos; inalantes; cocaina, anfetaminas e outros
estimulantes; alucindgenos; e outras substancias ou substancias
desconhecidas (Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais
(DSM-5), 2014). Apesar de estarem divididas em diferentes categorias e
apresentarem diferentes propriedades neurofarmacologicas, um estudo
realizado por Chiara e colaboradores (1998) demonstrou por microdialise
gue as drogas de abuso compartilham a capacidade de aumentar os

niveis de dopamina no Nucleo Accumbens (NAc) (figura 2), e este seria 0
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principal mecanismo neurobiolégico da adiccdo (CHIARA and
IMPERATO, 1998; REYNOLDS et al., 2003; VOLKOW et al., 2004).

Nicotina, + 1
alcool -, Aferéncias
Opiaceos P::i‘;‘i’:::’ glutamatérgicas
{ L (ex: PFC)
: ' Opiaceos Alcool
in erneuromo\ GABA ) y PCP
A : Estimulantes
Alcool \’\f( J ( o~
) & Tl
- / + o 3
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Figura 2: As drogas de abuso compartilham a capacidade de aumentar os niveis de
dopamina no NAc. De forma resumida, os estimulantes aumentam de forma direta os
niveis de dopamina no NAc, enquanto 0s opiaceos inibem o0s interneurbnios
GABAérgicos na VTA, desinibindo os neurbnios dopaminérgicos nesta regido. Além
disso, os opiaceos também atuam nos receptores opioides presentes nos neurénios do
NAc. A nicotina se liga em receptores colinérgicos presentes nos neurdnios
dopaminérgicos da VTA, e também em terminais nervosos glutamatérgicos que inervam
neurdnios dopaminérgicos. O alcool é capaz de inibir terminais glutamatérgicos que
inervam neurbnios no NAc, além de outros mecanismos ndo demonstrados. A
fenciclidina (PCP) inibe receptores NMDA pés-sinapticos no NAc. E por fim, os
canabionoides se ligam em receptores CB1 em terminais nervosos glutamatérgicos e
GABAérgicos no NAc (Adaptado de Koob, 2014).

O NAc, juntamente com a area tegmentar ventral (VTA, ventral
tegmental area) e o cortéx pré-frontal (PFC, prefrontal cortex), formam o
sistema de recompensa (LAMMEL et al. ,2012; SIMMONS et al., 2019),
qgque foi primeiramente estudado por Olds e Milner (1954) ao
desenvolverem um modelo de recompensa por estimulagdo encefalica

intra-cranial (self-stimulation, auto-estimulagéo).
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A VTA possui corpos celulares de neurdnios dopaminérgicos que
emitem projecdes para o nucleo accumbens core (NAcc) e para o PFC,
formando as vias mesolimbicas e mesocorticais, respectivamente; e
também para o hipocampo ventral e para a amigdala basolateral. Ja o
PFC envia projecdes glutamatérgicas para a VTA e para o NAcc, sendo
gue este Ultimo envia projecBes GABAérgicas para a VTA, além de
receber projecdes glutamatérgicas do hipocampo e da amigdala (Figura
3) (FRIEDMAN et al., 2002; PIERCE e KURASEMAN, 2006; SUN et al.,
2008; BRITT et al., 2012; ZHANG et al., 2018; SIMMONS et al., 2019).

cortex
pré-frontal

nucleo

accumbens

area tegmentar
ventral

Figura 3: Principais circuitos neurobioldgicos da adic¢éo. O sistema limbico é formado
principalmente pela area tegmentar ventral, pelo NA e pelo PFC (Adaptado de NUTE-
UFSC, 2016)

Uma das fungbBes do sistema de recompensa € a regulacdo dos
comportamentos motivados relacionados ao prazer, como alimentagéo,
comportamento sexual, interacdo social; e outros que séo vitais para a
sobrevivéncia e manuten¢cdo da homeostase (HULL, 1943; MITCHEL et
al., 1994; ROSS AND PESELOW, 2009; FERRARIO et al; 2016). Neste
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contexto, o NAc é o principal regulador de atividades relacionadas com
valéncia positiva (recompensa); a amigdala com valéncia negativa
(aversao); o PFC no processo de tomadas de decisdes, determinando a
resposta comportamental perante os estimulos; e o hipocampo no
processo de formacdo de memoria (KALIVAS and VOLKOW, 2005).

As drogas de abuso induzem a liberacdo de dopamina em
guantidades significativamente mais elevadas que os estimulos naturais
(figura 4) (WISE, 1980; DI CHIARA, 1999; GARAVAN et al., 2000;
VOLKOW e LI; 2004). Dessa forma, as drogas de abuso sdo capazes de
reorganizar e promover mudancgas plésticas nesses circuitos do sistema
nervoso central (SNC), “sequestrando” os mecanismos motivacionais
adaptativos neurais. Dessa forma, o transtorno por abuso de substancias
€ considerado uma doenca do processo motivacional (GARAVAN et al.,
2000; KALIVAS E VOLKOW, 2005; ROSS et al., 2009; MAMELI et al.,
2011).

TRANSPORTADOR
DE
DOPAMINA
DOPAMINA
#—
o

\ RECEPTOR / |

DE
DOPAMINA

COCAINA

ALIMENTOS |

Figura 4: Comportamentos motivados aumentam os niveis de dopamina. Tanto os
alimentos quanto a cocaina séo capazes de aumentar os niveis de dopamina no NAc.
Porém a cocaina é capaz de aumentar 0os niveis desse neurotransmissor de forma
suprafisiolégicas (Adaptado de Carter et al., 2009).

Koob e Volkow (2010) dividiram o desenvolvimento da adicgdo em
trés estagios, sendo eles a compulséo (binge) e intoxicagéo, abstinéncia e
afeto negativo, e preocupagdo/antecipacéo ou desejo (craving). Apesar de
estarem relacionados, estes estagios envolvem diferentes circuitos

neurobiologicos, neurotransmissores e caracteristicas comportamentais.
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O estdgio inicial, chamado de compulsdo e intoxicacdo, é
caracterizado pelo consumo inicial da droga e uma intensa sensacao de
euforia e prazer que o individuo sente. Durante essa fase, ocorre
principalmente um aumento dos niveis de dopamina e glutamato no
sistema mesocorticolimbico (VOLKOW et al., 1999; SUN et al., 2008,
MAMELI et al., 2011; VOLKOW et al., 2016; ZHANG et al., 2013). As
modificacbes dos niveis extracelulares destes neurotransmissores
promovem o aprendizado ou condicionamento associativo, no qual o
individuo relaciona os efeitos recompensadores da droga com estimulos
presentes durante o uso (pessoas, lugares, objeto, humor) (KALIVAS,
2009; BOWERS et al; 2009; MAMELI et al., 2011; PASCOLI et al., 2015).

Este tipo de condicionamento Pavloviano faz com que o0 uso
recorrente de drogas promova a ativacdo antecipatéria dos neurdnios
dopaminérgicos em resposta a estimulos condicionados (chamados de
“pistas”) que pressagiam o efeito recompensador. Como consequéncia, a
exposicdo ao ambiente, pessoas ou objetos associados ao uso da
substancia podem servir como “gatilhos” que promovem a liberacao
antecipada de dopamina e desencadeiam um desejo intenso pela droga,
busca e obtencdo, e uso compulsivo. Com o0 passar do tempo, as
alteracdes plasticas que ocorrem consolidam o habito de usar a droga
(PHILIPPS et al., 2002; VANDERSCHUREN et al., 2005; VOLKOW et al.,
2006; PASCOLI et al.,2015; SADDORIS et al., 2015; MCGLINCHEY et al.,
2016).

Na fase de abstinéncia e afeto negativo, as adaptacbes que
ocorrem no cérebro apds o uso recorrente de drogas fazem com que o
sistema de recompensa se torne menos responsivo aos estimulos
recompensadores naturais e aos relacionados com a droga. Isso ocorre
principalmente pela diminuicdo de receptores dopaminérgicos D, e
também da liberacdo de dopamina. Como consequéncia, o individuo
acaba perdendo o interesse por suas atividades cotidianas que
anteriormente eram motivadoras, e aumenta a busca pela recompensa

maxima proveniente dos gatilhos e uso da droga (VOLKOW et al., 1997;
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KONOVA et al.,, 2012; ZHANG et al., 2013; VOLKOW et al.,, 2014,
HAGELE et al., 2015).

A amigdala estendida também sofre adaptacbes que promovem
um aumento de neurotransmissores relacionados ao estresse, como a
norepinefrina, o hormdnio adenocorticotréfico (ACTH, adrenocorticotropic
hormone), o hormonio liberador de corticotrofina (CRF, corticotropin-
releasing hormone) e a dinorfina. Essa regido esta relacionada com o
restabelecimento da homeostase do sistema de recompensa, apdés sua
ativacdo, promovendo uma fase disférica quando o efeito da droga cessa
(DELFS et al., 2000; ZORRILA et al., 2012; KOOB et al., 2017; BAZOV et
al., 2018).

Neste contexto, a diminuicdo da atividade de vias dopaminérgicas
e serotoninérgicas, associada a hiperatividade dos sistemas de estresse,
desencadeia alteracdes fisiologicas e psicologicas negativas na auséncia
da substancia (e.qg. irritabilidade, ansiedade e disforia), que caracterizam a
fase de abstinéncia e afeto negativo. Como consequéncia, a principal
motivacdo do uso da droga ndo é mais a busca pelo prazer, mas evitar
esses sintomas (BELUJON et al., 2015; KOOB et al., 2017; NEGUS and
BANKS; 2018).

A fase de preocupacdo/antecipacdo esta relacionada com
alteracdes neuroplasticas que ocorrem no PFC, como, por exemplo, 0
desequilibrio das sinalizacbes dopaminérgicas e glutamatérgicas.
Consequentemente, funcdes executivas, como tomada de decisbes e
controle de impulsos, que s&do imprescindiveis para evitar 0 Uuso
compulsivo de drogas e recaidas, acabam sendo prejudicadas (VOLKOW
and GOLDSTEIN, 2011; SHINORARA et al., 2017, ZHANG et al., 2018).

Em suma, a diminuicdo da atividade do sistema de recompensa,
associada com o aumento da ativacdo dos sistemas de estresse e com a
sinalizacdo alterada nos circuitos regulatérios do PFC, promovem um
desequilibrio neurobiolégico no qual o individuo apresenta um desejo
intenso, comportamento compulsivo de busca pela droga, e auséncia de

autocontrole durante a utilizagao (figura 5).
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Figura 5: Estagios da neurobiologia da adiccdo e os circuitos envolvidos. Durante a fase
de intoxicacdo e compulsdo, ocorre ativacdo das regides relacionadas ao prazer (azul),
em resposta aos estimulos condicionados em &reas relacionadas ao aumento da
sensibilizacdo (verde). Na auséncia da substancia, regides relacionadas as emocdes
(rosa) promovem uma fase caracterizada por humor negativo e maior sensibilidade ao
estresse. Na fase de preocupacédo e antecipagdo, a diminuicdo da responsividade do
PFC leva ao uso compulsivo da droga. Os comportamentos durante os trés estagios da
adiccdo mudam a medida que a pessoa passa de um uso recreativo para 0 USO
compulsivo da droga, em funcé@o das adaptacBes neurais progressivas que ocorrem no
cérebro (Adaptado de Volkow et al., 2016).

As disfuncbes que ocorrem nestes circuitos levam a manifestacoes
bioldgicas, psicolégicas e sociais caracteristicas que sao utilizadas como
critérios do DSM-5 para diagnosticar a doenca. Os onze critérios
utilizados séo divididos em quatro grupos e estdo listados na tabela a

sequir:
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Tabela 1: Critérios para o diagndstico do transtorno de uso de substancia de acordo com

o DSM-5

CRITERIOS PARA O DIAGNOSTICO DO TRANSTORNO DE USO DE SUBSTANCIA

Critérios A - Baixo controle

I - Consumo da substdncia em quantidades maiores ou ao longo de um periodo maior de
tempo do que o pretendido originalmente.

Il- Desejo persistente de reduzir ou regular o uso da substancia e pode haver relatos de
varios esforgos mal sucedidos para diminuir ou descontinuar o uso.

lll- O individuo pode gastar muito tempo para obter a substancia, usa-la ou recuperar-se de
seus efeitos.

IV - Fissura - manifestacdao de um desejo ou necessidade intensa de usar a droga que podem
ocorrer a qualquer momento, mas com maior probabilidade quando em um ambiente onde

a droga foi obtida ou usada anteriormente.

Critérios B — Prejuizo social

V- O uso recorrente de substancias pode resultar no fracasso em cumprir as principais
obrigagdes no trabalho, na escola ou no lar.

VI- O individuo pode continuar o uso da substancia, apesar de apresentar problemas sociais
ou interpessoais, persistentes ou recorrentes, causados ou exacerbados por seus efeitos.
VII- Atividades importantes de natureza social, profissional ou recreativa podem ser

abandonadas ou reduzidas devido ao uso da substancia.

Critérios C — Uso arriscado da substancia

VIII- Pode ocorrer uso recorrente da substancia em situacdes que envolvem risco a
integridade fisica.

IX- O individuo pode continuar o uso, apesar de estar ciente de um problema fisico ou
psicoldgico, persistente ou recorrente, que provavelmente foi causado ou exacerbado pela

substancia.

Critérios D — Critérios farmacolégicos

X- Tolerdncia - quando uma dose acentuadamente maior da substancia é necessdria para
obter o efeito desejado ou quando um efeito acentuadamente reduzido é obtido apds o
consumo da dose habitual.

XI- Abstinéncia - sindrome que ocorre quando as concentra¢ées de uma substancia no
sangue ou nos tecidos diminuem em um individuo que manteve uso intenso prolongado.
Ap0ds desenvolver sintomas de abstinéncia, o individuo tende a consumir a substancia para

alivia-los.
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De acordo com a quantidade de sintomas apresentados por um
paciente, seu transtorno por uso de substancias é classificado como leve,
moderado ou severo. A presenca de dois ou trés critérios classificam o
transtorno como leve, e quatro ou cinco critérios classificam o transtorno
como moderado. A partir de seis critérios, o transtorno por uso de
substancias € considerado grave e é denominado adic¢do. Entretanto,
devido a sua conotagdo negativa, esse termo foi excluido do DMS-5,
sendo feita a utilizacdo de uma abordagem mais ampla: transtorno de uso
de substéancias (DSM-5, 2014; FACING ADDICTION IN AMERICA, 2016;
VOLKOW et al., 2016).

Apenas 11% das pessoas que utilizaram drogas desenvolveram
algum tipo de transtorno (WORLD DRUG REPORT, 2018). Demonstrando
gue a etiopatogenia da adiccdo é um processo complexo, no qual as
pessoas apresentam diferentes susceptibilidades, que podem estar
associadas com questdes bioldgicas, culturais e socioecondémicas (classe
social, desigualdades raciais, contextos comunitarios, entre outros) (NIDA,
2013; FACING ADDICTION IN AMERICA, 2016).

Os fatores genéticos compreendem cerca de 40-70% do risco para
uso e abuso de drogas, sendo que grande parte dos genes ja estudados
estdo relacionados com receptores, neurotransmissores ou proteinas que
fazem parte da neurobiologia da adic¢do. Por exemplo, o poliformismo em
genes que codificam o receptor D2 e o receptor canabinoide CNR1, estdo
relacionados com aumento da susceptibilidade para o uso de éalcool e
cocaina, respectivamente (DEMERS et al., 2014; ZHONG et al., 2015;
DRGONOVA et al., 2015; OUZIR, et al., 2019).

Outro fator de risco para o uso de drogas é o histérico familiar.
Cerca de 50% dos mecanismos genéticos sdo hereditarios, mas
evidéncias sugerem que as interacdes sociais e familiares também podem
aumentar a vulnerabilidade do individuo a adic¢cdo, uma vez que estado
civil dos pais, condicdo socioeconémica da familia, e até mesmo abuso e
negligéncia na relacdo pais-filhnos podem promover um ambiente hostil
gue ativa os sistemas de estresse do cérebro (WHITESELL et al., 2012;
KENDLER et al., 2019).
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A exposicdo precoce ao uso de drogas também pode ser um
facilitador para o desenvolvimento do transtorno por uso de substancias,
pois durante a adolescéncia o cérebro é particularmente vulneravel a
exposi¢ao de substancias, devido a intensa plasticidade que ocorre neste
periodo (SQUEGLIA et al., 2017). Outros fatores de risco incluem
doencas psiquiatricas, alteracdo nos niveis de fatores neurotréficos,
alteracbes hormonais, estresse, sensibilidade alterada a estimulos
relacionados ao sistema de recompensa, acesso as drogas (SINHA et al.,
2011; PIERCE et al., 2018).

Essa grande heterogeneidade na susceptibilidade para o uso de
drogas também promove diferencas na intensidade e na frequéncia de
uso da droga e seus dados associados, 0 que contribui para a
complexidade do tratamento. Entender a natureza e a severidade do
transtorno do paciente € de extrema importancia na determinagcédo do
tratamento que pode ser por intervencdo comportamental, farmacologica
ou ambos (NUTT et al., 2010; FACING ADDICTION IN AMERICAN,
2016).

A intervencao farmacologica tem como principal funcéo diminuir os
sintomas da sindrome de abstinéncia e aumentar a adesédo do paciente
ao tratamento, sendo as mais utilizadas a terapia de substituicdo e a
terapia antagonista (LIN et al.,, 2003; VOKOW AND BALER, 2006;
FACING ADDICTION IN AMERICAN, 2016). A terapia de substituicdo ou
terapia agonista é baseada em farmacos que atuam nos mesmos
mecanismos moleculares que a droga de abuso, porém com menor efeito
deletério. Alguns exemplos sdo a metadona e a buprenorfina, utilizadas
no tratamento de adic¢do a heroina, e adesivos de nicotina, utilizados no
tratamento de adic¢cdo ao tabaco. Ja a terapia antagonista é utilizada para
bloquear os efeitos da droga de abuso. Essa terapia € utilizada
principalmente no tratamento de adiccdo aos opidides, sendo o0s
principais farmacos utilizados a naloxona e a naltrexona (LIN et al., 2014;
VOKOW AND BALER, 2006; FACING ADDICTION IN AMERICAN, 2016).

Apesar do numero de pessoas que usam drogas estar aumentando

de forma drastica, as opgles de tratamentos ndo tém se desenvolvido na
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mesma magnitude. Apenas 1 a cada 6 pessoas que sofrem com o
transtorno por uso de substancias recebeu tratamento em 2016, além da
taxa de adesao ser extremamente baixa, com abandono de quase 90%
(FERNANDES et al., 2017; WORLD DRUG REPORT, 2018). E ainda, as
abordagens farmacoldgicas disponiveis afetam funcdes fisioldgicas do
cérebro, além de serem incapazes de prevenir recaidas (CHEN et al.,
2016).

E nitida a forma como o transtorno por uso de substancias tem
gerado grandes gastos, tanto em termos econdmicos quanto em termos
sociais. Neste contexto, sdo necesséarios estudos que investiguem o0s
mecanismos fisiopatolégicos associados a adiccdo. Uma melhor
compreensao da sua neurobiologia € essencial para o desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas e também para a descriminalizagéo dos
usuarios de drogas, de modo a desloca-los do &mbito criminal para o da

saude.

1.2 COCAINA E ADICCAO

O uso de cocaina € registrado em escavacOes arqueoldgicas ha
pelo menos 4.500 anos, datando de quando civilizacbes andinas
utilizavam a folha de coca em rituais religiosos. Para estas civilizacdes, 0
Deus Sol (Inti) enviou seu filho Manco Capac para a terra, que desceu
sobre as aguas do lago Titicaca e lhes presenteou com as folhas de coca
e 0 ensinamento de técnicas agricolas (PIAZZA et al.,, 1989; BAILEY,
1996).

A cocaina é extraida das folhas Erythroxylon coca e Erythroxylon
novogratanense, encontradas na América do Sul e na regido alta dos
Andes, sendo cultivada em clima tropical e altitudes que variam entre 450
e 1.800 m acima do nivel do mar. Recebeu a denominacéo “coca”, por ser
derivada da palavra aimara “Khoka” cujo significado é “arvore” ou “planta”,
termo que foi designado por indios bolivianos conquistados pelos Incas no
século X. No inicio, o uso da planta era exclusividade da elite Inca, que a

mastigava ou consumia em forma de cha para aumentar forca e
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resisténcia, além de proporcionar euforia. Porém, na época colonial seu
uso foi popularizado entre os demais indios e com a colonizacéo
hispanica, ela foi introduzida na Espanha para fins medicinais e
afrodisiacos (KARCH, 1989; BAILEY, 1996; HAAS, 1995; AKERELE et
al., 2017; OLIVEIRA and DINIS-OLIVEIRA, 2018).

Friedrich Gaedecke conseguiu o extrato das folhas Erythroxylene
em 1859 e em 1855, o quimico aleméo Albert Niemann isolou a cocaina
pura e a descreveu como uma substancia cristalizada e com sabor
amargo caracteristico de substancias alcal6éides (MARK and CREGLER,
1986; KARCH, 1989). Porém somente em 1898 é que foi descoberta a
formula exata da estrutura quimica da cocaina (figura 6) (MARK and
CREGLER, 1986; KARCH, 1989), que em 1902 foi sintetizada pela
primeira vez por Willstatt, sob a forma de um po branco e cristalino
(MARK and CREGLER, 1986; BAILEY, 1996; JAY, 2015).

CH;

O

Figura 6: Férmula estrutural da cocaina (Adaptado de Oliveira et al., 2018).

Em 1884, houve um aumento da popularizacdo da cocaina, uma
vez que Sigmund Freud langou um livro chamado “Uber Coca”, no qual
ele recomendava a droga no tratamento de diversas doencas como
depressdo, histeria, exaustdo e nervosismo, doencas digestivas,
alcoolismo, entre outras (JAY, 2015). Além disso, o médico Dr. Carl Koller
investigou os efeitos da cocaina como anestésico e apresentou seus
resultados na Sociedade Médica de Viena. No mesmo ano, ela foi
utilizada por William Hasteld pela primeira vez para o blogueio do nervo

vago, o que contribuiu ainda mais para sua divulgacdo (BAILEY, 1996;
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REDMAN, 2011; JAY, 2015). Em seguida, em 1885, a Parke Davis
Companyum comecou a comercializar a cocaina em larga escala, sendo
a mesma considerada um farmaco milagroso e utilizado no tratamento de
dores, cansaco e até mesmo como substituto alimentar. Isso acarretou um
livre comércio da cocaina em forma de cigarros, charutos e inalantes,
dentre outros, que eram encontrados em farméacias, bares e mercearias
(KARCH, 1989; HAAS, 1995).

Porém, no século XX, o uso de seringas hipodérmicas, que
facilitavam a chegada da cocaina na circulacdo sanguinea, associado a
auséncia de leis que regulamentassem a sua venda, promoveu O
aumento de episddios de dependéncia, intoxicacdo, tolerancia e morte;
eventos que comecaram a ser relatados em revistas médicas. Em
consequéncia, foram necesséarias medidas de intervencdo para limitar
e/ou proibir a comercializacado da cocaina e de outras drogas em varios
paises (MARK and KREGLER, 1986; KARCH, 1989; BAILEY, 1996).

O namero de usuarios de cocaina chegou a 18.2 milh6es em 2016,
um aumento de 7% em relacdo a 2015, sendo um dos motivos o aumento
de 76% das areas de cultivo das plantas de coca no periodo de 2013 a
2016. Como consequéncia, a producdo global de cocaina bateu seu
recorde em 2016, chegando a 1.410 toneladas, um aumento de 25% em
relacdo ao ano anterior ( WORLD DRUG REPORT, 2018).

Os maiores produtores de cocaina sdo a Coléombia, o Peru, e a
Bolivia. Devido a localizacdo geografica do territério brasileiro, 60% da
droga produzida na Colébmbia € destinada ao Brasil, o que juntamente
com outros fatores, fez com que o Brasil se tornasse o 2° maior
consumidor de cocaina do mundo, perdendo apenas para os Estados
Unidos. Dessa forma, o niumero de usuarios de cocaina chegou a 3,2
milhdes no Brasil em 2014 (ABDALLA et al.,, 2014, WORLD DRUG
REPORT, 2018). Estes dados sdo alarmantes, uma vez que a cocaina &
responsavel por 40% dos atendimentos emergenciais relacionados a
drogas de abuso, e classificada como a 22 droga mais prejudicial, além de

ser uma das drogas ilicitas mais relacionadas com a violéncia associada
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ao trafico (NUTT et al., 2007, ABDALLA et al., 2014; AKERELE et al.,
2017).

De acordo com uma revisdo sistematica por metandlise publicada
por Chan e colaboradores (2018), os tratamentos farmacoldgicos
disponiveis e em estudo para o tratamento de adiccdo por
psicoestimulantes ndo apresentam eficacia em reduzir a quantidade de
droga utilizada, amenizar a abstinéncia e aumentar a taxa de adeséao.
Dessa forma, o desenvolvimento de estratégias eficazes no tratamento da
adiccdo por cocaina tem se mostrado um grande desafio (CHEN et al.,
2016).

O uso recreacional da cocaina ocorre devido aos efeitos de euforia,
prazer, aumento no desempenho de atividades motoras e intelectuais, e
perda da sensacdo de cansaco. Seus efeitos psicoestimulantes sao
causados principalmente pelo aumento de dopamina na via
mesocorticolimbica (BAILEY 1996; VOLKOW et al., 1999; WOOD et al.,
2007; GARAVAN et al.,, 2008). Seu mecanismo de acdo consiste no
bloqueio dos transportadores de membrana das monoaminas serotonina,
noradrenalina e, em especial, a dopamina (figura 7), 0 que aumenta a
disponibilidade destes neurotransmissores na fenda sinaptica e a
potencializacdo de seus efeitos em seus respectivos receptores. Além
disso, a cocaina interage de forma indireta com outros circuitos
neuromodulatérios, como o glutamatérgico, endocabinoide e GABAérgico
(MATSUI and ALVAREZ; 2018).
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Figura 7: Aumento da disponibilidade de dopamina na fenda sinaptica devido ao
mecanismo de acdo da cocaina, que consiste no bloqueio de transportadores das
monoaminas (Adaptado de McCarthy et al., 2012).

Os niveis elevados de dopamina levam a um aumento de sua
sinalizag&o principalmente via receptores D: e D2, que sdo receptores
metabotrépicos. Esses modulam vias de sinalizacdo intracelular e fatores
de transcricdo como delta FosB (AFosB), fator de transcricdo regulada
pelo AMPc (CREB, cAMP response element-binding), fator potenciador de
miocito 2 (MEF2, myocyte enhancer factor-2) e fator nuclear kappa B
(NFkB, nuclear factor kB), que estdo relacionados com alteracbes na
expressdo de genes e proteinas (PULIPPARACHARUVIL et al., 2008;
RUSSO et al., 2009; HASBI et al., 2018). Dessa forma, a cocaina € capaz
de modificar cascatas de sinalizacdo que estdo relacionadas a
neuroplasticidade, como por exemplo a via de sinalizacdo da quinase
regulada por sinal extracelular (ERK, extracellular signal-regulated kinase)
e o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF, brain-derived
neurotrophic factor). Essa droga regula também atividades sinapticas
gutamatérgicas que envolvem processos de potencial de longa duracao
(LTP, long-term potentiation) e depressdo de longa duracdo (LTD, long-
term depression) (LI and WOLF, 2015; HASBI et al., 2018; PRESTON et
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al., 2019; RICH et al.,, 2019). Assim, a cocaina induz adaptacbes em
processos de memodria e aprendizado, relacionados com o reforgo positivo
no sistema de recompensa, sendo considerada uma das drogas com
maior potencial de abuso. Por isso, apesar de seus efeitos deletérios, a
cocaina continua sendo uma das drogas mais utilizadas no mundo (NUTT
et al., 2007; KUTLU and GOULD, 2016).

1.3 MICROGLIA E ADICCAO

A microglia foi estudada pela primeira vez por Nissl em 1899, que a
descreveu como entidade celular distinta, com capacidade migratéria e
fagocitica, sendo chamada de Stdbchenzellen, ou rod cells, devido a
forma de seu nucleo. J4 em 1913, Ramon y Cajal denominou a micréglia,
juntamente com os oligodendrécitos, de “terceiro elemento”, sendo os
neurbnios e o0s astrocitos os primeiros e segundos elementos,
respectivamente. Logo depois, Pio del Rio-Hortega introduziu em 1932 o
termo “micréglia” e as caracterizou fenotipicamente (KETTENMANN et al.,
2011; GLIAL PHYSIOLOGY AND PATHOPHYSIOLOGY, 2013; PEREZ-
CERDA et al., 2015).

Os microgliécitos ou microglia sdo células residentes do sistema
imunoldgico que constituem cerca de 5-10% das células cerebrais, e em
seu estado quiescente sdo caracterizadas por uma morfologia altamente
ramificada e com um pequeno soma celular. Estdo presentes no
parénquima cerebral, sendo capazes de interagir com neurdnios,
astrocitos e oligodendrdcitos; e juntamente com o0s macrofagos
perivasculares, ocupam nichos estratégicos, cobrindo todo o SNC (LI and
BARRES, 2017; FRANK et al., 2019).

A micréglia € capaz de detectar alteracdes no cérebro através de
seus receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs, pathogen-
associated molecular pattern) levando a uma resposta inflamatoéria. Neste
processo, a microglia exerce uma funcdo neuroprotetora com o objetivo
de trazer novamente a homeostase desse tecido (LANNES et al., 2017,

GUPTA et al.,, 2018). Uma vez expostas a patdgenos, estas células se
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polarizam em um fendtipo reativo com alta atividade fagocitica, sendo
caracterizadas por uma morfologia “amebdide”, com corpo celular maior e
formato arredondado; e ramificacbes mais curtas e grossas (AKIRA et al.,
2006; RAWJI et al., 2016,). Além disso, ocorre um aumento de moléculas
como as citocinas e do complexo principal de histocompatibilidade (MHC,
major histocompatibility complex) (GUPTA et al., 2018). Essas
caracteristicas morfoldgicas e perfil secretério especifico ocorrem devido
a capacidade da microglia de exercer fungcdes como fagocitose de
neurbnios em apoptose e debris celulares, protecdo do cérebro contra
infeccdes, eliminacdo do patdégeno e reparo tecidual (AKIRA et al., 2006;
RAWJI et al., 2016).

Para melhor entendimento do fendtipo reativo da micréglia, sua
polarizagcdo era classificada em M1 e M2, baseado no paradigma da
polarizagdo dos macrofagos. Neste modelo, ao ser estimulada com
lipossacarideos (LPS) ou interferon-gamma (IFN-y), a microglia se
polarizaria para um perfil pré-inflamatério ou “téxico” chamado M1, que
resultaria na liberacdo de citocinas inflamatérias como fator de necrose
tumoral (TNF, tumor necrose factor), interleucina (IL)-1B8 e éxido nitrico
(NO, nitric oxide). Por outro lado, ao ser estimulada com IL-4 ou IL-13, a
microglia se polarizaria em um fendétipo anti-inflamatério ou “protetor”
chamado M2, que promoveria o remodelamento tecidual através da
liberacdo de fatores como IL-10 e arginase-1 (MURRAY et al.,, 2014;
MARTINEZ and GORDON, 2014; RANSOHOFF, 2016; GINHOUX et al.,
2016). Porém estudos tém demonstrado que este modelo linear € falho e
ndo explica a polarizacdo microglial, uma vez que este processo €
extremamente dindmico e que ha alteracdes de expressdo génica,
propriedades eletrofisiologicas, morfologia e motilidade, o que possibilita
mudancas funcionais de acordo com os estimulos e condi¢cdes do
ambiente. Dessa forma, esse amplo espectro de ativacdo da micrdglia lhe
confere uma versatilidade em participar de diferentes processos cerebrais
(XUE et al., 2014; RANSOHOFF, 2016; GINHOUX et al., 2016).

Durante anos, a microglia foi erroneamente considerada uma célula

estatica quando presente em um ambiente saudavel, e seus estudos
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eram focados para compreensdo apenas de seu papel fagocitico e
imunologico na resolugdo de infecgbes, com fungbes homeostaticas
minimas. Porém com o advento de tecnologias que permitem, por
exemplo, uma andlise de imagens em tempo real, houve crescimento das
pesquisas que buscam entender as interacdes fisioldégicas entre o sistema
imunologico e o cérebro (NIMMERJAHN et al., 2005; WAKE et al., 2009;
CROTTI et al., 2016).

Estudos tém demonstrado que, além de sua funcéo
neuroinflamatéria como resposta a danos teciduais, a microglia
desempenha um importante papel no estabelecimento e remodelacéo de
circuitos neuronais, participando ativamente de processos como
neurogénese, morte celular programada, plasticidade sinaptica,
sobrevivéncia e proliferacdo celular (figura 8). Esse conhecimento
contribuiu para a compreensdo de sua participagdo no
neurodesenvolvimento e em doencas do SNC (CHOI et al.,, 2008;
CUNNINGHAM et al., 2013; MORSCH et al.,, 2015; WU et al., 2015;
WHITELAW, 2017).

(a)

Desenvolvimento neuronal

@?
- Regulacéo da morte \
celular programada %

(b) 3 (d) Doengas psiquiatricas
: e neurologicas
Microglia » {_, ~

Neurogénese adulta

-Fagocitose /(‘

Figura 8: Participacdo da micréglia em processos fisioldgicos e patolégicos. Estudos

Interagoes sinapticas
-Eliminac&o/poda
-Fagocitose
-Plasticidade sinaptica

demonstraram a capacidade da microglia de participar de processos do desenvolvimento
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neuronal (a), da neurogénese adulta (b), e de interagdes sinapticas (c), permitindo uma
melhor compreenséo do papel da microglia em doencas psiquiatricas e neuroldgicas (d)
(Adaptado de Wake et al., 2013).

A micréglia tem sido reconhecida como um importante regulador da
plasticidade sinaptica, devido a sua capacidade de alterar elementos pré
e pos- sinapticos que mudam a morfologia das sinapses, por meio da
liberacdo de fatores troficos ou até mesmo pelo contato micréglia-
neurdnio (WU et al., 2015). Esse remodelamento sinaptico pode ocorrer
por sinalizacdes que induzem a proliferacdo e a sobrevivéncia celular,
como por exemplo, aquelas que envolvem IL-9, IL-10, BDNF e fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1, insulin-like growth
factors 1). Por outro lado, sinalizagbes que envolvem TNF-a e IFN-y sé&o
capazes de estimular a poda sinaptica, que ocorre para eliminar o
excesso de sinapses imaturas que sao produzidas (BEATTIE et al.,2002;
FONTAINE et al., 2008; PARKHURST et al., 2013; UENO et al., 2013;
LIM et al., 2013; HAGEMEYER et al., 2017).

Outra forma de remodelamento sinaptico € pelo contato microglia-
neurénio, que € modulado por alguns receptores como de fractalquina
CX3CR1, o receptor de complemento CR3 e receptores purinérgicos. A
microglia € capaz de fagocitar espinhas dendriticas, de trogocitar
pequenas porcbes de axbnios e de estimular a formacédo de filopddios
modulando a conexdo neuronal (figura 9) (ROGERS et al.,, 2011;
SHAFER et al., 2012; STEPHAN et al., 2012; SIPE et al., 2015; EYO et
al., 2016; WEINHARD et al., 2018).

Ramificagdo
microglial
Microglia —> 0
quiescente /ﬁ
Espinha r Espmhaﬁ 4 S -
Dendrito Dendrito
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Figura 9: A micréglia estimula a formacao de filopddios e fagocita elementos sinapticos
(Adaptado de Wake et al., 2013).

Dessa forma, a microglia parece ser indispensavel na participacéo
das alteracBes neuroplasticas que ocorrem nos processos de memoria e
aprendizado, e em aspectos do comportamento adaptativo, que fazem
parte do modelo de adiccdo como doenca. Além disso, a micréglia
expressa diferentes canais idnicos e receptores de neurotransmissores,
encontrados em neurdnios, o que lhe confere a capacidade de responder
as alteracbes neuroquimicas induzidas pela administracdo de drogas
(KENTTEMANN et al., 2011; PARKHURST et al., 2013; WILIAMSON et
al., 2011; BACHTELL et al., 2017; COTTO et al., 2018).

Nesse contexto, as drogas de abuso sdo reconhecidas como
substancias exdgenas que, ao atravessarem a barreira hematoencefalica,
sdo capazes de induzir uma neuroinflamacdo crénica e persistente,
caracterizada por alteracbes na expressao de citocinas no SNC, como
aumento de IFN-y, CCL2 e CCL5, e diminuicdo da CX3C (SCHWARZ et
al., 2013; NORTHCUTT et al., 2015; LASHKARIZADEH et al., 2015,
LACAGNINA et al., 2017; BROWN et al., 2018).

Um dos possiveis mecanismos envolvidos é a ativacao direta ou
indireta, pela cocaina, dos receptores tipo toll 4 (TLR4, toll-like receptors
4) presentes na microglia, culminando na translocacéo de fatores como o
NF-kB e consequente transcricdo de citocinas, como IL-1[3, IL-6 e TNF-a.
Dessa forma, o TLR4 participaria da modulacdo dos efeitos agudos
motivacionais de drogas como etanol, cocaina e opidides (BATCHELL et
al., 2015; CREWS et al., 2017). Outro possivel receptor envolvido é o p
opidide, que esta relacionado com a sensacdo de euforia e reforco
positivo causado pelas drogas. Pesquisas demonstraram que este
receptor esta associado com quimiocinas como CCL3, CCL4, CCL5 e
com o receptor CCR5 e seus ligantes (CONTET et al., 2004; MAHAJAN et
al., 2005; AVDOSHINA et al., 2010).

Diferentes estudos mostraram que o bloqueio farmacologico da
atividade microglial reverte os comportamentos induzidos por drogas em

testes comportamentais. Poland e colaboradores (2016) utilizaram um
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anti-inflamatorio inibidor da fosfodiesterase, chamado ibudilast, que foi
capaz de atenuar a sensibilizacdo comportamental induzida por cocaina.
J& Northcutt e colaboradores (2015) mostraram que o tratamento com
minociclina, um antibiético do grupo das tetraciclinas, foi capaz de
diminuir a taxa de preferéncia induzida por cocaina no teste de
preferéncia condicionada ao lugar. Os mesmos resultados foram obtidos
por Hutchinson e colaboradores (2008 e 2009) utilizando as duas drogas
em modelos de adic¢do por opidides; e Syapin e colaboradores (2016)
utilizando a minociclina em modelo de adic¢ao por alcool.

Apesar dessas drogas apresentarem atividades anti-inflamatdrias,
as mesmas possuem outros alvos farmacolégicos, o que dificulta a
compreensdao de seu exato mecanismo de acdo. Por exemplo, a
minociclina € capaz de diminuir a sinalizacdo de calcio glutamatérgico e
potencializar a fosforilagdo da subunidade GIuR1 do receptora-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA), promovendo
alteracdoes na via glutamatérgica, que é extremamente importante nos
processos de aprendizado e memoria (GONZALEZ et al., 2007; IMBESI et
al., 2008).

Nesse contexto, o uso de modelos de deplecdo microglial é
importante para uma melhor compreensdo do papel dessas células em
diversos processos fisiolégicos (HAN et al., 2017; GUTTENPLAN et al.,
2018). Séao utilizados modelos genéticos, como por exemplo, animais
CD11b-HSVTK e CX3CRI1C™®ER; e modelos farmacolégicos onde os
animais sao tratados com diferentes drogas como, por exemplo, o
PLX3397, GW2580, clodronato lipossomal e mac-1-SAP (PARKHURST et
al., 2013; ELMORE et al., 2014; BRUTTGER et al., 2015; HAN et al.,
2017; HAN et al., 2019).

O PLX3397 é uma droga que se encontra em fase clinica Ib/lla
para o tratamento de tumores estromais gastrointestinais. Seu mecanismo
de acdo consiste na inibicdo do receptor CSF1R, que é essencial para a
viabilidade microglial (ELMORE et al., 2014; BUTOWSKI et al., 2017).
Assim a adminstracdo cronica dessa droga promove a adeplecdo dessas

células.
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Embora existam evidéncias cientificas de que a micréglia possa
participar das adaptacdes induzidas por drogas (BACHETLL et al., 2015;
CREWS et al., 2017), os estudos nesta area ainda sdo escassos. Dessa
forma, € necessaria uma melhor elucidacdo de seu papel na

neurobiologia da adic¢do para o desenvolvimento de possiveis terapias.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Testar hipétese de que a microglia participa das alteracdes
comportamentais induzidas por cocaina nos testes de sensibilizacdo

comportamental e preferéncia condicionada ao lugar.

2.2 Objetivos especificos
Padronizar os testes de sensibilizagcdo comportamental, hiperlocomocao
condicionada e preferéncia condicionada ao lugar induzidos por cocaina

em camundongos Swiss no laboratorio de Neurofarmacologia da UFMG.

Testar a hipotese de que a deplecéo da microglia é capaz de reverter a

sensibilizagdo comportamental e a preferéncia condicionada ao lugar.

Quantificar as células microgliais no nucleo accumbens e no hipocampo
de animais tratados com depletor de microglia e submetidos a

sensibilizacdo comportamental.

Avaliar o indice de ativacdo das células microgliais no nucleo
accumbens e no hipocampo de animais tratados com depletor de

microglia e submetidos a sensibilizacdo comportamental.
Avaliar a producdo de fatores neurotroficos no PFC, hipocampo e

estriado de animais tratados com depletor de microglia e submetidos a

preferéncia condicionada ao lugar.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss, machos, com
idade entre 8 e 9 semanas, provenientes do Centro de Bioterismo do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (CEBIO-ICB) da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG). 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 o0s
experimentos foram realizados de acordo com o0s principios éticos de
experimentacdo com animais, adotados pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da UFMG, sendo este projeto aprovado pelo
protocolo CEUA n° 231/2018.

3.2 Drogas

Para a realizacdo do presente estudo, foram utilizadas as seguintes
drogas: cocaina (Merck & Co.Inc.®) diluida em solucdo salina (NaCl
0,9%); pexidartinib (PLX3397 - MedChemExpress) diluido em
dimetilsulféxido (DMSO - Neon) 1%, polietileno glicol 300 (PEG-300 -
Synth) 45%, Tween-80 5% e solucdo salina; cloridrato de cetamina 10%
(Syntec, Brasil); e cloridrato de xilazina 2% (Syntec, Brasil). A cocaina foi
doada gentilmente pelo Prof. Dr. Fabricio Moreira, do grupo de pesquisa
de Neuropsicofarmacologia, sendo que foram utilizadas aproximadamente

208 mg dessa droga.

3.3 Testes comportamentais
3.3.1 Sensibilizacdo comportamental

No teste de sensibilizacdo comportamental, os animais foram
submetidos ao campo aberto para avaliacdo da atividade locomotora. O
equipamento consiste em uma arena circular com aproximadamente 120
cm de diametro, circundada por uma parede circular de 45 cm de altura.

Os animais foram colocados individualmente no centro da arena e foi
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avaliada a distancia total percorrida por 30 minutos durante 7 dias
(LEWITUS et al., 2016; SMITH et al., 2016).

a0
\\________________/

- 4 T

Figura 10: Desenho representativo da sensibilizacdo comportamental (Adaptado de
Brooks and Dunnet, 2009).

No protocolo 1, foi feita uma padronizagdo do modelo
comportamental no laboratdrio de Neurofarmacologia, no qual os animais
foram habituados na arena nos dias 1 e 2. Ja do 3° ao 7° dia, os animais
foram tratados com cocaina na dose de 15 mg/kg por via intraperitoneal
(i.p.) ou solucao salina, e imediatamente colocados no aparato. 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 (verséo 6.0).

Protocolo 1: Sensibilizagao comportamental

Habituacao Cocaina 15mg/kg ou solugdo salina

Figura 11: Protocolo da padronizacdo da sensibilizagdo comportamental.
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No protocolo 2, os animais foram tratados com a droga PLX3397
(40 mg/kg) por via per os (p.o.) (ELMORE et al., 2014, JIN et al., 2018) ou
veiculo uma vez ao dia, iniciando 1 dia antes do teste e com duracédo de 7
dias. Em seguida o protocolo foi realizado normalmente, com os 2
primeiros dias sendo feita apenas a habituacdo do animal e do 3° ao 7°
dia o tratamento com cocaina ou solugdo salina. Para se prevenir a
influéncia do estresse induzido pela administracdo da droga, diariamente
o tratamento com o PLX3397 era realizado apdés os testes

comportamentais.

Protocolo 2: Sensibilizagao comportamental

PLX3397 ou Veiculo

Habituagdo Cocaina 15mg/kg ou solugao salina

Figura 12: Protocolo do teste de sensibilizagdo comportamental em animais tratados

com PLX3397 ou veiculo.

3.3.2 Hiperlocomocdao condicionada

O teste de hiperlocomocéo foi padronizado de forma semelhante
ao teste de sensibilizacdo comportamental. Nos dias 1 e 2 0os animais
foram colocados no campo aberto para habituacdo durante 30 minutos, e
do 3° ao 7° dia os animais foram tratados com cocaina (15 mg/kg, i.p.) ou
solucdo salina e imediatamente colocados na arena. Nos dias 8 e 9 os
animais permaneceram em suas gaiolas e ndo receberam nenhum
tratamento. No 10° dia todos os animais foram tratados com solugéo
salina e colocados novamente no aparato para avaliacdo da atividade
locomotora (MICHEL and TIRELLI et al., 2002).

45



A arena foi limpa com &lcool 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.

Protocolo: Hiperlocomogao condicionada

——
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Habituacao Cocaina 15mg/kg ou Solucao salina Hiperlocomogdo

Figura 13: Protocolo da padronizacéo da hiperlocomocao condicionada.

3.3.3 Preferéncia condicionada ao lugar

O teste de preferéncia condicionada ao lugar consiste de trés fases:
pré-teste, condicionamento e teste (BARDO et al., 2015; SMITH et al.,
2016). No pré-teste (dia 1) os animais foram colocados de forma
individual no corredor central (9,5 cm de comprimento, 5 cm de largura e
12 cm de altura) de uma caixa de acrilico que contém outros dois lados de
dimensdes iguais (15 cm de comprimento, 12 de largura e 12 de altura),
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. Os camundongos que
gastaram mais de 70% do tempo explorando um dos lados foram
excluidos da proxima analise para que o condicionamento ndo tivesse
nenhum vieés.

A fase de condicionamento teve duracdo de 6 dias, e 0s animais
foram tratados com cocaina ou solucdo salina em dias alternados em um
lado da caixa. Nos dias 2, 4 e 6 os animais foram tratados com cocaina e
imediatamente confinados em um lado da caixa, onde permaneceram por
30 minutos. Nos dias 3, 5 e 7 os animais foram tratados com solucéo

salina e confinados no lado oposto. O grupo controle foi tratado com
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solucédo salina todos os dias. A escolha de qual animal receberia cocaina
em qual lado da caixa foi feita de maneira randomizada.

No dia do teste (dia 8), os animais foram colocados novamente no
corredor central e puderam explorar livremente o ambiente durante 15
minutos. O teste foi filmado e foi avaliado o tempo de exploracdo de cada
compartimento. O resultado foi apresentado como taxa de preferéncia (S)
e o0 calculo utilizado foi a subtracdo 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.

O aparato foi limpo com alcool 70% entre os testes com cada animal,
bem como as fezes de cada roedor foram retirados da caixa antes do
animal seguinte, todos os dias.

SALINA

COCAINA

Figura 14: Desenho representativo da preferéncia condicionada ao lugar (Adaptado de
Castilla-Ortega et al, 2017).

No protocolo 1 foi realizada a padronizacdo deste modelo

comportamental no Laboratério de Neurofarmacologia com cocaina (15

mg/kg, i.p.).
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Protocolo 1: Preferéncia Condicionada ao Lugar

Pré- teste Condicionamento Teste

Figura 15: Protocolo da padronizacéo da preferéncia condicionada ao lugar.

No protocolo 2, os animais foram tratados com a droga PLX3397 (40
mg/kg, p.0.) ou veiculo por 9 dias, sendo o tratamento iniciado 2 dias

antes do pré-teste, e realizado ap0s o teste comportamental.

Protocolo 2: Preferéncia Condicionada ao Lugar

PLX3397 ou Veiculo

Pré- teste Condicionamento Teste

Figura 16: Protocolo da preferéncia condicionada ao lugar de animais tratados com
PLX3397 ou veiculo.

3.4 Perfusdo transcardiaca e preparo do cérebro para
avaliacfes histoldgicas

Ao final de cada teste comportamental (exceto os animais do
protocolo 2 de Preferéncia Condicionada ao Lugar), 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 exposicdo da cavidade
tordcica e visualizacdo do coracdo. Posteriormente, foi inserida uma

agulha hipodérmica conectada a um sistema de perfusdo (Bomba
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peristéltica - Insight®) no ventriculo direito, permitindo a troca do sangue
por uma solucao de tampéao fosfato em salina (PBS — pH 7,4), a uma taxa
de perfusdo de 4 mL/min. Apés a perfusédo de cerca de 30 mL de PBS, os
animais foram perfundidos com solugédo de paraformaldeido 4% (PFA —
pH 7,4).

Logo apdés a perfusdo, os animais foram decapitados e seus
encéfalos foram retirados para os processos de pos-fixagao, crioprotecdo
e congelamento. O processo de pés-fixacdo consiste na estocagem dos
encéfalos em solucdo de PFA 4% durante a noite. Posteriormente, 0s
cérebros foram colocados em solugdo de sacarose 30% para
desidratacdo das células, até a saturacdo, promovendo entdo uma
crioprotecdo. E por fim, os cérebros foram cortados, dividindo seus dois
hemisférios, congelados em isopentano 99% e gelo seco, e estocados em
freezer de -80°C.

Para o preparo dos cortes histologicos, o hemisfério esquerdo foi
cortado em um criostato (Leica) a -20 °C na espessura de 30 ym e os
cortes foram armazenados em solucéo anticongelante (etilenoglicol 24%;
glicerol 24%; NaH>PO4 0,1256%; NaHPO4 0,436% diluidos em PBS) a -
20 °C.

3.5 Retirada de tecidos a fresco para ELISA

Apés o término do Protocolo 2 da Preferéncia Condicionada ao
Lugar, os animais foram submetidos a perfusdo transcardiaca apenas
com PBS e seus encéfalos foram retirados e cortados ao meio. O
hemisfério direito foi imerso em solucdo de PFA 4% e depois submetido
aos processos de crioprotecdo e congelamento, conforme descrito
anteriormente. Ja o hemisfério esquerdo foi dissecado para retirada do

PFC, hipocampo e estriado, e em seguida foram armazenados a -80 °C.

3.6 Avaliacdo da microglia
3.6.1 Marcacao de células Iba-1 por imunofluorescéncia

Para a técnica de imunofluorescéncia, cortes de NAc e hipocampo

de 30 uym foram lavados 3 vezes com tampdo tris em salina (TBS) para
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retirada da solugcéo anticongelante na qual estavam estocados e foram
incubados com tampéo citrato (pH 7,6) durante 1 hora para recuperacgao
antigénica. Os cortes foram novamente lavados 3 vezes com TBS e
incubados com solucéo de blogqueio (4% de albumina bovina sérica — BSA
e 0,5% de Triton-X 100 em TBS) para blogueio dos sitios inespecificos
durante 1 hora.

Em seguida, os cortes foram incubados a 4 °C com o anticorpo
primario anti-lba-1 (ionized calcium-binding adapter molecule 1; 1:500 —
Wako) durante 24 horas, lavados 3 vezes com TBS e incubados com o
anticorpo secundario anti-coelho Alexa Fluor 594 (1:1000 - Life
Technologies) durante 2 horas. Posteriormente, os cortes foram lavados 4
vezes com TBS, incubados com DAPI 1,75 pg/mL (1:1000) durante 20
minutos e lavados com TBS por mais 4 vezes.

Para montagem dos cortes foram utilizadas laminas gelatinizadas e
meio de montagem Fluoromount (Sigma-Aldrich). As laminas foram
observadas no microscopio LSM880 (Axio Imager A2, Carl Zeiss,
Alemanha) no aumento de 20X, e com o auxilio de uma camera digital
acoplada ao microscopio, foram retiradas fotos das regides NAcc, Nucleo
Accumbens Shell (NacSh) e na regido do Corno de Ammon 1 (CAl) do
hipocampo. A quantificacdo de células marcadas foi realizada pelo
software ImageJ 1.52a e os resultados estao representados como namero

de células positivas por campo.

3.6.2 Marcacdao de células Iba-1 por imunohistoquimica

Cortes de NAc e hipocampo de 30 um foram lavados 3 vezes com
TBS, incubados com tampéao citrato (pH 6,0) durante 1 hora, lavados
novamente com TBS, incubados com peréxido de hidrogénio (H202) 1%
durante 15 minutos, para bloqueio da peroxidase enddgena, e incubados
com solucdo de blogueio (BSA 4% e 0,5% de Triton-X 100 em TBS)
durante 1 hora.

Em seguida, os cortes foram incubados a 4°C com o anticorpo
primario anti-lba-1 (1:500) durante 72 horas, lavados 3 vezes com TBS e

incubados com o anticorpo secundario anti-coelho biotinilado (1:500 -
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Vector) durante a noite. Depois de lavados com TBS, os cortes foram
incubados com o complexo Avidina-Biotina (Vector) durante 1 hora,
lavados novamente e revelados com 3,3’-diaminobenzidina (DAB) em
H20o.

Os cortes foram montados em laminas gelatinizadas e em seguida
passaram por um processo de diafanizacdo, no qual foram imersos em
sequéncia em solucdes 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 0 auxilio de
uma camera digital acoplada ao microscopio, foram retiradas fotos das
regioes NAcc, NacSh e CAl. A avaliacdo da morfologia das células
marcadas foi realizada pelo software ImageJ 1.52a, onde foi calculada a
razao entre o corpo celular e o tamanho da célula (HOVENS et al., 2014)
e os resultados estdo representados como indice de ativacdo. Quanto
maior a razdo corpo celular/tamanho da célula, maior é o indice de

ativacao.

3.7 Avaliacédo dos niveis de fatores neurotroficos

Os PFC, hipocampos e estriados previamente dissecados foram
descongelados e tratados com tampédo de extracdo 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 sodio 0,5mM diluidos em agua destilada] e em
seguida centrifugados a 4°C em 14.000rpm durante 20 minutos.
Posteriormente, foi realizado o ensaio de imunoabsorcdo enzimatica
(ELISA, Enzyme Linked Immunosorbent Assay) para deteccdo da
concentracdo 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), utilizando kits da R&D
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Systems (DuoSet), de acordo com os procedimentos descritos pelo
fabricante.

3.8 Andlise estatistica

Foram utilizados 126 animais neste trabalho. A andlise estatistica
foi realizada utilizando o programa estatistico Prisma 8.0 (GraphPad, CA,
USA). Os dados comportamentais, histolégicos e bioquimicos foram
analisados pelo teste t de Student ndo-pareado ou andlise de variancia de
duas vias (Two-way ANOVA), seguida pelo teste de Tukey. Os dados
foram apresentados como média + erro padréo. O nivel de significancia foi

estabelecido em p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Padronizag&o dos modelos comportamentais

4.1.1 O tratamento com cocaina aumentou a atividade locomotora na
sensibilizacdo comportamental

A administracdo aguda de drogas psicoestimulantes, como a
cocaina e as anfetaminas, promove alteracbes comportamentais
passiveis de serem avaliadas, sendo uma delas o aumento da atividade
locomotora que o animal apresenta. Além disso, a administracéo repetida
da mesma dose da droga ao longo dos dias pode promover alteracdes
plasticas que fazem com que essa hiperlocomocdo seja acentuada
(KALIVAS e DUFFY, 1990; KOKS, 2015).

Neste contexto, foi realizada a padronizacdo da sensibilizacdo
comportamental  induzida por cocaina no laboratério de
Neurofarmacologia da UFMG. Observou-se gque a cocaina, na dose de 15
mg/kg, foi capaz de induzir um aumento agudo da atividade locomotora
no dia T1 (primeiro dia de tratamento com cocaina) e de promover a
sensibilizacdo comportamental [fator cocaina vs fator dia (F(1,26)=41,34;
p<0,0001), fator cocaina (F(1,26)=116,40; p<0,0001) e fator dia 1x5
(F(1,26)=28,57; p<0,0001)] (figura 17).
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Figura 17: Atividade locomotora dos animais no teste de sensibilizacdo comportamental.
Andlise da atividade locomotora dos animais tratados com solucao salina ou cocaina 15
mg/kg no teste de sensibilizacdo comportamental. Os dados foram analisados por
ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey. *p<0,05 quando comparado com o

dia 1; #p<0,05 quando comparado com o controle.

4.1.2 O tratamento com cocaina foi capaz de promover um aumento
na hiperlomocomocéo condicionada

A hiperlocomocédo condicionada € outra forma de avaliar as
mudancas plasticas que os psicoestimulantes podem induzir, uma vez
gue o animal ird apresentar alteracdes locomotoras ao ser exposto as
“pistas” associadas a droga (KALIVAS e DUFFY, 1990). Dessa forma, a
reexposicdo ao ambiente e sua pista associada (injecdo de solucao
salina), foi capaz de aumentar a atividade locomotora de animais tratados
previamente com cocaina 15 mg/kg, quando comparados aos animais
tratados previamente com solugcdo salina (t=5,754; df=13; p<0,0001)
(figura 18).
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Figura 18: Atividade locomotora dos animais na hiperlocomoc¢édo condicionada. Analise
da atividade locomotora dos animais tratados previamente com solugcdo salina ou

cocaina 15 mg/kg no teste de hiperlocomocéo condicionada. Os dados foram analisados

por Teste t de student; ****p<0,0001 quando comparado com 0 grupo controle.

4.1.3 Padronizacdo da preferéncia condicionada ao lugar induzida
por cocaina

O teste de preferéncia condicionada ao lugar € utlizado para
avaliar a capacidade recompensadora ou aversiva de uma droga (KOKS
et al.,, 2015). Diante disso, foi feita a padronizacdo desse teste com o
intuito de avaliar as propriedades reforcadoras positivas da cocaina.

Os animais tratados com cocaina na dose de 15 mg/kg
apresentaram uma maior taxa de preferéncia pelo lado em que foram
pareados com a droga do que os animais tratados com solucdo salina
(t=4,212; df=11.59; p<0,005) (figura 19).
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Figura 19: Taxa de preferéncia dos animais na preferéncia condicionada ao lugar.
Analise da taxa de preferéncia de animais tratados com solugéo salina ou cocaina (15
mg/kg) no teste de Preferéncia Condicionada ao Lugar. Os dados foram analisados por

Teste t de student; **p<0,005 quando comparado com o grupo controle.

4.2 Massa dos animais ao longo dos dias de tratamento

Todos os animais foram pesados a cada 2 dias durante os
experimentos comportamentais. Nenhum grupo apresentou diferencas
significativas na massa corporal ao longo dos dias de tratamentos na
sensibilizacdo comportamental (fator dia (F(3,10)=0,05; ns), fator
tratamento (F(3,10)=2,67; ns) e fator dia vs fator tratamento
(F(9,10)=0,02; ns)] (figura 20) e na preferéncia condicionada ao lugar
[fator dia (F(4,60)=0,3797; ns), fator tratamento (F(60,18)=1,23; ns) e fator
dia vs fator tratamento (F(12,18)=0,06; ns)] (figura 21).
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Figura 20: Massa corporal durante a sensibilizagdo comportamental. iviassa corporal 00s
animais tratados com solucdo salina + veiculo, cocaina + veiculo, solugdo salina +
PLX3397 ou cocaina + PLX3397 submetidos a sensibilizacdo comportamental. Os dados

foram analisados por ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey.
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Figura 21: Massa corporal durante a preferéncia condicionada ao lugar. Massa corporal
dos animais tratados com solucdo salina + veiculo, cocaina + veiculo, solu¢do salina +
PLX3397 ou cocaina + PLX3397 submetidos a preferéncia condicionada ao lugar. Os

dados foram analisados por ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey.

4.3 O tratamento com PLX3397 foi capaz de diminuir a sensibilizacao
comportamental induzida por cocaina

Com o objetivo de verificar se a micréglia participa das alteracfes
neurobioldgicas induzidas pela cocaina, os animais foram tratados com o

depletor de microglia PLX3397. De acordo com Elmore e colaboradores
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(2014), trés dias de tratamento com o PLX3397 é capaz de promover a
deplecéo de 50% da microglia. Dessa forma, com o objetivo de que os
animais apresentassem 50% da micrdglia depletada ao receber a primeira
dose de cocaina, eles comecgaram a ser tratados um dia antes do inicio do
teste comportamental.

O tratamento com o PLX3397 reduziu a sensibilizagéo
comportamental induzida por cocaina ao longo dos dias [fator deple¢éo vs
fator cocaina (F(12,12)=3,63; p<0,001), fator cocaina (F(4,12)=5,82;
p<0,001) e fator deplecdo (F(3,12)=66,08; p<0,0001)] (figura 22). O
PLX3397 reduziu a sensibilizagéo a partir do dia 6 (Controle vs PLX3397
+ cocaina; p=ns). Além disso, ndo houve diferenca estatistica entre os
animais controle e os animais tratados somente com PLX3397 e veiculo
de cocaina, o que demonstra que esta droga néo altera a atividade

locomotora basal dos animais.
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Figura 22: Atividade locomotora dos animais na sensibilizacdo comportamental apds o
tratamento com PLX3397. Andlise da atividade locomotora dos animais tratados com
solugéo salina + veiculo (n=6), cocaina + veiculo (n=7), solu¢éo salina + PLX3397 (n=7)
ou cocaina + PLX3397 (n=7) no teste de sensibilizacdo comportamental ao longo dos
dias. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey.

**n<0.0001 entre o grupo cocaina + veiculo e o grupo cocaina + PLX3397.

Os dados também foram plotados na forma de A da distancia total

percorrida no dia 5 e no dia 1 para melhor visualizagdo. Observa-se na
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figura 21 que o tratamento com o PLX3397 foi capaz de reduzir o A da
distancia total percorrida induzida por cocaina [fator deplecdo vs fator
cocaina (F (1,24)=11,89; p<0,01), fator cocaina (F(1,24)=54,09; p<0,0001)
e fator deplecéo (F(1,24)=12,70; p<0,01)] (figura 23).
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Figura 23: Delta da atividade locomotora dos animais na sensibilizacdo comportamental
apos o tratamento com PLX3397. Andlise do A (entre os dias 5 e 1) da atividade
locomotora dos animais tratados com solucdo salina + veiculo, cocaina + veiculo,
solugdo salina + PLX3397 ou cocaina + PLX3397 no teste de sensibilizacdo
comportamental ao longo dos dias. Os dados foram analisados por ANOVA de duas
vias, seguido pelo teste de Tukey. ***p<0.001 entre o0 grupo cocaina + veiculo e cocaina
+ PLX3397.

4.4 O tratamento com PLX3397 nao foi capaz de reverter a
preferéncia condicionada ao lugar induzida por cocaina

Apés verificar que a micrdglia pode participar das alteracfes
neurobiolégicas induzidas pela  cocaina na  sensibilizacdo
comportamental, os animais foram tratados com o PLX3397 na dose de
40 mg/kg e submetidos ao teste de preferéncia condicionada ao lugar,
com o intuito de corroborar o resultado obtido no item 4.3. O tratamento
com PLX3397 foi iniciado dois dias antes do teste comportamental, com o
intuito de que o animal ja tivesse 50% da micrdglia depletada ao receber a

primeira dose de cocaina.
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O tratamento com cocaina foi capaz de aumentar a taxa de
preferéncia ao compartimento pareado com a droga. Porém o tratamento
com o PLX3397 ndo foi capaz de reverter esta preferéncia [fator cocaina
(F(1,45)=34,32; p<0,0001); fator deplecdo (F(1,45)=0,29; ns) e fator
cocaina vs fator deplegéo F(1,45)=3,36; ns)] (figura 24).
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Figura 24: Taxa de preferéncia dos animais na preferéncia condicionada ao lugar apés o
tratamento com PLX3397. Andlise da taxa de preferéncia dos animais tratados com
solugéo salina + veiculo, cocaina + veiculo, solugdo salina + PLX3397 ou cocaina +
PLX3397 no teste de sensibilizagdo comportamental ao longo dos dias. Os dados foram
analisados por ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey. ****p<0.0001 entre o

grupo salina + veiculo e o grupo cocaina + veiculo.

4.5 O tratamento com PLX3397 foi capaz de reduzir as células lba-1*
no NAc e no CAl

4.5.1 Quantificacdo das células microgliais de animais tratados com
PLX3397 no NAc

Para verificar se realmente houve uma diminuicdo do numero de
microglia, foi realizada a técnica de imunofluorescéncia para marcacao de
células Iba-1*no NAcc e no NacSh dos animais tratados com o PLX3397

e submetidos a sensibilizacdo comportamental.
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Observou-se que o tratamento com PLX3397 diminuiu o nimero
de células Iba-1* no Nacc [fator deplecdo (F(1,21)=47,37; p<0,0001)].
Apesar disso, o tratamento com cocaina ndo alterou a quantidade de
células nessa regido [fator cocaina (F(1,21)=2,15; ns) e fator deplecéo vs
fator cocaina (F(1,21)=0,63; ns)]. (figuras 25 e 26). Resultados
semelhantes foram observados no NacSh [fator deplecdo (F(1,21)=42,44;
p<0,0001)], fator cocaina (F(1,21)=3,84; ns) e fator deplecdo vs fator
cocaina (F(1,21)=0,59; ns)], (figuras 27 e 28).
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Figura 25: Numero de células Iba-1* no NAcc. Quantificacdo de células Iba-1* (microglia)
no NAcc de animais tratados com solucéo salina + veiculo, cocaina + veiculo, solugéo
salina + PLX3397 ou cocaina + PLX3397. Os dados foram analisados por ANOVA de
duas vias, seguido pelo teste de Tukey. ***p<0,0001 entre o grupo salina + veiculo e
salina + PLX3397; **p<0,01 entre o grupo cocaina + veiculo e o grupo cocaina +
PLX3397.
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Figura 26: Imagem representativa das fotomicrografias utilizadas para quantificar células

Iba-1* no NAcc. Grupos: | - salina + veiculo, Il - salina + PLX3397, Ill - cocaina +

veiculo, IV - cocaina + PLX3397.
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Figura 27: Numero de células Iba-1* no NAcSh. Quantificacdo de células Iba-1" no
NacSh de animais tratados com solucdo salina + veiculo, cocaina + veiculo, solucédo
salina + PLX3397 ou cocaina + PLX3397. Os dados foram analisados por ANOVA de
duas vias, seguido pelo teste de Tukey. ***p<0,001 entre o grupo salina + veiculo e
salina + PLX3397; **p<0,01; entre o grupo cocaina + veiculo e o grupo cocaina +
PLX3397.
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Figura 28: Imagem representativa das fotomicrografias utilizadas para quantificar células
Iba-1* no NAcSh. Grupos: | - salina + veiculo, Il - salina + PLX3397, Ill - cocaina +
veiculo, IV - cocaina + PLX3397.

4.5.2 Quantificacdo das células microgliais de animais tratados com
PLX3397 no hipocampo

Uma vez que a regidao (CAl) do hipocampo recebe inervacoes
dopaminérgicas da VTA e projeta fibras glutamatérgicas para o NAc,
também foram quantificadas as células lba-1* dos animais tratados com o
PLX3397 e submetidos a sensibilizacdo comportamental nesta regido
(PRESTON et al., 2018).

O tratamento com o0 PLX3397 diminuiu o numero de células Iba-1*
na regido CA1 [fator deplegéo (F(1,22)=96,71; p<0,0001)]. Apesar disso, a
cocaina ndo alterou a quantidade de células nessa regidao [fator cocaina
(F(1,22)=2,19; ns) e fator cocaina vs fator deplecédo (F(1 22)=0,02; ns)]
(figuras 29 e 30).
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Figura 29: Numero de células Iba-1* no CAl. Quantificacdo de células Iba-1* na regido
CAL1 do hipocampo de animais tratados com solu¢éo salina + veiculo, cocaina + veiculo,
solucdo salina + PLX3397 ou cocaina + PLX3397. Os dados foram analisados por
ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey. ****p<0,001 entre 0s grupos tratados

com PLX3397 e seus respectivos grupo controle.
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Figura 30: Imagem representativa das fotomicrografias utilizadas para quantificar células

Iba-1*em CAL. Grupos: | - salina + veiculo, Il - salina + PLX3397, Ill - cocaina + veiculo,
IV - cocaina + PLX3397.

4.6 O tratamento com PLX3397 foi capaz de aumentar o indice de

ativacao das células microgliais no NAc e no CAl

Uma vez que o perfil secretorio da microglia pode estar relacionado com
seu perfil de reatividade (quiescente ou reativa) (MARTINEZ and
GORDON, 2014) foi realizada pela técnica de imunohistoquimica a
marcacdo de células lba-1* e avaliacdo da morfologia da microglia de
animais tratados com PLX3397 e/ou cocaina, com o intuito de quantificar

seu indice de ativacgao.

4.6.1 indice de ativacdo microglial no nicleo accumbens

Observou-se que tanto o tratamento com cocaina, quanto o
tratamento com o PLX3397, foi capaz de aumentar o indice de ativagéo
microglial no NAcc [fator cocaina (F(1,20)=10,48; p=0,0041), fator
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deplecdo (F(1,20)=26,42; p<0,0001), e fator cocaina vs fator deplecéo
(F(1,20)=1,76; ns)] (figuras 31 e 32), e no NAcSh [fator cocaina
(F(1,19)=15,76; p<0,001), fator deplecao (F(1,19)=32,27; p<0,0001) e
fator cocaina vs fator deplecao (F(1,19)=1,03, ns)] (figuras 33 e 34).
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Figura 31: indice de ativacdo microglial no NAcc. Quantificacdo do indice de ativac&o
microglial no NAcc de animais tratados com solu¢éo salina + veiculo, cocaina + veiculo,
solugéo salina + PLX3397 ou cocaina + PLX3397. Os dados foram analisados por
ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey.**p<0,01; entre o grupo salina +
veiculo e o grupo salina + PLX3397; *p<0,05 entre o grupo cocaina + veiculo e cocaina +

PLX3397; #p<0,05 entre o grupo salina + veiculo e o grupo cocaina + veiculo.
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Figura 32: Imagem representativa das fotomicrografias utilizadas para avaliar o indice

de ativagao microglial no NAcc. Grupos: | - salina + veiculo, Il - salina + PLX3397, IlI -

cocaina + veiculo, IV - cocaina + PLX3397.
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Figura 33: indice de ativac&o microglial no NAcSh. Quantificacdo do indice de ativacéo

microglial no NAcSh de animais tratados com solucdo salina + veiculo, cocaina +

veiculo, solucdo salina + PLX3397 ou cocaina + PLX3397. Os dados foram analisados

por ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey. **p<0,01; entre o grupo salina +

veiculo e o grupo salina + PLX3397; *p<0,05 entre o grupo cocaina + veiculo e cocaina +

PLX3397; #p<0,05 entre o grupo salina + veiculo e o grupo cocaina + veiculo.

69



Figura 34: Imagem representativa das fotomicrografias utilizadas para avaliar o indice

de ativagdo microglial no NAcSh. Grupos: | - salina + veiculo, Il - salina + PLX3397, IlI -

cocaina + veiculo, IV - cocaina + PLX3397.

4.6.2 indice de ativacdo microglial no hipocampo

Também foi avaliado o indice de ativacdo microglial na regiao
CALl do hipocampo de animais tratados com o PLX3397 e submetidos a
sensibilizacdo comportamental. Foi observado um aumento do indice de
ativacdo microglial de animais tratados com o PLX3397 [fator cocaina
(F(1,21)=3,92; p=0,06), fator deplecdo (F(1,21)=13,44; p<0,01) e fator
cocaina vs fator deplecédo (F(1,21)=1,67; ns)] (figuras 35 e 36).
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Figura 35: indice de ativacdo microglial no CA1. Quantificacdo do indice de ativacéo
microglial no CA1 de animais tratados com solucdo salina + veiculo, cocaina + veiculo,
solucdo salina + PLX3397 ou cocaina + PLX3397. Os dados foram analisados por
ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey. **p<0,01 entre o grupo salina +

veiculo e o grupo salina + PLX3397.
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Figura 36: Imagem representativa das fotomicrografias utilizadas para avaliar o indice

de ativagao microglial em CAl. Grupos: | - salina + veiculo, Il - salina + PLX3397, Il -

cocaina + veiculo, IV - cocaina + PLX3397.

4.7 Efeitos do tratamento com PLX3397 e/ou cocaina nos niveis de
fatores neurotroficos

Para melhor compreensao do papel da micrdglia nas alteracbes
plasticas induzidas pela cocaina, foram avaliados os fatores neurotréficos
BDNF, GDNF e NGF, no PFC, estriado e hipocampo de animais tratados
com PLX3397 e/ou cocaina e submetidos a preferéncia condicionada ao

lugar.

4.7.1 Quantificacdo dos niveis de BDNF, NGF e GDNF no cortex pré-
frontal

Houve uma diminuicdo dos niveis de BDNF no PFC de animais
tratados com cocaina [fator cocaina (F(1,17)=6,54; p<0,05], que foi
revertida pelo tratamento com o PLX3397 [fator deple¢éo (F(1,17) =2,35;
ns) e fator cocaina vs fator deplecédo (F(1,17)=6,13; p<0,05)] (figura 37).
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Quanto aos niveis de GDNF, observou-se uma diminuicdo tanto nos
animais tratados com cocaina, quanto nos animais tratados com
PLX3397, quando comparados ao controle [fator cocaina (F(1,19)=48,61,;
p<0,0001), fator deplecédo (F(1,19)=27,67; p<0,0001), e fator cocaina vs
fator deplecéo (F(1,19)=34,84; p<0,0001)] (figura 38). Por fim, ndo houve
diferenca significativa nos niveis de NGF entre os grupos [fator cocaina
(F(1,20)=0,05; ns), fator deplecéo (F(1,20)=1,81; ns) e (F(1,20)=0,70; ns)]
(figura 39).
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Figura 37: Niveis de BDNF no PFC. Quantificacdo dos niveis de BDNF no PFC de
animais tratados com solu¢do salina + veiculo, cocaina + veiculo, solugédo salina +
PLX3397 ou cocaina + PLX3397. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias,
seguido pelo teste de Tukey. *p<0,05 entre o grupo salina + veiculo e o grupo cocaina +
veiculo.
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Figura 38: Niveis de GDNF no PFC. Quantificacdo dos niveis de GDNF no PFC de
animais tratados com solucdo salina + veiculo, cocaina + veiculo, solucdo salina +
PLX3397 ou cocaina + PLX3397. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias,
seguido pelo teste de Tukey. ***p<0,0001 entre os grupos salina + PLX3397, cocaina +

veiculo, cocaina + PLX3397 e o grupo salina + veiculo.
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Figura 39: Niveis de NGF no PFC. Quantificacdo dos niveis de NGF no PFC de animais

tratados com solugéo salina + veiculo, cocaina + veiculo, solugdo salina + PLX3397 ou
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cocaina + PLX3397. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias, seguido pelo
teste de Tukey.

4.7.2 Quantificagdo dos niveis de BDNF, NGF e GDNF no estriado

N&o houve alteracBes significativas nos niveis de BDNF [fator
cocaina (F(1,18)=0,04; ns), fator deplecdo (F(1,18)=2,28, ns)] e fator
cocaina vs fator deplecdo (F(1,18)=3,00; ns)] (figura 40) e de GDNF (fator
cocaina (F(1,21)=0,22, ns), fator deplecdo (F(1,21)=0,56; ns) e fator
cocaina vs fator deplecdo (F(1,21)=0,66; ns)] (figura 41) no estriado.
Porém observa-se uma diminui¢édo nos niveis de NGF de animais tratados
com cocaina [fator cocaina (F(1,17)=8,91; p<0,01), fator deplecéo
(F(1,17)=3,86; ns) e fator cocaina vs fator deplecao (F(1,17)=4,37, ns)]
(figura 42). O PLX3397 néo alterou os niveis dessas neurotrofinas.
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Figura 40: Niveis de BDNF no estriado. Quantificagdo dos niveis de BDNF no estriado
de animais tratados com solu¢éo salina + veiculo, cocaina + veiculo, solucdo salina +
PLX3397 ou cocaina + PLX3397. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias,
seguido pelo teste de Tukey.
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Figura 41: Niveis de GDNF no estriado. Quantificagdo dos niveis de GDNF no estriado
de animais tratados com solugdo salina + veiculo, cocaina + veiculo, solugédo salina +
PLX3397 ou cocaina + PLX3397. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias,
seguido pelo teste de Tukey.
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Figura 42: Niveis de NGF no estriado. Quantificacdo dos niveis de NGF no estriado de
animais tratados com solu¢do salina + veiculo, cocaina + veiculo, solugdo salina +
PLX3397 ou cocaina + PLX3397. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias,
seguido pelo teste de Tukey. *p<0,5 entre 0s grupos cocaina + veiculo e cocaina +
PLX3397 e o grupo salina + veiculo.
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4.7.3 Quantificacdo dos niveis de BDNF, NGF e GDNF no hipocampo

Também nédo houve diferencgas significativas nos niveis de BDNF
[fator cocaina (F(1,15)=0,06; ns), fator deplecdo (F(1,15)=0,45; ns)] e fator
cocaina vs fator deplecao F(1,15)=1,57; ns)] (figura 43) e GDNF [fator
cocaina (F(1,18)=3,42; ns), fator deplecdo (F(1,18)=0,37; ns) e fator
cocaina vs fator deplecdo (F(1,18)=4,12; ns)] na regido hipocampal
(figura 44). Por outro lado, a cocaina diminuiu os niveis de NGF nos
animais tratados com PLX3397 em comparac¢do aos animais tratados com
o depletor e o veiculo da cocaina [fator cocaina (F(1,19)=4,791,
p=0,0413), fator deplecdo (F(1,19)=2,21; ns) e fator cocaina vs fator
deplecéo (F(1,19)=7,56; p<0,05)] (figura 45).
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Figura 43: Niveis de BDNF no hipocampo. Quantificacdo dos niveis de BDNF no
hipocampo de animais tratados com solucado salina + veiculo, cocaina + veiculo, solucdo

salina + PLX3397 ou cocaina + PLX3397. Os dados foram analisados por ANOVA de
duas vias, seguido pelo teste de Tukey.
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Figura 44: Niveis de GDNF no hipocampo. Quantificagdo dos niveis de GDNF no
hipocampo de animais tratados com solucao salina + veiculo, cocaina + veiculo, solugdo
salina + PLX3397 ou cocaina + PLX3397. Os dados foram analisados por ANOVA de

duas vias, seguido pelo teste de Tukey.
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Figura 45: Niveis de NGF no hipocampo. Quantificacdo dos niveis de NGF no
hipocampo de animais tratados com solucéo salina + veiculo, cocaina + veiculo, solu¢éo
salina + PLX3397 ou cocaina + PLX3397. Os dados foram analisados por ANOVA de
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duas vias, seguido pelo teste de Tukey. *p<0,5 entre o grupo salina + PLX3397 e o grupo
cocaina + PLX3397.
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5. DISCUSSAO

O transtorno por uso de substancias € um problema de saude
publica que tem aumentado de forma drastica nos dltimos anos. A busca
por um melhor entendimento da neurobiologia da adiccdo tem sido de
extrema importancia para o desenvolvimento de politicas publicas de
prevencgdo e reducdo de danos, no diagndéstico e no desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas (VOLKOW et al., 2016; MOLAHOUM et al.,
2019).

No presente estudo, foi realizada a padronizagcdo da
sensibilizacdo comportamental, da hiperlocomocdo condicionada, e da
preferéncia condicionada ao lugar. Demonstramos que o tratamento com
cocaina na dose de 15 mg/kg foi capaz de promover um aumento da
atividade locomotora dos animais nos testes de sensibilizacao
comportamental e hiperlocomoc¢ao condicionada, além de um aumento na
taxa de preferéncia no teste de preferéncia condicionada ao lugar.

A sensibilizacdo comportamental é caracterizada pelo aumento de
comportamentos (atividade locomotora, comportamentos estereotipados,
entre outros) induzidos pela administracdo repetida de uma droga
(BROWN et al., 2011). Um dos estudos pioneiros na compreensao dos
mecanismos envolvidos neste modelo foi realizado por Kalivas e Duffy em
1990. Estes autores demonstraram que o tratamento agudo com cocaina,
na dose de 10 mg/kg em ratos, foi capaz de promover um aumento da
atividade locomotora acompanhada de um aumento dos niveis
extracelulares de dopamina. Depois de sete dias de injecdes diarias, a
hiperlocomocéo desses animais foi acentuada, associada a um aumento
significativo dos niveis extracelulares de dopamina. Ainda, a injecdo com
solucdo salina ap6s trés dias de abstinéncia foi capaz de aumentar os
niveis de dopamina e induzir uma hiperlocomocao.

Em humanos, estudos demonstraram que a administracdo aguda
de drogas de abuso é capaz de induzir um aumento dos niveis de
dopamina nas regifes estriatais, que também era acentuada com 0 uso

repetitivo da droga. Além disso, o aumento desses niveis dopaminérgicos
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estavam correlacionados com o aumento do efeito recompensador da
substancia, do comportamento de compulsdo pela droga, e também em
alteracdes comportamentais como, por exemplo, o piscar de olhos.
Porém, ainda existe uma grande disparidade entre os resultados da
sensibilizacdo comportamental em humanos (LEYTON, 2007; VEZINA
and LEYTON, 2009). Neste contexto, a sensibilizacdo comportamental se
assemelha a fase de compulsdo e intoxicagdo do desenvolvimento da
adiccdo, onde o uso inicial da droga é capaz de ativar vias
dopaminérgicas no sistema mesocorticolimbico, promovendo alteracdes
plasticas, tendo como consequéncia a sensibilizacdo desses circuitos
(ROBINSON and BERRIDGE, 2008; PASCOLI et al., 2015).

O paradigma da preferéncia condicionada ao lugar se baseia no
condicionamento Pavloviano, no qual uma pista ambiental se associa com
um estimulo (SMITH et al.,, 2016; KOKS, 2015), sendo este modelo
utilizado para compreensdo dos mecanismos recompensadores de uma
droga. Dessa forma, a utilizacdo deste modelo é de extrema importancia,
uma vez que as “pistas” associadas as drogas desempenham importante
papel no comportamento de compulsdo e facilitam recaidas,
comprometendo a melhora do paciente (PARVAZ et al., 2016; COX et al.,
2017).

Esses modelos comportamentais sdo capazes de mimetizar as
alteracdes plasticas que ocorrem na transicdo entre um padrdo de uso
recreacional para um padrdo de uso abusivo que caracteriza a adic¢ao
(KOKS et al.,, 2015). Estudos demonstraram que a sensibilizacao
comportamental € acompanhada por um aumento da densidade e da
porcentagem de botdes sinapticos dopaminérgicos no NAcSh, assim
como a formacdo de novas conexdes cortico-estriatais (HECK et al.,
2015; DOS SANTOS et al., 2017). Em relacéo a preferéncia condicionada
ao lugar, animais tratados com cocaina 20 mg/kg e submetidos a este
teste comportamental apresentam um aumento de sinalizacbes
intracelulares dependentes de glutamato, que estdo associadas ao
processo de memodria e aprendizado (NYGARD et al., 2017), além de

aumentar a formacgéo de novas sinapses (ZHANG et al., 2019).
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ApOs a padronizagdo dos modelos comportamentais, com o
objetivo de entender o papel da micrdglia na adic¢do, os animais foram
tratados com a droga PLX3397. Esta substancia é capaz de bloquear o
receptor CSF-1 que € essencial para a viabilidade microglial (ELMORE et
al., 2014; BUTOWSKI et al., 2017). De forma interessante, foi
demonstrado que o tratamento com PLX3397 durante 21 dias é capaz de
depletar cerca de 99% da micréglia sem promover alteragdes cognitivas e
comportamentais, sendo entdo um eficiente método para estudar as
funcdes microgliais (ELMORE et al., 2014; HILLMER et al., 2017).

No presente estudo, demonstramos que o tratamento com o
PLX3397 foi capaz de depletar cerca de 50% da microglia nas regides
NAcc, NAcSh e CAl1 do hipocampo. Apesar de Elmore e colaboradores
(2014) terem demonstrado que o tratamento com o PLX3397 durante sete
dias é capaz de depletar cerca de 70% da micréglia, observamos em
nosso estudo uma deplecéo de aproximadamente 50% dessas células no
NAcc, NAcSh e CAl, com o tratamento pelo mesmo periodo. Tal
discrepancia poderia ser explicada pela diferenca entre as linhagens
usadas nos estudos, a idade dos animais, e biodisponibilidade da droga.
De fato, utilizamos camundongos Swiss com 8-9 semanas de vida, sendo
gue o tratamento foi realizado por gavagem uma vez ao dia, enquanto
gue Elmore e colaboradores utilizaram animais C57BL/6J de 12 meses e
a droga foi adicionada a racao. Além disso, analises farmacocinéticas do
PLX3397 demonstraram que apenas cerca de 5% desta droga chega ao
SNC, sendo sua concentracao periférica 20 vezes maior. (ELMORE et al.,
2014). Dessa forma, uma vez que a dose utilizada foi de 40 mg/kg, as
baixas concentracdes desta droga no cérebro, também poderiam estar
relacionadas com a menor deplecdo observada em nosso estudo. Nesse
contexto, Bennet e colaboradores (2018) observaram uma reducédo de
apenas 30% da microglia, utilizando a mesma dose do PLX3397 durante
21 dias, o que demonstra uma discrepancia nos niveis de deplecdo
induzida por esse tratamento.

O tratamento com PLX3397 também promoveu uma alteracédo

morfolégica na micréglia que sugere um aumento da sua ativacdo no NAc
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e em CAl. Este resultado poderia ser explicado pela necessidade da
micréglia remanescente polarizar para um estado reativo e fagocitar os
debris celulares da micréglia depletada pelo tratamento (LIAN et al.,
2016). Também observamos um aumento do indice de ativagdo microglial
no NA de animais tratados com cocaina, porém nao houve diferenca na
quantidade de células Iba-1*. Este mesmo resultado foi encontrado por
Wang e colaboradores (2017) e Lewitus e colaboradores (2016), o que
sugere que a cocaina € capaz de ativar a micréglia. Um possivel
mecanismo é através da ativacdo de TRL4. Northcutt e colaboradores
(2015) demonstraram que a cocaina é capaz de se ligar ao complexo MD-
2/TRL4, sendo reconhecida como uma substancia exégena, levando a
uma resposta neuroinflamataria.

No presente estudo, demonstramos que o tratamento com o
PLX3397 foi capaz de reduzir a sensibilizacdo comportamental. Ademais,
estudos que utilizaram os farmacos ibudilast e minociclina, capazes de
bloquear a ativacdo de células Iba-1*, demonstraram a eficacia dessas
drogas de atenuar a sensibilizacdo comportamental induzida por cocaina
(CHEN et al., 2009; POLAND et al., 2016). Nesse contexto, estudos
sugerem que a ativacdo da microglia associada a um aumento de
citocinas inflamatorias no estriado € capaz de ativar neurénios
dopaminérgicos, modulando os efeitos recompensadores da cocaina
(NORTHCUTT et al., 2015; PERIYASAMI et al., 2018), o que explicaria
como a diminuicdo do numero dessas células poderia estar relacionada
com a reversao das alteracdes comportamentais induzidas pela cocaina.

Diferentes dados tém demonstrado que a micréglia € uma célula
fundamental na regulacéo da plasticidade sinaptica. O receptor CX3CR1
€ expresso nessas células e permite a comunicacdo micréglia-neurénio.
Nesse sentido, animais nocaute para o0 receptor CX3CR1 ou animais
CX3CR1°® apresentam uma reducdo das células microgliais
(PARKHURST et al., 2013; ZHAN et al., 2014), e tem como conseqUéncia
uma reducdo de LTP e alteragBes na funcionalidade neuronal devido a
formacédo de sinapses aberrantes (ROGERS et al., 2011; ZHAN et al.,

2014). Além disso, poderia haver reducdo da formacdo e eliminacédo de
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espinhas dendriticas, e alteracdo dos niveis de proteinas sinapticas que
regulam a sinalizacdo glutamatérgica, comprometendo a formacéo de
sinapses importantes no processo de aprendizagem (PARKHURST et al.,
2013). Nesse contexto, a deplecdo da microglia no NAc e no hipocampo
induzida pelo tratamento com o PLX3397, poderia ter como consequéncia
uma reducdo das alteragBes neuroquimicas e morfolégicas que ocorrem
apos a administracdo de cocaina, que estaria relacionada com a reducao
da sensibilizacdo comportamental. Nessa mesma linha de raciocinio,
Reshef e colaboradores (2017) demonstraram que a deplecdo da
microglia induzida pelo PLX5622, outro inibidor do receptor CSF-1, foi
capaz de diminuir em 25% a densidade das espinhas dendriticas.

Por outro lado, o aumento do indice de ativacdo microglial no
presente estudo, poderia estar associado a inducdo de uma resposta
neuroinflamatéria. Nessa mesma linha de pensamento, Lewitus e
colaboradores (2016), demonstraram que 0 uso de animais nocaute para
TNF-a ou bloqueadores desta citocina, foram capazes de aumentar a
sensibilizacdo comportamental, enquanto o uso de um agonista do TLR4
reduziu esse parametro. Dessa forma, é possivel especular que a
microglia exerceria uma funcdo neuroprotetora perante a administracédo
de cocaina através da liberacdo de citocinas. Porém, uma vez que esta
célula apresenta um amplo espectro de ativacdo (GINHOUX et al., 2016)
e nem sempre sua morfologia condiz com seu perfil secretério (BELLOZI
et al., 2016), a dosagem de diferentes citocinas se torna necessaria para
uma melhor compreensao de sua polarizacdo em um estado anti ou pré-
inflamatdrio, bem como a utilizacdo de técnicas como a citometria de
fluxo, para verificar se os presentes mediadores sdo produzidas pela
microglia ou por macréfagos oriundos da periferia (MIRANDA et al., 2016).

No presente estudo, o tratamento com o PLX3397 néo foi capaz de
reverter a preferéncia condicionada ao lugar induzida por cocaina. Este
resultado pode parecer contraditério em comparacéo a literatura, uma vez
gue as drogas minociclina e ibudilast sdo capazes de reverter alteracdes
comportamentais induzidas por diferentes drogas de abuso como

opioides, cocaina, metanfetamina e alcool (HUTCHISON et al, 2008;
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ZHANG et al., 2013; NORTHCUTT et al., 2015; RAY et al., 2017; METZ et
al., 2017). Porém a minociclina é capaz de atuar de diferentes formas no
sistema glutamatérgicos, inibir metaloproteinases, inibir apoptose, dentre
outros efeitos (MOLLER et al., 2016). J& o ibudilast € capaz de prevenir a
degradacdo de AMPc, que tem seus niveis alterados na presenca de
drogas de abuso (POLAND et al., 2016). Ademais, Liu e colaboradores
(2017) demonstraram que o bloqueio da enzima fosfodiesterase 4, alvo do
ibudilast, € capaz de reverter a sensibilizacdo comportamental, além de
restaurar o equilibrio entre vias inibitérias e excitatérias apdés a
administracdo de cocaina. Nesse contexto, a capacidade dessas drogas
de modular outras vias poderia explicar a disparidade do nosso resultado
com a literatura.

Os resultados comportamentais apresentados no presente estudo
demonstram que a neurobiologia da adiccdo é um processo complexo e
pode recrutar diferentes vias neurais e diferentes processos plasticos,
como por exemplo, sensibilizacbes associativas e ndo associativas
(ANAGNOSTARAS et al., 1996; ANAGNOSTARAS et al., 2002). Isso é
corroborado por Adams e colaboradores (2001), que demonstraram que
0s antagonistas dopaminérgicos haloperidol, raclopride e SCH23390
foram capazes de reverter a sensibilizacdo comportamental. Porém
nenhuma dessas drogas alterou a hiperlocomocao condicionada, sendo
gue apenas o haloperidol reverteu a preferéncia condicionada ao lugar
induzidos por cocaina. Além disso, o0 tratamento com 0 antagonista
canabinoide SR 141716 atenuou a preferéncia condicionada ao lugar,
porém nao teve efeito na sensibilizacdo comportamental induzida por
morfina (SINGH et al., 2004).

O antagonista do receptor NMDA, CPP [+3-(2-carboxy-piperazine-
4-yl)-propyl-1-phoshonic], € capaz de reverter a preferéncia condicionada
ao lugar induzida por cocaina e o0 medo condicionado, porém nao tem
efeito na sensibilizagcdo comportamental (CAMARCK et al., 2003). Dessa
forma, € possivel que as drogas utilizadas em diversos estudos sejam
capazes de reverter a preferéncia condicionada lugar devido ao bloqueio

de memdria associativa. Nesse contexto, € possivel justificar que este
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seria 0 caso da minociclina, uma vez que a via glutamatérgica €
imprescindivel para o processo de formacdo de memoria (RIEDEL et al.,
2003). Porém, sdo necessarios estudos para confirmacao desta hipétese.

A ativacao dos receptores TRL4 presentes na micréglia é capaz de
modular os efeitos recompensadores das drogas de abuso. Nesse
sentido, Chen e colaboradores (2017) demonstraram que o bloqueio da
sinalizacdo de TRL4/STAT3 (signal transducer and activator of
transcription 3) € capaz de impedir a aquisicdo da memoaria relacionada a
preferéncia condicionada ao lugar, porém, ndo a sua expressado. Ou seja,
esse dado sugere que uma vez que a memodria do condicionamento
(estimulo associado com a pista) € consolidada, o animal ir4 apresentar a
alteracdo comportamental (preferéncia pelo compartimento em que
recebeu a droga) induzida pela droga. Tendo em vista que o tratamento
com PLX3397 néo aboliu completamente as alteracbes comportamentais
induzidas pela cocaina no modelo de sensibilizacéo, é razoavel assumir
gue o tratamento com PLX3397 ndo bloqueia completamente a
sinalizacdo TRL4/STAT3. Ademais, observamos uma deplecéo de apenas
50% da micréglia, o que corrobora com o fato de que essa via é
completamente bloqueada. Assim, ocorre a formacdo da memodria
relacionada ao condicionamento, e por isso o tratamento nao foi capaz de
reverter a preferéncia condicionada ao lugar no presente estudo.

Por fim, o tamanho amostral pode ter contribuido para a auséncia
de efeitos da deplecao de micréglia no modelo do CPP. De acordo com o
protocolo experimental publicado pela JOVE por SMITH e colaboradores
(2016), o numero de animais experimentais ideal para este modelo
comportamental é entre 12 e 30 animais, dependendo do efeito do
tratamento. Uma vez que a deplecao microglial pode ter um efeito sutil na
neurobiologia da adic¢do, o aumento do numero de individuos por grupo
poderia identificar possiveis diferencas. Essa avaliacdo pode ser
considerada em estudos futuros

Uma hip6tese em nosso estudo € de que a micréglia participa das
adaptacOes plasticas que ocorrem nos testes comportamentais utilizados.

Nesse sentido, uma via de comunicacdo entre microglia e sinapses é
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através de fatores neurotréficos, que desempenham importante papel na
plasticidade sinaptica (IRALA et al., 2016; GIBON et al.,, 2017). Nesse
contexto, foram dosados os niveis de BDNF, NGF e GDNF para melhor
compreensao dos mecanismos pelos quais a microglia modula as
alteracfes induzidas pela cocaina.

O BDNF e seu receptor TrkB desempenham importante papel na
formacéo de circuitos neurais relacionados a memoria, sendo capazes de
promover um aumento na densidade sinaptica no sistema de recompensa
apos a administracdo de cocaina (KA et al., 2016; ANDERSON et al.,
2017). No presente estudo, observamos uma reducdo dos niveis de
BDNF no PFC de animais tratados com cocaina, que foi revertido pelo
tratamento com o PLX3397. Porém, ndo foram observadas alteracbes dos
niveis de BDNF no hipocampo e no estriado.

A administracédo de cocaina promove reducdo da atividade do PFC,
0 que tem como consequéncia um comprometimento dos processos de
tomada de decisdo e favorece o uso compulsivo da droga. Rasakham e
colaboradores (2014) demonstraram que a administracdo de cocaina
promove uma diminuicdo da densidade sinaptica no PFC, acarretando um
comprometimento da sinalizacdo glutamatérgica cortico-estriatal (GO et
al., 2016), que é restaurada apos a microinfusdo de BDNF (BERGLIND et
al., 2009). Nesse contexto, a reducdo dos niveis de BDNF no PFC
encontrados no presente estudo pode estar relacionada com a reducao
das atividades corticais e alteracdes comportamentais observadas.
Ademais, a restauracdo dos niveis de BDNF pelo PLX3397 pode ter
contribuido para a diminuicdo da sensibilizacdo comportamental. Nessa
mesma linha de raciocinio, Fumagalli e colaboradores (2007), também
observaram uma diminuicdo dos niveis de BDNF no PFC, e Berglind e
colaboradores (2007) demonstraram que a infusdo de BDNF no PFC foi
capaz de reduzir a autoadministracao de cocaina.

Entretanto, a hipotese da diminuicdo na sensibilizacdo devido a
restauracdo dos niveis de BDNF no PFC nédo pode ser especulada para a
preferéncia condicionada ao lugar, uma vez que ndo observamos

alteracdo neste comportamento. Porém a administracdo de 7,8-
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dihydroxyflavone (7,8-DHF), um agonista do receptor TrkB, foi capaz de
atenuar a sensibilizacdo locomotora induzida por metanfetamina (REN et
al., 2014), porém nao teve efeito na preferéncia condicionada ao lugar
induzida por cocaina (TZENG et al.,, 2013), o que pode justificar a
disparidade dos resultados comportamentais encontrado em nosso
estudo.

A cocaina promove modificacbes de conexdes pré-existentes e
também criacdo de novas sinapses no hipocampo, como consequéncia
de um aumento das espinhas dendriticas e alteracdo de sua morfologia,
através do aumento da sinalizacdo BDNF-TrkB (KA et al., 2016). Porém,
no nosso estudo, ndo foram encontradas alteragdes nos niveis de BDNF
nesta regido. De forma semelhante, Simchon-Tenenbaum e
colaboradores (2015) também nédo observaram alteracbes dessa
neurotrofina apos a administracdo de cocaina.

O BDNF também é capaz de promover um aumento de espinhas
dendriticas no NA (ANDERSON et al., 2017). Porém estudos demonstram
gue a sinalizacdo BDNF-TrkB pode ser diferente entre o NAcc e o NAcSh
(LI et al., 2013). Graham e colaboradores (2007) demonstraram que apo0s
o teste de autoadministracdo induzida por cocaina, ocorre um aumento
dos niveis de BDBF e da sinalizacdo TrkB no NAcSh, mas ndo no NAcc.
Portanto, é razoavel assumir que a analise do estriado inteiro pode
comprometer a quantificacdo dos fatores neurotréficos e a compreenséao
exata de suas sinalizacdes e por isso ndo foram encontradas alteracdes
nos niveis de BDNF no estriado.

Em uma revisao sistematica de meta-analise publicada por Ornell e
colaboradores (2018), usuarios ativos de cocaina apresentaram um maior
nivel plasmatico de BDNF, o que pode estar relacionado com a
severidade da adiccdo. E ainda, maiores niveis séricos de BDNF podem
estar correlacionados com um maior desejo pela droga, e perda de
controle durante seu uso COROMINAS-ROSO et al., 2013). Assim, o
BDNF apresenta ser uma importante neurotrofina em usuéarios de
cocaina, o que demonstra a necessidade de mais estudos para melhor

compreensao de seu papel nesta patologia.
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O GDNF, outra neurotrofina, foi inicialmente descrito como um fator
neurotrofico essencial para a sobrevivéncia de neurdnios dopaminérgicos.
Porém estudos demonstram seu papel em outras fungées celulares, como
proliferacdo, crescimento neuronal, aprendizado e memoria (GERLAI et
al., 2001; CORTES et al., 2017), podendo entdo participar das alteracdes
plasticas induzidas por drogas como alcool, cocaina e opioides (NIWA et
al., 2007; LU et al.,, 2009; BARAK et al., 2014). No presente estudo
demonstramos que tanto o tratamento com cocaina, quanto o tratamento
com o PLX3397, ou a associacao dos dois, foram capazes de reduzir os
niveis de GDNF no PFC.

Messer e colaboradores (2000) demonstraram que a administracao
de cocaina induziu uma alteracéo nos niveis de GDNF, e que a infuséao de
GDNF na VTA promoveu uma diminuicdo da preferéncia condicionada ao
lugar induzida por cocaina. O mesmo resultado foi encontrado por Green-
Sadan e colaboradores (2003), no teste de autoadministracdo. Nesse
sentido, a diminuicdo dos niveis de GDNF no PFC de animais tratados
com cocaina ou cocaina + PLX3397, poderia estar relacionada com o
aumento da taxa de preferéncia ao compartimento pareado com a droga
encontrada em nosso estudo.

Messer e colaboradores (2000) também demonstraram uma maior
sensibilizacdo comportamental induzida por cocaina em animais nocaute
para GDNF. Porém, Airavaara e colaboradores (2004) e Yan e
colaboradores (2007) também utilizaram animais nocaute para GDNF, e
ndo observaram diferencas em relacdo aos animais controle no teste de
sensibilizacdo comportamental induzida por cocaina e metanfetamina,
respectivamente. Assim, essa disparidade de resultados promove uma
dificil compreensdo da sinalizacdo do GDNF na sensibilizacdo
comportamental.

O NGF é uma neurotrofina que pode estar relacionada com
crescimento de axénios e dendritos, e aumento da formacao de sinapses
(GIBON et al., 2017). Porém estudos que buscam compreender sua
relacgo com drogas de abuso ainda s&o escassos. Grimm e

colaboradores (2001) ndo observaram alteracdes nos niveis de NGF na
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VTA, no NAc e na amigdala de animais tratados com cocaina. Peregud e
colaboradores (2015) também ndo observaram alteracfes nos niveis de
NGF no CPF, no estriado e no hipocampo de animais tratados com
morfina. Assim, estes dados corroboram nosso resultado encontrado no
CPF, regido em que nao foram observadas alterac6es dos niveis de NFG.

J& no estriado, observamos uma diminuicédo dos niveis de NFG nos
animais tratados com cocaina e com cocaina + PLX3397, além de uma
tendéncia de diminui¢do dos niveis de NGF nos animais tratados apenas
com PLX3397. Ademais, houve uma diminuicdo dos niveis de NGF no
hipocampo dos animais tratados com cocaina + PLX3397, sendo
observada uma tendéncia do tratamento com PLX3397 em aumentar os
niveis de NGF nesta regidao que seria revertida pela cocaina. Zachor e
colaboradores (1994; 2000) demonstraram que a cocaina é capaz de
inibir o crescimento de neuritos induzido por NGF em células P12, sendo
essa inibicdo via Di. Assim, este estudo mostra possiveis relagdes do
mecanismo de acdo da cocaina com a sinalizacdo de NGF e
consequentes alteracdes plasticas, o que pode estar relacionado com a
diminuicdo dos niveis de NGF no estriado e no hipocampo de animais que
receberam cocaina. Além disso, usuarios de cocaina também apresentam
uma diminuicdo dos niveis séricos de NGF (ANGELUCCI et al., 2007), o
gue possibilita especular que a cocaina tende a diminuir os niveis de NGF
de forma central e periférica.

Em suma, nossos resultados sugerem que tanto a microglia quanto os
fatores neurotroficos poderiam apresentar diferentes funcées no contexto
da adiccao, dependendo da regido. Dessa forma, nosso estudo contribui
para um melhor entendimento da micréglia na neurobiologia da adiccéo e

possiveis mecanismos de acao.
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, podemos
concluir que a cocaina é capaz de ativar as células microgliais, e que esta
célula pode ser importante para as altera¢cdes comportamentais induzidas
por esta droga. Além disso, nosso estudo sugere que a sinalizagédo via
fatores neurotréficos poderia ser um mecanismo pelo qual a microglia
participa das adaptacdes plasticas induzidas pela cocaina. Porém séao
necessarios mais estudos para melhor compreensao do exato mecanismo

envolvido.
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