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RESUMO

SPELTA, L. E. W. S. Modulacédo da atividade encefélica pelo canabidiol em
camundongos tratados com cocaina. 2022. 200f. Tese (Doutorado em Farmacia:
Fisiopatologia e Toxicologia) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
de S&o Paulo, S&o Paulo, 2022.

Os dados epidemiolégicos referentes ao consumo de cocaina mostram
aumento do consumo dessa droga de abuso nas Ameéricas, na Europa Ocidental e na
Oceania, sendo ela a segunda droga ilicita mais consumida no Brasil. O plantio da
Erythroxylum coca, a producdo de cocaina e a quantidade da droga apreendida
bateram todos os recordes no ano de 2020. Um dos principais problemas de saude
crénicos associados ao uso recreativo da cocaina é a adic¢do, uma doencga ainda sem
tratamento efetivo. Neste sentido, o objetivo do presente trabalho foi verificar o
potencial do canabidiol (CBD) como possivel agente terapéutico do transtorno de uso
de cocaina em um modelo animal de sensibilizacdo psicomotora, sob as perspectivas
comportamental e de neuroimagem. Para tanto, camundongos machos adultos
C57BIl/6 foram submetidos a um estudo longitudinal que consiste na inducdo da
sensibilizacdo psicomotora a cocaina durante 10 dias, em dias alternados, totalizando
5 administracdes da droga; seguida por 8 dias consecutivos de tratamento com CBD,
e dois desafios, 24 e 48h apds o ultimo dia de tratamento, sendo o primeiro com salina
e 0 segundo com cocaina, para verificar a expressao da sensibilizacdo. Durante cada
uma destas etapas os animais foram submetidos ao campo aberto por 30 minutos
para quantificacdo da atividade locomotora e pareamento entre droga e ambiente.
Dois dias antes do inicio do protocolo comportamental, no ultimo dia de sensibilizacéo
e de tratamento e apos o desafio da expressao, os animais foram submetidos a
tomografia por emissao de positrons (PET) a fim de mensurar a atividade encefalica,
via captacdo do radiofarmaco [*®F]fluorodesoxiglicose ([*®F]FDG). Os animais foram
eutanasiados ap6s o ultimo dia de neuroimagem e os encéfalos removidos para a
realizacdo de imunohistoquimica. Primeiramente (capitulo 5) avaliou-se se o
canabidiol (5, 15, 30, 60 e 120 mg/kg), seria efetivo para inibir a expressdo da
sensibilizacdo psicomotora induzida pela cocaina. Em seguida, o protocolo de
neuroimagem foi padronizado (capitulo 6) para evidenciar o efeito agudo e o efeito de

sensibilizacdo da cocaina na atividade encefalica. Por fim, o efeito do canabidiol sobre



as alteracBes induzidas pela cocaina (capitulo 7) foi verificado por imagem PET com
[*8F]FDG e por imuno-histoguimica, na qual avaliou-se o nimero de neur6nios (anti-
NeuN), células da microglia (anti-lbal, e de astrocitos (anti-GFAP), bem como a
densidade Optica do receptor CB1 e da enzima FAAH. Observou-se na avaliacao
comportamental que nenhuma das doses de CBD foi eficaz em prevenir a expressao
da sensibilizacdo psicomotora induzida pela cocaina. O protocolo de neuroimagem foi
padronizado de forma que, ap6és indugdo da anestesia e injecdo do [*®F]FDG, os
animais fossem imediatamente encaminhados para aquisi¢do de imagens dinamicas
de 75 minutos e mantidos anestesiados durante todo esse periodo para evitar que 0s
efeitos estimulantes periféricos consequentes da cocaina reduzissem a captacdo
encefélica do radiofarmaco. A cocaina aumentou a captacédo do [*®F]JFDG, porém,
guando os animais foram reexpostos a droga apés 8 dias de tratamento com
canabidiol, o efeito de aumento metabdlico gerado pela cocaina nédo foi evidenciado
na maioria dos VOIs avaliados, tanto em animais sensibilizados e desafiados com
cocaina quanto em animais que receberam apenas uma injecdo aguda de cocaina no
desafio. Além disso, o canabidiol alterou o perfil celular do encéfalo, bem como a
expressao dos receptores CB1 e da enzima FAAH. Portanto, os resultados indicam
um efeito benéfico do canabidiol frente as alteragBes induzidas pela cocaina,
sugerindo que ele pode ser um interessante adjuvante no tratamento de individuos

com transtorno por uso de cocaina.

Palavras-chave: adiccdo; cocaina; neuroplasticidade; imagem PET; [*®F]-

fluorodeoxiglicose; metabolismo de glicose.



ABSTRACT

SPELTA, L. E.W. S. Modulation of brain activity by cannabidiol in cocaine-treated
mice. 2022. 200p. Thesis (Doctorate in Pharmacy: Physiopathology and Toxicology)

— Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2022.

Epidemiological data on cocaine use show an increase in the consumption of this drug
of abuse in the Americas, Western Europe, and Oceania, being it the second most
consumed illicit drug in Brazil. The cultivation of Erythroxylum coca, as well as the
production of cocaine and the amount of the drug seized broke all the records in 2020.
One of the main chronic health problems associated with the recreational use of
cocaine is addiction, a disease still without effective treatment. The objective of the
present study was to verify if cannabidiol (CBD) could be a possible therapeutic agent
for cocaine use disorder in an animal model of psychomotor sensitization, from the
behavioral and neuroimaging perspectives. Therefore, adult male C57BI/6 mice were
submitted to a longitudinal study that consisted of inducing psychomotor sensitization
to cocaine every other day for 10 days, followed by 8 consecutive days of treatment
with cannabidiol, and two challenges, 24 and 48 h after the last day of treatment, the
first one with saline and the second one with cocaine, to verify the expression of
sensitization. During each of these stages, the animals were submitted to the open
field for 30 minutes for quantification of locomotor activity and pairing between drug
and environment. Two days before the beginning of the behavioral protocol, on the last
day of sensitization, last day of treatment and after the expression challenge, the
animals were submitted to brain positron emission tomography (PET) using
[*8F]fluorodeoxyglucose ([*®F]JFDG) to measure the metabolic activity. The animals
were euthanized after the last day of PET imaging and the brains were removed for
immunohistochemistry. First (chapter 5) it was evaluated whether cannabidiol (5, 15,
30, 60 and 120 mg/kg) would be effective in inhibiting the expression of cocaine-
induced psychomotor sensitization. Then, the neuroimaging protocol was standardized
(chapter 6) to evidence the acute effect and the sensitization effect of cocaine on brain
metabolic activity. Finally, the effect of cannabidiol on cocaine-induced changes
(chapter 7) was verified by PET imaging with [*8F]FDG and immunohistochemistry, in
which the number of neurons (anti-NeuN), activated microglial cells (anti-lbal), and

astrocytes (anti-GFAP), as well as the optical density of the CB1 receptor and the



FAAH enzyme were semi-quantified. It was observed in the behavioral evaluation that
none of the CBD doses was effective in preventing the expression of cocaine-induced
psychomotor sensitization. The neuroimaging protocol was standardized so that, after
induction of anesthesia and injection of [*F]JFDG, scanned a 75 minutes dynamic
images were started immediately after tracer injection, and the animals kept
anesthetized throughout this period to prevent the peripheral stimulant effects of
cocaine from reducing the [*F]FDG brain uptake. Cocaine increased [*®F]FDG uptake,
however, when animals were exposed to cocaine after 8 days of cannabidiol treatment,
the cocaine-induced metabolic increase was no longer seen in most of the analyzed
VOlIs, either in animals sensitized and challenged with cocaine or in animals that
received only an acute injection of cocaine in the challenge. In addition, cannabidiol
altered the cellular profile of the brain, as well as the densities of CB1 receptors and
the FAAH enzyme. Therefore, the results indicate a beneficial effect of cannabidiol on
cocaine-induced changes, suggesting that it may be an interesting adjunct in the

treatment of individuals with cocaine use disorder.

Keywords: addiction; cocaine; neuroplasticity; PET imaging; [*F]-

fluorodeoxyglucose; glucose metabolism.
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AEA Anandamida

AKT Proteina quinase B

BDNF Fator neurotrépico derivado do cérebro

CBD Canabidiol

CCBDC Grupo sensibilizado com cocaina, tratado com

canabidiol e desafiado com cocaina
CCBDS Grupo sensibilizado com cocaina, tratado com

canabidiol e desafiado com salina

CPF Cortex pré frontal
CPP Preferéncia condicionada por lugar
CsC Grupo sensibilizado com cocaina, tratado com

veiculo e desafiado com cocaina
CSS Grupo sensibilizado com cocaina, tratado com

veiculo e desafiado com salina



CYP450 Citocromo P450

DiR Receptor dopaminérgico do tipo 1

D2R Receptor dopaminérgico do tipo 2

DAGL Diacilglicerol-lipase

DSE Supressao da excitacdo glutamatérgica induzida pela

despolarizacéo

DSl Supressao da inibicdo GABAérgica induzida pela
despolarizacéo

ERK Quinase regulada por sinal extracelular

FAAH Amina hidrolase de acidos graxos

FLCB Fosfolipase C-beta

GFAP Proteina glial fribrilar &cida

i.p. Intraperitoneal

V. Intravenoso

Ibal Molécula adaptadora ligante de calcio ionizado-1

LTD Depresséao de longa duracao

LTP Potenciagao de longa duracao

MAGL Monoacilglicerol lipase

MAPK Proteina quinase ativa por mitdgenos

MRI Imagem de ressonancia magnética

NAPE N-araquidonilfosfatidiletanolamina

NAc Nucleo accumbens

NAPE-PLD N-araquidonil-fosfatidil-etanolamina-fosfolipase-D

NAT N-aciltransferase

NeuN Proteina nuclear neuronal

PET Tomografia por emissao de positrons

PFA Paraformaldeido

PI13K Fosfatidilinositol 3-quinase

PKA Proteina quinase A

PPARy Receptores protetores gama ativados por

proliferadores de peroxissoma
SCBDC Grupo sensibilizado com salina, tratado com
canabidiol e desafiado com cocaina



SCBDS

SNC
SNc
SNr
SPECT

SSC

SSS

SUV

VOl
VTA

Grupo sensibilizado com salina, tratado com
canabidiol e desafiado com salina

Sistema nervoso central

Substancia negra pars compacta

Substancia negra reticular

Tomografia computadorizada por emissao de foton
anico

Grupo sensibilizado com salina, tratado com veiculo
e desafiado com salina

Grupo sensibilizado com salina, tratado com veiculo
e desafiado com salina

Standardized Uptake Value

Regiéo de interesse

Area ventral do tegmento mesencefalico
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

Substancias psicoativas sdo assim denominadas por sua capacidade de alterar
o estado homeostatico da mente. A utilizacdo dessas substancias faz parte da
natureza humana, desde os primoérdios das civilizagbes. As civilizagbes antigas
utilizavam plantas e fungos enteégenos, sobretudo para fins misticos, religiosos e
curativos. Com o passar do tempo e o desenvolvimento cientifico-tecnoldgico,
moléculas psicoativas passaram a ser isoladas de suas fontes naturais e tornaram-se
base para a sintese de compostos semissintéticos e sintéticos, utilizados
principalmente para fins recreativos.

A utilizacdo de substancias psicoestimulantes, sobretudo cocaina, estd em
expansao nas Américas, na Europa Ocidental e na Oceania, sendo um preocupante
problema de saude publica. Dentre as principais consequéncias do uso indiscriminado
dessa substancia, esta o transtorno por uso de cocaina, no qual a droga é utilizada
mesmo que isto esteja sendo danoso ao bem-estar do individuo. Os principais fatores
associados a cronicidade desta doenca sdo as alteragdes neuroquimicas e de
plasticidade induzidas no sistema nervoso central (SNC) pela droga.

Apesar de diversos farmacos serem utilizados para o tratamento do transtorno
por uso de cocaina, ndo ha nenhuma substancia especifica aprovada para esta
finalidade, sendo o tratamento farmacologico apenas sintomatico. Assim, na busca
por novos alvos farmacoldgicos surgiu grande interesse cientifico em substancias que
atuam no sistema endocanabinoide, o qual participa dos mecanismos de plasticidade
subjacentes ao uso abusivo de diferentes substancias, devido a sua acao
neuromoduladora.

O canabidiol (CBD), o segundo canabinoide mais abundante da Cannabis sativa,
possui propriedades ansioliticas, antidepressivas, antipsicoticas e neuroprotetoras
sem a presenca de efeitos psicoativos. Em funcdo disso, o CBD passou a ser
estudado como uma alternativa terapéutica para diferentes doencas
neuropsiquiatricas, dentre elas, os transtornos por uso de substancias. Estudos
recentes mostraram que o CBD é eficaz em atenuar ou inibir fatores neurobiolégicos
associados a motivacdo, condicionamento, recaidas e manutencdo do uso
descontrolado de drogas de abuso, tanto psicoestimulantes quanto depressoras do
SNC.
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A presente tese sera apresentada na forma de 8 capitulos, sendo os quatro
primeiros relativos, a introducéo, reviséo de literatura, objetivo, e materiais e métodos.
Os trés capitulos seguintes (5, 6 e 7) contemplardo as trés partes experimentais
executadas ao longo do doutorado e cada um contara com o delineamento
experimental correspondente, resultados, discusséo e conclusdes. Por fim, o dltimo

capitulo refere-se as consideracgdes finais do trabalho.
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Capitulo 2 - Revisdo de

Literatura
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CAPITULO 2 — REVISAO DE LITERATURA

2.1. Epidemiologia

De acordo com o ultimo Relatério Mundial sobre Drogas (World Drug Report)
publicado pelas Na¢des Unidas sobre o consumo de drogas de abuso (Figura 1), 5,6%
da populacdo mundial entre 15 e 64 anos, ou seja, aproximadamente 284 milhdes de
pessoas, utilizaram alguma droga ilicita em 2020, representando um aumento de 26%
em 10 anos. Deste total, mais de 36 milhdes de pessoas, apresentam transtorno por
uso de substéncias, ou seja, utilizam drogas de forma descontrolada e prejudicial,

necessitando de intervencéao terapéutica (UNODC, 2022).

Figura 1. Estimativa da tendéncia global do nimero de usuérios (milhdes) de drogas e de usuérios

com transtorno por uso de substancias no periodo de 2010-2022.
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Fonte: Adaptado de UNODC (2022).

Ao analisar a propor¢cdo de individuos admitidos para o tratamento dos
transtornos por uso de substancias, observa-se que a Cannabis permanece um
problema comum a todos os continentes, enquanto opioides sdo um fator mais
relevante para os continentes Asiatico e Europeu, e em menor escala na Oceania e
na América do Norte, nas quais ha também a problematica dos psicoestimulantes
derivados de anfetamina. Na América Latina e no Caribe ha um padréo distinto, no
qual a grande problematica € a cocaina. Segundo o Global Burden of Disease Study
realizado em 2019, 42 milhdes de anos de vida e 585 mil vidas foram perdidos em

decorréncia do uso de drogas.
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Figura 2: Tendéncia da busca por tratamento de transtorno por uso de substancias por regido em 2010,

2015 e 2020.
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Os numeros absolutos das principais substancias ou classes de substancias
utilizadas em 2020 estdo apresentados na Figura 3. A Cannabis sativa permaneceu
em 2022 como a droga mais utilizada, contando com 209 milhdes de usuarios. Em
seguida vieram os opioides, 0s quais permanecem sendo a classe de drogas mais
letais dentre as avaliadas pelo relatério, tendo sido utilizados por 61 milhdes de
pessoas. Em seguida, estdo os psicoestimulantes, com predominio de anfetaminas e
derivados anfetaminicos (34 milhdes de usuarios), seguidos pela cocaina (21 milhdes

de usuarios) e pelo ecstasy (20 milhdes de usuarios).

Figura 3: Principais classes de substancias utilizadas mundialmente em 2020.

Cannabis

¥

Opioides

0 Anfetaminas
Cocaina , "
Ecstasy

Nimero mundial de usuarios de Cannabis (209 milhdes), opioides (61 milhdes), anfetaminas (34
milhdes), cocaina (21 milhdes) e ecstasy (20 milhdes) no ano de 2020, considerando a faixa etaria de
15 a 64 anos.

Adaptado de UNODOC (2022).
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Considerando a cocaina, a tendéncia observada nos udltimos 10 anos € a
expansdo do mercado mundial dessa substancia inclusive nos continentes africano e
asiatico, mercados nao tradicionais da droga (UNODC, 2022). Cocaina € a droga de
escolha, depois da Cannabis, nos paises da América Central, do Sul e Caribe, além
de apresentar grandes mercados na América do Norte, Europa Ocidental e Oceania
(UNODC, 2022). Em relacdo as Ameéricas, a América do Sul concentra os principais
paises produtores da droga, e conta com 2,7 milhdes de usuarios, sendo Argentina,
Brasil e Chile os principais consumidores (UNOOC, 2019). Além disso, € nesta regiao
onde as maiores quantidades de cocaina foram apreendidas em 2020. Conforme
observado na Figura 4, apesar de nédo ter havido um aumento absoluto da area de
cultivo da planta de coca, a quantidade de cocaina apreendida em 2020 foi a mais alta
ja reportada e correlacionou-se ao aumento da producdo da droga, a qual aumentou
11% em relagéo ao ano anterior e mais do que dobrou em relacdo a 2014, alcangando
um novo recorde (UNODC, 2022).

Figura 4: Cultivo e producgédo globais de cocaina no periodo de 1998-2020.
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No Brasil, os dados do Il Levantamento Nacional sobre Uso de Drogas
publicado pela Fundacéo Oswaldo Cruz em 2017 (BASTOS et al., 2017) indicam que
a cocaina na forma de cloridrato foi a segunda droga ilicita mais utilizada pela
populacdo brasileira, e, seguindo a tendéncia mundial, a Cannabis foi a droga
predominante (Figura 5). Conforme descrito na Figura 6, verificou-se que 3,1% dos
brasileiros de 12 a 65 anos, ou seja, mais de 2 milhdes de pessoas utilizaram cocaina
em po alguma vez na vida. Além disso, 1,3 milhdes de individuos consumiram a droga
nos 12 meses anteriores a pesquisa e mais 461 mil individuos utilizaram nos 30 dias
anteriores. A cocaina na forma de crack, por sua vez, foi utilizada por 1,4 milhdes de
brasileiros alguma vez na vida; por aproximadamente 451 mil nos 12 meses anteriores
a pesquisa; e por 172 mil nos 30 dias anteriores. E preciso ressaltar que estes dados,
sobretudo para o crack sédo subestimados, uma vez que a base de coleta de dados
utilizada foi questionario domiciliar, o qual ndo atingiu o grande nimero de usuarios

que se encontram em situagao de rua.

Figura 5: Prevaléncia do uso de substancias ilicitas na vida pela populacéo brasileira de 12 a 65 anos,
nos 12 meses e nos 30 dias anteriores a coleta de dados.
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2.2. Cocaina

A benzoilmetilecgonina ou cocaina € um alcaloide psicoestimulante presente
em plantas do género Erythroxylum, sobretudo da espécie Erythroxylum coca. A
planta de coca possui aproximadamente 18 alcaloides classificados como terpenos,
pirolidinas e piridinas, todos consideravelmente menos toxicos do que a cocaina e
sem propriedades euforizantes. Estas resultam das propriedades simpatomiméticas
indiretas da cocaina, as quais lhe conferem a capacidade de estimular o sistema
nervoso simpdatico via inibicdo dos transportadores de monoaminas (KOOB; LE
MOAL, 2006).

Nas civilizagdes centro e sulamericanas pré-colombianas a coca foi utilizada
culturalmente ao longo de muitas geracbes em rituais misticos, religiosos e na
medicina popular. De fato, essa foi a planta mais utilizada por tais populagées com
intuito curativo, seja por meio do consumo das folhas (mastigacdo), em po, ou na
forma de chas e sucos (GRINSPOON; BAKALAR, 1981). Na Europa e nos Estados
Unidos o interesse nas propriedades da folha de coca emergiu na primeira metade do
século XIX, porém declinou rapidamente apds o isolamento da cocaina em 1859, por
Albert Niemann, a qual tornou-se uma molécula de grande interesse sécio-econémico
(BIONDICH; JOSLIN, 2016).

Em 1884 dois eventos alteraram significativamente o padréo de uso da cocaina.
O primeiro foi a publicagao “on Coca” de Sigmund Freud em 1888, recomendando o
uso da cocaina para o alivio de diferentes condi¢cdes, incluindo doencas
neuropsiquiatricas (SILVA et al., 2010). O segundo, foi a introdugéo da substéncia em
cirurgias oculares como anestésico local, por Karl Koller (GAY et al., 1975). Assim,
entre 0s anos de 1890 e 1914 a cocaina passou a integrar a industria de consumo e
inseriu-se na sociedade como uma droga de abuso (GAY et al., 1975). O declinio do
uso da cocaina ocorreu em 1914, apés o Harrison Narcotic Act, o qual proibiu a posse
e a venda da substancia e com contribuicdo da popularizagdo das anfetaminas.
Apenas na década de 1970, o uso de cocaina tornou-se recorrente, sobretudo devido
ao advento do crack (KOOB; LE MOAL, 2006).

A cocaina utilizada como droga de abuso deriva da pasta de coca, e esta
presente em duas formas quimicas principais, cujas propriedades fisico-quimicas e
toxicodindmicas séo distintas e relacionadas as diferentes vias de administracdo da

droga. Ha o cloridrato de cocaina, um po branco, cristalino, solivel em agua e com
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elevado ponto de fuséo, o que favorece as administragdes intranasal e intravenosa. E
a cocaina base, a qual se apresenta como base livre ou crack. O crack é formado pela
adicao de agua e bicarbonato de s6dio ou aménia ao cloridrato de cocaina e extracéo
utilizando solvente, geralmente éter. Originam-se massas solidas com baixo ponto de
fusdo, o que propicia 0 aquecimento e a administragcado da droga pela via pulmonar
(FARRAR; KEARNS, 1989; GOLDSTEIN; DESLAURIERS; BURDA, 2009).

A absorcdo da cocaina ocorre pelas mucosas nasal, oral e intestinal e pelos
pulmdes e, uma vez absorvida, a molécula é biotransformada por hidrélise enzimatica
e ndo enzimatica. A hidrélise pela enzima colinesterase hepatica origina a
benzoilecgonidina, o metabdlito mais abundante; enquanto a hidrolise plasmatica pela
buritilcolinesterase origina a metilecgonina (WHITE; LAMBE, 2003). Os parametros
farmacocinéticos da droga variam conforme diferentes cenérios clinicos, como
quantidade de droga consumida, via de administracao utilizada, uso concomitante de
diferentes drogas/farmacos e polimorfismos genéticos. Em geral, os picos plasmaticos
ocorrem de 2 a 5 segundos apos a aplicacdo intravenosa ou pela via pulmonar,
enguanto na intranasal ha um aumento lento e gradual na concentracdo plasmatica
ao longo de 30 a 60 minutos (CONE, 1995). O uso recreacional associa-se,
geralmente, as concentragdes plasmaticas de 0,5 a 5 uyM, porém 120 uM ja foram
relatados (GUHA; HARRAZ; SNYDER, 2016). A meia vida de eliminagdo varia em
torno de 0,7 a 1,5h; porém a droga pode ser detectada no fluido ocular, no encéfalo e
no figado até 8 horas apos a administracdo (BOGHDADI; HENNING, 1997).

Os parametros farmacocinéticos da droga e o intervalo entre as administracfes
determinardo o quanto da dose administrada chegard ao SNC para gerar os efeitos
neurolégicos. Assim, as diferentes vias de administracdo associam-se a um perfil
toxicocinético particular, uma vez que determinam o quanto da dose administrada sera
absorvida (Figura 6) e 0 quanto e quéo rapido a substancia alcancara o encéfalo
(ALLAIN et al., 2015). Quanto mais rapido a droga alcanca o SNC, maior € 0 pico
plasmatico gerado, maior o grau de euforia relatado pelos usuarios e maior a
capacidade de induzir dano cognitivo e gerar transtornos de uso (CONE, 1995;
OLIVEIRA et al., 2018; VOLKOW et al., 2000). Assim, individuos que utilizam vias que
promovem picos plasmaticos mais rapidamente utilizam a droga com maior frequéncia

e por maiores periodos.



32

Figura 6: Concentracdo plasmética de cocaina em fungdo do tempo conforme a via de administracéo
em humanos (A) e ratos (B).
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A: administragfes intravenosa, intranasal e pulmonar. B: administra¢es intravenosa e intraperitoneal.
Fonte: adaptado de Cone et al (1995) e Alain et al (2015).

A cocaina possui duas ac¢des farmacologicas. E anestésico local, devido a
inibicdo de canais de sédio dependentes de voltagem, efeito cuja duracéo varia de 20
a 40 minutos (GAY et al., 1975). Contudo, a principal acdo farmacoldgica, responsavel
por seus efeitos no SNC, € o bloqueio dos transportadores de dopamina, serotonina
e noradrenalina, aumentando a quantidade extracelular destas moléculas e
promovendo os efeitos psicoestimulantes de euforia buscados pelos usuarios (DI
CHIARA; IMPERATO, 1988), conforme mostrado na Figura 7.

Figura 7: Mecanismo de agdo da cocaina no SNC.
(A) condigéo fisiolégica (B) Com cocaina
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A cocaina bloqueia a recaptacdo de monoaminas, como a dopamina, aumentando sua concentragao
na fenda sinaptica. (A) Funcionamento fisiolégico da sinapse dopaminérgica. (B) Bloqueio do
transportador de dopamina (DAT) pela cocaina, aumentando as concentragées de dopamina.

Fonte: adaptado de KOOB (2014).
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Apesar do bloqueio da recaptacao ser equipotente para as trés monoaminas,
sabe-se gque € o bloqueio do transportador de dopamina (DAT) o fator primordial para

o transtorno por uso de cocaina (ZEHRA et al., 2018). A intera¢do da cocaina com o
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sistema noradrenérgico € responsavel pelos efeitos simpatomiméticos de aumento da
pressao arterial, aumento da frequéncia cardiorrespiratdria e da temperatura corporal,
gerando risco de morte por acidentes cerebrovasculares ou infarto agudo do miocéardio
(GILLIS et al., 1995).

2.3. Adiccao

A adiccao € uma doenca crbnica e ciclica, caracterizada pela compulséo para
buscar e consumir determinada substancia, perda do controle sobre a quantidade
administrada e inicio de um estado fisico-emocional negativo quando o0 acesso a
substancia é privado (KOOB; VOLKOW, 2016). A partir do langamento do DSM-5,
para fins diagnoésticos, passou-se a utlizar o termo “transtorno por uso de
substancias”, o qual corresponde a fusao dos conceitos “abuso” e “dependéncia de
substancias”, sendo a adic¢ao o estagio grave desse transtorno (American Psychiatric
Association, 2013; KOOB; VOLKOW, 2016).

A transicdo do uso casual de determinada substancia para a adic¢cdo € um
fenbmeno complexo, caracterizado por alteracbes de plasticidade em diferentes
circuitos encefalicos (KOOB; VOLKOW, 2010). A adic¢cao culmina da associacao entre
fatores genéticos e ambientais que determinardo a resposta do encéfalo do individuo
a presenca constante da droga (HYMAN; MALENKA; NESTLER, 2006). Diversos sao
os endofendtipos que tornam determinados individuos mais propicios ao uso
compulsivo de drogas, como alteracdes em estruturas e circuitos encefalicos, tracos
de personalidade (ERSCHE et al., 2011a, 2011b, 2012a, 2012b, 2013), precocidade
do inicio do uso de substancias (VOLKOW; KOOB; MCLELLAN, 2016) e mecanismos
genéticos e epigenéticos (NESTLER, 2014).

Apesar das drogas de abuso possuirem diferentes alvos no SNC todas elas
convergem para algumas acdes comuns. O substrato neurobiolégico para a
administracdo repetida da droga € a ativacado do sistema de recompensa, o qual &
naturalmente ativado no organismo pelas recompensas naturais, como alimentos e
sexo. As drogas, contudo, ativam esse sistema de maneira mais intensa, de forma
gue sua presenga constante no organismo “sequestra-o”, causando alteracoes
celulares, moleculares e plasticas que culminam em alteracbes comportamentais
(STEKETEE; KALIVAS, 2011).
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Esse sistema consiste na via mesolimbica dopaminérgica, formada por corpos
celulares de neurdnios dopaminérgicos localizados na area ventral do tegmento
mesencefalico (VTA) que se projetam para o nucleo accumbens (NAc). Enquanto a
conexdo € relevante durante as fases iniciais da aquisicdo da adic¢cdo, as vias
nigroestriatal e mesocortical apresentam importante papel quando o consumo
compulsivo estd consolidado (BELIN; EVERITT, 2008; GOLDSTEIN; VOLKOW,
2002). A via nigroestriatal € composta por corpos celulares localizados na substancia
negra pars compacta (SNc) que se projetam para o estriado dorsal e para a regiao
core do NAc; enquanto a mesocortical compreende corpos celulares da VTA e se
projetam para o cértex pré-frontal (CPF) (WISE, 2009). A Figura 8 mostra as conexdes

dopaminérgicas envolvidas na adiccéao.

Figura 8: Projecdes dopaminérgicas ao prosencéfalo.

Giro cingulado

Estriado

Cortex
pré-frontal

Substancia negra

Nucleo
Accumbens

Area tegmental ventral

Observam-se as proje¢cdes dopaminérgicas relevantes a adiccdo, a saber: via mesolimbica (da VTA ao
Nac); via mesocortical (da VTA ao CPF); e via nigroestriatal (da substancia negra ao estriado).
Fonte: adaptado de HYMAN, MALENKA e NESTLER (2006).

A adiccdo pode ser entendida como um processo ciclico composto por trés
estagios (Figura 9): i. compulséo/intoxicacao, caracterizada pelo aumento na saliéncia
do incentivo; ii. abstinéncia, caracterizada por decréscimo da recompensa e aumento
do estresse; iii. preocupacédo/antecipacdo, caracterizada pelo comprometimento da
funcdo executiva (UHL; KOOB; CABLE, 2019).
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Figura 9: Modelo da interagdo entre os principais circuitos neuronais relacionados a neurobiologia da
adiccao.
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Compulsao/intoxicacdo, azul (recompensa e saliéncia de incentivo: ganglios da base). Abstinéncia,
rosa (estado fisico e emocional negativo: amigdala e habenula). Preocupagdo/ antecipagéo, verde
(fissura, impulsividade e fung@o executiva: insula e cdértex). Cada numero refere-se a um circuito
neuronal associado as alteracdes que contribuem para o estado alostético da adic¢do. PFC: cortex
pré-frontal; ACC: cértex cingulado anterior; OFC: cortex orbitofrontal; NAc-VTA: nlcleo accumbens-
area tegmental ventral.

Fonte: adaptado de Koob & Volkow (2016).

O uso inicial de uma droga deriva do refor¢o positivo, associado a sensacao
hedbnica de prazer que a substancia promove, oriunda do aumento da liberacdo de
dopamina no estriado ventral (MALDONADO; ROBLEDO; BERRENDERO, 2013).
Estudos de neuroimagem indicam que isto se correlaciona a interacdo da dopamina
com os receptores dopaminérgicos do tipo 1 (DiR) (VOLKOW; FOWLER; WANG,
2003). Este é um dos gatilhos para a inducédo de mecanismos de plasticidade sinaptica
em regides associadas ao aprendizado e a memdria, que gerardo, por mecanismos
de condicionamento, uma resposta associativa entre o contexto relacionado ao
consumo da droga e uma experiéncia prazerosa, gerando o desejo de repetir esta
experiéncia (GOLDSTEIN; VOLKOW, 2002; VOLKOW; BALER, 2014).
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Conforme o uso da droga persiste, os neurénios dopaminérgicos comecam a
disparar ndo s6 devido a recompensa, mas também preditivamente, em funcdo das
pistas ambientais (VOLKOW et al., 2009). Logo, os estimulos ambientais associados
a droga deixam de ser neutros e tornam-se capazes de antecipar a recompensa,
induzindo o desejo de utilizar a droga e desencadeando a busca pela substancia
(BERRIDGE; ROBINSON, 2016; VOLKOW; MORALES, 2015). Conforme o uso da
droga torna-se frequente, a ativacdo constante do estriado ventral ativa, por sua vez,
a conexao em loop estriatal-palidal-talamocortical, via receptores glutamatérgicos
(BELIN; EVERITT, 2008; EVERITT; GIULIANO; BELIN, 2018). Essa conexao ativa o
estriado dorsal, sendo responsavel pelo desenvolvimento do comportamento
compulsivo, no qual o uso da droga deixa de ser um comportamento direcionado,
modulado pelo CPF, passando a se tornar um habito regulado pelas regibes
subcorticais (BELIN et al., 2013).

A retirada da droga inicia o periodo de abstinéncia, no qual as alteracbes
neuroquimicas induzidas pelo estado de alostase no encéfalo se manifestam (KOOB,;
VOLKOW, 2010). Logo, a auséncia da droga origina sinais fisicos e emocionais de
irritabilidade, disforia, perda de motivacdo, estresse, anedonia e fissura. Estas
sensacdes desagradaveis sdo reforcadoras negativas, ou seja, o individuo pode
administrar a droga a fim de cessar esta experiéncia indesejada (KOOB; MOAL, 2005,
2008; LE MOAL; KOOB, 2007).

Este periodo é consequéncia da alteracdo neuroquimica em diferentes
sistemas. Ha hiperativacdo dos sistemas “antirrecompensa” e de reatividade ao
estresse, associados principalmente as regides de habenula e amigdala (JENNINGS
et al., 2013; TIAN et al., 2022). Também ocorrem neuroadaptacdes no sistema
endocanabinoide, o qual naturalmente se contrapde ao sistema de estresse,
prejudicando o efeito modulatério na neurotransmissdo (GUNDUZ-CINAR et al.,
2012). Neuroquimicamente, h4 aumento da secre¢cdo de fator liberador de
corticotropina (CRF), orexina, dinorfina e substancia P; enquanto o0s
neurotransmissores associados a recompensa estdo diminuidos (KOOB et al., 2015;
WISE; KOOB, 2014). Essas alteracbes geram dessensibilizacdo dos circuitos de
recompensa, diminuindo sua resposta tanto as drogas quanto as recompensas
naturais (VOLKOW; KOOB; MCLELLAN, 2016). Isso significa que o consumo da
droga durante a adicgdo promove menos liberacdo de dopamina e, portanto, menor

sensacao hedonica de prazer, do que quando o uso da droga era controlado (UHL;
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KOOB; CABLE, 2019). O mesmo ocorre no que diz respeito a obtencdo de
recompensas naturais, sendo este o substrato patologico da falta de motivacgéo.

O estagio de preocupacao/antecipacao € o periodo caracterizado por intensa
fissura e busca compulsiva pela droga, que antecede a recaida. Esta etapa é
caracterizada principalmente pela falha da funcdo executiva do CPF, devido a
hipofuncéo das regides pré-frontais lateral, inferior e cingulado anterior (GOLDSTEIN;
VOLKOW, 2011). Consequentemente, ha falha dos mecanismos de controle inibitério
e déficits no processamento de informacdes, atencdo, planejamento e raciocinio
(BECHARA et al.,, 2019). Logo, comportamentos conduzidos por estimulos, que
normalmente seriam monitorados e suprimidos, sdo acentuados, como a
impulsividade (PARVAZ et al., 2011). Essa falha no controle executivo por parte do
CPF esta associada, dentre outros mecanismos, as alteracdes plasticas que afetam a
liberacdo de glutamato e dopamina, principalmente nas projecbes do CPF para o
estriado (KALIVAS, 2009).

Atualmente, a abordagem psicossocial permanece sendo o tratamento de
escolha para o transtorno por uso de cocaina, sendo uma abordagem multidisciplinar
com acdes preventivas, grupos de autoajuda, acompanhamento psicologico e familiar,
reabilitacdo neuropsicolégica e reducdo de danos (KAMPMAN, 2019). Até o
momento, ndo ha nenhum farmaco especifico aprovado pelo Food and Drug
Administration (FDA) para tratamento, entdo a farmacoterapia € apenas sintomatica,
com o objetivo de tratar as comorbidades e prevenir as recaidas (BRANDT et al.,
2020). O grande problema € que o tamanho de efeito dessa abordagem nao é grande,
sendo o tratamento ineficaz para grande parte dos pacientes, de forma que muitos
recaem ao uso da cocaina. Portanto, a investigacao de novos agentes farmacoldgicos

para uso no tratamento do transtorno por uso de cocaina é essencial.

2.3.1. Teoria da Sensibilizagdo do Incentivo

Robinson e Berridge (1993) propuseram a teoria da Sensibilizagao do Incentivo,
que constitui uma das bases neurobiolégicas da transicdo do uso controlado de
drogas para o estabelecimento da adiccdo. Segundo a proposta, a exposi¢ao repetida
as drogas causa plasticidade nos circuitos encefalicos relacionados a atribuicdo de
saliéncia aos estimulos, tornando-os hipersensiveis a droga e, por aprendizado
condicionado, aos estimulos associados a ela (ROBINSON; BERRIDGE, 1993). A
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ativacdo desses sistemas sensibilizados torna a droga patologicamente atrativa e
desejada pelo organismo, levando a fissura e aos comportamentos de busca pela
droga (BERRIDGE; ROBINSON, 2016).

Neuroquimicamente, 0s neurdnios dopaminérgicos tornam-se mais
hiperexcitaveis na presenca dos estimulos associados a droga, aumentando a
frequéncia de pulsos disparados e a quantidade de dopamina liberada, enquanto os
DiR dos neurdnios que recebem este sinal apresentam aumento da sensibilidade a
dopamina (BERRIDGE, 2017; ROBINSON et al., 2015). S&do ativadas vias de
transducdo de sinais que induzem alteragcbes na expressao génica diretamente
relacionadas ao efeito duradouro da sensibilizacdo (DOS SANTOS et al.,, 2018;
EVERITT; GIULIANO; BELIN, 2018; NESTLER; LUSCHER, 2019).

Figura 10: Modelo da Sensibilizacdo do Incentivo como explicagdo neurobioldgica da adiccao.
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A transicdo do uso casual para o uso compulsivo na adiccdo envolve progressiva dissociacao entre a
necessidade que o organismo sente da droga, a qual sofre saliéncia do incentivo, e a sensacéo de
prazer gerada pela substancia, que reduz gradualmente. Este desenvolvimento pode seguir uma via
direta, apds a administragao repetida e escalonada da droga, levando a sensibilizagdo do “querer” e ao
comportamento compulsivo (passos 1-2-3-6-7); ou uma via indireta, na qual as sensacdes de prazer e
euforia buscadas ndo s&do obtidas, em virtude da tolerdncia, gerando o uso de quantidades
progressivamente maiores da substancia, o que culmina na sensibilizagdo do “necessitar” (passos 1-2-
3-4-5). Quando o uso da droga ¢é interrompido inicia-se o periodo de abstinéncia, marcado pela fissura
intensa que culmina em recaida, caracterizando a cronicidade da adic¢ao (passos 7-8-9-10).

Fonte: adaptado de Robinson et al (2015).
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Na teoria da sensibilizagdo do incentivo, € importante dissociar dois fatores
distintos. O primeiro é o “gostar”, consequente da sensagéo de prazer gerada por uma
recompensa. O segundo € o “querer”, relacionado a necessidade da presencga da
droga por parte do encéfalo, a fim de conservar seu estado alostatico. O “querer”
adquire saliéncia, ou seja, € sensibilizado, tornando-se uma necessidade patoldgica
progressiva, manifestada por meio do sentimento de fissura (BERRIDGE;
ROBINSON, 2016). A sensagao de prazer (“gostar”), por sua vez, nao sensibiliza e,
em funcéo da dessensibilizacdo da recompensa, é reduzido em relacdo a seu nivel
basal, de forma que o usuario ndo experimentard o mesmo prazer obtido em seu
primeiro contato com a droga (BECHARA et al., 2019). Portanto, sensibilizagao
aumenta o desejo pela droga e a motivacdo para utilizar a substancia, mas nao o quao
gratificante a experiéncia sera para o individuo, gerando progressiva dissociacao entre
“‘querer” e “gostar” (ROBINSON; BERRIDGE, 2008).

Os mecanismos encefalicos associados ao prazer sédo dissociados dos
mecanismos relacionados ao necessitar (Figura 11). A experiéncia prazerosa €
mediada por hotspots hedénicos localizados no CPF e estruturas limbicas, via
neurotransmissao peptideo-opioide e endocanabinoide (BERRIDGE;
KRINGELBACH, 2015). Ja o necessitar associa-se a via mesolimbica dopaminérgica,
explicando o porqué de apenas ele sofrer saliéncia de incentivo (BERRIDGE;
ROBINSON, 20186).

Figura 11 - Controle encefalico do “gostar” e “necessitar”.

encefalico

Enquanto o “necessitar” é robustamente controlado por proje¢des dopaminérgicas (verde), o “gostar” é
mediado por hotspots heddnicos (vermelho) que nao sofrem saliéncia de incentivo.
Fonte: adaptado de Robinson & Berridge (2016).
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De fato, estudos de eletroestimulacdo e de neuroimagem concluiram que as
alteracbes geradas na transmissdo dopaminérgica estavam correlacionadas a
sensacao subjetiva de necessitar a recompensa e nao de gostar dela (BERRIDGE;
KRINGELBACH, 2015; EVANS et al., 2006; SMITH et al., 2016; VOLKOW et al.,
2002).

A sensibilizacdo é relevante para o estudo dos fatores neurobioldgicos da
adiccdo, bem como de possiveis intervencdes terapéuticas, pois correlaciona-se aos
mecanismos pelos quais as drogas de abuso induzem alteracbes neuronais
duradouras (VALJENT et al., 2010). Em modelos animais para o estudo de drogas
psicoestimulantes essa teoria € aplicada por meio de paradigmas comportamentais
de sensibilizacdo psicomotora. Nestes, a exposicdo repetida as drogas em um
determinado contexto ambiental resulta em reforco condicionado e, quando os
animais sao reexpostos ao ambiente no qual a exposicdo ocorreu, observa-se um
aumento progressivo da resposta psicoestimulante (ANDERSON; PIERCE, 2005;
BADIANI, 2013). Este fenbmeno é denominado sensibilizacdo psicomotora e pode ser
analisado a partir da quantificacdo da atividade locomotora, devido a sobreposicao
dos circuitos dopaminérgicos que regulam motivacdo e locomocédo (STEKETEE;
KALIVAS, 2011).

A sensibilizagdo psicomotora apresenta duas fases a serem consideradas. A
primeira é a inducdo ou aquisicdo, na qual procede-se com a intoxicacdo e o
condicionamento entre a experiéncia gerada pela droga e o ambiente (CAMARINI;
PAUTASSI, 2016). A aquisicdo da sensibilizacdo em roedores € constatada a partir
do aumento progressivo da atividade psicoestimulante apos exposicao repetida a uma
mesma dose da droga (DIDONE et al., 2016). Ha também a expresséo, em que, apos
um periodo de abstinéncia, ha reexposicdo a droga no mesmo ambiente que as
administragcdes ocorreram, sendo observada uma resposta a fim de gerar um
fenbmeno mais robusto (BADIANI; ROBINSON, 2004). A expressdo envolve
mudanc¢as neurais duradouras que surgem como consequéncia da inducédo e
medeiam a resposta comportamental sensibilizada (CAMARINI; PAUTASSI, 2016).
Neste sentido, um dos aspectos principais deste fenébmeno é sua durag¢do, uma vez
gue as respostas sensibilizadas podem ser observadas apos semanas, meses e até
anos de abstinéncia (ROBINSON; BERRIDGE, 1993).
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2.4. Sistema endocanabinoide

O sistema endocanabinoide € um sistema neuromodulador composto pelos
receptores endocanabinoides CB1 e CB2, seus ligantes enddgenos e moléculas
responsaveis pela sintese e degradacéo. Este sistema esta envolvido em grande parte
dos mecanismos fisiolégicos do organismo, como regulacdo da homeostase,
neurodesenvolvimento, neurogénese, plasticidade sinaptica e funcdo imunoldgica
(CRISTINO; BISOGNO; DI MARZO, 2020). Em funcéo disso, sua desregulacao esta
associada ao mecanismo patolégico de doencas neuropsiquiatrica e
neurodegenerativas, o que o torna um alvo terapéutico de grande relevancia para
estas condi¢cbes (DI MARZO, 2008)

Os dois endocanabinoides identificados até o momento séo a etanolamida do
acido aracdénico, também denominada anandamina (AEA) e o 2-aracdonoilglicerol
(2-AG) (DEVANE et al., 1992; MECHOULAM et al., 1995). No tecido encefalico, as
concentracfes de 2AG sdo 10 - 100 vezes superiores as de AEA (SCHERMA et al.,
2019). Essas moléculas séo reguladoras retrogradas da sinalizacdo sinaptica, uma
vez que bloqueiam a liberagdo de neurotransmissores e neuromediadores pelas
células pré-sinapticas.

Os endocanabinoides sao moléculas lipidicas sintetizadas sob demanda a
partir de fosfolipides de membrana do neurénio pés-sinaptico. O processo de sintese
ocorre por diferentes vias, que também séo responsaveis pela producédo de outros
mediadores lipidicos. O sinal iniciador da sintese é o aumento da concentragao
intracelular de calcio na célula pos-sinaptica, que pode ser resultado da
despolarizacdo e amplificacdo de sinal pela ativagdo de receptores metabotropicos
excitatorios (OLMO; FERREIRA-VIEIRA; RIBEIRO, 2016). Portanto, a sinalizacao
endocanabinoide é dependente do estado vigente de atividade sinaptica (BATTISTA
et al., 2012; WANG; UEDA, 2009)

A principal via de sintese da AEA é a "transacilagdo-fosfodiesterase".
Primeiramente, a N-aciltransferase (NAT) converte fosfatidiletanolamina e
fosfatidilcolina em N-araquidonilfosfatidiletanolamina (NAPE); este é o passo limitante
para a sintese (DE PETROCELLIS; DI MARZO, 2009). A NAPE é hidrolisada pela N-
araquidonil-fosfatidil-etanolamina-fosfolipase-D (NAPE-PLD), gerando AEA. Para o 2-
AG, a principal via de sintese é a fosfolipase C-beta, diacilglicerol-lipase (FLCpB-

DAGL). A FLCp, localizada na membrana do reticulo endoplasmatico, converte
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fosfoinositideos membranares em 1,2-diacilglicerol, cuja hidrolise pela DAGL resulta
no 2-AG (DE PETROCELLIS; DI MARZO, 2009). Uma vez sintetizados, 0s
endocanabinoides sdo prontamente liberados sob demanda, ou seja, ndo ha
armazenamento vesicular (VOLKOW; HAMPSON; BALER, 2017). Apos a interacao
com seus receptores, séo transportados para o meio intracelular por transportadores
de membrana. A AEA é metabolizada principalmente pela amina hidrolase de acidos
graxos (FAAH) e o 2-AG pela monoacilglicerol lipase (MAGL); e ambos também séo
substratos da ciclooxigenase-2, lipoxigenase-12 e 15, e oxigenases do citocromo
P450 (CYP450) (DI MARZO; PISCITELLI, 2015). Como a MAGL estéa localizada nos
terminais axbnicos e a FAAH em corpos celulares e dendritos, 2-AG e AEA séo
degradados, respectivamente, na pré e na pos-sinapse (OLMO; FERREIRA-VIEIRA;
RIBEIRO, 20186).

Os efeitos dos endocanabinoides sdo modulados por dois receptores
metabotropicos com sete dominios transmembréanicos acoplados a proteina G
inibitoria (Gin), denominados CB1 (DEVANE et al., 1988) e CB2 (MUNRO; THOMAS;
ABU-SHAAR, 1993). Estes receptores reconhecem 0s mesmos grupos estruturais de

agonistas canabinoides, apresentam afinidades distintas as moléculas, devido ao
diferente reconhecimento das cadeias laterais (REGGIO, 2010). O 2-AG liga-se ao

receptor CB1 com afinidade inferior a AEA, porém € mais abundante no tecido
encefalico e mais eficaz farmacologicamente, uma vez que se comporta como
agonista pleno do receptor, enquanto a AEA é agonista parcial (MACKIE; DEVANE;
HILLE, 1993; SUGIURA et al., 1999). Em relagédo a CB2, o 2-AG possui afinidade
semelhante quando comparado a CB1, enquanto a AEA possui afinidade inferior
(HILLARD, 2000).

CB1R sao os receptores metabotrépicos mais abundantes no SNC e participam
de muitos eventos celulares importantes (IBSEN; CONNOR; GLASS, 2017). As
maiores concentracbes estdo no hipocampo, cortex, VTA, estriado, amigdala,
ganglios da base e cerebelo, sendo a eficiéncia do receptor variavel conforme a regido
(KOPPEL et al., 2014). Estes receptores sdo expressos ndo s6 em neurdnios, mas
também nas mitocdndrias, em astrécitos e, em menor proporgéo, nos oligodendrécitos
e células da microglia (BENARD et al., 2012; LU; MACKIE, 2021; NAVARRETE;
ARAQUE, 2008). A localizacdo mais abundante consiste em terminais pré-sinapticos

de interneurdnios GABAérgicos e também em neurbnios glutamatérgicos, onde séo
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responsaveis por modular os disparos neuronais, controlando o balango
excitatorio/inibitério (MARSICANO; LUTZ, 1999). Entretanto, também s&o
encontrados em diversos outros neurdnios, como colinérgicos e serotoninérgicos (HU;
MACKIE, 2015). CB1 € um receptor particularmente propenso a formar heterodimeros
com outros receptores metabotrépicos, incluindo o receptor dopaminérgico do tipo 2
(D2R), 0 que amplia seus mecanismos de transdug¢éo de sinais (LU; MACKIE, 2021).

Os receptores CB2 sao primariamente expressos em células de origem imune,
entdo acreditou-se por um longo periodo que o receptor fosse restrito aos tecidos
periféricos (CABRAL; FERREIRA; JAMERSON, 2015). Contudo, sua presenca e
atividade também no SNC ja foram evidenciadas, bem como seu relevante papel
neuroprotetor (PACHER; MECHOULAM, 2011). O receptor ja foi identificado em
neurdnios da substancia cinzenta periaquedutal (KOPPEL et al., 2014), do hipocampo
(STEMPEL et al., 2016) e da VTA (ZHANG et al., 2014), porém sua expressao mais
relevante € nas células da microglia, desempenhando papel anti-inflamatorio
(TANAKA; SACKETT; ZHANG, 2020).

Apos ativacdo de CB1 ocorre ativagcdo dos canais ibnicos de potassio
dependentes de voltagem, gerando hiperpolarizagdo neuronal e bloqueio dos canais
de célcio dependentes de voltagem, cujo resultando é o bloqueio da liberacédo de
neurotransmissores (OLMO; FERREIRA-VIEIRA; RIBEIRO, 2016). Além disso, ha
inibicdo da adenilciclase e reducao da concentracdo de AMP ciclico, com consequente
inibicdo da cascata intracelular da proteina quinase A (PKA) (MECHOULAM,;
PARKER, 2013). O efeito final desta transmissao (Figura 12) pode ser a supressao da
inibicdo GABAérgica induzida pela despolarizacdo (DSI) ou supressao da excitacao
glutamatérgica induzida pela despolarizacédo (DSE), além de potenciacdo e depresséo
de longa duracao (LTP e LTD) (ARAQUE et al., 2017; WEI et al., 2021). Diferentes
vias de transducédo de sinais podem ser ativadas, além da PKA, dentre elas ativacao
da proteina quinase ativa por mitdgenos (MAPK), uma das vias de ativacdo da quinase
regulada por sinal extracelular (ERK), associada a transcricdo génica (TURU;
HUNYADY, 2010); e da via fosfatidilinositol 3-quinase/proteina quinase B (PI3K/AKT),
associada a neuroprotecdo (VILELA et al., 2015).
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Figura 12: Modulag¢des da neurotransmissédo mediadas pelos endocanabinoides.
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A sintese destes mediadores decorre da ativacéo enzimatica pelo aumento da concentragéo de célcio
na célula pos-sinptica, associada a despolarizacdo e amplificagdo pela ativacdo de receptores
metabotropicos. Os endocanabinoides interagem com os receptores CB1 na célula pré-sinaptica,
blogueando a liberagdo de neurotransmissores, promovendo DSE nas sinapses excitatorias e DSI nas
inibitdrias. DSE: supresséo da excitacdo mediada pela despolarizagdo; DSI: supressdo da inibicdo
mediada pela despolarizagéo.

Fonte: adaptado de CRISTINO et al (2019).

O sistema endocanabinoide modula o sistema mesolimbico dopaminérgico por
meio de CB1 e CB2, o que interfere diretamente nas respostas neurobiolégicas as
drogas de abuso. De fato, conforme a Figura 13, os receptores CB1 estdo presentes
em todas as estruturas encefalicas associadas aos mecanismos de recompensa,
modulando-as, por meio de DSE e DSI (PANAGIS; MACKEY; VLACHOU, 2014). Além
disso, a sinalizacdo endocanabinoide induz mecanismos de plasticidade, sobretudo
LTD, nestas regides, associados ao aprendizado e a memoéria (HEIFETS; CASTILLO,
2009; SIDHPURA; PARSONS, 2011). Portanto, CB1 esta envolvido nos efeitos de
recompensa, condicionamento e motivacao para buscar e autoadministrar diferentes
classes de drogas de abuso, como nicotina, etanol, opidceos e psicoestimulantes
(MALDONADO; ROBLEDO; BERRENDERO, 2013). A exposi¢cao cronica a essas



45

drogas de abuso altera o controle endocanabinoide deste circuito, contribuindo para o
fendtipo da adiccdo (FOURGEAUD et al., 2004; PARSONS; HURD, 2015).

Figura 13: Distribuicdo dos receptores CB1 nas estruturas do sistema limbico.
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Os receptores CB1 localizam-se em regifes implicadas nos mecanismos de recompensa e ao
desenvolvimento da adic¢do, como amigdala basolateral (BLA), cortex pré-frontal (CPF), hipocampo
(HIPP), pallidum ventral (VP), globo péalido (GP), estriado dorsolateral (DLSTr), NAc, VTA, nucleo leito
da estria terminal (BNST) e nucleo central da amigdala (CeA).

Fonte: adaptado de Parsons & Hurd (2015).

Na VTA, os receptores CB2 estdo presentes no corpo celular dos neurbnios
dopaminérgicos, enquanto os CB1 estdo expressos em terminacdées GABAEérgicas
aferentes mesolimbicas e em projecdes glutamatérgicas vindo das regides corticais,
onde pode exercer seus efeitos inibitérios (WANG et al., 2015; ZHANG et al., 2017).
No NAc, as terminacdes glutamatérgicas regulam os interneurbnios GABAérgicos
associados a via direta, a qual estimula os comportamentos de recompensa via D1R,
e a via indireta, que regula a evasao a estimulos aversivos, via D2R (WANG et al.,
2015). Esses interneurbnios sdo modulados por terminacdes glutamatérgicas da
amigdala basolateral e do CPF que expressam CB1. A sinalizagdo de D2R induz
producdo de 2-AG, cuja acdo inibe o efeito glutamatérgico, favorecendo os
comportamentos de recompensa (PARSONS; HURD, 2015) (Figura 14).
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Figura 14: Controle do sistema endocanabinoide sobre a transmissao dopaminérgica da VTA e do NAc.
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Na VTA a sintese de 2-AG gera inibi¢cdo das terminagfes glutamatérgicas e GABAérgicas, controlando
a liberagdo de dopamina pelos neurbnios dopaminérgicos. Estes, por sua vez, se projetam ao NAc,
onde influenciam os interneurénios GABAérgicos que, por sua vez, sdo modulados por terminacdes
glutamatérgicas do CPF e da BLA. Nac: ndcleo accumbens; VTA: area ventral do tegmento
mesencefalico; PV: pallidum ventral; MSN: neur6nio espinhal médio; CPF: cértex pré-frontal; BLA:
amigdala basolateral; vHIPP: hipotadlamo ventral.

Fonte: adaptado de Parsons & Hurd (2015).

Considerando a modulacdo endocanabinoide nos neurbnios da via
mesolimbica dopaminérgica, pode-se especular que este sistema pode ser um alvo
interessante para o tratamento dos transtornos por uso de substancias. De fato, dados
da literatura indicam que manipulacbes no sistema endocanabinoide influenciam
diferentes efeitos neurobiolégicos da cocaina, como na motivacdo para
autoadministrar a droga; na inducao de hiperlocomocéo, sensibilizacédo, e preferéncia
condicionada por lugar (CPP); nas recaidas; e no aumento da concentracao
extracelular de dopamina no NAc (GOBIRA et al., 2015, 2019; HU; MACKIE, 2015; LI
et al., 2009; LOPES et al., 2020; MARINHO et al., 2015, 2017; MEREU et al., 2015;
YU et al., 2011).

As manipulagfes farmacoldgicas relacionam-se a utilizagdo de inibidores das
enzimas de degradacédo ou agonistas/antagonistas dos receptores endocanabinoides.
Sabe-se que o bloqueio de FAAH aumenta as concentracées de AEA em mais de dez
vezes, além de aumentar o tempo de meia vida e a atividade da mesma (CRAVATT
et al., 2001; LICHTMAN et al., 2004). Ja foi demonstrado que a inibigdo farmacoldgica
de FAAH suprimiu a busca pela cocaina, apesar de nao interferir em seus efeitos de
recompensa (ADAMCZYK et al., 2009). Aléem disso, a inibicdo farmacoldgica de
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MAGL, associada a inibicdo do receptor CB1 com baixas doses de rimonabanto,
atenuou a hiperlocomocé&o induzida pela cocaina, o que nédo foi observado quando
utilizado inibidor de FAAH, sugerindo que o endocanabinoide 2-AG esteja envolvido
nestes comportamentos (GOBIRA et al., 2019).

Manipulacdes no receptor CB1 n&o sédo téo interessantes, uma vez que geram
uma resposta difusa. A manipulacdo farmacol6gica de CB1 com antagonistas, como
o rimonabanto, evidenciou em testes clinicos efeitos adversos graves, como
depressdo e comportamento suicida (LE FOLL; GORELICK; GOLDBERG, 2009).
Sendo assim, a manipulagdo do receptor CB2 passou a ser mais investigada e
observou-se que agonistas deste receptor promovem 0s mesmos efeitos do bloqueio
de CB1, ou seja, atenuacdo da hiperlocomocdo (ARACIL-FERNANDEZ et al., 2012),
da auto-administracéo (ARACIL-FERNANDEZ et al., 2012), da CPP (IGNATOWSKA-
JANKOWSKA et al., 2013; LOPES et al., 2020) e da liberacdo de dopamina induzidas
pela cocaina (GOBIRA et al., 2019; Xl et al., 2011; ZHANG et al., 2017, 2014).

2.5. Canabidiol

O CBD ¢ o fitocanabinoide ndo psicoativo mais abundante na Canabis saativa.
Foi isolado por Rogers Adams em 1943 e apenas 20 anos depois sua estrutura
molecular foi completamente elucidada (LEE et al., 2017). Essa substancia, com
amplo espectro de acdo, tornou-se o canabinoide mais estudado em humanos e
modelos pré-clinicos como intervencdo terapéutica de doencas neuropsiquiatricas
como esclerose multipla, doenca de Huntington, epilepsia, mania, transtornos de
ansiedade, esquizofrenia e adiccdo (CAMPOS et al, 2016; LIGRESTI; DE
PETROCELLIS; DI MARZO, 2016; MACHADO BERGAMASCHI et al., 2011;
ZHORNITSKY; POTVIN, 2012). Os estudos com CBD nessas areas iniciaram-se em
1970, com grande aumento das pesquisas a partir de 2010 (CAMPOS et al., 2016).

Diferentemente do delta-9-tetrahidrocanabinol (A°-THC), principal constituinte
da Cannabis, o CBD nao possui propriedades hedbdnicas, ou seja, ndo apresenta
potencial para induzir transtorno por uso de Cannabis, e ndo altera parametros
fisiolégicos de temperatura, pressdo e ritmo cardiaco, nem a funcdo motora
(MACHADO BERGAMASCHI et al., 2011). Alem disso, apresenta poucos efeitos
adversos significativos e baixos indices de mortalidade, de forma que € bem tolerado
por humanos em doses diarias superiores a 1.500 mg, sendo inclusive aprovado para
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uso em casos de criangas com epilepsia resistente ao tratamento (CUNHA et al., 1980;
FRANCO; BIALER; PERUCCA, 2021; PARK et al., 2020; ZUARDI, 2008). De fato,
atualmente estéo disponiveis farmacos a base de CBD para o tratamento de algumas
condig¢des clinicas, aprovados por agéncias regulatérias internacionais, como Food
and Drug Administration e European Medicines Agency, e pela ANVISA (SPELTA;
BRUNO; MARCOURAKIS, 2021).

Apoés administracdo pela via intravenosa ou inalatéria, a biodisponibilidade do
CBD é de 31%, e o pico plasmatico é obtido em aproximadamente 3-10 minutos
(GROTENHERMEN, 2003). Ap6s administracdo oral, o CBD sofre intenso
metabolismo de primeira passagem, o que lhe confere pequena biodisponibilidade
(cerca de 6%) e menores picos plasmaticos que demoram cerca de 2 horas para
serem atingidos (GASTON; FRIEDMAN, 2017). A administracdo oromucosa limita o
intenso metabolismo hepatico, promovendo absor¢do mais rapida e concentracdes
plasmaticas superiores em relacado a administracdo oral. Devido ao elevado grau de
lipossolubilidade, o volume de distribuicdo € elevado e 0os 6rgdos mais vascularizados
sdo alcancados rapidamente, incluindo o SNC (GASTON; FRIEDMAN, 2017;
HUESTIS, 2007). O processo de biotransformacéo é catabolizado pelas enzimas do
CYP450, principalmente CYP2C19 e CYP3A4 e a excrecdo predominantemente fecal
e, em menor escala, urinaria (GASTON; FRIEDMAN, 2017). A meia vida de eliminacao
€ longa e diretamente relacionada a dose, via de administracdo e concentracao
administrada. Em revisao sistematica conduzida por MILLAR e colaboradores (2018),
os estudos incluidos indicam que o tempo de meia vida pode chegar a 2,4 horas ap0s
administracdo por nebulizacéo ou aerossol; 3,2 horas apds administracéo oral Unica
ou de 2 — 5 dias apo6s administracdo crbnica; de 1,4 a mais de 10 horas ap0s
administragdo oromucosa. Um estudo conduzido por Deiana e colaboradores (2012)
avaliou a farmacocinética do CBD em camundongos ap0s administracao
intraperitoneal (120 mg/kg). A concentragdo maxima foi atingida de 60 a 120 minutos
no plasma e no cérebro, e meia vida de eliminacgéo foi de 280 a 290 minutos em ambos
os tecidos. Comparado a administracdo oral, a via intraperitoneal gerou absor¢cao mais
rapida e eficaz, com maior biodisponibilidade ao tecido nervoso em relacdo a
administracédo oral (DEIANA et al., 2012).

O CBD, bem como todos os fitocanabinoides, € wuma molécula
farmacologicamente complexa, uma vez que possui amplo espectro de mecanismos

de acao derivados de seus varios alvos moleculares, muitos ainda ndo completamente
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elucidados (Figura 15). Outro ponto importante da farmacologia dos canabinoides € a
curva dose-resposta em forma de sino, a qual torna a resposta farmacoldgica final
dependente de um intervalo de dose especifico, o qual varia conforme a condicdo
patoldgica e os alvos moleculares relevantes para ela (LIGRESTI; DE PETROCELLIS;
DI MARZO, 2016).

Figura 15: Alvos moleculares do CBD.
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O CBD ¢ agonista dos receptores TRPV1 e 2, PPARy e 5HT1a; e antagonista do receptor GPR55. Inibe
a captacdo de adenosina e interage com o0s receptores Az. No sistema endocanabinoide é agonista
inverso de CB1 e CB2 e inibe a enzima FAAH, aumentando as concentra¢cdes de anandamida, a qual
€ agonista CB1, CB2 e TRPV1.

Fonte: adaptado de LEE et al. (2017).

Por apresentar uma configuracdo molecular preferencial com dois anéis em
angulo reto, o CBD possui baixa afinidade aos receptores endocanabinoides CB1 e
CB2, comportando-se como modulador alostérico negativo de ambos (BURSTEIN,
2015; MARTINEZ-PINILLA et al., 2017). Sendo assim, a ligacdo do CBD ao receptor
CB1 pode inibir a sinalizagdo endocanabinoide, de maneira dependente da dose,
alterando a eficacia das a¢bes de seus ligantes enddgenos e também de ligantes
exdégenos, razdo pela qual o CBD nao apenas ndo produz os mesmos efeitos
psicoativos do A°-THC, como também gera efeitos antagonicos aos dele (HUDSON
et al., 2019). No sistema endocanabinoide, o0 CBD mimetiza algumas acdes de
agonistas CB1 indiretamente, pela inibicdo da enzima FAAH, a qual degrada o
endocanabinoide anandamida (CHAUVET et al.,, 2015). Acredita-se que este

mecanismo € importante para as propriedades antipsicéticas, pro-neurogénicas e de
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facilitacdo da extincdo de memorias aversivas associadas ao CBD (CAMPOS et al.,
2017; HILL et al., 2012; STERN et al., 2018).

Os papeis mais relevantes do CBD no encéfalo, contudo, derivam da
modulacdo neuronal de receptores metabotropicos, canais ibnicos e enzimas nao
pertencentes ao sistema endocanabinoide. E antagonista dos receptores Orféos
GPR55; agonista de receptores serotoninérgicos 5SHT1A e 5SHT2A, vaniloides TRVP1-
4 e TRPA1l, de adenosina A2 e de receptores protetores gama ativados por
proliferadores de peroxissoma (PPARY); modulador alostérico positivo dos receptores
M e O opioides; e agonista inverso dos receptores 6rfaos GPR3, GPR6 e GPR12
(BISOGNO et al.,, 2001; BURSTEIN, 2015; CAMPOS et al., 2012, 2016; DE
PETROCELLIS et al., 2011; ESPOSITO et al., 2011; FRANCO; BIALER; PERUCCA,
2021; KATHMANN et al., 2006; LAUN et al., 2019; LEWEKE et al., 2012; LISBOA et
al., 2016; MARTIN-MORENO et al., 2011; MECHA et al., 2013; PANDOLFO et al.,
2011; QIN et al., 2008; ROSS, 2009; RUSSO et al., 2005). Além disso, o CBD
apresenta mecanismos ndo neuronais, relacionados a modulacdo da atividade das
células da microglia (ativacdo, migracéo, proliferacdo e liberacdo de citocinas) via
receptores CB2, GPR55, PPARy, A2 e TRVP, e com o bloqueio da receptacédo de
adenosina e inibichio da FAAH, influenciando diretamente na neuroprotecao
(CASSANO et al.,, 2020; CUTANDO; MALDONADO; OZAITA, 2017; MILANO;
CAPASSO, 2018; ZLEBNIK; CHEER, 2016).

Uma série de estudos mostra que o CBD atenua ou inibe fatores
neurobiolégicos associados as recaidas e a manutencdo do uso descontrolado de
drogas de abuso, tanto psicoestimulantes quanto depressoras do SNC, em modelo
animal (DE CARVALHO; TAKAHASHI, 2017; GONZALES; SMITH, 2015; HAY et al.,
2018; KATSIDONI; ANAGNOSTOU; PANAGIS, 2013; LUJAN et al., 2018; LUJAN;
CANTACORPS; VALVERDE, 2020; MAHMUD et al., 2017; PARKER et al., 2004; REN
et al., 2009; RENARD et al., 2016; VIUDEZ-MARTINEZ et al., 2018). Portanto,
considerando a importdncia do sistema endocanabinoide na regulacdo da
homeostase encefalica e os distintos alvos moleculares do CBD que Ihe garantem as
propriedades antidepressiva, ansiolitica e antipsicotica, bem como sua capacidade de
aliviar parametros relevantes para a neurobiologia da adic¢éo, acreditamos que esta
substancia seja um alvo terapéutico potencial para auxiliar no tratamento do transtorno

por uso de cocaina.
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2.6. Imagem de Tomografia por Emisséo de Pdsitrons

O advento das técnicas de neuroimagem no século XX revolucionou a medicina
e a maneira como o0 SNC pode ser estudado. Por meio de ressonancia magneética,
tomografia computadorizada e tomografia por emisséo de pésitrons (PET) tornou-se
possivel observar in vivo os aspectos anatdbmicos, funcionais e moleculares do
encéfalo. A imagem PET é uma técnica de imagem molecular minimamente invasiva
na qual avaliam-se processos fisioldgicos e bioquimicos considerando a
biodistribuicdo de uma molécula de interesse radiomarcada com um radionuclideo
emissor de positrons (HUTCHINS et al., 2012; PARVAZ et al., 2011).

Quando o radiofarmaco é injetado no organismo, geralmente pela via
intravenosa, os positrons séo liberados por decaimento $*. O pdsitron é uma particula
muito interativa ja que possui baixa massa e carga positiva, sendo a antimatéria do
elétron (BASU et al., 2011). Assim, quando estas particulas se encontram, ocorre a
aniquilacao e suas massas sao convertidas em energia eletromagnética, na forma de
dois fétons de 511 keV (SALEEM; CHARNLEY; PRICE, 2006). Estes sdo emitidos em
direcbes opostas, num angulo de aproximadamente 180° e simultaneamente
detectados pelo aparelho de PET, que os converte em um sinal elétrico.

Na década de 1970 foi desenvolvido o radiofarmaco [*8F]-fluorodeoxiglucose
([*®F]JFDG), o qual possibilitou investigacées relacionadas as alteracbes no
metabolismo de glicose, um indicativo de atividade celular que, no encéfalo, reflete
atividade neuronal e sinaptica (BASU et al., 2014; BERTI; MOSCONI; PUPI, 2014). O
[*8F]FDG consiste em uma molécula de glicose radiomarcada com um atomo de fltor-
18 que, uma vez no organismo, € interiorizado nas células pelos transportadores de
glicose e fosforilado a FDG-6-fosfato pela enzima hexoquinase (RAHMAN et al.,
2019). No entanto, diferentemente da glicose-6-fosfato, o [*®F]JFDG fosforilado nédo
entra na via glicolitica, devido ao fluoreto presente na posi¢céo 2’, ficando retido no
meio intracelular, de maneira que seu acumulo refletira a taxa metabdlica celular
(PETERSON; MANNING, 2009). O encéfalo humano saudavel consiste em apenas
2% da massa corporal humana, porém é responsavel por 20% do consumo total de
oxigénio, dos quais 80% sao utilizados em eventos associados as neurotransmissées
GABAérgica e glutamatérgica (SHULMAN et al., 2004). As maiores captacdes de
[*8F]FDG envolvem a substancia cinzenta cortical e as estruturas subcorticais talamo

e ganglios da base, enquanto os menores niveis associam-se as regibes de
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substancia branca; ja regiées como cerebelo e tronco encefalico apresentam captacao
mediana (LOESSNER et al., 1995; SOKOLOFF et al., 1977).

Desde a primeira aplicacédo de [*®F]JFDG em um humano em 1976, este tem
sido o radiofarmaco mais utilizado em imagens de PET pré-clinicas e clinicas, sendo
uma ferramenta de estudo muito comum nos campos da oncologia, neuropsiquiatria,
cardiologia e inflamacéo/infeccdo (AL TABAA; BAILLY; KANOUN, 2021; HESS;
HBILUND-CARLSEN; ALAVI, 2014; SCHOLL; DAMIAN; ENGLER, 2014),
principalmente em estudos longitudinais devido a possibilidade de correlacionar
individualmente tracos de comportamento e marcadores neuroquimicos (VIRDEE et
al., 2012). Atualmente diversos outros radiofarmacos foram desenvolvidos, ampliando
as opcoes e aumentando a especificidade dos fendmenos estudados (HUTCHINS et
al., 2012).

No contexto do estudo do transtorno por uso de cocaina, a escolha do
radiofarmaco esta associada tanto ao escopo do estudo quanto a disponibilidade da
molécula. Marcadores do metabolismo de glicose, como [*¥F]JFDG e [Y*C]2-
deoxiglicose e de fluxo sanguineo cerebral, como [*°O]H20 refletem funcdes gerais,
cuja captacao reflete indiretamente nas alteracdes plasticas do fendtipo da adicgao.
Moléculas mais especificas também podem ser utilizadas. Dentre estas estédo
[*1C]racloprida e [*®F]fluorocleboprida utilizadas para avaliar a disponibilidade de
receptores dopaminérgicos e alteracfes na concentracdo extracelular de dopamina
(MONTGOMERY et al., 2007; NADER et al., 1999); [*1C]cocaina, a fim de analisar os
parametros farmacocinéticos da cocaina (FOWLER et al., 2001); [*®F]FDOPA e
[8F]LBT-999, para evidenciar a funcionalidade da via dopaminérgica e a
disponibilidade do transportador de dopamina (REAL et al., 2019; SERRIERE et al.,
2014).

Os estudos de PET em humanos com historico de transtorno por uso de
substancias preencheram as lacunas neurocientificas existentes entre dados preé-
clinicos e clinicos, principalmente por: i. elucidar os mecanismos de reforco e as
propriedades toxicoldgicas das drogas; ii. Promover a base das alteractes
metabdlicas e neuroquimicas induzidas por essas substancias e responsaveis pelo
desencadeamento de transtornos de uso; iii. Estabelecer uma relagéo temporal entre
consequéncias fisiolégicas e comportamentais induzidas pelo uso da substancia
(FOWLER; VOLKOW, 1998).
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De fato, por imagem de PET, as principais caracteristicas da adic¢cao foram
estabelecidas. Di Chiara e Imperato (1988) observaram por imagem PET que todas
as drogas de abuso geram aumento da concentracdo de dopamina no nucleo
accumbens e Volkow e colaboradores (1999) que a sensacédo subjetiva de euforia
acompanhada por aumento da captacdo de [*C]cocaina no estriado. Abstinéncia
prolongada de cocaina, por sua vez, relaciona-se a reducdo da disponibilidade de
receptores D2 no estriado e a reducdo do metabolismo cortical de glicose, conforme
observados por imagem PET com ['C]racloprida e [*®F]FDG (FOWLER et al., 2001;
VOLKOW et al., 1991).

Apesar destes estudos esclarecerem muito sobre os efeitos das drogas no
organismo humano, os estudos em animais permanecem um importante pilar para
entender a complexidade do transtorno por uso de substancias (DEROCHE-
GAMONET; PIAZZA, 2014; NICOLAS et al., 2017). Devido a questfes éticas ndo é
possivel avaliar os efeitos das drogas em individuos nédo usuarios, impossibilitando,
portanto, o acompanhamento dos fenémenos neurobiolégicos que medeiam o
desenvolvimento e a progresséo da doenca; bem como o estudo de novos candidatos
a terapias farmacoldgicas (CANNELLA et al., 2017a). Neste cenario, a associacao
entre estudos de imagem PET e modelos animais cria uma ciéncia translacional

bidirecional para o entendimento do transtorno por uso de substancias.
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CAPITULO 3 - OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho é verificar o potencial do CBD como possivel
agente terapéutico do transtorno de uso de cocaina, verificando sua capacidade de
interferir na expressao da sensibilizacdo psicomotora e nas alteracdes induzidas pela
droga no metabolismo de glicose encefalico e no perfil celular.

3.1. Estratégias experimentais

a) Induzir a sensibilizagdo psicomotora a cocaina (5 administracdes totais em dias
alternados) em camundongos C57BI/6 machos adultos;

b) Tratar os animais durante o periodo de abstinéncia (8 dias) com veiculo (2%
de Tween 80 em solugéo salina 0,9%) ou CBD;

c) Verificar a eficiéncia do tratamento apds um novo desafio com cocaina por meio
do teste de expressao da sensibilizacéo;

d) Avaliar a atividade encefalica dos animais em regides encefalicas de interesse
para a adiccdo, antes e no ultimo dia de inducdo da sensibilizacao; no altimo
dia de abstinéncia e tratamento; e apds o0 desafio da expressdo da
sensibilizacao;

e) Avaliar por imuno-histoquimica alteragcdes no nimero de neurbnios, astrécitos,
e células da microglia e na densidade do receptor endocanabinoide CB1 e da
enzima FAAH.
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CAPITULO 4 - MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados 120 camundongos C57BI/6 machos adultos (20-309)
provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo. Os animais foram retirados com 6 semanas e permaneceram 2 semanas no
biotério de experimentacao do Laboratorio de Medicina Nuclear (LIM 43) do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sédo Paulo (HC-FMUSP),
para aclimatacdo. Foram acomodados em grupos de 2 a 4 animais em caixas acrilicas
forradas com serragem, em ambiente com ciclo claro/escuro de 12h (luzes acesas as
7h) e temperatura (21-22°C) e umidade (60-70%) controladas. Agua e racéo
esterilizadas foram fornecidas ad libitum.

Ao longo da segunda semana de aclimatacdo no biotério de manutencgao, os
animais foram manipulados e contidos, a fim de minimizar os efeitos ndo especificos
do estresse gerado por esses procedimentos durante o protocolo experimental. Todos
os experimentos foram conduzidos na fase de claro do ciclo circadiano dos animais.

O presente trabalho foi aprovado pelas Comissées de Etica no Uso de animais
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo (CEUA
77.2016-P518; Anexo 1) e FMUSP (CEUA 963/2018; Anexo 2). Todos os
experimentos foram conduzidos no LIM 43, coordenado pelo Prof. Dr. Carlos Alberto
Buchpiguel e sob superviséo da Dra. Daniele de Paula Faria. Para tanto, o projeto foi
aprovado pelo Departamento de Radiologia e Oncologia da Faculdade de Medicina

da Universidade de S&o Paulo (Anexo 2).
4.2. Substancias
4.2.1. Cocaina
A cocaina utilizada (Lacre SPTC 427210) foi cedida pela Diretoria do Nucleo de
Exames de Entorpecentes do Centro de Exames Analises e Pesquisas do Instituto de

Criminalistica de Sao Paulo, ap6s autorizacao judicial (Processo 1517/2017). A droga
foi avaliada em colaboracdo com o Laboratorio de Analises Toxicoldgicas, sob
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coordenacao do professor Dr. Mauricio Yonamine, por HPLC-MS/MS. Verificou-se
que ela estava na forma de cloridrato de cocaina, com grau de pureza de 89%,
considerado satisfatorio para uso. Para os experimentos, a droga foi solubilizada em

solucéo salina 0,9% imediatamente antes do inicio das administracdes.

4.2.2. CBD

O CBD utilizado foi gentilmente cedido pela Profa. Dra. Alline Cristina Campos
da Universidade de S&do Paulo. O composto provém da BioSynthesis Pharma Group
Limited (BSPG-Pharm, Reino Unido) e apresenta pureza de 99,99%, apresentando-
se na forma liofilizada. Para os experimentos, foi ressuspendido em 2% de Tween 80

em solucéo salina 0,9% e manipulado ao abrigo da luz.

4.3. Desenho experimental

Este é um trabalho longitudinal que apresenta 3 pontos principais, conforme
observado na Figura 16: inducao da sensibilizacao psicomotora a cocaina, abstinéncia
e tratamento com CBD, e desafio da expressao da sensibilizagdo. Todos os protocolos
aplicados seguiram este desenho experimental geral.

Figura 16: Delineamento experimental.
Avaliacdo em campo aberto

D-14 DO D1 D3 DS D6 D15 D16 D23 D24 D25
I Ambienta;éol I I Habituacdo I I Sensibilizacdo I I Ahstinénciaetratamentol I Desafios I
['8F]FDG PET Salina  Cocaina (20 mg/kg) ['®FIFDG PET canabidiol [BFJFDGPET Salina [!®F]FDG PET
Basal 0,9% ou ou 0,9%
Salina 0,9% Veiculo (2% tween 80)

Apés trés dias de habituacdo ao campo aberto, a cocaina (20 mg/kg, i.p.) foi administrada em dias
alternados, totalizando 5 administracBes (sensibilizacdo psicomotora). A seguir, 0s animais foram
submetidos a 8 dias consecutivos de abstinéncia, durante os quais foram tratados com canabidiol ou
veiculo (2% de tween 80 em salina 0,9%). Finalizado o tratamento, os animais foram desafiados com
salina 0,9% (D24), e, no dia seguinte, realizou-se o desafio da expresséo da sensibilizacdo, no qual os
animais receberam cocaina (20 mg/kg, i.p.) ou salina 0,9%. Em todos estes periodos os animais foram
avaliados em campo aberto durante 30 minutos quanto a atividade locomotora total. Além disso, a
atividade encefalica dos animais foi avaliada por meio de imagem PET com [F]FDG dois dias antes
da habituacédo (D1), imediatamente apds a inducao da sensibilizacdo (D15), no ultimo dia de abstinéncia
e tratamento (D23) e ap06s o ensaio de expressdo da sensibilizacdo (D25).

O periodo de habituacdo compreendeu 3 dias consecutivos nos quais 0s

animais receberam uma injecéo de solucéo salina via i.p. e foram entdo expostos ao
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7

campo aberto por 30 minutos. Esta etapa € importante para evitar efeitos do
comportamento exploratorio na atividade locomotora. Os animais passaram entao
para a etapa de sensibilizagdo psicomotora, durante a qual foram tratados com
cocaina (20 mg/kg, i.p.) ou salina 0,9%, (i.p.) em dias alternados, totalizando 5
administracdes. Terminada a sensibilizacdo, iniciou-se o periodo de abstinéncia e
tratamento (T), no qual os animais foram tratados com veiculo (2% de tween 80 em
solucéo salina, i.p.) ou CBD (i.p.) durante 8 dias consecutivos. Apos 24h do oitavo dia,
todos os animais foram desafiados com solucéo salina e, 24h depois, no ultimo dia do
protocolo, foram desafiados quanto a expressdo da sensibilizacdo com cocaina (20
mg/kg, i.p.) ou salina 0,9% (i.p.). Dois dias antes da habituacéo (dia 1), no ultimo dia
de inducdo da sensibilizacdo psicomotora (dia 15), no ultimo dia de abstinéncia e
tratamento (dia 23) e no dia do desafio da expressdo da sensibilizacdo (dia 25) os
animais foram avaliados quanto a atividade encefalica por tomografia por emissao de
positrons (PET) com [*¥F]FDG.

4.4. Avaliacdo comportamental

Para a avaliagdo comportamental os animais foram diariamente aclimatados na
sala de experimentagdo durante 30 minutos, com intensidade luminosa (100 Lux) e
temperatura (21°C) controladas. Quatro campos abertos circulares com 40 cm de
altura e 40 cm de didametro foram utilizados para quantificacdo da atividade locomotora
horizontal total (distancia percorrida em cm) e dos parametros de tempo de
permanéncia e frequéncia de entradas nas zonas central e periférica do aparato, um
indicativo de comportamento do tipo ansioso.

Em todas as etapas do protocolo experimental (habituacdo, sensibilizacéo,
abstinéncia e desafios), os animais eram inseridos no centro do aparato
imediatamente ap0s a administragdo da substancia de interesse referente ao dia
experimental, a saber: salina na habituacdo; salina ou cocaina na sensibilizagdo; CBD
ou veiculo no tratamento; e cocaina ou salina no desafio da expressdo da
sensibilizacdo. Os animais foram avaliados durante 30 minutos, na auséncia do
experimentador. O campo aberto foi higienizado, ap6s cada avaliacédo
comportamental, com solugéo alcoodlica 5% antes da introdu¢do do proximo animal,
para evitar rastros de odor; e com alcool 70% apds o término dos experimentos. Todos

os experimentos foram gravados por um sistema de filmagem Intelbras® HDC-VI com
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infravermelho, utilizando o médulo multi-HD Intelbras® e os dados quantificados pelo

software Ethovision XT® versdo 11.5.

4.5. Imagem PET

Realizou-se imagens PET com [*8F]FDG, a fim de avaliar a atividade metabdlica
encefalica dos animais em diferentes regides enceféalicas. Utilizou-se o equipamento
PET/SPECT/TC para pequenos animais, modelo LabPET4 Triumph™ (Gamma
Medica-ldeas, Northridge, CA, U.S.A.), pertencente a rede multiusuario da Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo (rede PREMIUM) e localizado no LIM 43.
O radiofarmaco [*®F]FDG é produzido nas instalagées do Centro de Medicina Nuclear
do HCFMUSP.

As imagens foram adquiridas dois dias antes da habituag&o (imagem basal); no
ultimo dia de indugéo da sensibilizacdo psicomotora; no ultimo dia de abstinéncia e
tratamento; e apOs o ensaio de expressao da sensibilizacdo. Para tanto, os animais
foram anestesiados com isoflurano (5% inducgéo; 1,0-2,0% manuteng¢ao) em oxigénio
100% para medida da glicemia e injecdo intravenosa de [®F]FDG (37 MBq). Quando
imagens estaticas foram adquiridas, os animais foram mantidos acordados ao longo
dos 45 minutos posteriores a injecao do radiofarmaco, para sua biodistribuicéo e,
passado este periodo, foram novamente anestesiados para serem escaneados por 30
minutos. Quando imagens dinamicas foram adquiridas, os animais foram escaneados
imediatamente apés a injecdo do radiofarmaco, durante 75 minutos. Em ambos os
casos, 0s animais foram posicionados com o encéfalo no centro do campo de visdo
do aparelho de PET, onde a resolucdo € maior. Durante toda a aquisicdo de imagem
os animais foram mantidos sob anestesia (isoflurano 1-2% em oxigénio), aquecimento
e monitoramento da fung&o cardiorrespiratoria.

As imagens geradas foram reconstruidas pelo algoritmo interativo OSEM-3D
(20 iteracdes e 4 subgrupos), com campo de viséo transversal de 60 mm, matriz de
120 x 120 e pixel de 0,5 x 0,5 mm. As imagens estaticas foram reconstruidas em um
anico frame de 30 minutos e as dinamicas em 15 frames de 5 minutos. Os arquivos
gerados foram exportados em formato DICOM e analisadas no software PMOD®
(PMOD Technologies Ltd, Zurich Suica) verséo 4.1, no modo fusdo. As imagens PET
foram manualmente corregistradas com o template de ressonancia magnética T2-

weighted Ma-Benveniste-Mirrione de camundongos (MIRRIONE et al, 2007), o qual
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definiu as 16 regides de interesse (VOIs) utilizadas neste estudo (Figura 17): estriado
(hemisférios direito e esquerdo), cértex, hipocampo (hemisférios direito e esquerdo),
talamo, cerebelo, prosencéfalo basal, hipotdlamo, amigdala (hemisfério direito e
esquerdo), tronco encefalico, substancia cinzenta periaquedutal, coliculo superior,

mesencéfalo (hemisférios direito e esquerdo).

Figura 17: Representacao dos cortes coronal, sagital e axial utilizados no templates de MRI e nos VOIs
delimitados pelo atlas T2 weighted Ma-Benveniste-Mirrione de camundongos.

Coronal Sagital

MRI: Ressonancia magnética; VOI: volumes de interesse.
Fonte: PMOD software

Todos os resultados foram apresentados na forma de Standardized Uptake
Values (SUV), o qual consiste na medida da concentracédo radioativa de [*F]JFDG
(kBg/mL) in vivo nas regides encefalicas relacionando a atividade presente no inicio
da imagem (kBq) e ao peso do animal, conforme a equacédo abaixo. O SUV de cada
regido foi normalizado pelo SUV do encéfalo total da imagem basal do respectivo
animal.

concentragao radioativa no tecido (kBq/mlL)

dose injetada (kBq)
peso corporal (g)

SUV =

4.6. Imuno-Histoquimica

Apébs a ultima avaliagdo por neuroimagem, os animais foram eutanasiados e
submetidos a perfusao transcardiaca seguida de coleta do encéfalo total. Para tanto,
os animais foram mantidos profundamente anestesiados com isoflurano (5%) em
oxigénio e perfundidos pelo ventriculo esquerdo com solugéo salina tamponada (0,9%

de NaCl em tampao fosfato 0,2 M, pH 7,4) e em seguida com 4% de paraformaldeido
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(PFA) em tampao fosfato (0,2 M, pH 7,4). Os encéfalos foram dissecados, pos-fixados
em PFA durante 4 horas, e transferidos para uma solucdo de sacarose 30% em PB
0,2 M por 48 horas, para criopreservacéo. O tecido foi envolvido em meio Tissue-Tek®
O.C.T. (Sakura) e seccionado em criostato (LEICA), a -20°C, na espessura de 30 um
em séries de 8 cortes histologicos. Estes foram coletados em placas de cultivo de 24
pocos em PB 0,1M para utilizacdo dentro de 30 dias ou em solucdo antifreezing
(sacarose 30% e etilenoglicol 60% em PB 0,1M) para periodos mais prolongados de
manutencao.

Foram avaliados os seguintes anticorpos primarios: anti-NeuN (1:2000, Sigma-
Aldrich); anti-Ibal (1:1000, WAKO); anti-GFAP (1:1000, Immunon Shandon); anti-CB1
(1:2000, Abcam) e anti-FAAH (1:1000, Abcam). Para a reacdo, os cortes foram
inicialmente lavados (4 x 5 minutos) em solucdo de tampéao fosfato (PB 0,1M). Os
tecidos cuja perfusdo nao tenha sido satisfatéria foram, ainda, incubados em solugéo
anti-peroxidase (H202 1% em PB 0,1M) durante 5 minutos, seguida por 20 minutos (4
x bminutos) de lavagem com PB 0,1M. Os cortes foram entdo incubados, sob agitacéo
lenta com os anticorpos primarios em PB 0,1M contento 3% de triton X-100 e 5% do
soro do animal no qual foi produzido o anticorpo secundario (cabra ou jumento). Para
NeuN, Ibal e GFAP a incubacéo foi overnight, em temperatura ambiente, enquanto
CB1 e FAAH foram incubados por 48 horas, de 2 a 8 °C. Ap0s esse periodo os cortes
foram lavados (3 x 10 minutos em PB 0,1M) e incubados com os anticorpos
secundarios biotinilados (donkey anti-mouse IGg ou goat anti-rabbit 1Gg, Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc., 1:200) durante 2 horas, a temperatura ambiente,
sob agitacao lenta. Ap6s um novo ciclo de lavagens (3 x 10 minutos em PB 0,1M), os
cortes foram incubados por 1,5 hora na solugdo amplificadora da reac&o contendo o
complexo avidina-biotina-peroxidase HRP (ABC ELITE kit, Vecstatein), a qual consiste
em 10% das solucdes A e B em tampéao fosfato 0,1M com 0,4M de NaCl e Triton-X
0,3%. Por fim, os cortes foram novamente lavados (3 x 10 minutos em PB 0,1M) para
inicio do processo de revelagdo, no qual foram pré-incubados em 1 mL de 3-
3’diaminobenzidina (DAB-Sigma-Aldrich) diluido em 100 mL de PB 0,1M durante 5
minutos, sob agitacdo. Em seguida, foram acrescidas algumas gotas de H202 0,1%
em agua destilada, mantendo-se os cortes em solucdo até a constatacdo da
imunorreatividade desejada (desenvolvimento de coloragdo marrom). A reacéo foi
interrompida pela remog¢ao dos cortes da solugcdo de DAB seguida por lavagens em

PB 0,1M (6 x 5 minutos). Os cortes foram armazenados em geladeira, sob abrigo da
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luz e montados em laminas gelatinizadas com solugédo de montagem (PB 0,1M
contendo etanol absoluto e gelatina bovina) em até uma semana. Apds pelo menos
48 horas de secagem das laminas iniciou-se a bateria de desidratacdo, na qual apos
exposicao do material a solugcéo de tetroxido de 6smio (1 minuto) para intensificacao
da cor e a agua deionizada (5 minutos), os cortes foram expostos as seguintes
solugdes alcodlicas, por 5 minutos: alcool 70%; &lcool 90%; alcool 95%; alcool
absoluto [; alcool absoluto II; xilol I; xilol 11; e xilol 1ll. As laminulas foram ent&o fixadas
com Permount™ (Fisher Chemical™) e ap6s secagem do mesmo armazenadas em
caixas apropriadas.

As laminas foram analisadas e fotografadas em microscépio 6ptico Zeiss
acoplado a camera AxioCam HR e a ferramenta ZEN pro 2012, no aumento de 10x.
Foram fotografados 10 cortes representativos de diferentes niveis das regides de
interesse em ambos os hemisférios, com 1 foto por campo. A quantificacdo da
marcacao foi efetuada pelo software Image-J (National Intitutes of Health, USA). Para
todas as quantificacdes, as imagens foram convertidas em 16-bit e aplicou-se um
threshold de 130 a 180, para remocéo da coloragéo de fundo. As analises respeitaram
a marcacao particular de cada um dos anticorpos. Para CB1 e FAAH analisou-se a
densidade O6ptica integrada, sendo as regifes escolhidas para CB1 globo palido,
amigdala basolateral, substancia negra reticular e por¢des hipocampais CA-1, CA-3 e
giro denteado; e para FAAH aas regifes CA-1 e CA-3 do hipocampo. Realizou-se a
contagem de células NeuN, GFAP e Ibal positivas nas regifes de cortex cingulado,
cortex pré-limbico, nucleo accumbens, caudado-putamen ventro-lateral e ventro-
medial, substancia cinzenta periaquetudal e hipocampo. No hipocampo, para NeuN
procedeu-se com analise por densidade integrada, nas sub-regides regides CA-1, CA-

3 e giro denteado.

4.7. Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelos softwares SPSS 20 (IBM Corporation,
USA) e GraphPad Prism 8.0 (La Jolla, USA). Todos os dados numéricos estdo
apresentados como média + erro padrdo ou porcentagem, considerando o nivel de
significancia de a < 0,05. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-
Wilk e a distribuicdo normal foi constatada. Neste sentido, analises paramétricas foram
aplicadas. A esfericidade foi acessada pelo teste de Mauchly e conforme o valor da
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estimativa de esfericidade (¢) dados néo esféricos foram corrigidos pelas correcdes
de Huynh-Feldt (¢ > 0,75) ou Greenhouse-Geisser (€ < 0,75). O tamanho do efeito foi
calculado pelo teste de Cohen (disponivel em
https://www.socscistatistics.com/effectsize/default3.aspx), de forma que o efeito foi
considerado pequeno quando d < 0,5; médio quando 0,5 <d < 0,8; e grande para d =
0,8.

As avaliagdes comportamentais foram analisadas por ANOVA de duas vias
com medidas repetidas quando se considerou os fatores dia experimental (dentro dos
sujeitos e medida repetida) e grupo experimental (entre os sujeitos) ou ANOVA de
uma via, quando apenas um dos fatores foi considerado. Para a avaliacdo dos dados
de imagem PET com [*®F]FDG foi utilizada ANOVA de duas vias com medidas
repetidas quando apenas um grupo de animais foi avaliado, considerando os fatores
VOI e tratamento como fatores dentro dos sujeitos e medidas repetidas. Ja quando
mais de um grupo foi avaliado, utilizou-se a ANOVA de trés vias com medidas
repetidas, considerando-se VOI e tratamento como fatores dentro dos sujeitos e
medidas repetidas e grupo como o fator entre os sujeitos. Para avaliagdo da imuno-
histoquimica foi utilizada ANOVA de uma via. O post-hoc de Bonferroni com correcao
para multiplas comparacdes foi utilizado apés todas as andlises por ANOVA. Quando
cabivel, utilizou-se o teste “t” de Student para comparacao de dois parametros, sendo
o teste pareado aplicado quando o mesmo grupo de animais foi avaliado em dois
momentos distintos, e o teste ndo pareado utilizado quando grupos diferentes foram
comparados. Por fim, correlacdo de Pearson foi aplicada para estabelecer relagbes

entre dois parametros.
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CAPITULO 5 — AVALIACAO COMPORTAMENTAL

5.1. Desenho experimental

Esta avaliagdo teve o objetivo de evidenciar se o canabidiol seria eficaz em
inibir a expressao da sensibilizacdo psicomotora induzida pela cocaina. Conforme
ilustrado na Figura 18, todos os animais foram habituados 3 dias no campo aberto;
sensibilizados com cocaina (20 mg/kg, i.p.) ou salina por 10 dias, em dias alternados,
totalizando 5 administracdes; tratados com veiculo ou CBD por 8 dias consecutivos; e
desafiados com cocaina (expressao da sensibilizacdo) ou salina apds 48h. Foram

utilizados 60 animais, randomicamente divididos em 8 grupos experimentais:

a) SSS: grupo controle (n = 8) — recebe apenas salina em todos os dias
experimentais;

b) SSC: grupo agudo de cocaina (n = 7) — recebe uma inje¢cdo aguda de
cocaina no dia do desafio (Ultimo dia experimental) e solucéo salina nos
demais dias;

c) CSC: grupo sensibilizado (n = 7) — recebe cocaina na etapa de
sensibilizacdo, veiculo na etapa de tratamento e cocaina no dia do
desafio.

d) Grupos CCBDC: grupos sensibilizados e tratados com CBD — recebem
cocaina na etapa de sensibilizagédo, canabidiol na etapa de tratamento e
cocaina no dia do desafio. Foram testadas 5 doses de canabidiol: 5 (n =
7),15(n=8),30(n=7),60 (n=7)e 120 mg/kg (n = 8).

Figura 18: Delineamento experimental da avaliagcdo da dose de CBD.

Avaliagdo em campo aberto
L

D-14 DO D1 D3 D4 D13 D14 D21 D22 D23

I Ambientagdo I I Habituagéo I I Sensibilizacdo I I Abstinénciaetratamentol I Desafios I
Salina Cocaina (20 mg/kg) CBD Salina  Cocaina (20 mg/kg)
0,9% ou (5—-120mg/kg) 0,9% ou
Salina 0,9% ou Veiculo (2% tween 80) Salina 0,9%

60 animais foram divididos em 8 grupos: SSS (n = 8), SSC (n =7), CSC (n =7), CCBDC 5 mg/kg (n =
7), CCBDC 15 mg/kg (n = 8), CCBDC 30 mg/kg (n=7), CCBDC 60 mg/kg (h = 7) e CCBDC 120 mg/kg
(n = 8). Os animais foram habituados 3 dias no campo aberto, sensibilizados com cocaina (20 mg/kg,
i.p.) ou salina em dias alternados, totalizando 5 administrac@es; tratados com veiculo ou CBD (5 - 120
mg/kg, i.p.) durante 8 dias consecutivos; desafiados com salina e, 24h apés, com cocaina (20 mg/kg).
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Ao final do protocolo, todos os animais foram eutanasiados, sob anestesia de
isoflurano (5% em oxigénio) por remocédo cardiaca. Os encéfalos foram dissecados
para coleta das estruturas de estriado, hipocampo e coOrtex pré-frontal. As estruturas
foram congeladas imediatamente apds a coleta, a -80°C e armazenadas para serem

analisadas futuramente.

5.2. Resultados

Os resultados da avaliagdo comportamental podem ser observados na Figura
19. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas, considerando dia experimental
como fator dentro dos sujeitos e medidas repetidas e grupo como fator entre os
sujeitos, evidenciou efeito significativo para ambos os fatores (dia experimental: Fqaz,
867) = 138,20, p < 0,0001; grupo: F, 51y = 7,31, p < 0,0001) e para interagdo entre
ambos (Faao, s67) = 7,43, p < 0,001).

Figura 19: Analise da atividade locomotora total em campo aberto.
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SSS: animais que receberam apenas salina (n = 8); SSC: animais que receberam cocaina no dia do
desafio da expressédo e salina nos demais dias (n = 7); CSC: animais sensibilizados com cocaina,
tratados com veiculo e desafiados com cocaina (n = 7); CCBDC: animais sensibilizados com cocaina,
tratados com CBD e desafiados com cocaina (n = 7 — 8). S: sensibilizacéo; DC: desafio da expressdo
da sensibilizacdo. H: habituacéo; S: sensibilizaco; T: tratamento; DS: desafio salina; DC: desafio da
expressdo da sensibilizacéo.

Durante o periodo de habituacdo (H1-H3) o post-hoc de Bonferroni nao
evidenciou efeito significativo entre os grupos, nem entre os trés dias avaliados dentro
de cada grupo, demonstrando que os animais apresentaram o mesmo nivel basal de

atividade locomotora. Também ndo houve diferencas entre os grupos durante o
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periodo de abstinéncia e tratamento (T1 — T8) nem no desafio com salina, indicando
gue nenhuma das doses de CBD avaliadas apresentou efeito na atividade locomotora.
Além disso, como a atividade no dia do desafio salina (DS) foi semelhante aos dias
de habituacéo, conclui-se que o periodo de abstinéncia e tratamento foi eficaz em
dissociar o contexto (campo aberto) da cocaina. Contudo, isso nao foi um efeito
exclusivo do CBD, uma vez que o grupo que recebeu veiculo (CSC) se comportou da
mesma maneira.

Na etapa experimental de aquisicdo da sensibilizacdo psicomotora (S1 a S5),
observou-se o efeito psicoestimulante da cocaina em todos 0s animais que receberam
a droga, de forma que a atividade locomotora deles diferiu daqueles que receberam
salina (SSS e SSC). Ainda, no dia do desafio (DC) todos os animais sensibilizados
apresentaram o fendbmeno da expresséao da sensibilizacdo psicomotora, indicando que
nenhuma das doses avaliadas de canabidiol foi eficaz na prevencédo ou atenuacao
deste fendbmeno. Neste dia também se observou a manifestacao do efeito agudo da
cocaina (grupo SSC), o qual foi inferior em relacdo ao efeito gerado pela
sensibilizacdo, exceto no grupo tratado com a dose de 30 mg/kg de CBD na etapa de
abstinéncia e tratamento (CSC: p = 0,026; CCBDC 5 mg/kg, 60 mg/kg e 120mg/kg: p
< 0,00001; CCBDC 15 mg/kg: p = 0,0001; CCBDC 30 mg/kg: p > 0,999, em relacéo a
SSC no dia do DC). De fato, no dia do DC, o grupo tratado com 30 mg/kg de CBD
apresentou atividade locomotora inferior aquelas dos grupos que receberam 5 (p =
0,011), 60 (p = 0,005) e 120 mg/kg (p = 0,003) de CBD.

Para fazer uma avaliacdo mais completa da aquisicdo e da expressao da
sensibilizacdo, além do efeito agudo, avaliou-se por ANOVA de duas vias com
medidas repetidas a atividade dos grupos sensibilizados (CSC e CCBDCs) e do grupo
agudo (SSC) nesse periodo (S1 a S5 e DC). Os dados estéo ilustrados na Figura 20.

A ANOVA mostrou que os dois fatores analisados foram significativos (dia
experimental: F, 220) = 40,70, p <0,0001; grupo: Fe, 44y = 10,23, p <0,0001), bem como
a interacao Fo, 220) = 2,32, p = 0,0003). O post-hoc de Bonferroni indicou a aquisi¢cao
no segundo dia de administracéo para os grupos CCBDC 15 mg/kg (p = 0,025; Figura
20C), CCBDC 60 mg/kg (p = 0,003, Figura 20E) e CCBDC 120 mg/kg (p < 0,0001,
Figura 20E) e no terceiro dia para os grupos CSC (p = 0,0004, Figura 20B), CCBDC
5 mg/kg (p = 0,0002, Figura 20C) e CCBDC 30 mg/kg (p < 0,0001, Figura 20E).
Conforme o esperado, foram evidenciados o efeito agudo no grupo SSC (p = 0,012,

Figura 20A) e a expressao da sensibilizacdo no grupo CSC (p = 0,02, Figura 20B).
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Contudo, esse efeito foi observado apds o tratamento com as trés doses de CBD,
demonstrando que este composto, administrado sob estas condi¢des, foi incapaz de
atenuar/reverter as alteracdes de plasticidade desencadeadas pela exposicao
repetida a cocaina (CCBDC 5 mg/kg: p = 0,0002, Figura 20C; CCBDC 15 mg/kg: p =
0,0004, Figura 20D; CCBDC 30 mg/kg: p = 0,025, Figura 20E; CCBDC 60 mg/kg: p <
0,0001, Figura 20F; CCBDC 120 mg/kg: p < 0,00001, Figura 20G).

Figura 20: Andlise da sensibilizagdo psicomotora.
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Foram avaliados animais dos grupos SSC (h=7), CSC(n=7),CCBDC5(n=7),15(n=28), 30 (n=
7),60 (n=7)e 120 mg/kg (n = 8). ANOVA de duas vias com medidas repetidas e post-hoc de Bonferroni.
*p < 0,05, **p < 0,01, **p< 0,001, *p < 0,0001 em relacéo a S1. Dados expressos como média * erro
padrdo. SSC: animais que receberam cocaina no dia do desafio da expressao e salina nos demais
dias; CSC: animais sensibilizados com cocaina, tratados com veiculo e desafiados com cocaina;
CCBDC: animais sensibilizados com cocaina, tratados com CBD e desafiados com cocaina. S:
sensibilizagcdo; DC: desafio da expressao da sensibilizacao.

O comportamento dos animais também foi avaliado nas regibes central e
periférica do campo aberto, para se obter uma medida sugestiva de ansiedade.
Analisou-se para cada grupo experimental a frequéncia e o tempo de permanéncia
em cada regido do aparato nos seguintes dias: ultimo dia de habituacéo (H3), primeiro
e Ultimo dia de sensibilizacao (S1 e S5) e de abstinéncia e tratamento (T1 e T8), e no
desafio da expressao (DC).

Em relacdo a frequéncia de entrada nas zonas, em ambas, a ANOVA de duas
vias com medidas repetidas indicou efeito significativo para o fator dia experimental
(zona central: Fs, 255 = 5,837, p < 0,0001; zona periférica: F, 255 = 14,84, p < 0,0001)
e para a interacdo entre os fatores (zona central: Fas, 255 = 1,537, p = 0,033; zona
periférica: Fss, 255 = 1,50, p < 0,041); mas ndo para o fator grupo (zona central: F(z, s1)
= 1,80, p = 0,11; zona periférica: F@, s1y= 1,38, p = 0,24). O post-hoc de Bonferroni
evidenciou algumas alteracOes deste perfil locomotor entre os grupos, conforme
observa-se na Figura 21. O grupo que recebeu 120 mg/kg de CBD apresentou maior
frequéncia de entradas na zona central no ultimo dia de tratamento (T8) em relacdo
aos grupos tratados com 5 mg/kg (p < 0,05) e 30 mg/kg (p < 0,01) de CBD e também
comparado ao grupo CSC (p < 0,01), sugerindo um efeito ansiolitico. No dia do
desafio, esse efeito foi replicado, de forma que a dose de 120 mg/kg gerou maior
frequéncia de entradas em relacdo a dose de 15 mg/kg (p < 0,05) e em relagédo aos
grupos SSC (p < 0,01) e CSC (p < 0,001), sugerindo que a dose de 120 mg/kg de

CBD gerou um efeito ansiolitico mesmo na presenca da cocaina.
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Figura 21: Avaliagcdo da frequéncia de entradas nas zonas central e periférica do campo aberto.

A Zona central -
'T‘
300+ ok =
*H ﬁ
]
O
3 200+ 'h
s : I
= I || ” I Il
8' I I A [
Ewo_ | ‘ l‘ H ” | H " ‘ “
‘ 1
DC
Dias experimentais
B Zona periférica
400 -
[R '—**'
300+ p—— —
S P
[&]
:5 I
S 200
o
[ [ i
1S "
" | | ‘ | ‘ ‘ ‘ | ‘ ‘ ‘
0_ |
H3
Dias experimentais
= SSS = SSC mEa CSC =3 CCBDC 5 mglkg
CCBDC 15 mg/kg E8 CCBDC 30 mg/kg CCBDC 60 mg/kg =3 CCBDC 120 mg/kg

ANOVA de duas vias com medidas repetidas e post-hoc de Bonferroni. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <
0,001. Dados expressos como média + erro padrdo. SSS (n = 8): animais que receberam apenas salina;
SSC (n = 7) animais que receberam cocaina no dia do desafio da expressao e salina nos demais dias;
CSC (n = 7): animais sensibilizados com cocaina, tratados com veiculo e desafiados com cocaina.
CCBDC: animais sensibilizados com cocaina, tratados com CBD nas seguintes doses: 5 mg/kg (n = 7),
15 mg/kg (n = 8), 30 mg/kg (n = 7), 60 mg/kg, (n = 7) e 120 mg/kg (n = 8). H: habituacdo; S:
sensibilizacdo; T: tratamento; DC: desafio da expressao da sensibilizacao.

Em relacdo ao tempo de permanéncia (Figura 22), os animais do grupo CCBDC
120 mg/kg permaneceram mais tempo explorando a regido central no primeiro dia de
sensibilizacdo (S1) em relagcdo aos dias do desafio quando comparados aos dos
grupos CSC (p < 0,05), CCBDC 15 mg/kg (p < 0,01) e CCBDC 30 mg/kg (p < 0,001).
Porém, no ultimo dia de sensibilizacdo (S5) essa aparente tendéncia mais ansiolitica
desses animais ndo esteve mais presente. De fato, neste dia os animais que
receberam salina ao longo da sensibilizacdo (SSS e SSC) permaneceram mais tempo

na zona central em relagdo aos animais tratados com cocaina, indicando que o
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tratamento repetido com a droga associa-se a um comportamento ansiogénico (CSC:
p < 0,05; CCBDC 5 mg/kg: p < 0,05; CCBDC 30 mg/kg: p < 0,01; CCBDC 60 mg/kg:
p < 0,01, em relacdo a ambos, SSS e SSC).

Figura 22: Avaliacdo do tempo de permanéncia nas zonas central e periférica do campo aberto.
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ANOVA de duas vias com medidas repetidas e post-hoc de Bonferroni. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <
0,001. Dados expressos como média + erro padrdo. SSS (n = 8): animais que receberam apenas salina;
SSC (n = 7) animais que receberam cocaina no dia do desafio da expressédo e salina nos demais dias;
CSC (n = 7): animais sensibilizados com cocaina, tratados com veiculo e desafiados com cocaina.
CCBDC: animais sensibilizados com cocaina, tratados com CBD nas seguintes doses: 5 mg/kg (n = 7),
15 mg/kg (n = 8), 30 mg/kg (n = 7), 60 mg/kg, (n = 7) e 120 mg/kg (n = 8). H: habituacéo; S:
sensibilizagdo; T: tratamento; DC: desafio da expressao da sensibilizacéo.

No dia do desafio da expresséo (DC; Figura 22), a permanéncia do grupo SSS
na zona central foi visualmente superior a dos demais grupos, porém houve
significancia estatistica apenas em relacdo aos grupos CSC (p < 0,05), CCBDC 5

mg/kg (p < 0,05) e CCBDC 60 mg/kg (p < 0,05). Em relacdo ao tratamento com CBD,

no ultimo dia (T8) de administracdo, 0s animais que receberam a maior dose
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permaneceram mais tempo na zona central do que todos os outros grupos, incluindo
o controle, indicando efeito ansiolitico dessa dose (SSS: p < 0,01; SSC: p < 0,0001;
CSC: p < 0,0001; CCBDC 5 mg/kg: p < 0,0001; CCBDC 15 mg/kg: p < 0,01; CCBDC
30 mg/kg: p < 0,0001; CCBDC 60 mg/kg: p < 0,001). Contudo, como no desafio da
expressao esses animais ndo apresentaram este mesmo comportamento, sugere-se
que o efeito ansiolitico do CBD néo é suficiente para evitar o efeito ansiogénico que a

cocaina promove.

5.3. Discussao

Observamos que a dose de cocaina utilizada foi satisfatéria para induzir a
sensibilizacdo psicomotora, bem como efeito psicoestimulante agudo, porém o CBD,
apesar de ter proporcionado efeito ansiolitico, foi incapaz de impedir a expresséo da
sensibilizacdo. A utilizacdo do protocolo de sensibilizacdo psicomotora tem como
objetivo estudar alteragcbes comportamentais e de plasticidade promovidas pela
administracao repetida de drogas, em determinado contexto.

Em nosso estudo, a inducdo da sensibilizacdo psicomotora foi observada em
todas as avaliacdes realizadas com a cocaina, uma vez que 0s animais apresentaram
aumento da resposta psicomotora para uma mesma dose da cocaina, locomovendo-
se mais no ultimo dia de sensibilizacdo do que no primeiro dia, no qual houve a
primeira experiéncia com a substancia. Consequentemente, pode-se dizer que houve
aumento do tbnus do sistema mesolimbico dopaminérgico, devido ao excesso de
dopamina liberada na fenda sinaptica, e aumento da saliéncia do incentivo
(BERRIDGE; ROBINSON, 2016; SCHLUSSMAN et al., 2005).

A intervencdo farmacoldgica, no protocolo de sensibilizacdo psicomotora é
realizada na fase da abstinéncia, com o intuito de reverter as alteracdes geradas na
inducao, impedindo, entdo, sua expressao. Para tanto, a estratégia terapéutica pode
bloquear o mecanismo de acéo da droga; ou induzir uma resposta neuroquimica que
competirA com 0 mesmo, ou ainda, ativar um mecanismo similar ao induzido pela
droga gerando, porém, efeitos desagradaveis (PHILLIPS et al., 2011). Em relacéo a
adiccéo, sao conduzidos protocolos de extingdo, nos quais a substancia de interesse,
como o CBD, € administrada no ambiente pareado com a droga, esperando-se que
no dia do desafio em que a droga € reintroduzida, a expresséo da sensibilizacao seja
suprimida (OLIVEIRA-LIMA et al., 2015).
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Em nosso protocolo, antes do periodo de inducao da sensibilizagédo, os animais
foram habituados ao campo aberto por trés dias consecutivos. Isso é importante para
evitar o sinergismo entre o efeito psicoestimulante da cocaina e 0 comportamento
exploratério de um ambiente novo. Além disso, os animais receberam injecdes de
salina, para se adaptarem a contencao e a injecao, evitando que a administracdo da
droga se tornasse um estresse imprevisivel que pudesse afetar a locomocéo
(CAMARINI et al., 2008; CARRARA-NASCIMENTO; OLIVE; CAMARINI, 2014).
Conforme observado, a atividade locomotora dos animais foi estabilizada no segundo
dia de habituacéo, permitindo a quantificacdo da atividade locomotora basal em um
ambiente conhecido e certificando que o aumento da mesma foi consequéncia do
efeito psicoestimulante.

Durante a aquisicdo da sensibilizacdo, houve um pareamento entre a cocaina
e 0 contexto (campo aberto). Durante o periodo de abstinéncia, contudo, houve um
processo de extingdo, pois este contexto passou a ser pareado com o CBD. Para
avaliar a eficacia dessa extincdo, procedeu-se com o desafio salina, um dia apds a
altima administracdo de CBD. A extincao é eficaz caso os animais apresentem uma
atividade locomotora semelhante ao basal, ou seja, ap6s o tratamento com CBD
deseja-se observar uma dissociacao entre o contexto e a droga (TIRELLI; MICHEL,;
BRABANT, 2005). Isso foi, de fato, observado em nosso protocolo para todas as doses
de CBD avaliadas (5, 15, 30, 60 e 120 mg/kg) e também para quando houve
administracdo de salina (grupo CSC).

No dia seguinte ao com salina, os animais foram avaliados quanto a expressao
da sensibilizacdo, sendo reexpostos a cocaina. A eficacia do tratamento seria
confirmada caso a expresséo fosse reduzida ou bloqueada em relagdo a inducéo, o
gue refletiria na auséncia de um pico locomotor induzido pelo efeito psicoestimulante
da cocaina. Entretanto, nenhuma das doses de CBD avaliadas foi capaz de inibir a
expressdo da sensibilizacdo psicomotora induzida pela cocaina. O mesmo foi
observado por Lujan e colaboradores (2018), e Gerdeman e colaboradores (2008);
ainda, FILEV e colaboradores (2017) viram 0 mesmo efeito para o etanol.

Isso poderia ser um indicativo de que o CBD nado atuaria nos mecanismos
bioldgicos relacionados a este fendbmeno. Contudo, infusdes de CBD intra-NAc foram
efetivas em inibir os disparos neuronais dopaminérgicos, com envolvimento de
receptores 5HT1a, demonstrando que o CBD influencia essa via (NORRIS et al., 2016).

Além disso, um recente estudo observou que o CBD néo apenas aliviou sinais motores
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(atividade locomotora) e somaticos (ansiedade) de abstinéncia apds escalonamento
de dose de cocaina, como também bloqueou o aumento da expressdo génica do
transportador de dopamina e da enzima tirosina hidroxilase na VTA e, no NAc,
reverteu a reducdo da expressao do gene que codifica CB1 e induziu aumento do
gene que codifica CB2 (GASPARYAN et al., 2021).

De fato, estudos avaliando outros psicoestimulantes e distintas classes de
drogas, confirmam a interacdo do CBD com a via mesocorticolimbica dopaminérgica,
bem como o envolvimento de diferentes vias de transducao, derivadas da complexa
farmacologia dessa molécula. Ja foi relatado que o CBD reduziu ou inibiu a
sensibilizacdo psicomotora induzida por metanfetamina (UMPIERREZ et al., 2022),
anfetamina (RENARD et al., 2016), e agonista canabinoide (NAVARRETE; ARACIL-
FERNANDEZ; MANZANARES, 2018), bem como o efeito locomotor agudo da
metanfetamina (UMPIERREZ et al., 2022). Para tanto, diferentes mecanismos
moleculares estiveram envolvidos, como o aumento da atividade dopaminérgica na
VTA e a ativacdo da via mTOR/p70S6K (RENARD et al., 2016). Além disso, a
administracdo do CBD reverteu alteracbes moleculares induzidas pela cocaina,
gerando um efeito final de reducéo da expressao dos genes da tirosina hidroxilase na
VTA e aumento dos genes dos receptores p-opioides e CB1 no NAc (NAVARRETE;
ARACIL-FERNANDEZ; = MANZANARES, 2018). Logo, os eventos de
neuroplasticidade séo essenciais para a eficacia farmacolégica do CBD.

Ainda, alguns estudos observaram um papel relevante do receptor CB1 na
sensibilizacdo, porém mais estudos sdo necessarios para compreender a complexa
relacdo entre esse receptor e o CBD e como isso esta implicado no fendtipo da
adiccdo. Observou-se que animais knockout para o receptor CB1 e seu bloqueio
farmacoldgico com o antagonista rimonabanto, preveniram tanto a inducdo quanto a
expressdo da sensibilizacdo a cocaina em camundongos (CORBILLE et al., 2007;
GERDEMAN; SCHECHTER; FRENCH, 2008).

O CBD também foi eficaz em reduzir os efeitos recompensadores e
reforcadores da cocaina, acessados, respectivamente, pelos testes de CPP e de
autoadministracao, de forma que potencializa a extin¢ao e dificulta a reconsolidacéo
da CPP induzida pela droga e reduz seus efeitos reforcadores e a motivacéo para a
autoadministragéo (DE CARVALHO; TAKAHASHI, 2017; GALAJ et al., 2020; GALAJ;
Xl, 2021; HAY et al., 2018; LUJAN et al., 2018; LUJAN; CANTACORPS; VALVERDE,
2020; PARKER et al.,, 2004). Essa eficacia também foi verificada para outras
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substancias, como etanol (VIUDEZ-MARTINEZ et al., 2018) e morfina (KATSIDONI;
ANAGNOSTOU; PANAGIS, 2013; MARKOS et al., 2018; PARKER et al., 2004). Os
mecanismos moleculares associados foram a acédo agonista em receptores CB2 e
TRPV1, modulacdo alostérica negativa de CB1 (GALAJ et al., 2020), além de
alteracOes na expressédo génica, como aumento da expressado de CB1 e do fator
neurotropico do encéfalo (BDNF) no hipocampo (LUJAN et al., 2018), reducéo da
expressao génica da tirosino-hidroxilase na VTA e dos receptores u-opioide, CB1 e
GPR55 no NAc, onde CB2 também aumentou (VIUDEZ-MARTINEZ et al., 2018).

Em relagdo a prevencdo de recaidas, o CBD, apresenta efeito variavel,
conforme o protocolo utilizado. Enquanto ndo houve eficacia na prevencao de recaida
induzida por reexposicédo a cocaina (LUJAN; CANTACORPS; VALVERDE, 2020), o
CBD foi efetivo na recaida induzida pela reexposicdo a metanfetamina (HAY et al.,
2018) ou a cocaina em protocolos que utilizaram estresse e reexposicdo ao contexto
(GONZALEZ-CUEVAS et al., 2018). Mais ainda, o CBD inibiu a recaida a heroina,
induzida por pistas ambientais, 0 que se associou tanto a reducdo da expressao
génica de CB1 quanto da quantidade expressa do receptor, no NAc e na porcao
medial do estriado dorsal (REN et al., 2009). De fato, sabe-se que os circuitos
associados a recaida variam conforme o estimulo aplicado (BOSSERT et al., 2013).
A recaida é motivada principalmente por altos niveis de ansiedade resultantes da
fissura pela droga, os quais consistem em uma das principais preocupac¢fes do
tratamento da adiccao.

Em nosso estudo, conforme o esperado, durante o tratamento com CBD néao
foram observadas alteragbes na atividade locomotora induzidas pela substancia em
si. Diferentemente do A°-THC, o CBD né&o possui propriedades reforcadoras nem
induz CPP, néo altera a atividade locomotora nem induz catalepsia (GALAJ et al.,
2020; KATSIDONI; ANAGNOSTOU; PANAGIS, 2013; PARKER et al., 2004; VIUDEZ-
MARTINEZ et al., 2018). Em humanos, o CBD n3o induz os sintomas psicoativos nem
as alteracGes cognitivas consequentes ao A>-THC (MACHADO BERGAMASCHI et al.,
2011).

Ao analisarmos a locomocdo dos animais nas zonas central e periférica do
campo aberto, observamos um efeito ansiolitico induzido pelo CBD na dose de 120
mg/kg, refletido em maior tempo de permanéncia e maior frequéncia de visitas a zona
periférica do campo aberto. Contudo, esse efeito foi eficaz em prevenir a manifestacéo

ansiogénica da cocaina apenas em relacéo a frequéncia a zona periférica do aparelho.
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Os animais tendem a permanecer mais tempo na periferia, onde se sentem mais
seguros, do que no centro da arena, comportamento denominado tigmotaxia (PRUT;
BELZUNG, 2003). Assim, quando o animal aumenta a exploracdo da area central,
infere-se a manifestacdo de um comportamento menos ansioso.

O potencial ansiolitico do CBD ja estd bem descrito na literatura, tanto por
estudos pré-clinicos quanto clinicos (BOLSONI et al., 2022; CAMPOS et al., 2016; DE
SOUZA CRIPPA et al., 2004; FOGACA et al., 2018; NAVARRETE et al., 2021) e
sabe-se que 0 mesmo €, a0 menos em parte, mediado por agonismo aos receptores
5HT2a (CAMPOS; GUIMARAES, 2008; RUSSO et al., 2005). Em estudo duplo-cego
com pacientes apresentando transtorno de ansiedade, observou-se que o CBD
reduziu a ansiedade, apresentando reducéo do fluxo sanguineo cerebral em regides
limbicas e paralimbicas, conforme observado por tomografia computadorizada por
emissdo de foton UGnico (SPECT) com [*MTc]ECD (dicloridrato de
etilenocisteinadietiléster) (CRIPPA et al., 2011). Estudos pré-clinicos utilizando doses
medianas de CBD (15 e 20 mg/kg) relataram ansiedade em animais com histérico de
uso de cocaina (GONZALEZ-CUEVAS et al., 2018; LUJAN et al., 2018; NAVARRETE;
ARACIL-FERNANDEZ; MANZANARES, 2018). Considerando que elevados niveis de
ansiedade sao fator de risco para recaidas em individuos com adiccdo, o efeito
ansiolitico induzido pelo CBD ¢é interessante para aplicabilidade clinica, principalmente

guando se considera que essa substancia é bem tolerada pelo organismo.

5.4. Conclusao

Apesar de existirem evidéncias de que o canabidiol modula com a via
mesolimbica dopaminérgica, nossos resultados indicam que o CBD em diferentes
doses néo foi eficaz em prevenir a expressdao da sensibilizacdo psicomotora a

cocaina.
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CAPITULO 6 — PADRONIZACAO DO PROTOCOLO DE IMAGEM PET COM
[18F]FDG E VERIFICACAO DO EFEITO DA COCAINA NO METABOLISMO
ENCEFALICO DE GLICOSE.

Parte dos dados apresentados neste item foi publicada no periddico cientifico Journal
of Neuroscience Research: SPELTA, L. E. W.; REAL, C. C.; BUCHPIGUEL, C. A.; DE
PAULA FARIA, D.; MARCOURAKIS, T. [18F]FDG brain uptake of C57BI / 6 male mice
is affected by locomotor activity after cocaine use : A small animal positron emission
tomography study. Journal of Neuroscience Research, v. 100, n. 10, p. 1876-1889,
2022. https://doi.org/10.1002/jnr.25102

6.1. Delineamentos experimentais

6.1.1. Avaliacdo da resposta a cocaina por imagem PET

Esta andlise foi realizada para avaliar como seria a resposta da imagem PET
ao tratamento com cocaina (20 mg/kg) dentro do protocolo experimental proposto.
Sabe-se que ha diferencas individuais na resposta psicoestimulante inicial a droga, o
que significa que alguns individuos podem ser mais resistentes aos efeitos de baixas
doses de estimulantes. A dose de 20 mg/kg € utilizada na literatura e foi mais efetiva
em produzir respostas comportamentais homogéneas em relacdo a doses inferiores
(Gulley et al., 2003).

Foram utilizados 4 camundongos C57BIl/6 machos habituados por 3 dias
consecutivos ao campo aberto e entdo avaliados quanto a aquisi¢cao da sensibilizacao
por 5 dias alternados, com 20 mg/kg de cocaina, conforme a Figura 23. Dois dias
antes da habituacdo e no ultimo dia de sensibilizacdo a atividade encefalica foi
avaliada por PET com [*®F]FDG. Para tanto, imediatamente apds a saida do campo
aberto, os animais foram anestesiados (isofluorano 2% em oxigénio a 100%) para
injecdo do [*®F]JFDG (37 MBq, i.v.). Uma vez despertos, retornaram as caixas
moradias, onde permaneceram 45 minutos para biodistribuicdo do radiofarmaco.
Passado este tempo, 0s animais foram anestesiados novamente (isoflurano 5% para
inducao e 2% para manutencédo) e posicionados com o encéfalo no centro do campo

de visdo do PET para 30 minutos de aquisicdo de imagem.
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Figura 23: Delineamento experimental da avaliagdo da resposta a cocaina na imagem PET
Avaliagdo em campo aberto
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Apos 3 dias de habituagdo ao campo aberto, a sensibilizag&o psicomotora a cocaina (20 mg/kg, i.p.) foi
induzida em dias alternados por 10 dias, totalizando 5 administrages. A atividade encefélica foi
avaliada por imagem PET com [*F]FDG 2 dias antes da habituagdo (D1), imediatamente apds a
inducdo da sensibilizacdo (D15). Nos dias de aquisicdo de imagem, os animais foram retirados do
campo aberto e anestesiados (isoflurano 5% para indugéo e 2% para manutencgdo, em oxigénio 100%)
para injecdo de [*®F]FDG (iv). Ap6s permanecerem 45 minutos na caixa moradia para captacédo do
radiofarmaco, os animais foram novamente anestesiados e escaneados no PET durante 30 minutos.

6.1.2. Teste dos momentos de injecdo de cocaina e [8F]FDG

Este teste teve o intuito de avaliar a alteracdo dos momentos de injecdo das
substancias de interesse (cocaina ou CBD) e do [*®F]FDG, além de verificar a eficacia
da dose de 15 mg/kg (i.p.) de CBD. Utilizou-se 4 animais, que, apés habituados ao
campo aberto, foram sensibilizados com cocaina (20 mg/kg, i.p.), tratados com CBD
(15 mg/kg, i.p.) e desafiados com cocaina (20 mg/kg, i.p.), conforme a Figura 24.
Houve 4 pontos de aquisicdo de imagem: imagem basal; ultimo dia de sensibilizagéo;
altimo dia de tratamento; e ap0s o desafio da expressdo da sensibilizacdo. Nestes
dias os animais foram anestesiados (isoflurano 2% em oxigénio a 100% para inducéo
e manutencdo) para medida da glicemia e injecéo do [*8F]FDG (20-37 MBq, i.v.). Ap6s
despertarem (5 minutos), os animais foram tratados com as substancias de interesse
(cocaina ou CBD) e encaminhados ao campo aberto por 30 minutos e, em seguida,
reconduzidos as caixas moradias para completar os 45 minutos da distribuicdo do
[*®F]FDG. Os animais foram anestesiados pela segunda vez (isoflurano 2% em
oxigénio a 100% para inducdo e manutencdo) e posicionados com o encéfalo no
centro do campo de visao do equipamento de PET para aquisi¢cao de imagens durante

30 minutos. Durante todo o experimento foi realizada monitorizacao respiratoria.
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Figura 24: Delineamento experimental do teste dos momentos de inje¢do de cocaina e [*8F]FDG.
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Apo6s 3 dias de habituagdo ao campo aberto, a sensibilizagdo psicomotora a cocaina (20 mg/kg, i.p.) foi
induzida em dias alternados por 10 dias, totalizando 5 administragfes. A seguir, 0s animais foram
submetidos a 8 dias consecutivos de abstinéncia, sendo tratados com CBD 15 mg/kg. Passado o
tratamento foram desafiados com salina 0,9%, e, no dia seguinte, avaliados quanto a expressao da
sensibilizagdo, no qual os animais receberam cocaina (20 mg/kg, i.p.). Em todos estes periodos a
atividade locomotora total foi quantificada durante 30 minutos. A atividade encefélica foi avaliada por
PET com [*8F]FDG dois dias antes da habituacéo (D1), no ultimo dia de sensibilizacdo (D15), no Gltimo
dia de abstinéncia e tratamento (D23) e apds o ensaio de expressao da sensibilizacdo (D25). Para a
aquisicdo das imagens os animais foram anestesiados (isoflurano 5% para indugdo e 2% para
manutengao, em oxigénio 100%) para injecao de [*®F]FDG (iv) e, apds acordarem, foram injetados com
a substancia de interesse e expostos ao campo aberto por 30 minutos. Os animais foram novamente
anestesiados e escaneados no PET durante 30 minutos. D: dia.

6.1.3. Avaliacdo da interferéncia do metabolismo periférico na captacéo

encefalica de [®F]FDG

Este teste avaliou a influéncia do metabolismo periférico, sob o efeito
psicoestimulante da cocaina, na captacdo encefdlica do [*®F]FDG, conforme o
protocolo experimental abaixo (Figura 25). Para tanto, 18 animais foram anestesiados
(isoflurano 2% em oxigénio a 100%, para inducdo e manutencao) para injecdo do
[*8F]FDG (37 MBq, i.v.). Neste momento, os animais foram randomicamente divididos
em trés grupos. Os grupos 1 e 2 foram deixados despertar apds a injecéo do [*8F]FDG
e foram tratados com salina 0,9% (dia 1 — basal) ou cocaina (dia 2 — agudo de cocaina,
20 mg/kg) 5 minutos apos a inje¢do. Os animais do grupo 1 (n =5, um animal faleceu
apos a injecao do radiofarmaco) foram expostos ao campo aberto durante 30 min e
os do grupo 2 (n = 6) foram alojados individualmente em caixas moradias pelo mesmo
tempo. Passados 45 minutos da injecdo do [*®F]FDG, os animais foram anestesiados
pela segunda vez (isoflurano 2% em oxigénio a 100%) e posicionados com o encéfalo

no centro do campo de visdo do equipamento de PET para aquisicdo de imagens
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durante 30 min. O terceiro grupo (n = 6) foi encaminhado ao PET imediatamente apés
a injecdo do [*8F]FDG, e realizaram-se imagens em modo dinamico por 75 minutos.
Salina 0,9% (dia 1 - basal) e cocaina (dia 2 — agudo de cocaina, 20 mg/kg) foram
injetadas 5 minutos apds o inicio da imagem.

Figura 25: Delineamento experimental da avaliagdo da interferéncia do metabolismo periférico na
captacao encefélica de [8F]FDG.
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Basal Cocaina 20 mg/kg
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[*8F]FDG  Salina ip (dia 1)
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Os animais foram anestesiados (isoflurano 2% em oxigénio 100%) para injecao de ['8F]FDG (iv) e foram
divididos em trés grupos. Os grupos 1 e 2 despertaram e receberam salina 0,9% no dia 1 (basal) e
cocaina (20 mg/kg) no dia 2. O grupo 1 (n=5) permaneceu 30 minutos em campo aberto e 0 grupo 2
(n=6) o mesmo tempo em uma caixa moradia. Passados 45 minutos da inje¢éo do radiofarmaco ambos
os grupos foram novamente anestesiados (isoflurano 3% em oxigénio 100%) e submetidos a aquisi¢ao
de imagem PET por 30 minutos. Os animais do grupo 3 foram encaminhados ao PET imediatamente
apos a injecao do [*®F]FDG, para aquisi¢cdo de imagem dinamica ao longo de 75 minutos. Salina 0,9%
(dia 1- basal) e cocaina (dia 2 — agudo, 20 mg/kg) foram injetadas 5 minutos apds o inicio da imagem.

Outro grupo de animais foi testado para validar a eficacia metodoldgica,
avaliando se animais sensibilizados a cocaina apresentariam resposta semelhante
frente a este novo protocolo, comparado aqueles que receberam a dose aguda.
Conforme mostrado na Figura 26, a imagem basal foi adquirida antes do inicio das
administracdes da cocaina e, apos 24 horas, iniciou-se a avaliacdo em campo aberto.
Primeiramente, os 12 animais utilizados receberam uma injecdo de salina e foram
habituados ao aparato por 30 minutos (dia 2). No dia seguinte (dia 3), os animais foram

randomicamente divididos em dois grupos: grupo cocaina (20 mg/kg, i.p.; n =5, um
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animal faleceu durante o experimento) e grupo controle (n = 6). Os animais foram
tratados em dias alternados por nove dias, totalizando cinco administracdes. Apds as
quatro primeiras administracdes os animais foram avaliados no campo aberto por 30
minutos para verificacdo da aquisicdo da sensibilizacdo psicomotora, enquanto no

altimo dia de tratamento a administracdo ocorreu durante a aquisicdo da imagem.

Figura 26: Delineamento experimental para validacao do protocolo.
Avaliagdo em campo aberto

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 10 Dia 11
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Os animais foram divididos em dois grupos, um grupo controle, que recebeu apenas salina (n = 6) e
um grupo que foi sensibilizado com cocaina (n = 5). Foi realizada uma imagem basal, e apés 24h o
tratamento foi iniciado, com as substancias administradas em dias alternados por 9 dias (5
administragBes no total). Apés as 4 primeiras administragdes os animais foram avaliados em campo
aberto quanto a atividade locomotora total. A Gltima administragéo, por sua vez, ocorreu 5 minutos apos
0 inicio da imagem PET. Foram adquiridas imagens dindmicas de 75 minutos, nas quais os animais
foram mantidos anestesiados ao longo de todo tempo.

6.2. Resultados

6.2.1. Teste da avaliacdo da resposta a cocaina na imagem PET

Em relacdo a avaliagéo da atividade locomotora, a ANOVA de uma via com
medidas repetidas apresentou efeito significativo para o fator dia experimental (F,117,
6,352) = 6,14, p = 0,032), demonstrando que houve diferenca na atividade locomotora
dos animais na habituacdo e no periodo de sensibilizagdo, conforme indicado na
Figura 27. A sensibilizacdo psicomotora foi adquirida no terceiro dia de administragao
(S3; p <0,05) e foi sustentada no ultimo dia de administracdo (S5, p < 0,05), de acordo

com o post-hoc de Bonferroni.
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Figura 27: Analise da atividade locomotora da dose de 20 mg/kg de cocaina na aquisicdo da
sensibilizago.
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Apo6s habituagdo dos animais (n = 4) ao campo aberto por 3 dias consecutivos, iniciou-se o periodo da
sensibilizagdo psicomotora, no qual os animais foram tratados com cocaina (20 mg/kg, i.p.) em dias
alternados por 9 dias, totalizando 5 administracdes. A atividade locomotora total (cm) foi quantificada
diariamente por 30 minutos. ANOVA de uma via com medidas repetidas e Teste “t” de Student para
amostras pareadas. *p < 0,05 em relagdo a S1. Dados expressos como média + erro padrao.

As imagens PET representativas do experimento estéo ilustradas na Figura 28.
A analise estatistica comparativa da atividade encefélica nos dias basal e ultimo dia
de aquisi¢cdo da sensibilizacédo (S5) foi feita por ANOVA de duas vias com medidas
repetidas, considerando VOI e tratamento como fatores dentro dos sujeitos e medidas
repetidas. Como o fator tratamento apresenta apenas dois niveis, o conceito de
esfericidade é aplicado. Foi observado um efeito significativo do fator VOI (F(1s, 48) =
21,21, p < 0,0001) e da interagéo entre VOI e tratamento (Fs, 48) = 3,17, p = 0,001).
O fator tratamento néo apresentou efeito significativo (F,3)=0,02, p=0,89), indicando
que o protocolo utilizado nédo evidenciou efeito da cocaina no metabolismo encefalico.

Os resultados graficos estdo apresentados na Figura 29.

Figura 28: Imagens encefélicas de PET fusionadas com template de MRI representativas da avaliagdo
da resposta a cocaina na imagem PET.
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As imagens foram realizadas em 2 pontos: imagem basal e ultimo dia de sensibilizagdo psicomotora.
Todos os animais (n = 4) foram tratados com cocaina no periodo de sensibilizagdo psicomotora.
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Figura 29: Resultados de imagem PET da avaliagdo da resposta a cocaina.
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Os animais (n = 4) foram analisados quando a atividade enceféalica por PET com [*®F]FDG durante 30
minutos, em 2 pontos: imagem basal e Ultimo dia de sensibilizacdo psicomotora (S5). ANOVA de duas
vias com medidas repetidas. Dados expressos como média * erro padrao.

6.2.3. Teste dos momentos de injecdo de cocaina e [*®F]FDG

Diferentemente do primeiro piloto, no qual o [*8F]FDG foi injetado apds o animal
receber cocaina e ser exposto ao campo aberto, 0 teste dos momentos de injecédo
consistiu em injetar primeiramente o ['®F]FDG e, apds cinco minutos, a cocaina. Os

resultados comportamentais podem ser observados na Figura 30.
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Figura 30: Analise da atividade locomotora do teste dos momentos de injecao.
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Foram avaliados animais do grupo CCBDC (n = 4). Os animais foram sensibilizados com cocaina (20
mg/kg, i.p.), tratados com CBD (15 mg/kg, i.p.) e desafiados com cocaina (20 mg/kg, i.p.). A atividade
locomotora total (cm) foi quantificada no campo aberto todos os dias, durante 30 minutos. Dados
expressos como média + erro padrdo. CCBDC: grupo sensibilizado com cocaina, tratado com CBD na
abstinéncia e desafiado com cocaina. H: habituacéo; S: sensibiliza¢do; DS: desafio salina; DC: desafio
com cocaina.

A ANOVA de uma via com medidas repetidas ndo detectou efeito significativo
na atividade locomotora dos animais nos dias da habituagéo (H1 — H3) em relacdo ao
dia de imagem PET basal (F.94, 5893 = 1,07, p = 0,399), indicando que a pré-
anestesia dos animais ndo esta influenciando na locomocédo, conforme pode ser

observado na Figura 31.

Figura 31: Efeito da pré-anestesia com isoflurano na atividade locomotora.
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Os animais foram anestesiados (isoflurano 2-2,5% em oxigénio 100%) para inje¢édo do [8F]FDG (via
i.v.). ApOs despertarem (5 minutos) receberam uma inje¢do de salina e permaneceram por 30 minutos
em campo aberto. Nos dias de habituacé@o, o procedimento comportamental foi 0 mesmo, porém os
animais ndo foram submetidos a anestesia. ANOVA de uma via com medidas repetidas e teste post-
hoc de Bonferroni. Dados expressos como média + erro padréo.

A administracdo de canabidiol também n&o alterou o perfil locomotor dos
animais, uma vez que a ANOVA de uma via com medidas repetidas nao evidenciou
alteracao significativa entre a distancia percorrida durante a habituag&o, ao longo do

tratamento e durante o desafio salina (F,225, 6675 = 4,19, p = 0,06). Em relagdo ao
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periodo de sensibilizagdo psicomotora (Figura 32), a ANOVA de uma via com medidas
repetidas identificou um efeito significativo para o fator dia experimental (Fs, 15) = 3,14,
p = 0,039). Segundo o post-hoc de Bonferroni, os animais se locomoveram mais em
S5 do que em S1 (p = 0,049), indicando a aquisicdo da sensibilizacdo. Apés o
tratamento por oito dias consecutivos com CBD, ao reexpor 0os animais a mesma dose
de cocaina, houve a expressao da sensibilizacdo (p = 0,012), ou seja, a dose de 15

mg/kg de CBD néo foi capaz de prevenir esse fenébmeno.

Figura 32: Analise da sensibilizacdo psicomotora do teste dos momentos de injecdo de cocaina e
[8F]FDG.
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Foram avaliados animais do grupo CCBDC (n = 4). Para verificac@o da aquisi¢cdo da sensibilizagéo os
animais receberam cocaina (20 mg/kg, i.p.) em dias alternados por 10 dias, totalizando 5
administrag@es, e, apés os oito dias de tratamento, foram desafiados com a mesma dose de cocaina.
A atividade locomotora total (cm) foi quantificada no campo aberto todos os dias, durante 30 minutos.
ANOVA de uma via com medidas repetidas e post-hoc de Bonferroni. *p < 0,05 em rela¢éo a S1. Dados
expressos como média + erro padrdo. CCBDC: grupo sensibilizado com cocaina, tratado com CBD na
abstinéncia e desafiado com cocaina. S: sensibilizacdo; DC: desafio com cocaina.

Apesar da dose de CBD utilizada ter sido ineficaz para prevenir a expresséao da
sensibilizacdo, ela apresentou efeitos na atividade encefalica. Os dados de PET com
[*®F]FDG, cujas imagens representativas encontram-se na Figura 33, foram
analisados por ANOVA de duas vias com medidas repetidas, considerando VOI e
tratamento como fatores dentro dos sujeitos. Como o teste de Mauchly foi significativo

para os trés fatores e € < 0,75, a corregéo de Greenhouse-Geisser foi aplicada.
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Figura 33: Imagens encefélicas de PET fusionadas com template de MRI representativas do teste dos
momentos de inje¢cdo de cocaina e [18F]FDG.

PET/MRI 3x 10°
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As imagens foram realizadas em 4 pontos do protocolo: imagem basal; dltimo dia de sensibilizacdo
psicomotora (S5); tltimo dia de abstinéncia e tratamento (T8); e desafio da expresséo da sensibilizacdo
(DC). Grupo CCBDC: sensibilizado com cocaina, tratado com CBD na abstinéncia e desafiado com
cocaina (n = 4).

A ANOVA evidenciou efeito significativo apenas para o fator VOI (F(,952, 5,857) =
55,89, p = 0,0002), mas néo para tratamento (F,0e6,3,198) = 2,97, p = 0,179) e interacao
(F@417, 7,251y = 2,11, p = 0,188). Contudo, o post-hoc de Bonferroni identificou que o
CBD aumentou a atividade encefalica nas regides de cerebelo (p =0,02), prosencéfalo
basal (p = 0,013), hipotalamo (p = 0,030), amigdala direita (p = 0,032) e tronco
encefélico (p = 0,027), conforme observa-se na Figura 34. Além disso, no tronco
encefalico a atividade encefalica ap0s o desafio foi superior ao basal (p = 0,04).
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Figura 34: Resultados de imagem PET do teste dos momentos de injecdo de cocaina e [*8F]FDG.
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Os animais foram analisados quando a atividade encefalica por PET [*8F]FDG durante 30 minutos, em
4 pontos: imagem basal, Ultimo dia de sensibilizacdo psicomotora (S5), Ultimo dia de abstinéncia e
tratamento (T8) e desafio da expressdo da sensibilizacdo (DC). Grupo CCBDC (n = 4): sensibilizado
com cocaina (20 mg/kg), tratado com CBD (15 mg/kg) e desafiado com cocaina (20 mg/kg). ANOVA
de duas vias com medidas repetidas e post-hoc de Bonferroni. *p < 0,05 em relacéo ao basal. Dados
expressos como média + erro padrao.

6.2.4. Avaliacdo da interferéncia do metabolismo periférico na captacao

encefélica de cocaina

Os animais deste teste foram submetidos a dois protocolos de aquisi¢do de
imagem PET distintos. Os animais dos grupos 1 e 2 foram, respectivamente, levados
ao campo aberto ou mantidos na caixa moradia apos as administracdes de salina e
cocaina e durante a captacdo do [*F]FDG, foram submetidos a imagem estatica, com
duracdo de 30 minutos. Os animais do grupo 3, permaneceram anestesiados apos a

administracdo do radiofarmaco para serem submetidos a imagem dinamica durante
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75 minutos, com as administracdes de salina e cocaina realizadas ap6s cinco minutos
do inicio da imagem. E importante ressaltar que em nosso modelo, a imagem estatica
de 30 minutos gerou apenas um valor final de SUV, enquanto a dinamica foi conduzida
em frames de 5 minutos, gerando um SUV para cada frame ao longo do tempo de
aquisicdo. Assim, para comparar a captacdo de glicose entre os trés grupos, foi
utilizado o SUV médio dos 30 minutos finais de imagem do grupo 3, uma vez que este
dado corresponde ao SUV gerado pelos 30 minutos de imagem estatica.

Os dados foram analisados por ANOVA de trés vias com medidas repetidas,
considerando tratamento e VOIS como fatores dentro dos sujeitos e medidas
repetidas, e grupo experimental como o fator entre os sujeitos. Os dados foram
considerados esféricos pelo teste de Mauchly. A Figura 35 mostra as imagens
representativas desses dados. Observa-se predominancia de tons frios em ambos os
grupos na imagem basal, realizada apds administracéo de salina. Porém, quando ha
presenca de cocaina, a atividade metabdlica encontra-se aumentada, porém ainda
predominam tons frios nos dois primeiros grupos de animais. No terceiro grupo, por
sua vez, a atividade metabdlica encontra-se ainda maior, entdo os tons quentes

tornam-se mais evidentes.

Figura 35: Imagens encefdlicas de PET fusionadas com template de MRI representativas dos diferentes
grupos avaliados:

PET/MRI Cocaina

Caixa
Moradia

Campo
aberto

Caixa moradia (n = 6); campo aberto (n = 5) e anestesia (n = 6). As imagens foram realizadas em 2
pontos: basal (dia 1) e p6s injecao de cocaina (dia 2).

A ANOVA revelou um efeito significativo para os fatores grupo (F, 14) = 8,339,
p = 0,004), tratamento (Fa, 14 = 16,74, p = 0,001), e VOI (Fs, 221y = 21,22, p < 0,0001),

e para as interagdes entre tratamento e grupo (F, 14)= 8.34, p = 0.004), VOI e grupo
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(F@2, 221= 7,05, p < 0,0001), tratamento e VOI (Fs, 221)= 1,76, p = 0.038), e tratamento,
VOI e grupo (F2, 221= 2,12, p 0.001).

Na imagem basal, os testes multivariados revelaram algumas diferencas entre
0s animais anestesiados e aqueles que permaneceram acordados durante a captacao
de [®F]FDG PET. Os animais do grupo anestesia apresentaram menor metabolismo
de glicose na amigdala direita (caixa moradia: p = 0,021; campo aberto: p = 0,049) e
na esquerda (caixa moradia: p = 0,025; campo aberto: p = 0,017), e aumento do
metabolismo no mesencéfalo direito (caixa moradia, p = 0,046; campo aberto, p =
0,002) e no esquerdo (caixa moradia: p = 0,007; campo aberto: p = 0,002). Em todos
os outros VOlIs os trés grupos apresentaram captagdo similar de ['®F]JFDG PET na
imagem basal.

Quando a cocaina foi administrada, houve um efeito na captacao encefalica do
[*8F]FDG apenas no grupo mantido sob anestesia, no qual o metabolismo de glicose
mostrou-se superior ao apresentado pela imagem basal (Figura 36), em todos os VOIs
(encéfalo total: 30%, p < 0.0001; estriado direito: 33%, p = 0,004; estriado esquerdo:
36%, p = 0,002; cortex: 28%, p = 0,007; hipocampo direito: 50%, p < 0.0001;
hipocampo esquerdo: 54%, p < 0,0001; talamo: 57%, p < 0,0001; cerebelo: 44%, p <
0,0001; prosencéfalo basal: 41%, p < 0,0001; hipotalamo: 48%, p < 0,0001; amigdala
direita: 48%, p = 0,016; amigdala esquerda: 60%, p = 0,009; tronco encefalico: 39%,
p =0,007; substancia cinzenta periaquedutal: 48%, p < 0,0001; coliculo superior: 55%,
p < 0,0001; mesencéfalo direito: 39%, p < 0,0001; mesencéfalo direito: 36%, p <
0,0001). De fato, na presenca da cocaina, a captacdo de [BF]FDG foi
significativamente aumentada no grupo anestesia comparado aos demais grupos em
guase todos os VOIs, conforme evidenciado na Tabela 1. Além disso, a andlise de
medida de tamanho de efeito corroborou os dados da ANOVA, ja que o0 grupo
anestesia apresentou grande efeito (Cohen’s d = 2,26), enquanto 0S grupos caixa
moradia e campo aberto apresentaram um efeito médio (Cohen’s d = 0,42 para

ambos).
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Figura 36: Resultados de imagem PET com [*F]FDG no teste da influéncia do metabolismo periférico
na captacao do radiofarmaco.
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Os animais foram analisados quanto a atividade encefalica por PET [*®F]FDG, durante 30 minutos, em
2 pontos: imagem basal (dia 1) e imagem apos injegdo de cocaina (20 mg/kg, dia 2). Para este teste
os animais foram divididos em trés grupos: Grupos 1 e 2 (n = 3): animais expostos ao campo aberto ou
mantidos na caixa moradia por 30 minutos apds as injecdes de salina e cocaina; grupo 3 (n = 4): animais
mantidos em anestesia e submetidos a imagem dindmica durante 75 minutos, com injecdes de salina
e cocaina 5 minutos apds o inicio das imagens. ANOVA de duas vias com medidas repetidas e post-
hoc de Bonferroni. *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 em relagdo ao basal; #p < 0,05, #p < 0,01 e ##p
< 0,001 em relacdo aos animais anestesia-cocaina. Dados expressos como média * erro padrao.
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Tabela 1: Dados estatisticos das comparagcdes em pares da captacdo de [BF]FDG apos a
administracdo de cocaina no grupo anestesia comparado aos grupos caixa moradia e campo aberto.

p valor relacionado ao “grupo anestesia”

VOI Caixa moradia Campo aberto

Encéfalo total 0,002 0,005
Estriado direito 0,01 0,043
Estriado esquerdo 0,013 0,094
Cortex 0,04 0,143
Hipocampo direito 0,001 0,004
Hipocampo esquerdo 0,001 0,005

Talamo < 0,0001 < 0,0001
Cerebelo 0,007 0,006
Prosencéfalo basal <0,0001 0,002
Hipotalamo 0,001 0,001
Amigdala direita 0,907 0,634
Amigdala esquerda 0,974 0,990
Tronco enceféalico 0,396 0,306

Substancia cinzenta periaquedutal < 0,0001 <0,0001
Coliculo superior < 0,001 0,001
Mesencéfalo direito < 0,0001 0,001
Mesencéfalo esquerdo < 0,0001 0,001

Valores significativos em negrito.

A Figura 37, por fim, ilustra a analise do encéfalo total, por meio da curva-tempo
atividade de captacao do radiofarmaco no tecido encefalico, bem como o SUV médio

dos dltimos 30 minutos de imagem.

Figura 37: Avaliacdo do encéfalo total.
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A: Curva tempo-atividade do encéfalo total representando a variacdo da captacao de ['®F]FDG ao longo
dos 75 minutos de aquisicdo da imagem PET. Cada ponto representa um intervalo de tempo de 5
minutos, ja que as imagens foram reconstruidas em 15 frames de 5 minutos. B: SUV médio dos 30
minutos finais no encéfalo total. ANOVA de trés vias com medidas repetidas e post-hoc de Bonferroni.
*** < 0.0001 em relagdo ao basal; ### p < 0,001 em relagdo ao tratamento cocaina do grupo anestesia.
Dados expressos como média + erro padréo.

O efeito psicoestimulante agudo da cocaina foi evidenciado nos animais
expostos ao campo aberto, conforme a Figura 38. O teste "t” de Student mostrou uma
atividade locomotora superior nesses animais apés a injecao de cocaina, comparada
a atividade anterior a imagem basal (Figura 38A). Quando o intervalo de tempo foi
considerado um fator (Figura 38B), a ANOVA de duas vias com medidas repetidas
evidenciou efeito significativo para o fator tratamento (basal vs. cocaina; F, 4= 23,3,
p = 0,009), mas ndo para o tempo (F@ s = 0,13, p = 0,88) nem para a interacéo entre
eles (Fe 8 = 0,69, p = 0,53). Além disso, houve uma correlacdo inversa entre a
atividade locomotora dos animais sob efeito de cocaina e a captacéo de ['®F]FDG no
encéfalo total (r = - 0,82, p = 0,049), indicando que a hiperlocomoc¢éo induzida pela

droga pode interferir com a captacéo encefélica de [*®F]FDG (Figura 38C).

Figura 38: Analise da atividade locomotora dos animais expostos ao campo aberto durante a captacao
de [*8F]FDG.
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Atividade locomotora total basal e ap6s administragdo aguda de cocaina (20 mg/kg). Teste “t” de
Student pareado. B: Atividade locomotora basal e apés administragédo aguda de cocaina (20 mg/kg) em
intervalos de tempo de 10 minutos. ANOVA de duas vias com medidas repetidas e post-hoc de
Bonferroni; valores de “p” comparados ao basal. C: Correlagcdo de Pearson entre a atividade locomotora
total e a captagao de [*8F]FDG pelo encéfalo total. Dados expressos como média + erro padrao.

As alteracdes evidenciadas no metabolismo encefalico de glicose dos animais
que receberam apenas uma dose de cocaina foram reproduzidas em animais que
receberam o composto em um protocolo de sensibilizagcao psicomotora, comprovando
a eficicia do protocolo de aquisicdo de imagem. A ANOVA de duas vias com medidas
repetidas evidenciou efeito significativo dos fatores tratamento (Fq, 9= 11,35, p =
0,008), VOI (Fas, 144) = 71,29, p < 0,0001), e grupo (Fa, 99 = 9,34, p = 0,014), e das
interacOes entre tratamento e grupo (Fa, 9= 11,92, p = 0,007), VOI e grupo (Fs, 144y =
2,35, p = 0,004), tratamento e VOI (Fus, 149 = 2,15, p = 0,009), e tratamento, VOI, e
grupo (Fas, 144) = 1,88, p = 0,028). Os testes de multivariaveis (Figura 39) revelaram
que a captacao de [*®F]FDG foi maior ap6s o tratamento com cocaina em comparacgao
com a imagem basal (Figura 50; encéfalo total: 63%, p = 0,001; estriado direito: 56%,
p = 0,005; estriado esquerdo: 57%, p = 0,001; cortex: 64%, p < 0.0001; hipocampo
direito: 84%, p = 0.002; hipocampo esquerdo: 82%, p = 0,002; tAlamo: 76%, p = 0,004;
cerebelo: 73%, p < 0,0001; prosenceéfalo basal: 56%, p= 0,001; hipotalamo: 67%, p =
0,002; substancia cinzenta periaquedutal: 76%, p = 0,001; coliculo superior: 77%, p =
0,001; tronco encefalico: 73%, p = 0,001; mesencéfalo direito: 77%, p = 0,002;
mesencéfalo esquerdo: 76%, p = 0,003; amigdala direita: 72%, p =0,002; amigdala
esquerda: 64%, p = 0,003). Juntamente a isso, os dados apresentaram tamanho de
efeito elevado (Cohen’s d = 2,76). No grupo controle, por sua vez, ndo houve alteracao
na captacédo do [*®F]JFDG em nenhum dos VOIS avaliados e esse fendmeno associou-

se a um tamanho de efeito pequeno (Cohen’s d = 0.14).
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Figura 39: Captacéo de [*8F]JFDG em animais controle ou sensibilizados com cocaina
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Os animais receberam cocaina (20 mg/kg, n = 5) ou salina (n = 6) em um protocolo de sensibilizagédo
psicomotora e foram avaliados por imagem PET. ANOVA de trés vias com medidas repetidas e post-

hoc de Bonferroni. Dados expressos como média + erro padréo.

Em relacéo a analise da atividade locomotora (Figura 40), a ANOVA de duas
vias com medidas repetidas mostrou um efeito significativo dos fatores dia (F@, 36)=
23,16, p < 0,0001), grupo (F@, 9= 72,12, p < 0,0001), e interagao (F@, 36= 2,92, p <
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0,0001). O post-hoc de Bonferroni mostrou que durante a habituacao todos os animais
apresentaram a mesma atividade locomotora basal. Porém, quando o tratamento foi
iniciado, os animais do grupo controle sustentaram essa mesma atividade ao longo
dos dias, enquanto os animais que receberam cocaina apresentaram uma atividade
locomotora superior a desenvolvida na habituagéo (dia 1: p = 0,0002; dias 2 a 4: p <
0,0001) e em comparagao ao grupo controle (dia 1: p = 0,03; dias 2 a 4: p < 0,0001),
evidenciando o efeito psicoestimulante da droga (Figura 40A). A sensibilizacdo
psicomotora foi adquirida no segundo dia de tratamento com cocaina (p = 0,0018) e
sustentada até o quarto dia de tratamento (p < 0,0001). Ainda, houve correlacdo
inversa entre a atividade locomotora deste dia e 0 metabolismo encefalico de glicose
(r =-0,92, p = 0,026) (Figura 40B), indicando que conforme a atividade locomotora
aumenta, a captacdo encefalica de [*®F]JFDG diminui. No grupo controle ndo houve

correlacao significativa (Figure 40C).

Figura 40: Atividade locomotora de animais controle e animais sensibilizados com cocaina e sua
correlagdo com o metabolismo encefalico de glicose.
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Dados expressos como média * erro padrdo. A: Atividade locomotora dos animais durante a habituagao
e nas 4 administracdes de salina (controle, n = 6) ou cocaina (20 mg/kg, n = 5). ANOVA de duas vias
com medidas repetidas e post-hoc de Bonferroni. **p < 0,01 e ****p < 0,0001 em relagdo ao dia 1; #p <
0.05 e ####p < 0,0001 em relagdo ao controle. Dados expressos como média * erro padrao. HAB =
habituacdo. B e C: Correla¢cBes de Pearson entre a atividade locomotora do quarto dia de avaliacéo e
0 SUV médio do encéfalo total apés administracdo de salina (B) ou cocaina (C).
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6.3. Discusséao

O foco do presente capitulo foi padronizar a técnica de PET, evidenciando o
efeito da cocaina na captacdo encefalica de [*8F]FDG, o que era imprescindivel para
verificar, conforme abordado posteriormente, se o canabidiol altera o padrao
metabdlico estabelecido pela cocaina. Ap6s as devidas alteracdes de protocolo,
obteve-se um desenho experimental final, no qual os animais permanecem sendo
submetidos ao campo aberto apds a administracdo das substancias de interesse,
pareando-as com o ambiente e gerando alteracdes neuroplasticas mais robustas. No
entanto, nos dias de avaliagdo por PET, as administracdes séo feitas durante a
aguisicdo da imagem, a fim de otimizar a captacdo encefélica do radiofarmaco por
eliminar o efeito psicoestimulante periférico. Apds todas as padronizagdes, o protocolo
final daimagem PET com [*®F]FDG foi estabelecido e consta na Figura 46. As injecoes
de cocaina sdo realizadas 6 minutos apds a injecdo do ['®F]FDG, durante a aquisicdo
dindmica das imagens de PET, com duracao de 75 minutos.

Como inicialmente ndo houve uma resposta na imagem a dose de 20 mg/kg de
cocaina, foi necessério alterar o protocolo de imagem PET inicialmente proposto.
Inicialmente o radiofarmaco era administrado apoés a retirada dos animais do campo
aberto, ou seja, pelo menos 40 minutos apds a administracdo da cocaina.
Considerando a toxicocinética da droga quando administrada pela via i.p., as
concentracGes plasmaticas estavam baixas quando o ['®F]FDG estava no organismo.
Neste sentido, nossa nova proposta foi injetar primeiramente o [*8F]FDG e, apés 5
minutos, a cocaina, para que a captacdo do mesmo estivesse sob influéncia do
aumento metabdlico encefalico induzido pela droga. Com a mudanga do protocolo, a
captacédo do [*8F]FDG ocorre na vigéncia da cocaina, e serd, portanto, influenciada
pela presenca dela no SNC. Logo, a alteracdo do momento da aquisicdo da imagem
tornou-se mais adequada a proposta deste estudo e as limita¢cdes do radiofarmaco
utilizado.

Como o0s animais passaram a ser anestesiados com isoflurano para inje¢ao do
[*8F]FDG anteriormente ao campo aberto, foi preciso verificar se essa pré-anestesia
geraria um efeito hipolocomotor, principalmente nos primeiros minutos de avaliagéo.
Contudo, nenhuma diferenca foi observada entre a atividade locomotora dos animais
no dia do PET basal, quando haviam sido anestesiados, e os trés dias de habituagéao.
Este dado € condizente com o estudo de (SIEGAL; DOW-EDWARDS, 2009), que nao
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observaram quaisquer alteracbes na atividade locomotora nem no comportamento
estereotipado de animais machos expostos a uma dose de isoflurano apdés tratamento
de 10 dias com cocaina (15 mg/kg, i.p.).

Contudo, a mudanca de protocolo também né&o evidenciou o efeito da cocaina
na captacdo de [*®F]FDG. Sendo uma substancia simpatomimética, a cocaina gera
alteracdes ndo s6é no SNC, mas também no sistema nervoso periférico (SNP), dentre
elas o aumento da frequéncia cardiorrespiratoria e da pressao arterial, principalmente
como consequéncia do blogueio da recaptacdo da noradrenalina (CHIUEH; KOPIN,
1978; SOFUOGLU et al., 2001). Além disso, a ativacdo locomotora promovida pela
inibicdo da recaptacdo de dopamina aumenta, consequentemente, a perfusao
sanguinea muscular. Assim, para avaliar se a atividade periférica estava interferindo
no resultado, avaliou-se a imagem PET em trés contextos distintos: 1) animais
expostos ao campo aberto; 2) animais mantidos na caixa moradia; ou 3) animais
anestesiados em tempo integral. Observou-se que quando 0s animais permanecem
anestesiados, a administracdo de cocaina promove elevacdo no metabolismo
encefalico, o que ndo acontece se 0s animais permanecem acordados sob efeito
psicoestimulante. De fato, correlagdes inversas foram encontradas entre a distancia
percorrida no campo aberto e a captacdo de [8F]FDG pelo encéfalo, corroborando a
hipotese de que o efeito psicoestimulante da cocaina nas regides periféricas afeta a
captacao central. Observou-se gque os encéfalos dos animais ndo expostos ao campo
aberto apresentaram maior captacéo do ['®F]FDG em relagdo ao dos expostos. Estes
achados reforcam nossa teoria de que, ndo s6 o metabolismo periférico estava sendo
aumentado pela cocaina, mas também a atividade fisica no campo aberto estava
causando maior consumo de glicose em outros tecidos. Logo, 0 aumento metabdlico
em regides distintas da regidao alvo do estudo proporcionava um redirecionamento da
captacdo do [*®F]JFDG do SNC para elas, impedindo que o efeito da cocaina no
enceéfalo fosse evidenciado.

O [*®F]FDG acumula-se intensamente no miocardio e no encéfalo, ja que
ambos séo sitios metabdlicos altamente glicoliticos (SHREVE; ANZAI; WAHL, 1999).
O metabolismo encefalico de glicose reflete, em parte, a energia necessaria para a
neurotransmisséo, entdo alteracbes regionais nesse processo trazem informacgdes
mecanisticas sobre 0s neurotransmissores associados a elas (FOWLER et al., 1967).
Apds a administracdo de um psicoestimulante, alteracdes funcionais temporalmente
limitadas acontecem no SNC (PENA; GEVORKIANA; SHI, 2015; UNGLESS et al.,
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2001; XU et al., 2017). A maior quantidade de dopamina interagindo com receptor D1
nas projecbes dopaminérgicas nigroestriatal e mesocortical contribuem para o
estabelecimento da hiperatividade, o que se reflete nos modelos animais como
hiperlocomocéao (KOOB, 1992).

Além de observar um efeito agudo da cocaina no metabolismo de glicose,
também observamos que a administracéo repetida da substancia em um protocolo de
sensibilizacdo psicomotora, promove efeito semelhante. De fato, dados de
autorradiografia da literatura mostram aumento do consumo de glicose nas regifes
mesocorticolimbicas e no hipocampo apds administracao repetida de cocaina pela via
intravenosa, o que se relacionou as alteracdes funcionais que a droga induziu na
transmissao dopaminérgica (PORRINO et al., 1984; 1988; PORRINO, 1993; LONDON
et al., 1986; PONTIERI et al., 1995). Nao obstante, a cocaina também bloqueia a
recaptacdo de serotonina e norepinefrina, contribuindo para alteracdes metabdlicas
em regides onde elas exercem maior influéncia, como cortex, tdlamo e mesencéfalo
(CELADA; VICTORIA PUIG; ARTIGAS, 2013; RANJBAR-SLAMLOO; FAZLALI,
2020). Portanto, como 0s nheurotransmissores operam em redes neuronais, as
alteracbes nestas vias refletem em outros sistemas e caminhos intracelulares,
gerando alteracdes encefélicas generalizadas (JIANG et al., 2021; NESTLER,;
LUSCHER, 2019).

Devido as suas propriedades simpatomiméticas, a cocaina também gera
efeitos periféricos, sobretudo aumento da frequéncia cardiorrespiratéria e da pressao
arterial (CHIUEH; KOPIN, 1978; LONDON et al., 1990; SOFUOGLU et al., 2001). No
coracao, a acdo da cocaina envolve principalmente a liberagcdo de norepinefrina e
epinefrina das adrenais e inibicdo dos sitios de recaptacdo da norepinefrina no
miocéardio (CHIUEH; KOPIN, 1978). Tudo isso gera um custo signitifcativo na
utilizacdo da glicose pela periferia, o que influencia no quanto de [®F]FDG é captado
pelo encéfalo.

A atividade metabdlica muscular € aumentada in vivo quando o muasculo é
estimulado eletricamente para gerar contracdo isométrica (Barrington and Maisey,
1996). Elevada captacdo de [®F]FDG é verificada nos musculos esqueléticos sob
contracao ativa, especialmente nos primeiros 30 minutos da distribuicdo de [*®F]FDG
(SHREVE; ANZAI; WAHL, 1999). De fato, a captagdo muscular € um artefato classico
em avaliaces de PET com [*®F]FDG reportada diversas vezes em avaliagées cinicas

na literatura. Ha evidéncias de que exercicio muscular, tensdo muscular induzida por
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estresse, atividade sexual e outras atividades rotineiras como falar, mastigar, tossir ou
vomitar previamente ao exame de PET elevam a captacdo do [®F]JFDG no
grupamento muscular envolvido causando interferéncia na avaliacdo de interesse
(BAR-SHALOM, 2000; BARRINGTON; MAISEY, 1996; LIU et al., 2018; MENERET et
al., 2020; REINKING; OSMAN, 2009; YEUNG et al., 2003). Conforme mostrado na
andlise da atividade locomotora da Figura 47, um animal sob efeito agudo de cocaina
€ capaz de se locomover no campo aberto duas vezes mais do que sob condicdes
basais, o que requer significativo consumo de glicose pelos musculos e pelo préprio
sistema cardiovascular. Considerando que os musculos sdo considerados o maior
tecido utilizador de glicose (VAN DER VEEN et al., 2012) e a correlagéo inversa entre
a atividade locomotora e a captacédo encefalica de [*8F]JFDG encontrada neste estudo,
€ razoavel supor que o0 metabolismo periférico sob efeito de uma droga
psicoestimulante como a cocaina afeta o quanto de [*®F]JFDG chega ao SNC.

A contragdo muscular intensifica a entrada de glicose nas células musculares
pela translocacéo do transportador de glicose GLUT4 para a membrana plasmatica,
mimetizando um efeito insulinérgico que pode persistir mesmo apds o exercicio cessar
(KOISTINEN; ZIERATH, 2002). Foi demonstrado que ratos submetidos a 35 minutos
de natacdo possuem transporte de glicose aumentado nos muasculos esqueléticos e
persistente além de 60 minutos apés a finalizagdo do exercicio (WALLBERG-
HENRIKSSON et al., 1988). Acredita-se que o mecanismo molecular da captacéo de
glicose estimulada pelo exercicio provém do aumento das concentracdes
intracelulares de calcio consequentes da contracdo muscular, juntamente a up-
regulacdo da via de transducdo da proteina quinase ativada por monofosfato de
adenosina (MAPK) (MIZUMA et al., 2010).

Considerando que os animais ficam expostos ao isoflurano por 75 minutos,
incluindo a janela temporal dos efeitos neurobioldégicos da cocaina, € importante
considerar possiveis influéncias do anestésico nas alteragdes metabdlicas induzidas
pela cocaina. Apesar da anestesia ser essencial nas imagens pré-clinicas para evitar
artefatos de movimento, ela estd associada as alteragbes fisioldégicas da funcéo
encefalica, como reducdo da atividade neuronal e do metabolismo encefalico
(FRANKS, 2008). Ainda, comparado ao estado acordado, a anestesia com isoflurano
gera uma vasodilatacdo no encéfalo, além de aumento do fluxo sanguineo e reducéo
da atividade neuronal (DU et al., 2009; GUTIERREZ-BARRAGAN et al., 2022). Por

outro lado, a administracdo aguda de cocaina, diferentemente da de outras drogas,
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reduz o fluxo sanguineo encefélico, em funcéo do efeito vasoconstritor e aumenta a
atividade neuronal (PARVAZ et al., 2011). Algumas avaliagbes com imagens
dindmicas também demonstraram que o isoflurano pode reduzir a heterogeneidade
entre a substancia branca e a cinzenta (SHIMOJI et al., 2003), bem como diferentes
padrbes de utilizagdo da glicose em érgaos periféricos, como aumento da captacéo
pelo miocérdio (FUEGER et al., 2006; TOYAMA et al., 2004a).

Apesar de alguns autores terem relatado captacéo reduzida de [*®F]FDG devido
ao uso de isoflurano (MIZUMA et al., 2010; PRANDO et al., 2019; PRIETO et al., 2011,
TOYAMA et al., 2004b) , ha também quem néo tenha observado diferencas ou ainda,
diferencas regido-dependentes. Bascuiana e colaboradores (2019), ndo observaram
diferencas na captacdo encefélica global de ['®*F]JFDG em animais acordados ou
anestesiados com isoflurano, nem nas concentragcdes sanguineas de glicose. Isso
pode estar relacionado ao fato da manutencdo da anestesia durante o periodo de
captacdo do radiofarmaco aumentar sua biodistribuicdo pela reducdo do clearance
sanguineo e da captacdo pelos musculos esqueléticos e pela gordura marrom
(FUEGER et al., 2006). Em relacdo as avaliacbes de regibes especificas, alguns
autores ndo verificaram alteracdes no hipocampo, amigdala, cerebelo e estriado
(JAHREIS et al., 2021; SPANGLER-BICKELL et al., 2016), enquanto outros
encontraram aumento de captacdo em regides subcorticais (mesencéfalo, hipotdlamo
e hipocampo) e captacéo reduzida no cortex e nos nucleos da base (MIZUMA et al.,
2010; ORI et al., 1986; PRIETO et al., 2011). Como em nosso estudo ndo houve
diferenca entre as imagens basal dos grupos mantidos acordados e do grupo sob
anestesia, pode-se supor que a manutencdo da anestesia ndo influenciou o
metabolismo de glicose.

Alguns estudos observaram que o isoflurano altera a sinalizacdo dopaminérgica
basal e interfere com os efeitos da cocaina (OPACKA-JUFFRY; AHIER; CREMER,
1991; SAKAMOTO et al., 2006; TSUKADA et al.,, 1999). Porém, isso pode ser
consequéncia de dois fatores: a administragdo concomitante de oxido nitroso, o qual
altera a sinalizacdo dopaminérgica per se ou a utilizacdo de doses altas de isoflurano
(> 6%). Entretanto, a utilizacdo de baixas doses do anestésico dissolvido em oxigénio
para manutencdo da anestesia ndo se associou a quaisquer alteracdes na cinética da
sinalizacdo dopaminérgica, tanto basal quanto na presenc¢a da cocaina, mesmo em
prolongado periodo de tempo — 350 minutos - em anestesia (ADACHI et al., 2008;
BRODNIK; ESPANA, 2015; VOTAW et al., 2003). Isso indica que o efeito na atividade
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metabdlica detectado por este estudo ndo se relaciona a interacdes entre isoflurano e
sinalizacdo dopaminérgica ou isoflurano e cocaina, mas sim ao efeito da prépria

cocaina.

6.4. Conclusao

O uso de anestesia durante a distribuicdo de [®F]FDG foi essencial para
visualizar as altera¢Bes induzidas pela cocaina no metabolismo encefalico por
imagem PET, com o efeito psicoestimulante na locomocao e a captagéao do tracador
sendo negativamente correlacionados. Assim, esta € uma abordagem pré-clinica
interessante para investigar animais nunca expostos a cocaina e permitir uma
abordagem cientifica translacional bidirecional para melhor compreensdo do

transtorno por uso de cocaina.
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CAPITULO 7 — EFEITO DO CANABIDIOL NAS ALTERACOES DO METABOLISMO
ENCEFALICO DE GLICOSE INDUZIDAS PELA COCAINA

Como nenhuma das doses de CBD avaliadas no capitulo 5 foi eficaz em
prevenir a expressao da sensibilizacdo psicomotora e, apesar do interessante efeito
ansiolitico da dose méaxima avaliada em nosso estudo, optamos por seguir com as
imagens PET utilizando a dose de 30 mg/kg. Esta € uma dose intermediaria e dentro
da faixa de dose mais recorrente na literatura (10 - 40 mg/kg). Além disso, conforme
observado no capitulo 6, verificamos que a dose de 15 mg/kg ndo foi eficaz em

prevenir os efeitos da cocaina no protocolo de neuroimagem.

7.1. Desenho experimental

Esta avaliagcéo teve o0 objetivo de avaliar se o0 CBD seria eficaz em prevenir as
alteracdes no metabolismo de glicose induzidas pela cocaina. Para tanto, foram
utilizados 31 animais, randomicamente divididos em 4 grupos experimentais,

conforme a Tabela 2.

Tabela 2 — Grupos experimentais avaliados e substancia administrada em cada etapa do protocolo

Substancia administrada

Grupo Sensibilizacdo  Tratamento Desafio
SSS n==6 salina veiculo salina
SCBDS n=>5" salina CBD salina

SCBDC n= salina CBD cocaina
CCBDS n=>5" cocaina CBD salina

CcCBDC n="7 cocaina CBD cocaina

* Um animal morreu na etapa de tratamento
** um animal foi excluido da analise estatistica (outlier no ponto sensibilizagcéo).

Os animais foram expostos ao campo aberto por 30 minutos imediatamente
apos a administracdo das substancias, a fim de manter o pareamento entre elas e o
ambiente. Assim, apés trés dias de habituacdo ao aparato, os animais foram
sensibilizados com cocaina (20 mg/kg, i.p.) ou salina por 5 dias alternados; tratados
com CBD (30 mg/kg) ou veiculo (2% de tween 80 em salina) por 8 dias consecutivos;
e desafiados com cocaina (20 mg/kg) ou salina apds 48h (Figura 41). Imagens PET
foram adquiridas dois dias antes da habituagéo (basal), no ultimo dia de sensibilizagédo
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e de tratamento, e no dia do desafio da expresséo. Nestes dias 0s animais néo foram
avaliados no campo aberto, pois as substancias foram administradas durante a

aguisicao da imagem PET, conforme o protocolo definido no capitulo anterior.

Figura 41: Delineamento experimental da avaliagdo do efeito do canabidiol sobre as altera¢des de
imagem PET induzidas pela cocaina.

D14 D0 D1 D3 DS Do D15 D16 D23 D24 D25

I Ambienta;éol I I Habituagéo I I Sensibilizacdo I I Abstinénciaetratamentol I Desafios I

[¥FIFDG PET Salina Cocaina (20 mg/kg) [1®FIFDG PET CBD (30mg/kg) [®FIFDGPET Salina ["*F]FDGPET
Basal 0,9% ou ou 0,9%
Salina 0,9% Veiculo (2% tween 80)

Neuroimagem:
-1min Omin 5 min 75 min

I I : [*®F]FDG PET —imagem dinamica I

[*8F]FDG Substdncia de interesse

ApOs trés dias de habituagdo ao campo aberto, a sensibilizagcao psicomotora a cocaina (20 mg/kg, i.p.)
foi induzida em dias alternados por 10 dias, totalizando 5 administracdes. A seguir, houve 8 dias
consecutivos de abstinéncia, com administracéo de canabidiol ou veiculo (2% de tween 80 em salina
0,9%). Finalizado o tratamento, os animais foram desafiados com salina 0,9% (D24) e, no dia seguinte,
avaliados quanto a expresséo da sensibilizagdo (D25), recebendo cocaina (20 mg/kg, i.p.) ou salina
0,9%. As administracdes foram pareadas com exposi¢cdo ao campo aberto por 30 minutos, exceto nos
dias de imagem PET (D15, D23 e D25), sendo as substancias administradas 5 minutos apds o inicio
das imagens dindmicas, cuja duracao foi de 75 minutos. Também foi realizada uma imagem basal (D1),
dois dias antes do inicio da habituacdo. D: dia.

7.2. Resultados

7.2.1. Imagem PET com [¥F]FDG

Segundo o Teste de Mauchly, os fatores tratamento (p = 0,032) e VOI (p <
0,0001) ndo apresentaram esfericidade, entédo aplicou-se a correcdo de Greenhouse-
Geisser (Epsilon < 0,75). A ANOVA de duas vias com medidas repetidas evidenciou
efeito significativo dos fatores tratamento (F,1s, 51,85= 22,50, p < 0,0001), VOI (F(,9s,
9553 = 86,56, p < 0,0001), e grupo (F, 24) = 2,94, p = 0,041), e das interacdes entre
tratamento e grupo (F@,s4, 51,85= 4,26, p < 0,0001), VOI e grupo (F@s,92, 95553 = 1,90, p
<0,0001), VOI e tratamento (F(7,97, 191,38) = 2,86, p = 0,005), e VOI, tratamento e grupo
(F(31,88,191,38)= 1,93, p = 0,004) (Figura 42).
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Figura 42: Efeito do CBD sobre as alteragGes no metabolismo de glicose induzidas pela cocaina.
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Imagens PET dindmicas foram adquiridas durante 75 minutos, com as substancias de interesse
injetadas apds 5 minutos do inicio da imagem. ANOVA de trés vias com medidas repetidas. Pairwise
comparisons. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ***p < 0,0001. Dados expressos como média + erro
padrdo. SSS: grupo controle, recebeu apenas salina; SCBDS: grupo CBD, recebeu CBD na etapa de
abstinéncia e tratamento e salina nas demais; SCBDC: grupo tratado com CBD e desafiado com
cocaina; CCBDS: grupo sensibilizado com cocaina, tratado com CBD e desafiado com salina; CCBDC:
grupo sensibilizado com cocaina, tratado com CBD e desafiado com cocaina.

Considerando o aspecto longitudinal do protocolo experimental, foram
realizadas comparacfes aos pares intra-grupo. Em relagdo ao grupo controle (SSS),
observou-se a manutencdo da mesma atividade encefalica nos 4 pontos de imagem,
em todos os VOIs avaliados, bem como no encéfalo total.

No grupo que recebeu apenas CBD (SCBDS), observou-se em todos os VOIS
avaliados um aumento da atividade encefalica no oitavo dia de tratamento, sendo esse
aumento superior aos demais trés pontos de imagem, nos quais houve administracao
de salina (valores de p na Tabela 3). De fato, o teste de Cohen demonstrou um
elevado tamanho de efeito no ponto tratamento em relacdo aos demais (basal: d =
1.63; sensibilizag&o: d = 1,83; desafio: d = 1,71), confirmando os achados da ANOVA.

Tabela 3: Valores de p do grupo SCBDS, comparando-se a imagem do tratamento com as demais.
Valor de p em relag&o ao tratamento

VOl Basal Sensibilizacéo Desafio
Cérebro total 0,002 0,002 0,0001
Estriado direito 0,021 0,008 0,001
Estriado esquerdo 0,013 0,007 0,001
Cortex 0,011 0,002 0,001
Hipocampo direito 0,004 0,008 0,002
Hipocampo esquerdo 0,001 0,005 0,001
Talamo 0,003 0,008 0,001
Cerebelo 0,001 0,001 0,0001
Prosencéfalo basal 0,011 0,002 0,001
Hipotalamo 0,007 0,003 0,001
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Tronco enceféalico 0,002 0,0001 0,001
Substancia cinzenta periaquedutal 0,001 0,002 0,0001
Coliculo superior 0,001 0,004 0,0001
Mesencéfalo direito 0,001 0,002 0,0001
Mesencéfalo esquerdo 0,001 0,002 0,0001
Amigdala direita 0,075 0,003 0,001
Amigdala esquerda 0,054 0,006 0,013

Valores relativos ao ponto tratamento. Observa-se que apenas na amigdala ndo houve significancia na
comparacdo entre os pontos basal e tratamento. Todas as demais comparacdes aos pares foram
significativas, demonstrando o efeito de aumento no metabolismo de glicose induzido pelo CBD.

Ja& no grupo dos animais sensibilizados com cocaina e tratados com canabidiol
(CCBDS), o efeito de aumento metabdlico tanto da cocaina - evidenciado no capitulo
6 - quanto do CBD foram confirmados. Assim, em todos os VOIS avaliados houve
aumento da captacdo do [*®*F]JFDG em ambos pontos de imagem em relacdo as
imagens basal e do desafio, nas quais os animais receberam salina (valores de p na
Tabela 4). O tamanho de efeito corroborou estes achados, uma vez que um efeito
elevado foi identificado entre o ponto basal e os pontos sensibilizagdo (d = 1,67) e
tratamento (d = 2,09).

Tabela 4: Valores de p do grupo CCBDS, comparando-se as imagens de sensibilizacdo e tratamento
com as imagens basal e do desafio.

Valor de p em relagdo a Valor de p em relagdo ao

VOI sensibilizacdo tratamento

Basal Desafio Basal Desafio
Cérebro total < 0,0001 < 0,0001 0,001 0,001

Estriado direito < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001

Estriado esquerdo < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
Cortex < 0,0001 < 0,0001 0,001 0,001
Hipocampo direito < 0,0001 0,001 0,002 0,003
Hipocampo esquerdo 0,001 < 0,0001 0,001 0,004
Talamo < 0,0001 < 0,0001 0,001 0,001
Cerebelo < 0,0001 < 0,0001 0,002 0,008
Prosencéfalo basal < 0,0001 < 0,0001 0,001 0,001
Hipotalamo < 0,0001 < 0,0001 0,003 0,001
Tronco encefélico < 0,0001 < 0,0001 0,02 0,011
Substancia cinzenta periaquedutal | < 0,0001 < 0,0001 0,002 0,004
Coliculo superior 0,005 0,003 0,002 0,006
Mesencéfalo direito < 0,0001 < 0,0001 0,004 0,005
Mesencéfalo esquerdo < 0,0001 < 0,0001 0,003 0,004
Amigdala direita 0,023 < 0,0001 0,027 0,001
Amigdala esquerda 0,007 < 0,0001 0,033 0,006

Valores relativos aos pontos basal e desafio, nos quais administrou-se salina. Observa-se que todas
as comparacdes aos pares entre sensibilizacdo vs basal, sensibilizacdo vs desafio, tratamento vs basal
e tratamento vs desafio, foram significativas, comprovando o efeito da cocaina e do CBD no
metabolismo de glicose.
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Quando se avaliou a prevencao do efeito agudo da cocaina pelo CBD (grupo
SCBDC), ndo houve diferenca significativa na captacéo do [*®F]FDG entre os pontos
basal e desafio na maioria dos VOIs avaliados. Logo, ha indicios de que o CBD
preveniu o aumento de captacao induzido pela administracdo aguda da droga nas
regibes de estriado, cortex, prosencéfalo basal, hipotalamo, substancia cinzenta
periaquedutal, coliculo superior, mesencéfalo, amigdala e no encéfalo total. J& nas
regides de hipocampo (hemisfério direito: p = 0,023; hemisfério esquerdo: p = 0,005),
talamo (p = 0,023), cerebelo (p = 0,024), hipotalamo (p = 0,049) e tronco encefalico (p
=0,035), 0 CBD nao apresentou esta eficacia e o efeito agudo da cocaina permaneceu
evidente, ou seja, houve aumento da captacéo do [*®F]JFDG em relacdo ao basal. Além
disso, o efeito préprio do CBD no aumento do metabolismo de glicose foi evidenciado
em todos os VOlIs, sendo inclusive superior ao aumento induzido pela cocaina (valores
de p descritos na Tabela 5). A andlise de tamanho de efeito comprovou a eficacia do
CBD em aumentar a atividade metabdlica em relacao ao basal (d = 2,09). Contudo, o
tamanho de efeito da cocaina foi médio comparado ao basal (d = 0,63), confirmando
os achados da ANOVA, de que o CBD, de fato, foi capaz de inibir/atenuar o efeito da
cocaina. Ainda, quando se comparou o tamanho de efeito do CBD em relacdo a
cocaina, observou-se um efeito grande (d = 1,59), ou seja, o CBD foi mais eficaz do

que a cocaina em produzir aumento no metabolismo de glicose.

Tabela 5: Valores de p do grupo SCBDC, comparando a imagem do tratamento com as demais.
VO Valor de p em relac&o ao tratamento

Basal Sensibilizacao Desafio
Cérebro total 0,001 0,013 0,015
Estriado direito 0,025 0,015 0,014
Estriado esquerdo 0,018 0,024 0,018
Cortex 0,002 0,005 0,012
Hipocampo direito 0,001 0,019 0,027
Hipocampo esquerdo < 0,0001 0,015 0,023
Talamo 0,003 0,036 0,043
Cerebelo < 0,0001 0,006 0,013
Prosencéfalo basal 0,004 0,002 0,007
Hipotalamo < 0,0001 0,012 0,009
Tronco encefélico < 0,0001 0,004 0,014
Substancia cinzenta periaquedutal | < 0,0001 0,024 0,018
Coliculo superior 0,001 0,032 0,023
Mesencéfalo direito 0,001 0,03 0,02
Mesencéfalo esquerdo 0,003 0,04 0,058
Amigdala direita 0,007 0,039 0,044
Amigdala esquerda 0,08 0,09 0,129

Valores relativos ao ponto tratamento, no qual administrou-se CBD. Observa-se que n&o houve
alteracao significativa apenas na comparacao tratamento vs desafio na amigdala direita.
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Por fim, avaliou-se o efeito do CBD sobre a reexposi¢do a cocaina apos um
protocolo de aquisicdo da sensibilizagdo (grupo CCBDC). Em todos os VOlIs, e,
portanto, no encéfalo total, constatou-se o aumento da captacdo de [*8F]FDG nos
pontos sensibilizacéo e tratamento, sendo ambos equiparaveis (valores de p descritos
na Tabela 6). Contudo quando houve a reexposi¢cdo a droga no desafio, ndo se
observou o efeito de aumento metabdlico induzido pela cocaina no encéfalo total e
nos VOIs de estriado, hipocampo, cortex, talamo, cerebelo, prosencéfalo basal,
coliculo superior e amigdala esquerda, uma vez que nessas regides ndo houve
diferenca entre a imagem basal e a imagem do desafio. Logo, nessas regides, o CBD
exerceu efeito modulatério de forma a evitar a expressao do efeito da cocaina. No
entanto, isso ndo aconteceu nos VOIs de talamo (p = 0,049), hipotalamo (p = 0,033),
tronco encefalico (p = 0, 022), mesencéfalo (hemisfério direito: p = 0,024; hemisfério
esquerdo: p = 0,041) e na amigdala direita (p = 0,036), nos quais houve aumento do
metabolismo induzido pela cocaina. Ainda, houve diferenca significativa na captacéo
do [*8F]FDG entre a imagem da sensibilizacdo e a do desafio nos VOIs de estriado
direito (p = 0,013), cértex (p = 0,007) e cerebelo (p = 0,048); e entre a imagem do
tratamento e a do desafio nos VOIs de estriado esquerdo (p = 0,042), cortex (p =
0,033), prosencéfalo basal (p = 0,025) e hipotalamo (p = 0,049). O teste de tamanho
de efeito corroborou a eficacia da cocaina na sensibilizacdo (d = 1,52) e do CBD no
tratamento (d = 1,34), em relacdo a imagem basal. Contudo, quando foi verificado o
efeito da cocaina no desafio, o tamanho de efeito foi médio (d = 0,67) em relagédo ao
basal, e elevado em relacdo a sensibilizacdo (d = 1,03), ou seja, apds o tratamento
com CBD houve uma reducéo do efeito da cocaina na captagédo do [*®F]FDG.

Tabela 6: Valores de p do grupo CCBDC, comparando-se as imagens de sensibilizacéo, tratamento e
desafio com a imagem basal.

Valor de p em relac&o ao basal

VOl Sensibilizacéo Tratamento Desafio
Cérebro total 0,002 0,008 0,112
Estriado direito < 0,0001 0,005 0,061
Estriado esquerdo 0,002 0,006 0,150
Cortex 0,002 0,006 0,305
Hipocampo direito 0,003 0,028 0,063
Hipocampo esquerdo 0,006 0,030 0,092
Talamo 0,002 0,047 0,051
Cerebelo 0,001 0,004 0,196
Prosencéfalo basal 0,006 0,002 0,150
Hipotalamo 0,047 0,003 0,034
Tronco encefalico 0,005 0,013 0,021
Substéncia cinzenta periaquedutal 0,005 0,041 0,159
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Coliculo superior 0,019 0,027 0,238
Mesencéfalo direito 0,001 0,017 0,023
Mesencéfalo esquerdo 0.001 0,016 0,043
Amigdala direita 0,005 0,015 0,039
Amigdala esquerda 0,040 0,011 0,072

Valores significativos em negrito. Observa-se que a comparacédo basal vs desafio nao foi significativa
na maior parte dos VOIS, nem no encéfalo total, indicando que o CBD atenuou o efeito psicoestimulante
da cocaina no metabolismo encefélico.

Estes dados intra-grupo foram replicados no cérebro total (Figura 43A) e
também foram corroborados pela comparacao inter-grupo (Figura 43B).

Figura 43: Avaliag&o intra e inter-grupo do efeito do CBD sobre as alteragdes no metabolismo de glicose
induzidas pela cocaina no encéfalo total.

A e SSS = SCBDS » SCBDC v CCBDS + CCBDC

w
]

*kkk

_kkkk Kk

hk kK kkkr —kk kkkk oy *%k

N
1

'
o,
;
)
1

['®F]FDG
(SUV normalizado)
—

"P}-(D >
=X
-
Sy
s i3

B [ SSS O SCBDS &1 SCBDC B£EJ CCBDS & CCBDC

*
—_ *
*d % ¥

E_éé :_é' %;E@Dé

D I I ] ||
Basal Sensibilizacao Tratamento Desafio

(%]
1

['®FIFDG
(SUV normalizado)

N

1

-
1

- e e . ﬁ

Imagens PET din&micas foram adquiridas durante 75 minutos, com as substancias de interesse
injetadas ap6s 5 minutos do inicio da imagem. ANOVA de trés vias com medidas repetidas. Pairwise
comparisons. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ***p < 0,0001. Dados expressos como média + erro
padrdo. A: Comparacdo intra-grupo. B: Comparacdo inter-grupo. SSS: grupo controle, recebeu apenas
salina; SCBDS: grupo CBD, recebeu CBD na etapa de abstinéncia e tratamento e salina nas demais;
SCBDC: grupo tratado com CBD e desafiado com cocaina; CCBDS: grupo sensibilizado com cocaina,
tratado com CBD e desafiado com salina; CCBDC: grupo sensibilizado com cocaina, tratado com CBD
e desafiado com cocaina.
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Em resumo, os grupos que receberam cocaina no periodo da sensibilizacdo
(CCBDS e CCBDC) apresentaram maior atividade metabodlica em relagéo aos grupos
gue receberam salina (CCBDS: p < 0,001 em relacdo a SSS, p < 0,0001 em relacao
a SCBDS, p = 0,02 em relacdo a SCBDC; CCBDC: p = 0,02 em relacdo a SCBDS).
Em todos os grupos, o CBD exerceu efeito significativo em relagc&o ao controle, tratado
com veiculo (SCBDS: p = 0,021; SCBDC: p =0,013; CCBDS: p =0,015; CCBDC: p =
0,046). Contudo, na imagem final, os grupos desafiados com cocaina nao
apresentaram alteracdo na captacdo de [*8F]FDG em relacdo aos desafiados com
salina, indicando que o tratamento de 8 dias com CBD atenuou a expresséo do efeito
psicoestimulante da cocaina no metabolismo encefélico de glicose, considerando o

encéfalo total.

7.2.2. Imuno-histoquimica

7.2.2.1 CB1

No hipocampo (Figura 44), a ANOVA de uma via apresentou efeito significativo
nas trés porgoes avaliadas, CAl (F(, 38 = 29,00, p < 0,00001), CA3 (F7,38 = 31,42, p
< 0,00001), e giro denteado (F(7, 33y = 18,50, p < 0,00001). O post-hoc de Bonferroni
indicou que na regido CAl, todos os grupos apresentaram aumento da populacao
neuronal em relacdo ao controle (p < 0,0001 para todos). Além disso, o CBD
potencializou esse fendbmeno, ja que todos 0s grupos que receberam o canabinoide,
seja apenas ele (grupo SCBDS) ou em combinagdo com cocaina (grupos SCBDC,
CCBDS e CCBDC) apresentaram populacdo neuronal superior aos grupos que
receberam veiculo (CSS: p = 0,0059 em relagdo a SCBDS, p = 0,0027 em relagéo a
SCBDC, p = 0,008 em relagédo a CCBDS, p = 0,0008 em relacédo a CCBDC; e CSC: p
=0,0007 em relagdo a SCBDS, p = 0,0002 em relacdo a SCBDC, p = 0,01 em relacao
a CCBDS, p = 0,001 em relacdo a CCBDC). Também n&o se pode descartar certa
participacdo do efeito agudo da cocaina, pois ndo houve diferenca entre os grupos
gue receberam CBD e o grupo SSC, sendo, ainda, 0 niumero de neurdnios superior
neste grupo do que no grupo CSC (p = 0,016).

Na regido CA3, por sua vez, todos 0s grupos apresentaram maior quantidade
neuronal em relacdo ao controle (p < 0,0001 para todos os grupos), sem distingéo de

efeito entre cocaina, CBD ou ambos em conjunto.
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No giro denteado, por fim, o grupo sensibilizado e reexposto a cocaina e tratado
com veiculo (CSC) apresentou aumento da contagem neuronal em relagédo ao controle
(p = 0,0045), bem como os grupos que foram sensibilizados com a droga e tratados
com CBD (grupos CCBDS e CCBDC, p < 0,0001 para ambos). Contudo, quando o
CBD foi administrado, o aumento da populacdo neuronal foi superior em relacéo ao
tratamento com veiculo (CSC, p = 0,014 em relagdo a CCBDS; p = 0,009 em relagéo
a CCBDC). De fato, o aumento neuronal foi induzido pelo efeito de sensibilizacdo e
reexposicao a cocaina, sendo o tratamento com CBD determinante para potencializar
esse fendmeno, uma vez que 0 mesmo nao esteve presente quando se administrou:
i. apenas CBD (grupo SCBDS, p <0,0001 em relagdo a CCBDS e CCBDC); ii. cocaina
agudamente no desafio, precedida por veiculo (grupo SSC, p < 0,0001 em relacéo a
CCBDS e CCBDC) ou por CBD (grupo SCBDC, p < 0,0001 em relacao a CCBDS e
CCBDC); iii. cocaina apenas na sensibilizacao (grupo CSS, p < 0,0001 em relacdo a
CCBDS e CCBDC).

Figura 44: Efeitos da cocaina, do CBD e da combinacdo de ambos na densidade 6ptica de CB1 no
hipocampo.
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Imagens digitais de cortes coronais do hipocaﬁbo marcados para CB1. Bregma aproximado, -1,94 mm;
interneural aproximado, +1,86 mm. ANOVA de uma via e post-hoc de Bonferroni (n = 4-6). ##p <
0,0001 em relagéo ao controle; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.

No globo palido (Figura 45), onde F, 33) = 6,13, p < 0,00001, o post-hoc de
Bonferroni demonstrou, em relacdo ao controle, um aumento da densidade de CB1
no grupo que recebeu cocaina agudamente no desafio (SSC, p = 0,043), no grupo
sensibilizado e reexposto a cocaina (CSC, p = 0,0005) e nos grupos sensibilizados
com cocaina e tratados com CBD (CCBDS, p = 0,005; CCBDC, p = 0,0004). Este
parece ser um efeito da cocaina, pois o CBD per se (grupo SCBDS) ndo causou
nenhuma alteracdo. Ainda, ha aparente predominio do efeito agudo na cocaina no
fendbmeno, pois o grupo que foi apenas sensibilizado com a droga (CSS) nao
apresentou diferencas em relacdo ao controle, apresentando, inclusive, menor
densidade de CB1 em relag&o aos grupos CSC (p = 0,001) e CCBDC (p = 0,008).

Figura 45: Efeitos da cocaina, do CBD e da combinacdo de ambos na densidade Optica de CB1 no
globo palido.
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Imagens digitais de cortes coronais do globo palido marcados para CB1. Bregma aproximado, -0,7 mm;
interneural aproximado, +3,1 mm. ANOVA de uma via e post-hoc de Bonferroni (n = 4-6). #p < 0,05, #p
< 0,01, ##p < 0,001 em relacédo ao controle; *p < 0,05, **p < 0,01.

Na amigdala basolateral (Figura 46), onde F(, 38) = 26,75, p < 0,00001, o post-
hoc de Bonferroni evidenciou que todos 0s grupos apresentaram maior densidade de
CB1 em relacao ao controle (p < 0,0001 para SSC, CSS, SCBDS, SCBDC e CCBDS;
p = 0,0001 para CSC; e p = 0,006 para CCBDC). Logo, tanto a cocaina quanto o CBD
apresentaram efeito sobre essa regido. Observou-se que o grupo tratado apenas com
CBD (SCBDS) e o grupo que recebeu cocaina apos o tratamento com CBD (SCBDC)
apresentaram maior densidade de CB1 em relacéo aos demais (em relacdo a SCBDS:
p = 0,006 para SSC, p = 0,0001 para CSS, p < 0,0001 para CSC, p = 0,0005 para
CCBDS, p < 0,0001 para CCBDC; em relacdo a SCBDC: p = 0,04 para SSC, p =
0,0007 para CSS, p < 0,0001 para CSC, p = 0,003 para CCBDS, p < 0,0001 para
CCBDC), mostrando que a sensibilizacdo com cocaina reduz o aumento em CB1
induzido pelo CBD. O efeito agudo da cocaina, por outro lado, aparenta fazer pouco
efeito no aumento de CB1, inclusive os animais do grupo SSC apresentaram maior

densidade do receptor em relagéo ao grupo CCBDC (p = 0,006).
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Figura 46: Efeitos da cocaina, do CBD e da combinacdo de ambos na densidade optica de CB1 na
amigdala basolateral.
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Imagens digitais de cortes coronais da amigdala basolateral marcados para CB1. Bregma aproximado,
-0,7 mm; interneural aproximado, +3,1 mm. ANOVA de uma via e post-hoc de Bonferroni (n = 4-6). #p
< 0,01, ##p < 0,001, ###p < 0,0001 em relagdo ao controle; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <
0,0001.

Na substancia negra reticular (Figura 47), onde F(7, 38y = 11,14, o0 post-hoc de
Bonferroni mostrou uma menor densidade de receptores CB1 na substancia negra
reticular dos grupos SCBDS e CCBDC em relagao ao controle (p = 0,006 e p = 0,003,
respectivamente). Ambos os grupos também apresentaram diferenca em relagédo aos
demais (SCBDS: p = 0,03 em relacdo a SSC, p = 0,002 em relagdo a CSS, p <0,0001
em relacdo a CSC, p < 0,0001 em relacédo a SCBDC; CCBDC: p =0,02 em relagéo a
SSC, p = 0,0008 em relacdo a CSS, p < 0,0001 em relagcdo a CSC, p < 0,0001 em
relacdo a SCBDC). Ainda, o grupo CSC expressou maior densidade do receptor do
que o grupo CCBDS (p = 0,015). Estes dados indicam que a reducéo de CB1 foi
dependente da acdo do CBD isoladamente ou da combinacdo entre ele e a
sensibilizacdo acrescida de reexposicéo a cocaina.
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Figura 47: Efeitos da cocaina, do CBD e da combinagcdo de ambos na densidade 6ptica de CB1 na
substancia negra reticular.
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Imagens digitais de cortes coronais da substéncia negra reticular marcados para CB1. Bregma
aproximado, -3,52 mm; interneural aproximado, +0,28 mm. ANOVA de uma via e post-hoc de Bonferroni
(n = 4-6). #p < 0,01 em relagé@o ao controle; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ***p < 0,0001.

7.2.2.2 FAAH

A analise de FAAH foi realizada no hipocampo (Figura 48), considerando as
regibes CA1l e CA3. O giro denteado ndo foi avaliado devido & baixa marcacéo.
Observou-se um efeito significativo da ANOVA de uma via, tanto em CAl (F, 35 =
50,89, p < 0,0001) quanto em CA3 (F(, 35 = 17,29, p < 0,0001).

Na regidao CALl o post-hoc de Bonferroni identificou um aumento na densidade
de FAAH em relacdo ao controle nos grupos que receberam apenas CBD (SCBDS, p
< 0,0001), CBD previamente a cocaina (SCBDC, p < 0,0001) ou CBD ap6s a
sensibilizacdo (CCBDS, p = 0,0035). Esses grupos também expressaram mais FAAH
do que os grupos: sensibilizado com cocaina (CSS; p < 0,0001 em relacdo a SCBDS
e SCBDC; p =0,0004 em relacdo a CCBDS); desafiado com cocaina (SSC; p <0,0001
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em relacdo a SCBDS e SCBDC); sensibilizado e desafiado com cocaina (CSC; p <
0,0001 em relacdo a SCBDS, SCBDC e CCBDS); sensibilizado com cocaina, tratado
com CBD, e desafiado com cocaina (CCBDC; p < 0,0001 em relacdo a SCBDS e
SCBDC; p = 0,0001 em relacdo a CCBDS). Ainda, o aumento de FAAH foi menor no
grupo CCBDS (p = 0,0001) em relag&o aos grupos SCBDS (p < 0,0001) e SCBDC (p
=0,0001). Por fim, o grupo agudo de cocaina (SSC) expressou mais FAAH do que os
outros grupos que receberam cocaina e foram tratados com veiculo (CSS, p = 0,027;
CSC, p <0,0001) e do que o grupo CCBDC (p < 0,0001).

Ja em CA3, o post-hoc de Bonferroni evidenciou que o grupo CSC apresentou
menor densidade de FAAH (p = 0,015) e os grupos SCBDS e SCBDC maiores
densidades em relagcédo ao controle (p = 0,006 e p = 0,023, respectivamente). Essas
alteracdes foram refletidas na comparacdo entre grupos, de forma que CSC
apresentou menor densidade de FAAH em relagéo aos grupos SSC (p =0,0003), CSS
(p =0,007), SCBDS (p < 0,0001), SCBDC (p < 0,0001), CCBDS (p < 0,0001); o grupo
SCBDS apresentou maior densidade de FAAH em relacdo aos grupos SSC (p =
0,0016), CSS (p < 0,0001), CCBDS (p = 0,033) e CCBDC (p < 0,0001); e o grupo
SCBDC em relacao aos grupos CSS (p = 0,0042) e CCBDC (p = 0,0004).

Figura 48: Efeitos da cocaina, do CBD e da combina¢édo de ambos na densidade 6ptica de FAAH no
hipocampo.
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Imagens digitais de cortes coronais do hipocampo marcados para FAAH. Bregma aproximado, -1,94
mm; interneural aproximado, +1,86 mm. ANOVA de uma via e post-hoc de Bonferroni (n = 4-6). #p <
0,05, #p < 0,01, ##p < 0,001, ##p < 0,0001 em relagdo ao controle; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
*rrxkn < 0,0001.

7.2.2.3 NeuN

No hipocampo (Figura 49), observou-se um efeito significativo pela ANOVA de
uma via, nas trés regides avaliadas: CAl (F, 34) = 4,30, p = 0,0017) , CA3 (F(7, 34) =
15,44, p < 0,0001) e giro denteado (F(7,34) = 13,82, p = 0,0017).

Na regidao CAl (Figura 49A), foi demonstrado pelo post-hoc de Bonferroni que
0s animais tratados apenas com CBD e aqueles tratados com CBD e desafiados com
cocaina, apresentaram aumento do numero de neurbnios em relacdo ao controle
(grupo SCBDS, p = 0,01; grupos SCBDC, p = 0,004). Alem disso, estes grupos
também apresentaram mais neurdnios que os demais grupos (em relacdo a SCBDS:
p = 0,033 para SSC, p = 0,018 para CSS, p < 0,0001 para CSC, p = 0,0025 para
CCBDC; em relacdo a SCBDC: p = 0,015 para SSC, p =0,0069 para CSS, p < 0,0001
para CSC, p = 0,0009 para CCBDC). Por fim, o grupo sensibilizado com cocaina e
tratado com CBD (CCBDS) apresentou aumento neuronal em relagdo ao grupo
sensibilizado com cocaina, tratado com veiculo e reexposto a cocaina (CSC, p =
0,0036).

Ja na regidao CA3 (Figura 49B), todos os grupos que foram tratados com CBD
apresentaram aumento de neurdnios em relagdo ao controle, conforme mostrou o
post-hoc de Bonferroni (SCBDS: p =0,0007; SCBDC: p <0,0001; CCBDS: p =0,00009;
CCBDC: p = 0043). Além disso, estes grupos também apresentaram mais neurénios

do que os grupos: agudo de cocaina (SSC; p = 0,0007 para SCBDS, p < 0,0001 para
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SCBDC, p = 0,0009 para CCBDS, p = 0,0043 para CCBDC); sensibilizado com
cocaina (CSS; p = 0,0032 para SCBDS, p < 0,0001 para SCBDC, p = 0,0046 para
CCBDS, p=0,019 para CCBDC); sensibilizado e reexposto a cocaina apos tratamento
com veiculo (CSC; p = 0,0001 para SCBDS, p <0,0001 para SCBDC, p =0,0001 para
CCBDS, p = 0,0008 para CCBDC). Portanto, o CBD foi capaz de aumentar a
populacdo neuronal e a cocaina néo interferiu neste efeito.

Por fim, no giro denteado (Figura 49C) o post-hoc de Bonferroni identificou um
aumento da populacdo neuronal no grupo gque recebeu apenas CBD (SCBDS) e no
grupo que recebeu cocaina ap6s o CBD, em relacdo ao controle (p = 0,046 e p =
0,028, respectivamente) e em relacdo ao grupo agudo de cocaina (SSC; p = 0,011 e
p = 0,0039, respectivamente). Além disso, houve uma reducéo da populacdo neuronal
do grupo sensibilizado e reexposto a cocaina apos tratamento com veiculo (CSC) em
relacdo ao controle (p = 0,0011), aos demais grupos expostos a cocaina (SSC: p =
0,008; CSS: p < 0,0001) e aos grupos que receberam o CBD, seja apenas ele
(SCBDS: p <0,0001) ou a combinacéo entre ele e a cocaina (grupos SCBDC, CCBDS
e CCBDC, p = 0,0001), indicando que o tratamento com o canabinoide reverteu a

reducdo na populagéo neuronal.

Figura 49: Efeitos da cocaina, do CBD e da combina¢do de ambos na contagem de neurbnios nas
regides hipocampais CA1, CA3 e no giro denteado.
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Imagens digitais de cortes coronais do hipocampo marcados para NeuN. Bregma aproximado, -1,94
mm; interneural aproximado, +1,86 mm. ANOVA de uma via e post-hoc de Bonferroni (n = 4-6). #p <
0,05, #p < 0,01, ##p < 0,001, ##p < 0,0001 em relagdo ao controle; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
****p < 0,0001.

il

Na amigdala (Figura 50), a ANOVA de uma via também apresentou efeito
significativo (F(z,34)= 4,30, p =0,0017), sendo que o CBD per se (grupo SCBDS) gerou
aumento da contagem neuronal em relacdo ao controle (p = 0,02) e aos grupos que
receberam cocaina ap6s (SCBDC, p = 0,001) ou anteriormente (CCBDS, p = 0,003) a

administracdo do canabinoide, conforme mostrou o post-hoc de Bonferroni.

Figura 50: Efeitos da cocaina, do CBD e da combinacdo de ambos na contagem de neurfnios na
amigdala.
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Imagens digitais de cortes coronais da amigdala marcados para NeuN. Bregma aproximado, -1,94 mm;
interneural aproximado, +1,86 mm. ANOVA de uma via e post-hoc de Bonferroni (n = 4-6). #p < 0,05,
em relagdo ao controle; **p < 0,01.
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No cortex cingulado (Figura 51), também houve efeito significativo da ANOVA
de uma via (F7, 34) = 13,05, p < 0,0001). O post-hoc de Bonferroni identificou que os
grupos que receberam CBD e cocaina apresentaram reducdo do namero neuronal,
qguando a cocaina foi administrada na sensibilizacdo (CCBDS, p = 0,008), no desafio
(SCBDC, p < 0,0001), ou em ambos os momentos (CCBDC, p = 0,002).
Aparentemente, este foi um efeito consequente da interagdo entre CBD e cocaina,
pois quando os animais receberam a cocaina na sensibilizacdo e no desafio, mas
foram tratados com veiculo (CSC), o numero de neurénios foi superior em relacdo a
todos os grupos tratados com o CBD (SCBDS: p = 0,03; SCBDC: p < 0,0001; CCBDS:
p = 0,0003; CCBDC, p < 0,0001). Ainda, alguns grupos que receberam tratamento
com CBD apresentaram menos neur6nios do que o grupo sensibilizado com cocaina
(CSS; p <0,0001 em relagdo a SCBDC e p = 0,017 em relagdo a CCBDC) ou do que
0 grupo que recebeu a administracdo aguda da cocaina (SSC; p = 0,0085 em relacdo
a SCBDC).
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Figura 51: Efeitos da cocaina, do CBD e da combinagéo de ambos na contagem de neur6nios no cortex
cingulado.
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Bregma aproximado, +0,86 mm; interneural aproximado, +4,66 mm. ANOVA de uma via e post-hoc
de Bonferroni (n = 4-6). #p < 0,01, ##p < 0,0001 em relacéo ao controle; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <
0,001, ****p < 0,0001.

No cortex pre-limbico (Figura 52) o efeito significativo foi também identificado
pela ANOVA (F, 34 = 13,05, p < 0,0001), sendo que a administracdo de cocaina
aumentou o numero de neurbnios, quando a mesma aconteceu apenas nha
sensibilizacdo (CSS, p = 0,0004) ou no desafio (SSC, p = 0,011), ou em ambos 0s
momentos (CSC, p < 0,0001) em relagao ao controle, conforme indicado pelo post-
hoc de Bonferroni. O CBD per se (grupo SCBDS) néo alterou o numero de neurdnios
quando comparado tanto ao controle quanto aos grupos cocaina. No entanto, a
combinacéo dele com a cocaina, administrada nas trés situacdes citadas acima, inibiu
0 aumento neuronal que a droga induziu no cortex pré-limbico. Dessa forma, algumas
alteragbes entre 0s grupos que receberam apenas cocaina e 0s que receberam
cocaina e CBD foram detectadas. O grupo agudo de cocaina (SSC) apresentou mais

neurdénios do que o grupo em que a cocaina aguda foi precedida pelo CBD (SCBDC,
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p = 0,014). O grupo sensibilizado com cocaina (CSS) apresentou mais neurénios do
que o sensibilizado com cocaina e tratado com CBD (CCBDS, p = 0,0005) e o grupo
SCBDC (p = 0,029). Por fim, o grupo sensibilizado e reexposto a cocaina (CSC)
apresentou mais neurénios do que todos os grupos que receberam CBD e cocaina
(SCBDC, p < 0,0001; CCBDS, p =0,0019; CCBDC: p = 0,017).

Figura 52: Efeitos da cocaina, do CBD e da combina¢&o de ambos na contagem de neurbnios no cortex
pré-limbico.
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Bregma aproximado, +2,46 mm; interneural aproximado, +6,26 mm. ANOVA de uma via e post-hoc de
Bonferroni (n = 4-6). #p < 0,05, ##p < 0,001, ###p < 0,0001 em relacdo ao controle; *p < 0,05, **p < 0,01,
***n < 0,001, ****p < 0,0001.

Na regido de caudado-putamen, a ANOVA de uma via mostrou um efeito
significativo em suas duas porc¢des, dorsomedial (F@z, 34y = 4,42, p = 0,0014) e
dorsolateral (F(7,34) = 8,12, p < 0,0001).
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Na regido dorsomedial (Figura 53), o post-hoc de Bonferroni ndo identificou
alteracbes dos grupos em relacdo ao controle. Porém, algumas diferencas entre os
grupos tratados foram identificadas. O grupo que recebeu apenas uma injecdo aguda
de cocaina (SSC) apresentou maior populacdo neuronal na regido do que os animais
gue foram sensibilizados e reexpostos a droga (CSC, p = 0,0029) e também em
relacdo aos animais que receberam CBD previamente & inje¢cdo aguda de cocaina
(SCBDC, p = 0,02). Além disso, o grupo tratado apenas com CBD (SCBDS)
apresentou mais neurdnios em relacdo ao grupo sensibilizados e reexposto a cocaina
(CSC, p =0,037).

Figura 53: Efeitos da cocaina, do CBD e da combinacédo de ambos na contagem de neur6nios na porgcéo
dorsomedial do caudado-putamen.
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Bregma aproximado, +0,86 mm; interneural aproximado, +4,66 mm. ANOVA de uma via e post-ho
Bonferroni (n = 4-6). *p < 0,05, **p < 0,01.
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J& na porc¢éo dorsolateral (Figura 54), o post-hoc de Bonferroni verificou que,
com excecao do grupo CCBDC (sensibilizado e reexposto a cocaina, e tratado com
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CBD), os demais grupos apresentaram aumento da populacédo neuronal em relagao
ao grupo controle (SSC: p = 0,0004; CSS: p = 0,038; CSC: p < 0,0001; SCBDS: p =
0,0001; SCBDC: p =0,0007; CCBDS: p =0,0036). Ainda, o grupo CCBDC apresentou
menos neurdnios em relacdo ao grupo que recebeu veiculo no tratamento, ao inves
do CBD (CSC, p = 0,03), sugerindo que cocaina e CBD interagem de maneira a

prevenir o aumento neuronal que ambos causam isoladamente.

Figura 54: Efeitos da cocaina, do CBD e da combinacao de ambos na contagem de neur6nios na porgéao
dorsolateral do caudado-putamen.
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Bonferroni (n = 4-6). #p < 0,05, #p < 0,01, ##p < 0,001, ##p < 0,0001 em relagéo ao controle; *p < 0,05.

Na substancia cinzenta periaguedutal (Figura 55), houve efeito significativo,
identificado pela ANOVA de uma via (F@, 34y = 4,42, p = 0,0014), sendo a Unica
diferenca encontrada apds post-hoc de Bonferroni uma menor quantidade de
neurdnios no grupo que foi tratado com CBD previamente a exposi¢ao a inje¢do aguda
de cocaina (SCBDC) em relagéo ao grupo sensibilizado e reexposto a cocaina (CSC)
(p = 0,015).
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Figura 55: Efeitos da cocaina, do CBD e da combinacdo de ambos na contagem de neurfnios na
substancia cinzenta periaquedutal.

150-
o
- *
w 2 i
£ @‘—’
T T
E 8 %
8.8
= o
X
€9 504
z5
g
0 ] ] 1 1 1 I I 1
O O O L & O & O
% & P & O O
% & & &P & &L &
& L &L S
SSS SSC CSS CSC
22
S .2
E (V]
m©
S5 £
= S
(e
T 5.
.gu
= EL
=3 i

£ R
—— - WGl Ji oo ”.- e

Imagens digitais de cortes coronais da substancia cinzenta periaquedutal marcados para NeuN.
Bregma aproximado, -3,52 mm; interneural aproximado, +0,28 mm. ANOVA de uma via e post-hoc de
Bonferroni (n = 4-6). *p < 0,05.

Por fim, no ndcleo accumbens (Figura 56), a ANOVA de uma via nao detectou
alteracdo no namero de neurénios (F, 34) = 1,798, p = 0,1198).

Figura 56: Efeitos da cocaina, do CBD e da combina¢cdo de ambos na contagem de neurdnios no nicleo

accumbens.
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Imagens digitais de cortes coronais do nlcleo accumbens marcados para NeuN. Bregma aproximado,
+0,86 mm; interneural aproximado, +4,66 mm. ANOVA de uma via e post-hoc de Bonferroni (n = 4-6).

7.2.2.4 Ibal

No hipocampo (Figura 57), a ANOVA de uma via detectou efeito significativo
das administracdes de cocaina e CBD (F, 31 = 7,88, p < 0,0001). O post-hoc de
Bonferroni ndo encontrou alteracdo do numero de células ativadas dos grupos
tratados em relacdo ao controle. Contudo, a exposi¢cdo a cocaina precedida (grupo
SCBDC), procedida (grupo CCBDS) ou ambas (grupo CCBDC) pela administragcéo de
CBD, associou-se a um aumento do numero de células ativadas da microglia em
relacdo a quando apenas uma das substancias, CBD (grupo SCBDS), ou cocaina
(grupos SSC, CSS e CSC), foi administrada, ou seja, a combinacdo das substancias
provoca aumento da ativagéo destas células. Assim, o grupo SCBDC apresentou mais
células da microglia ativadas em relacdo ao grupo SCBDS (p = 0,016); o grupo
CCBDS em relacao aos grupos SCBDS (p = 0,0002), CSS (p = 0,022) e CSC (p =
0,0086); e o grupo CCBDC em relacdo aos grupos SCBDS (p <0,0001), CSS (p =
0,0031), CSC (p = 0,0013) e SSC (p = 0,024).
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Figura 57: Efeitos da cocaina, do CBD e da combinacdo de ambos no nimero de células da microglia
ativadas no hipocampo.
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Imagens digitais de corte; ‘cronais do hipcmpo marcas pa Ibal. Bregm aproximad, -1,94ﬂm;
interneural aproximado, +1,86 mm. ANOVA de uma via e post-hoc de Bonferroni (n = 3-6). *p < 0,05,
**p < 0,01, **p < 0,001, ***p < 0,0001.

Na amigdala (Figura 58), a ANOVA de uma via também apresentou efeito
significativo (F(z, 33 = 8,80, p < 0,0001) e o post-hoc de Bonferroni verificou que o grupo
sensibilizado e reexposto a cocaina e tratado com canabidiol (CCBDC) apresentou
maior numero de células da microglia ativadas em relacéo ao controle (p = 0,018), aos
demais grupos que receberam CBD (SCBDS: p = 0,0018; SCBDC: p < 0,0001;
CCBDS: p = 0,045) e aos grupos sensibilizados com cocaina e tratados com veiculo
(CSS: p = 0,024; CSC: p = 0,006). Além disso, o grupo SCBDC apresentou menor
namero de células da microglia ativadas em relacédo aos grupos CSC (p = 0,046), CSS
(p =0,013), CCBDS (p = 0,0036) e SSC (p <0,0001). Estes dados permitem fazer trés
suposicdes: i. a sensibilizacdo a cocaina pode aumentar o nimero de células da
microglia ativadas na amigdala; ii. esse efeito é potencializado pelo CBD procedido
por reexposi¢do a cocaina; iii. 0 CBD possui um papel protetor na ativacao das células

da microglia induzida pelo efeito agudo da cocaina.
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Figura 58: Efeitos da cocaina, do CBD e da combinacdo de ambos no nimero de células da microglia

ativadas na amigdala.
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Imagens digitais de cortes coronais da amigdala marcados para Ibal. Bregma aproximado, -1,94 mm;
interneural aproximado, +1,86 mm. ANOVA de uma via e post-hoc de Bonferroni (n = 3-6). #*p < 0,05
em relacdo ao controle; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.

No cortex cingulado (Figura 59), a ANOVA também apresentou efeito

significativo (F(, 33) = 6,90, p < 0,0001). N&o houve alteracdes dos grupos em relacéo

ao controle, conforme demonstrado pelo post-hoc de Bonferroni. Porém, o grupo que

recebeu a administracdo aguda de cocaina (SSC), associou-se a um maior numero

de células da microglia expressando Ibal quando comparado aos grupos que
receberam CBD (SCBDS: p = 0,009; SCBDC: p < 0,0001; CCBDS: p = 0,0007;
CCBDC: p = 0,02) e ao grupo sensibilizado e reexposto a cocaina (CSC, p < 0,0001).
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Figura 59: Efeitos da cocaina, do CBD e da combinacdo de ambos no nimero de células da microglia
ativadas no cértex cingulado.
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Imagens digitais de cortes coronais do cértex cingulado marcados para Ibal. Bregma aproximado,
+0,86 mm; interneural aproximado, +4,66 mm. ANOVA de uma via e post-hoc de Bonferroni (n = 3-6).
**p < 0,01, **p < 0,001, ****p < 0,0001.

No cortex pré-limbico (Figura 60), a ANOVA de uma via também apresentou
efeito significativo (F, 33) = 9,19, p < 0,0001). Quando apenas CBD foi administrado
(grupo SCBDS) ou quando essa administracdo foi procedida pela administracao
aguda de cocaina (SCBDC), houve uma reducdo do namero de células da microglia
ativadas em relacdo ao controle (p = 0,014 e p = 0,03, respectivamente) e em relacao
aos grupos que receberam cocaina no desafio (grupo SSC; p < 0,0001 e p = 0,003,
respectivamente), na sensibilizacao (grupo CSS; p = 0,004 em relacdo a SCBDS), ou
em ambos os momentos (grupo CSC; p < 0,0001 e p = 0,003). Essa redugdo também
se fez presente em relacdo ao grupo sensibilizado com cocaina e tratado com CBD
(grupo CCBDS: p = 0,0002 e p = 0,006, respectivamente). Além disso, animais do
grupo CCBDC apresentaram menor numero de microglia ativada em relacao ao grupo
tratado com veiculo (CSC, p = 0,037) e ao grupo SSC (p = 0,043).
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Figura 60: Efeitos da cocaina, do CBD e da combinacdo de ambos no nimero de células da microglia
ativadas no cértex pré-limbico.
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Imagens digitais de cortes coronais do cértex pré-limbico marcados para Ibal. Bregma aproximado, -
1,94 mm; interneural aproximado, +1,86 mm. ANOVA de uma via e post-hoc de Bonferroni (n = 3-6). #p
< 0,05, #p < 0,01 em relagdo ao controle; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.

No nucleo accumbens (Figura 61), o efeito da ANOVA de uma via foi
significativo (F, 33 = 10,18, p < 0,0001) e o post-hoc de Bonferroni verificou uma
reducdo do numero de células da microglia ativadas no grupo que recebeu apenas
CBD (SCBDS, p = 0,0005) e no grupo que recebeu CBD previamente a cocaina
(SCBDC, p = 0,0081), quando comparado ao controle. Além disso, observou-se que
a administracdo aguda de cocaina gerou um aumento na ativacdo dessa populacéo
celular superior a todos os grupos com intervencao farmacologica (CSS e CSC: p =
0,0006; CCBDS: p = 0,0004; SCBDS e SCBDC: p < 0,0001; CCBDC: p = 0,0042).
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Figura 61: Efeitos da cocaina, do CBD e da combinacdo de ambos no nimero de células da microglia
ativadas no nicleo accumbens.
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Imagens digitais de cortes coronais do ndcleo accumbens marcados para Ibal. Bregma aproximado,
+0,86 mm; interneural aproximado, +4,66 mm. ANOVA de uma via e post-hoc de Bonferroni (n = 3-6).
#p < 0,05, ##p < 0,001 em relacdo ao controle; **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.

Na substéancia cinzenta periaquedutal (Figura 62), a ANOVA de uma via indicou
um efeito significativo (F, 33y = 3,68, p = 0,0048) e, apesar de ndo haver diferencas
em relacdo ao grupo controle, o post-hoc de Bonferroni detectou algumas diferencas
entre 0os grupos tratados. Observou-se que 0 grupo tratado apenas com CBD
(SCBDC) apresentou menor numero de células da microglia ativadas do que os
animais que foram sensibilizados com cocaina e entdo tratados com CBD (grupo
CCBDS, p = 0,002) ou veiculo (CSS, p = 0,035). Além disso, 0s animais que
receberam apenas uma injecdo aguda de cocaina (SSC), expressaram menos células
da microglia ativadas do que os animais do grupo CCBDS (p = 0,028).
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Figura 62: Efeitos da cocaina, do CBD e da combinacdo de ambos no nimero de células da microglia
ativadas na substancia cinzenta periaquedutal.
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Imagens digitais de cortes coronais da substancia cinzenta periaquedutal marcados para lbal. Bregma
aproximado, -3,52 mm; interneural aproximado, +0,28 mm. ANOVA de uma via e post-hoc de Bonferroni
(n =3-6). "p < 0,05, "p <0,01.

Em relacdo ao ndcleo-caudado putamen, ndo houve alteracdes significativas
no namero de células da microglia ativadas na porcao dorsomedial (F7,32) = 1,327, p

= 0,27, Figura 63) nem na porc¢ao dorsolateral F (7, 33) = 2,152, p = 0,065, Figura 64).
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Figura 65: Efeitos da cocaina, do CBD e da combinacdo de ambos no nimero de células da microglia
ativadas no caudado-putamen dorsomedial.
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Imagens digitais de cortes coronais do caudado-putamen dorsomedial marcados para Ibal. Bregma
aproximado, +0,86 mm; interneural aproximado, +4,66 mm. ANOVA de uma via e post-hoc de
Bonferroni (n = 3-6).

Figura 64: Efeitos da cocaina, do CBD e da combinacao de ambos no nimero de células da microglia
ativadas no caudo-putamen dorsolateral.
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Imagens digitais de cortes coronais do caudado-putdmen ventro-lateral marcados para Ibal. Bregma
aproximado, +0,86 mm; interneural aproximado, +4,66 mm. ANOVA de uma via e post-hoc de
Bonferroni (n = 3-6).

7.2.2.5 GFAP

A andlise de GFAP foi realizada apenas nas regiées de amigdala, hipocampo
e substancia cinzenta periaquedutal, pois foram as Unicas com células GFAP positivas
dentre as regifes de interesse. Nas trés regides, a ANOVA de uma via apresentou
efeito significativo, a saber: amigdala: F, 35)= 20,23, p < 0,0001; substancia cinzenta
periaquedutal: F(7, 35y = 5,65, p = 0,0002; hipocampo: F, 35 = 7,00, p < 0,0001).

Na amigdala (Figura 65), o post-hoc de Bonferroni identificou que todos os
grupos experimentais tratados apresentaram aumento do nimero de astrocitos GFAP
positivos em relagdo ao grupo controle (grupos SSC, CSS, CSC, SCBDC e CCBDS:
p < 0,0001; grupo SCBDS: p = 0,0003; grupo CCBDC: p = 0,005). Contudo, a
administragdo de CBD gerou ndo s6 um aumento de GFAP menos intenso do que a
cocaina, como também reduziu a expressdo de GFAP induzida por ela, visto que a
exposicdo aguda a cocaina (grupo SSC) e a reexposicdo a droga apos sensibilizacdo
(grupo CSC) geraram mais astrocitos GFAP positivos em relacdo aos quatro grupos
que receberam CBD (grupo SCBDS: p = 0,0017 em relacdo a SSC e p = 0,026 em
relacdo a CSC; grupo SCBDC: p = 0,0002 em relacdo a SSC e p = 0,0062 em relagao
a CSC; grupo CCBDS: p = 0,0016 em relacdo a SSC; grupo CCBDC: p < 0,0001 em
relacdo a SSC e p = 0,0013 em relacdo a CSC). Além disso, o grupo cocaina aguda
(SSC) associou-se a um maior numero de astrécitos GFAP positivos em relacao ao

grupo apenas sensibilizado com cocaina (CSS, p = 0,049).
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Figura 65: Efeitos da cocaina, do CBD e da combinacdo de ambos no nimero de astrécitos GFAP
positivos na amigdala.
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Imagens digitais de cortes coronais da amigdala marcados para GFAP. Bregma aproximado, -1,94 mm;

interneural aproximado, +1,86 mm. ANOVA de uma via e post-hoc de Bonferroni (n = 4-6). #p < 0,01,
###p < 0,001, ##p < 0,0001 em relagdo ao controle; **p < 0,01, ****p < 0,0001.

No hipocampo (Figura 66) o post-hoc de Bonferroni mostrou que a exposi¢cao
aguda a cocaina (grupo SSC) e a reexposicdo a droga apos sensibilizacdo (grupo
CSC) promoveram aumento do numero de GFAP positivos (respectivamente, p =
0,049 e p = 0,044). Contudo, quando houve o tratamento com CBD (grupos SCBDC
e CCBDC), esse aumento nédo foi mais observado. De fato, a presenca do CBD frente
a administracéo de cocaina preveniu o0 aumento das células GFAP positivas, uma vez
que os grupos SSC, CSS e CSC apresentaram maior numero dessas células em
relacdo aos grupos que tiveram a intervengdo farmacoldgica apenas com CBD (grupo
SCBDS: p = 0,013 em relacdo a SSC; p = 0,048 em relagédo a CSS, p = 0,014 em
relacdo a CSC) ou com CBD pré e/ou pos cocaina (grupo SCBDC: p < 0,0001 em
relacdo a SSC, p = 0,0006 em relacédo a CSS, p = 0,0001 em relacdo a CSC; grupo
CCBDS: p =0,034 em relacédo a SSC, p = 0,038 em relacédo a CSC; grupo CCBDC: p
=0,017 emrelacdo a SSC, p = 0,042 emrelagéo a CSS, p = 0,018 em relagdo a CSC).
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Figura 66: Efeitos da cocaina, do CBD e da combinacdo de ambos no nimero de astrécitos GFAP
positivos no hipocampo.
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Imagens digitais de cortes coronais do hipocampo marcados para CB1. Bregma aproximado, -1,94 mm;

interneural aproximado, +1,86 mm. ANOVA de uma via e post-hoc de Bonferroni (n = 4-6). #p < 0,05,
em relacdo ao controle; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.

Por fim, na substancia cinzenta periaquedutal (Figura 67), o post-hoc de
Bonferroni indicou que, com excec¢ao do grupo sensibilizado com cocaina (CSS) e do
grupo que recebeu apenas CBD (SCBDS), os demais grupos apresentaram aumento
da populacédo de astrocitos GFAP positivos (SSC: p = 0,0009; CSC: p = 0,0004;
SCBDC: p = 0,0032; CCBDS: p =0,02; CCBDC: p = 0,0036).
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Figura 67: Efeitos da cocaina, do CBD e da combinacdo de ambos no nimero de astrécitos GFAP
positivos na substancia cinzenta periaquedutal.
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Imagens digitais de cortes coronais da substancia cinzenta periaquedutal marcados para GFAP.
Bregma aproximado, -3,52 mm; interneural aproximado, +0,28 mm. ANOVA de uma via e post-hoc de
Bonferroni (n = 4-6). #p < 0,05, #p < 0,01, ##p < 0,001 em relacédo ao controle.

7.3. Discusséao

No presente capitulo observou-se que o tratamento de oito dias com CBD (30
mg/kg) foi eficaz em atenuar ou inibir a manifestacdo do efeito da cocaina em animais
previamente sensibilizados, bem como seu efeito agudo, no encéfalo total e na maior
parte dos VOIs individualmente avaliados. Aléem disso, o CBD apresentou per se um
efeito de aumento do metabolismo. Essas altera¢cdes foram acompanhadas por uma
mudanca no perfil celular encefalico, avaliado por meio da quantificacdo de neurénios,
microglia ativada e astrécitos GFAP positivos, bem como na expresséao do receptor
CB1 e da enzima FAAH. Ainda, CBD e cocaina promoveram diferentes alteragcfes
regido-especificas nestes marcadores avaliados, e interagiram de forma a gerar

efeitos diversos.
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Em relacdo a adiccéo, estudos em humanos mostram alteracdo de atividade
relacionada ao metabolismo de glicose em regides meso-estriato-corticais, limbicas e
fronto-corticais, que refletem o desbalanco entre as redes neuronais que medeiam os
processos neurobioldgicos da doenca (FOWLER et al., 2003; GOLDSTEIN;
VOLKOW, 2002; VOLKOW; BALER, 2014). Essas alteracbes sao dinamicas, variando
conforme a situacdo em que o individuo se encontra: vigéncia da droga, abstinéncia
aguda ou abstinéncia prolongada. Em modelo animal, estudos indicam que a
administracdo aguda ou prolongada de cocaina em um modelo de sensibilizacdo
psicomotora, bem como a autoadministracdo da droga, aumenta a atividade
metabdlica, medida por PET com [®¥F]JFDG (CANNELLA et al., 2017b;
PORCHE’KIRKLAND et al., 2010; SPELTA et al., 2022). Foi observado em humanos
gue a administracao aguda de cocaina aumenta o metabolismo de glicose nas regides
corticais pré-frontais envolvidas com mecanismos de atencdo e expectativa de
recompensas, bem como em regides limbicas, como estriado, globo pélido,
substancia negra, e nucleo subtalamico (LONDON et al., 1986). Os processos de
propagacdo do potencial de acdo, manutencdo/alteracdo dos potenciais de
membrana, reciclagem de vesiculas e liberacdo de neurotransmissores relacionados
a sinalizacdo neuronal demandam grande quantidade de energia na forma de ATP,
proveniente da oxidacédo da glicose (SHULMAN et al., 2004). Sendo a cocaina uma
droga psicoestimulante, esses processos tendem a aumentar em relacdo ao nivel
basal, gerando o aumento de atividade.

Sabe-se que a atividade encefalica em individuos adictos na abstinéncia aguda
de cocaina € superior a basal de individuos sem historico de uso de substancias e de
adictos em abstinéncia prolongada (VOLKOW et al., 1991). Observa-se aumento de
atividade em regides corticais associadas a fissura, como o cortex orbitofrontal e em
regides dos nucleos da base, associadas aos mecanismos de recompensa, Como 0
estriado ventral (GATLEY et al., 2005; HENRY et al., 2010; VOLKOW et al., 1991).
Além disso, j4 esta bem estabelecido que quanto maior a gravidade da adicgdo, menor
a atividade cortical em abstinéncia prolongada (MORENO-LOPEZ et al., 2012). Isso
foi corroborado inclusive em modelo pré-clinico, de forma que animais considerados
resilientes a adiccdo, apresentaram captacdo cortical de [*¥F]JFDG superior da
observada nos animais com fenoétipo de adicgéo, refletindo em fungéo inibitoria cortical
preservada e explicando o porqué da tal resiliéncia (CANNELLA et al., 2017).
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De fato, a reducéo de atividade do cortex pré-frontal em adictos, € uma das
marcas da doenca, pois culmina na falha no controle inibitério e consequente
manifestacdo do comportamento compulsivo (GOLDSTEIN; VOLKOW, 2011,
VOLKOW et al., 2011). Individuos nesta condicdo também expressam reducédo de
atividade na insula, importante regido para a interocepcdo, e no estriado, onde
também h& menor expresséo de receptores dopaminérgicos (NICOLAS et al., 2017;
VOLKOW et al., 1992). A reducao dos receptores D2/D3 é um achado de neuroimagem
comum em humanos com adic¢do a cocaina e persistente mesmo apés meses de
abstinéncia (CAPRIOLI et al., 2013). Em funcao dessas alteracdes, ha diminuicdo da
captacédo encefalica de ['C]cocaina, principalmente nas regides de cerebelo, tAlamo,
cortex e ganglios da base (VOLKOW et al.,, 1996). Contudo, regides encefélicas
envolvidas com formacédo de habitos, fissura, reatividade ao estresse e recaidas,
como estriado dorsal, amigdala e hipotalamo apresentam aumento de atividade (LEE
et al., 2013), o que reflete os sinais de ansiedade e estresse, reforcadores negativos
para as recaidas. Em nosso estudo, observou-se que o CBD atenuou o efeito
psicoestimulante da cocaina no metabolismo nessas regides, inferindo-se que essa
substancia poderia auxiliar no periodo de abstinéncia, reduzindo os fatores
reforcadores negativos que resultam no comportamento de busca pela droga, de
forma a reduzir o potencial de recaida ao uso da droga.

As alteracdes de atividade correlacionadas as mudancas no metabolismo de
glicose consequentes da adiccdo refletem em prejuizo cognitivo evidenciado no
periodo de abstinéncia, um fendmeno associado ao fracasso durante os programas
de tratamento para os transtornos por uso de substancias. Estudos com primatas néo
humanos e roedores com histérico de autoadministracdo de cocaina mostraram que
0sS animais apresentaram déficits cognitivos em testes de meméria, aprendizado e
funcdo executiva, correlacionados as alteracdes na atividade nas regides encefalicas
relacionadas ao desempenho nos testes (GOULD; GAGE; NADER, 2012).

Neste sentido, considerando o aumento do metabolismo de glicose induzido
pelo CBD neste estudo em regides reconhecidamente afetadas pela abstinéncia de
cocaina, e pelo seu perfil pré-neurogénico, sua utilizacdo poderia ser uma estratégia
para auxiliar individuos que estdo passando pela desintoxicacao, inclusive trazendo
beneficios a fungdo cognitiva. Dois recentes estudos clinicos randomizados
(MENESES-GAYA et al., 2020; MONGEAU-PERUSSE et al., 2021) n&o observaram

uma eficacia do CBD perante os desfechos referentes a cocaina, como fissura e
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recaidas. Este dado contrasta com os dados pré-clinicos (discutidos no capitulo 5),
estudos clinicos e relato de caso envolvendo diferentes drogas, como heroina (HURD
et al.,, 2019), cannabis (CRIPPA et al., 2013; FREEMAN et al., 2020) e tabaco
(MORGAN et al.,, 2013), os quais mostraram efeitos promissores do CBD no
prolongamento da abstinéncia, por meio da reducao da fissura e da ansiedade; ou na
quantidade de substancia administrada pelo usuario. Portanto, no que diz respeito a
cocaina, o CBD poderia ser uma estratégia terapéutica adjuvante, porém é provavel
gue néo seria suficiente como agente terapéutico unico.

O CBD surgiu como uma das principais ferramentas terapéuticas da atualidade
frente aos transtornos por uso de substancias. Apesar dos dados pré-clinicos
demonstrarem que o CBD reduz as manifestacdes comportamentais e moleculares
da plasticidade mal adaptativa induzida por diferentes classes de drogas de abuso, ha
pouco conhecimento acerca dos mecanismos neuronais que sao elicitados pelo CBD
em animais que receberam drogas de abuso. Acredita-se que o CBD poderia aliviar
os efeitos da cocaina tanto por sua acdo no sistema endocanabinoide, quanto pela
interacdo0 com outros sistemas neurotransmissores, como serotoninérgico e
glutamatérgico. Assim, o CBD exerceria sua acdo por meio da normalizacdo das
alteracdes que a cocaina induz na sinalizacdo dopaminérgica e pela modulacéo de
distintas vias de transducdo de sinais, além de reduzir a neuroinflamacédo e a
toxicidade causadas pela cocaina (DALDEGAN-BUENO et al., 2021).

Existem evidéncias de que a manipulacédo do sistema endocanabinoide altera
aspectos comportamentais e sinapticos em animais tratados com cocaina. O uso de
agonista CB2 e antagonista CB1, reduziu a atividade neuronal no hipocampo (LOPES
et al., 2020) e na porgédo de concha do NAc (GOBIRA et al., 2019), via reducédo da
expressdo de c-Fos. Esta menor ativagdo poderia contribuir para uma resposta
metabdlica inferior nas respectivas regides, conforme observado nos animais dos
grupos CCBDC e SCBDC, culminando em um prejuizo dos processos mnemaonico
associados as drogas.

As alteracbes na densidade do receptor CB1 obtidas neste estudo variaram
conforme a regido avaliada e o grupo experimental. No hipocampo, houve um
aumento da marcacéo para CB1 nas porcdes CALl e CA3 nos grupos que receberam
apenas cocaina (SSC, CSS, CSC), apenas CBD (SCBDS) ou ambos (SCBDC,
CCBDS, CCBDC). Contudo, enquanto na regido CA3 o aumento foi semelhante entre

todos os grupos tratados, em CA1l, todos os quatro grupos que receberam CBD no
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tratamento, apresentaram mais CB1 em relacdo aos animais sensibilizados com
cocaina e tratados com veiculo (grupos CSS e CSC). No giro denteado, por sua vez,
detectou-se mais CB1 nos grupos sensibilizados com cocaina, sendo o tratamento
com CBD apoés a sensibilizacdo determinante para potencializar esse fenémeno.
Esses vao ao encontro do achado de Lujan e colaboradores (2020), que detectaram
aumento da expressao do gene codificador de CB1 no hipocampo. Esse fenémeno é
interessante, uma vez que CB1 regula positivamente a neurogénese adulta nesta
regido e ativa a via de transducdo de sinais MAPK-CREB, a qual contribui para
proliferacdo celular e atividade do BNDF (MALLIPEDDI et al.,, 2017; ORTEGA-
MARTINEZ, 2015; PRENDERVILLE; KELLY; DOWNER, 2015; ZHANG et al., 2016).

Além disso, no hipocampo, as alteragcdes em CB1 foram acompanhadas por
alteracdes em FAAH. Na regidao CAl, o CBD promoveu aumento da densidade da
marcacao, exceto quando houve sensibilizacdo e reexposicdo a cocaina. Em CA3,
por sua vez, o CBD também aumentou a densidade de marcacado (grupos SCBDS e
SCBDC) quando nao houve prévia sensibilizacdo a cocaina; e a sensibilizacdo com
reexposicdo a droga (grupo CSC) associou-se a reducdo de FAAH. Estes dados
devem ser interpretados com cautela, uma vez que néo foi realizada avaliacdo da
atividade enzimatica. Sabe-se que o CBD inibe a atividade de FAAH (DE
PETROCELLIS et al., 2011), aumentando a atividade da AEA e, consequentemente,
a ativacdo de CB1l. Como observamos um aumento da densidade de CB1l no
hipocampo, é provavel que o aumento de FAAH seja uma resposta adaptativa para
reduzir a atividade endocanabinoide, regulando o sistema neurotransmissor
(MANNEKOTE THIPPAIAH; IYENGAR; VINOD, 2021). A reducédo da marcacao de
FAAH observada no grupo CSC é interessante porque ja foi observado que a
sensibilizacdo comportamental e neuroquimica a cocaina € facilitada pelo bloqueio
farmacoldgico de FAAH (MEREU et al., 2015), sugerindo que o CBD administrado em
nosso experimento induziu alteragdes neuroquimicas que aumentaram a expressao
da enzima e foram de encontro ao efeito da cocaina.

Na amigdala basolateral, por sua vez, todos 0s grupos também aumentaram a
densidade da marcacéao para CB1 em relacdo ao controle, porém esse aumento foi
superior nos animais que receberam apenas CBD ou entdo CBD procedido pela
administracdo aguda de cocaina. Assim, quando houve sensibilizacdo a cocaina
previamente ao tratamento com CBD, o aumento de CB1 induzido pelo canabinoide

foi menos intenso. A amigdala basolateral conecta-se com a via mesolimbica
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dopaminérgica e apresenta papel fundamental para o comportamento de busca por
recompensas, emocao e memarias associadas a recompensa. Neste sentido, essa
regido é fundamental para o restabelecimento do comportamento de busca a cocaina,
desencadeado por associacdes ao contexto, bem como para a reconsolidacdo da
mem©éria contextual que regula o fendmeno de preferéncia condicionada por lugar,
sendo a interacdo entre amigdala basolateral e hipocampo dorsal necesséria para
promover tal fenbmeno (HIGGINBOTHAM et al., 2021a; WASSUM et al., 2012;
WELLS et al., 2011). Estudos conduzidos por Higginbotahm e colaboradores (2021a,;
2021b) observaram que o bloqueio farmacoldgico de CB1 na amigdala basolateral
durante a reconsolidagdo da memoria contextual & cocaina reduziu o comportamento
de busca pela droga.

No globo palido apenas os animais que receberam cocaina em alguma etapa
do protocolo apresentaram maior densidade de CB1, sendo a presenca do CBD
irrelevante nesse efeito. Por fim, na substancia negra reticular, a administracao
apenas de CBD ou a combinacéao entre sensibilizacdo a cocaina, tratamento com CBD
e reexposicdo a cocaina (grupo CCBDC) reduziu a densidade de CB1. Este dado
contrasta com os dados de dois estudos presentes na literatura, 0s quais
quantificaram CB1 apés 10 dias de abstinéncia a autoadministracéo de cocaina e em
animais reexpostos a droga apdés esse periodo. No primeiro caso, obtiveram-se
resultados opostos aos deste estudo, sendo uma reducédo da densidade do receptor
no globo palido e um aumento na substancia negra reticular (BYSTROWSKA et al.,
2018), enquanto o segundo n&o detectou alteracdes (BYSTROWSKA et al., 2019). E
provavel que os diferentes padroes de administracdo da droga sejam a causa das
discrepancias. As regides de globo palido e substancia negra reticular sdo importantes
para a neurobiologia da adiccdo pois compdem o circuito estriatal-palidal-
talamocortical, a qual estda envolvida no desenvolvimento do comportamento
compulsivo (BELIN et al., 2013; SIVILS; WANG; CHU, 2021), sendo a modulacdo
endocanabinoide importante para a regulacdo dos circuitos subtalamicos (MORERA-
HERRERAS et al., 2010). Neste sentido, o efeito final das alteracbes de CB1 nestas
estruturas dependera do balanco final entre os circuitos, podendo culminar em maior
ou menor estimulacao talamo-cortical o que, consequentemente, afeta a ativacdo do
cortex pré-frontal (VOLKOW; MORALES, 2015).

Um outro fator associado ao aumento da atividade encefélica induzida pelo

CBD pode ser o aumento da populacao neuronal, detectado pela imunomarcacao com
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NeuN. As células tronco neurais no encéfalo mamifero adulto sdo capazes de iniciar
proliferacéo celular e induzir diferenciagao neuronal ao longo da vida e isso é essencial
para funcdes encefalicas elevadas, como processos cognitivos, humor, metabolismo
e regulacdo do estresse (TAN et al., 2021). Apesar das regibes classicamente
relacionadas a neurogénese serem as zonas subglandular do giro denteado e
subventricular, sdo reconhecidas atualmente outras regides pré-neurogénicas, como
estriado, coértex, amigdala, substancia negra e hipotalamo, nas quais 0s novos
neurénios provém de células progenitoras que migaram da regido subventricular ou
de pools celulares locais (ERNST et al., 2014; EVANS et al., 2002; GARCIA-
GONZALEZ et al., 2021; INTA et al., 2008; JHAVER!I et al., 2018; JURKOWSKI et al.,
2020; ZHAO et al., 2003).

O marcador NeuN emerge durante a embriogénese inicial de neuroblastos pos-
mit6ticos e permanece em neur6nios em diferenciagdo e terminalmente diferenciados
ao longo de toda a ontogenia subsequente (GUSEL’NIKOVA; KORZHEVSKIY, 2015).
NeuN ndo é encontrado nas células progenitoras neurais imaturas, sendo sua
expressao iniciada um dia apos o final da fase de proliferacéo, quando as células saem
do ciclo celular (KEMPERMANN, 2012; WOLF et al., 1996). Neste sentido, para
afirmar se os aumentos da expressao de NeuN relacionados a este trabalho de fato
associaram-se aos de neurogénese e proliferacdo celular, teria sido interessante a
avaliacdo de marcadores presentes em células imaturas, como da proteina DCX, uma
proteina associada aos microtubulos expressa em neurdbnios em migracao
(AYANLAJA et al., 2017). Contudo, considerando o aumento neuronal concomitante
ao aumento da densidade de CB1, é bastante provavel que tal fenbmeno tenha
ocorrido.

O potencial neurogénico do CBD é bem reconhecido na literatura. Foi
demonstrado in vitro que ele aumenta a neurogénese hippocampal adulta com
envolvimento dos receptores endocanabinoides, mas néo do receptor serotoninérgico
5HT1a (CAMPOS et al., 2013). Também observou-se que animais que receberam
cocaina e foram tratados com CBD, apresentaram aumento da densidade do receptor
CB1 no hipocampo, associada a diferenciacdo neuronal com o envolvimento da via
de ativacdo de CREB/MAPK, e aumento da concentracdo de BDNF, sugerindo uma
conexao entre a ativagédo de CB1 e o desenvolvimento da neurogénese hipocampal
(LUJAN et al., 2018). Ainda, foi mostrado que o tratamento com CBD também

melhorou a proliferacdo celular e a neurogénese de animais em abstinéncia de
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metanfetamina (RAZAVI et al., 2021). De fato, a importancia dos mecanismos pro-
neurogénicos associados ao CBD, em animais no contexto de administragdo de
drogas foi confirmada por Lujan e colaboradores (2020), uma vez que a reducéo
farmacoldgica da neurogénese reduziu o papel protetor do canabinoide na
autoadministracdo de cocaina.

Acredita-se que no giro denteado os neurdnios jovens promovem o crescimento
de arvores dendriticas, as quais recebem aferéncias do cortex entorrinal e modulam
projecfes axonais para a camada CA3, que projetam para as camadas CAl e de
subiculo, alcancando o NAc e o cértex pré-frontal (KEMPERMANN, 2012). Assim,
esses novos neurdnios podem determinar mudancas na funcdo da rede cortico-
estriatal que sustenta 0 comportamento impulsivo e € crucial para o controle inibitorio
adaptativo, o qual é prejudicado em individuos adictos (EVERITT; ROBBINS, 2016).
Logo, sugere-se que agentes pro-neurogénicos melhoram a funcéo hipocampal e o
controle da excitabilidade dopaminérgica da via mesolimbica, o0 que
consequentemente afeta a coordenacdo da atividade fronto-estriatal. Ao encontro
disso, um estudo clinico conduzido em individuos saudaveis observou, por
ressonancia magnética funcional, que o CBD aumenta a conectividade do circuito
fronto-estriatal (GRIMM et al., 2018).

Os efeitos pré-neurogénicos do CBD focam-se primordialmente no estagio pés-
mitético da neurogénese, por facilitar a maturacdo neuronal e a sobrevivéncia das
células regulando positivamente diferentes componentes moleculares das vias de
transducédo de sinais associadas a facilitagdo da neurogénese adulta, impulsionada
pelo sistema endocanabinoide (CAMPOS et al., 2013). De fato, tratamentos
subcrénicos com CBD associam-se a regulacdo positiva de moléculas importantes
para a sintese proteica e sobrevivéncia celular no hipocampo, como BDNF,
calbindina, proteina 2 associada aos microtubulos (MAP-2), sinapsina 1 e a ativacao
de receptores PPARYy. (LUJAN; VALVERDE, 2020).

J& € um consenso na literatura que a administragéo tanto aguda quanto cronica
de cocaina afeta potencialmente a neurogénese hipocampal adulta, modulando os
mecanismos neurobioldgicos relacionados ao aprendizado (CASTILLA-ORTEGA et
al., 2016). As aferéncias do nicho neurogénico localizado no giro denteado estédo
diretamente relacionadas aos processos de proliferacao, sobrevivéncia e maturagéo
desses novos neurénios. Entretanto, a cocaina altera os reguladores centrais deste

fendbmeno, desregulando sistemas neurotransmissores e neuromoduladores,
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reduzindo fatores neurotroficos e aumentando fatores inflamatérios que podem ser
sintetizados localmente e liberados no giro denteado, bem como as concentracdes
circulantes dos reguladores periféricos (neurotrofinas, glicocorticoides, fatores
inflamatorios, endocanabinoides) que chegam a regido através da corrente sanguinea
(CHAMBERS, 2013; GUHA; HARRAZ; SNYDER, 2016; MCCARTHY et al., 2014).
Essa desregulagdo esta, inclusive, associada a vulnerabilidade para recaidas ao uso
da droga durante a abstinéncia (DESCHAUX et al., 2014; NOONAN et al., 2010).

Neste sentido, os papéis pro-neurogénico e neuroprotetor do CBD séao
promissores, pois podem reverter ou conter estas alteracdes induzidas pela cocaina.
Em nosso estudo, observamos que a administracdo de CBD aumentou o niumero de
células marcadas com NeuN no hipocampo (regides CA1l, CA3 e giro denteado).
Contudo, apenas em CA3 esse aumento ocorreu independentemente de os animais
terem recebido cocaina na sensibilizacdo e/ou no desafio, sugerindo que o CBD
conteve o efeito deletério da cocaina. Nas regides CAl e no giro denteado, esse
aumento nao foi evidenciado quando o tratamento com CBD foi precedido e procedido
pela administracdo da cocaina (grupo CCBDC). Ainda, no giro denteado houve uma
diminuicdo do numero de células nos animais que foram sensibilizados e desafiados
com cocaina e tratados com veiculo (CSC), ou seja, pode-se sugerir que o CBD
apresentou um papel neuroprotetor nessa regiao.

O CBD per se também aumentou o nuimero de neurbnios na amigdala.
Entretanto, na presenca da cocaina, seja a administracdo na sensibilizacdo, no
desafio ou em ambas as situagdes, eliminou o efeito de aumento induzido pelo CBD.
No contexto da adiccdo, a amigdala relaciona-se a regulacdo do humor e da
reatividade ao estresse, sendo que o aumento da funcdo do estresse nos circuitos
motivacionais do estriado ventral e na amigdala estendida é um poderoso indutor de
reforco negativo que contribui para o comportamento compulsivo de busca pela droga
(KOOB; VOLKOW, 2016; CARDINAL et al., 2002). Isso associa-se a reducao na
func@o do componente dopaminérgico do sistema de recompensa e recrutamento de
neurotransmissores de estresse encefalico, como fator liberador de corticotropina e
dinorfina no neurocircuito da amigdala estendida, juntamente a desregulacdo das
principais projecdes aferentes do cortex pré-frontal para a amigdala estendida, com
significativo envolvimento dos endocanabinoides e do glutamato
(VANDERSCHUREN; EVERITT, 2005).
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Outro aspecto celular avaliado foi a expressao de astrocitos GFAP positivos.
Alteracdes quantitativas na expressdo dessa proteina ja foram observadas apos
administracao de diferentes drogas de abuso, incluindo a cocaina. Apdés administracao
tanto aguda quanto cronica de droga, ha significativo aumento da expressédo de GFAP
em diferentes regifes encefélicas, como coértex cerebral (YANG et al., 2016), estriado
(BLANCO-CALVO et al., 2014), hipocampo (MAI et al., 2019), e giro denteado
(FATTORE et al., 2002), associado inclusive a mudanca na morfologia celular
(FATTORE et al., 2002).

Dados quantitativos semelhantes foram obtidos por nosso estudo, quando
animais foram expostos a cocaina agudamente ou apoés sensibilizacéo e desafio com
a droga, considerando o hipocampo como um todo, a substancia cinzenta
periaguedutal e a amigdala. O grupo que foi apenas sensibilizado com cocaina (CSS)
nao apresentou alteracdo em relacdo ao controle no hipocampo e na substancia
cinzenta periaquedutal, o que pode refletir os 10 dias de intervalo entre a ultima
administracdo da cocaina e a eutanasia dos animais. De fato, Fattore e colaboradores
(2002) também nao viram alteracbes na expressdao de GFAP ap6s um periodo
prolongado de abstinéncia (14 dias). Ja na substancia cinzenta periaquedutal, o grupo
CSS permaneceu diferente do controle, indicando que nessa regido mais tempo seria
necessario para estabilizar a quantidade de GFAP.

Acredita-se que mecanismos intracelulares associados ao estresse de reticulo
endoplasmatico com subsequente ativacao das vias autofagicas, sejam o gatilho para
0 aumento da expressdao de GFAP induzido pela cocaina, estando este aumento
inclusive acompanhado pela liberacdo de mediadores pro-inflamatérios
(PERIYASAMY; GUO; BUCH, 2016). A cocaina é, de fato, reconhecidamente
neurotéxica e indutora de autofagia (GUHA; HARRAZ; SNYDER, 2016; MAI et al.,
2019). O mecanismo subjacente a esses efeitos envolve a regulacdo positiva da
expressdo de GFAP mediada pela cocaina e envolve a ativacédo da sinalizacdo de
MAPKSs com subsequente ativacdo do gene de resposta de crescimento precoce (Egr-
1) e regulacéo transcricional de GFAP (YANG et al., 2016).

O tratamento feito com CBD em nosso estudo bloqueou o aumento de GFAP
induzido pela cocaina no hipocampo e reduziu esse aumento na amigdala. Sabe-se
que dentre as fun¢gbes desempenhadas pelos astrocitos para manutencao da fungéo
encefalica est4 a neuroprotecdo, a qual também consiste em uma relevante acéo do

CBD. Portanto, sugere-se que o CBD protegeu o encéfalo dos efeitos toxicos da
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cocaina nessas regides, ndo sendo necessério o recrutamento celular. Na substancia
cinzenta periaquedutal, por outro lado, o CBD foi ineficaz em inibir o aumento de GFAP
induzido pela cocaina, ja que o aumento gerado pela droga permaneceu
independentemente de os animais terem recebido veiculo ou CBD na etapa de
abstinéncia e tratamento.

Estudos pré-clinicos sugerem que o CBD nao induz astrogliose nem alteracao
na morfologia celular (LANDUCCI et al., 2022) e, ainda, reduz a superexpresséao de
GFAP em astrdcitos, tanto in vitro (ESPOSITO et al., 2011) quanto in vivo (GOMES et
al., 2015; PEREZ et al., 2013), corroborando nossos achados. Além disso, o CBD
também reduz a liberacéo de IL-6, uma relevante citocina para a neuroinflamacéo, por
astrocitos e células da microglia, consequente da administracao prévia de LPS (WU
et al., 2021). Neste sentido, destaca-se o potencial neuroprotetor deste composto,
consequente de suas propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes (CAMPOS et al.,
2017; CASSANO et al., 2020; MILANO; CAPASSO, 2018). Tais propriedades advém
nao apenas de mecanismos neuronais, mas também da modulacao da atividade das
células da microglia (ativacao, migracéo, proliferacéo e liberacédo de citocinas) e deriva
da interacdo do canabinoide com seus distintos alvos moleculares (CUTANDO;
MALDONADO; OZAITA, 2017). Dessa forma, a melhora no perfil neuroinflamatério
induzida pelo CBD correlaciona-se diretamente com a melhora cognitiva (CHENG et
al., 2014; WATT et al., 2020). Neste sentido, é bastante provavel que esta modulacao
do CBD tenha sido um dos fatores que favoreceu a reducao do metabolismo de glicose
nos animais dos grupos SCBDC e CCBDC.

Em nosso estudo, a quantificacédo das células da microglia que expressam Ibal
sugere que o CBD apresentou um efeito geral de reducdo da ativacao microglial,
guando este foi a Unica substancia administrada ao longo do protocolo (grupo SCBDS)
ou quando foi procedido pela administragcdo aguda da cocaina (grupo SCBDC),
sugerindo um efeito neuroprotetor por parte do CBD. Contudo, como néo foi realizada
avaliacdo da morfologia celular, ndo é possivel fazer suposi¢fes mais aprofundadas
sobre o grau de ativacéo celular.

Nas regides de cortex pré-limbico e NAc, o tratamento com CBD (grupos
SCBDS e SCBDC) promoveu reducéo do numero de células da microglia expressando
Ibal em relacé@o ao controle, porém quando houve sensibilizagcéo prévia com cocaina,

este efeito néo foi verificado. Ainda, na substancia cinzenta periaquedutal, quando
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apenas CBD foi administrado, menos células da microglia ativadas foram detectadas
em relagdo a quando houve sensibilizacdo com cocaina.

Sabe-se que o tratamento com cocaina pode aumentar a marcacao de lbal
(BURKOVETSKAYA et al., 2020; COTTO et al., 2018; DA SILVA et al., 2021; MAI et
al., 2019). Tanto a vigéncia quanto a abstinéncia a cocaina afetam a expressao de
genes reguladores do funcionamento adequado das células da glia, demonstrando a
importancia destas células nas mudancas adaptativas as quais o encéfalo esta sujeito
devido a exposicao a droga (BURKOVETSKAYA et al., 2020). Por outro lado, os dados
presentes na literatura acerca de estudos in vivo corroboram o potencial do CBD em
reduzir a ativacdo das células da microglia (via redu¢do do marcador lbal), além de
reduzir a liberacdo de marcadores pro-inflamatérios e aumentar a expressao de
proteinas anti-inflamatorias pelas células de microglia (DOS-SANTOS-PEREIRA et
al., 2020; GOMES et al., 2015; HAYAKAWA et al., 2008; MARTIN-MORENO et al.,
2011; PEREZ et al., 2013; WU et al., 2021). Entretanto, a maquinaria intracelular
relacionada a acdo do CBD nas células da microglia e os mecanismos correlacionados
ao efeito anti-inflamatério permanecem em investigacao. Estudos in vitro revisados
por KIM e colaboradores (2021) indicam que o efeito anti-inflamatério do CBD
relaciona-se a via de sinalizacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB) dependente de
NADPH/ROS, reduzindo a secrecao de citocinas pré-inflamatorias pela microglia. Este
fenbmeno, bem como o aumento da expressdo de lbal induzido pelo CBD,
relacionam-se ao receptor PPARy (SONEGO et al., 2018).

Na amigdala, apenas o grupo CCBDC (sensibilizado com cocaina e reexposto
a ela apds o tratamento com CBD) apresentou aumento em relacdo ao controle. Neste
sentido, é possivel fazer trés suposi¢des: a sensibilizacdo a cocaina pode aumentar o
namero de microglia ativada na amigdala; esse efeito é potencializado pelo CBD
procedido por reexposicéo a cocaina; o CBD possui um papel protetor no aumento do
namero de células da microglia ativadas, induzido pelo efeito agudo da cocaina. No
hipocampo, a administracdo de cocaina e CBD no protocolo longitudinal associou-se
a uma maior quantidade de células do que quando apenas uma das substancias foi
administrada.

Neste sentido, pode haver algum mecanismo regulador de transcricdo génica
comum entre CBD e cocaina ou alguma interagcdo farmacodindmica, de forma que o
CBD aumente o efeito da droga na ativagcéo microglial. Um estudo conduzido por Reid

e Bornheim (2001) indicou que o pré-tratamento com CBD gerou aumento das
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concentragfes plasmética e encefalica de cocaina, bem como a acéo farmacolédgica
dela, refletida por aumento da atividade locomotora em campo aberto, sugerindo a
existéncia de uma interacdo farmacocinética entre CBD e cocaina. Interessantemente,
iISSo ndo aconteceu quando outras drogas, como morfina, metadona e ecstasy,
sugerindo uma interacao farmacocinética entre cocaina e CBD (REID; BORNHEIM,
2001). Os dados acerca de interacdes farmacocinéticas e, principalmente,
farmacodinamicas entre farmacos ou drogas de abuso e os canabinoides ainda séo
escassos, principalmente em relacdo ao CBD (LUCAS; GALETTIS; SCHNEIDER,
2018). Isso é muito relevante quando considerado o aumento do interesse medicinal
destes compostos, sendo uma questdo que requer aprofundamento cientifico via
avaliacdes pré-clinicas para ser considerada também nas avaliacdes clinicas e tornar

as prescricdes mais seguras aos pacientes.

7.4. Concluséao

Os dados obtidos evidenciam que a cocaina (20 mg/kg) promove um aumento
da atividade encefélica, seja ap6s administracdo aguda ou apds um protocolo de
sensibilizagdo psicomotora. Em ambos os casos, o tratamento de 8 dias com CBD (30
mg/kg) foi capaz de atenuar/inibir o0 aumento metabdlico de glicose induzido pela
cocaina no encéfalo total e na maior parte dos VOIs avaliados. Juntamente a isso, 0
CBD altera o padrao celular encefélico, quando avaliado o nimero de neurdnios, de
astrocitos GFAP positivos e células da microglia ativadas, bem como o padrdo de
expressao do receptor CB1 e da enzima endocanabinoide FAAH.
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CAPITULO 8 — CONSIDERACOES FINAIS

O conjunto de evidéncias fornecidos por este trabalho permite sugerir que o
CBD apresentou efeito pro-neurogénico e neuroprotetor perante a administracdo de
cocaina, de forma a alterar o padrédo de atividade encefélica induzida pela droga tanto
apos aplicacdo aguda quanto apds um protocolo de sensibilizacdo psicomotora.
Considerando a natureza pré-clinica deste estudo, concluimos que o CBD pode ser
uma estratégia terapéutica adjuvante interessante para intervencdo na adiccdo a
cocaina e é base para novos estudos nessa area, a fim de confirmar os mecanismos
moleculares associados a essas alteragcbes, bem como verificar a reacao

neurobiolégica a administracdo de CBD em humanos adictos a cocaina.
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1 | INTRODUCTION

| Daniele de Paula Faria?® | Tania Marcourakis!

Abstract

We verified if cocaine-induced peripheral activation might disrupt [*]F]FDG brain
uptake after a cocaine challenge and suggested an optimal protocol to measure
cocaine-induced brain metabolic alterations in mice. C57BI/6 male mice were injected
with [*®F]FDG and randomly separated into three groups. Groups 1 and 2 were kept
conscious after [lsF]FDG administration and after 5min received saline or cocaine
(20mg/kg). The animals in group 1 (n =5) were then evaluated in the open field for
30min and those from group 2 (n =6) were kept alone in a home cage for the same
period. Forty-five minutes after [*8F]FDG administration, images were acquired for
30min. Group 3 (h =6) was kept anesthetized and image acquisition started immedi-
ately after tracer injection, for 75 min. Saline (Day 1) or cocaine (Day 2) was injected
5min after starting acquisition. Another set of animals (n =5) were treated with co-
caine every other day for 10days or saline (n =6) and were scanned with the dynamic
protocol to verify its efficacy. *®FIFDG uptake increased after cocaine administration
when compared to baseline only in animals kept under anesthesia. No brain effect of
cocaine was observed in animals submitted to the open field or kept in the home cage.
The use of anesthesia is essential to visualize cocaine-induced changes in brain me-
tabolism by [*®F]FDG PET, providing an interesting preclinical approach to investigate
naive subjects and enabling a bidirectional translational science approach for better

understanding of cocaine use disorder.

KEYWORDS
18F—quorodeoxyqucose, animal models, cocaine, glucose metabolism, PET

of imaging agents labeled with positron-emitting radionuclides
(Hutchins et al., 2012; Parvaz et al., 2011). The development of

Molecular imaging with positron emission tomography (PET) is a [*8F]-fluorodeoxyglucose ([*®F]FDG) in the 70s made it possible to
minimally invasive imaging technique employed to evaluate physio- investigate in vivo alterations in glucose metabolism, an indicator
logical and biochemical processes, by considering the biodistribution of cellular activity that reflex neuronal and synaptic activity in the

brain (Basu et al., 2014; Berti et al., 2014). Since the first application
Daniele de Paula Faria and Tania Marcourakis contributed equally. of [*®F]FDG in a human in 1976, it has been the most widely used
Edited by Junie Paula Warrington. Reviewed by Kwang Choi and Nicolas Tournier. PET tracer in both clinical and research settings, being a very useful
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tool in the fields of oncology, neurology, and neuropsychiatry (Hess
et al., 2014; Schéll et al., 2014).

Drug use disorder is a chronically relapsing neuropsychiatric dis-
order characterized by loss of control of drug intake, compulsion to
seek and take the drug, and the development of a negative emotional
state marked by intense craving during withdrawal periods (Koob &
Volkow, 2016). PET studies in humans with a history of drug use
have started to bridge the gap between preclinical neuroscience and
clinical research, by: i. elucidating the mechanisms involved in the
reinforcement and toxic properties of drugs; ii. providing the basis
of drug-induced metabolic and neurochemical changes that could
lead to a substance use disorder; iii. establishing a temporal relation-
ship between behavioral and physiological drug outcomes (Fowler
& Volkow, 1998). In fact, [*®F]FDG studies have demonstrated ab-
normal brain glucose metabolism associated with cocaine use disor-
der and withdrawal (London et al., 1990; Volkow et al., 1991, 1992,
2011; Wang et al., 1999).

Although these studies elucidate many aspects of neurobio-
logical dysfunctions associated with cocaine use disorder, animal
studies play a pivotal role in deciphering the complexity of its patho-
physiology, which is difficult to assess in humans (Deroche-Gamonet
& Piazza, 2014; Nicolas et al., 2017). Ethical concerns hamper the
study of cocaine naive subjects; therefore, it is not possible to an-
alyze the biological processes related to the development and pro-
gression of drug use disorder or to investigate potential candidates
for pharmacological therapy, limiting understanding of the physio-
logical and abnormal responses to cocaine (Cannella et al., 2017). In
this scenario, PET imaging and animal models are important tools for
investigation.

Different from clinical neuroimaging acquisitions that are per-
formed in awake subjects, small animal in vivo imaging is generally
conducted under anesthesia, as restriction of movements is neces-
sary to avoid undesirable artifacts. Anesthesia is therefore one lim-
itation for translational data, as studies in anesthetized animals have
reported alterations in brain functioning and connectivity, cerebral
blood, and inhibitory GABAergic neurotransmission (Gutierrez-
Barragan et al., 2022; Miranda et al., 2021; Ogawa et al., 2011;
Prando et al., 2019). To avoid these limitations, some methodolo-
gies have been developed for evaluations in awake-animals, such as
performing scans using devices that restrict movement (Gutierrez-
Barragan et al., 2022; Mizuma et al., 2010; Suzuki et al., 2021) or
using motion tracking and motion correction during image recon-
struction (Miranda et al., 2019; Spangler-Bickell et al., 2016).

Cocaine is a psychostimulant alkaloid naturally present in plants
from the gender Erythroxylon, especially Erythroxylon coca. This
compound has indirect sympathomimetic actions, by blocking dopa-
mine, norepinephrine, and serotonin transporters, and consequently
enhancing the activity of these neurotransmitters in the central ner-
vous system (Di Chiara & Imperato, 1988; Koob & Le Moal, 2006).
While dopamine is related to the stimulant effects desired by users,
which might lead to the development of cocaine use disorder and

cocaine-induced locomotor activation (Berridge & Robinson, 2016;
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Significance

This paper reports that the high locomotor activity in-
duced by cocaine use masks the increase in brain metabo-
lism caused by the drug, therefore, to identify this increase
using positron emission tomography (PET), an optimized
image acquisition protocol is necessary, where the animal
should be anesthetized during the period of tracer distri-
bution and whole image acquisition. This represents an
adequate protocol for measuring cocaine-induced brain
metabolic alterations in mice and provides an interesting
preclinical approach to investigate naive subjects, enabling
a bidirectional translational science approach for better

understanding of cocaine use disorder.

Koob, 1992; Volkow et al., 2016), the sympathomimetic peripheral
effects, such as tachycardia and higher blood pressure levels are re-
lated to norepinephrine (Boghdadi & Henning, 1997).

Case reports showed the importance of patients avoiding muscle
activities prior to [*®FIFDG PET, with the goal of limiting its muscle
uptake, which might interfere in the image (Liu et al., 2018; Meneret
et al., 2020; Wang et al., 2017, 2018). Thus, the aim of the current
study was to verify if cocaine-induced peripheral activation might
affect [18F]FDG brain uptake in mice, after a cocaine challenge, and
to evaluate a better protocol to measure cocaine-induced alterations

in brain metabolic activity.

2 | MATERIALS AND METHODS

21 | Animals

Twenty-eight C57BI/6 male mice, 8-week-old (20-25g), were ob-
tained from the animal facility of the University of Sdo Paulo, Brazil.
Animals were housed in groups of three or four in plastic cages filled
with wood shavings and kept in a temperature-controlled room
(22 +1°C) under a 12:12 h light/dark cycle, with food and water ad
libitum. Experimental procedures were conducted after 10days of
animal acclimatization at the experimental facility. Manipulations
were performed during the light period.

The number of animals used in this manuscript was estab-
lished by a power test (https://www.stat.ubc.ca/~rollin/stats/ssize/
n2.html) based on previous PET [*®F]FDG studies performed by our
laboratory, considering 80% power and 95% confidence.

All experiments comply with the ARRIVE guideline and were con-
ducted following the guideline of the National Council for Control
of Animal Experimentation, Brazil. This study was approved by the
Ethics Committee of Animal Use of the School of Pharmaceutical
Sciences (77.2016-P518) and School of Medicine (963/2018) from
the University of Sdo Paulo.
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2.2 | Chemicals
Cocaine was donated by the Institute of Criminology of Sdo Paulo,
for research purposes, to the Laboratory of Toxicological Analyses
of the School of Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo
after legal authorization. Cocaine purity was confirmed as 95%
using ultraperformance liquid chromatography coupled to tan-
dem mass spectrometry and was corrected to 100% for the animal
injections.

[*®FIFDG was produced by the Center of Nuclear Medicine from
the Clinical Hospital of the University of Sdo Paulo Medical School.

2.3 | Image acquisition and analysis
PET images were acquired in a small animal PET scanner (Triumph
Trimodality, Gamma Medica-ldeas Inc., California, US) with a 24-h
interval between the first (baseline) and the second images (acute
cocaine injection).

The experimental design is shown in Figure 1. Mice were anes-
thetized with isoflurane (5% induction; 1.0%-2.0% maintenance)

in oxygen, for measurement of blood glucose level, [*®F]FDG injec-
tion (37 MBgq, intravenous), and image acquisition. Animals were
randomly separated into three groups. Groups 1 and 2 were kept
conscious after [*®F]FDG injection and were injected intraperito-
neally with saline 0.9% (image one—baseline) or cocaine (image
2; 20mg/kg—[Gulley et al., 2003; Spelta et al., 2022]) 5 min after
[*®F]FDG administration. Animals from group 1 (n = 5, one ani-
mal died before starting the experiment) were then evaluated in
the open field (a circular acrylic arena with a 40-cm diameter and
height) for 30 min, to verify cocaine-induced locomotor activity.
Animals from group 2 (n = 6) remained isolated in a home cage
for the same period. Forty-five minutes after [*®F]FDG adminis-
tration, anesthetized animals from both groups were positioned
in the scanner with the brain located in the center of the field of
view (FOV) for PET acquisition during 30 min. Animals from group
3 (h = 6) were kept anesthetized during the whole experimental
procedure and acquisition started 1 min after [*®F]FDG injection,
with dynamic images for 75 min. Saline or cocaine were injected
5min after starting acquisition.

Emission sinograms were interactively reconstructed into a sin-

gle frame of 30min (groups 1 and 2) or 15 frames of 5min (group

Day 1 Day2
[**FIFDGPET [*FIFDGPET
Baseline Cocaine 20 mg/kg

Groups 1 (home cage) and 2 (open field)

-45 min -40 min -35min

Open field

-5min 0 min 30 min

| I [*®F]FDG PET I

1 1t

[¥F]FDG  Saline ip (day 1)
iv Cocaine ip (day 2)

Group 3 - anesthesia

-1 min O min 5min

or homecage

: Dynamic [8F]FDG PET

acquisition

75 min

1t )

[¥F]FDG  Saline ip (day 1)
iv Cocaine ip (day 2)

FIGURE 1 Experimental design. Animals were randomized into three experimental groups: Home cage, open field, and anesthesia. The
first two groups were kept awake after the injection of [*®F]IFDG and a static PET image was acquired (30 min). Animals from the final group
were kept under anesthesia after [*®FIFDG administration and scanned with the dynamic acquisition for 75 min.
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3) using the OSEM-3D algorithm (20 iterations and 4 subsets). PET
image analysis was performed with PMOD 4.1 software (PMOD™
Technologies Ltd, Switzerland). The scans were manually co-
registered to a T2-weighted MRI template. Standardized uptake
values (SUV) were calculated for 16 volumes of interest (VOI): right
and left striatum, right and left hippocampus, cortex, thalamus, cere-
bellum, basal forebrain, hypothalamus, brainstem, central gray, right
and left midbrain, superior colliculi, and right and left amygdala. To
compare group 3 with the other groups, the SUVmean from the final
30min of the dynamic acquisition was calculated. [*®FIFDG uptake
(SUV) of each region was normalized by the whole-brain uptake of
the baseline image for the respective animal.

2.4 | Anesthetized scanning protocol validation
Another set of animals was tested to validate the methodological
efficacy. We evaluated if animals sensitized to cocaine would have
the same response when compared to those treated with an acute
cocaine injection. Cocaine-induced behavior sensitization is a neu-
robiological model of cocaine addiction in which animals are treated
for a few days with the drug in a paired environment (e.g., the open
field) and have an increased behavior response to the effects of
the drug, that can be seen through locomotor activity, so-called
locomotor sensitization (Berridge & Robinson, 2016; Robinson &
Berridge, 1993).

As seen in Figure 2, the [*®FIFDG PET images were acquired be-
fore cocaine treatment (baseline), and 24 h later, the open field eval-
uation started. Firstly, mice received an injection of saline and were
allowed to habituate to the apparatus for 30 min, and the cocaine
administration started on the next day (day 3). Animals received
cocaine (20mg/kg, intraperitoneal; n = 5) or saline 0.9% (control;
n = 6), every other day for 9 days (five administrations). In the first
four administrations, animals were immediately evaluated for 30 min
in the open field for locomotor activity and confirmation of loco-
motor sensitization. On the last day of treatment, cocaine or saline

JOURNALOF , h 1879
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were administered in the PET scan, 5 min after the dynamic scanning

initiation.

2.5 | Statistical analyses

Statistical analyses were performed by SPSS 20 (IBM Corporation,
USA) and GraphPad Prism 8.0 (La Jolla, USA). Numerical data are
presented as mean+SEM, or percentage, considering a significance
level of @ <.05. Data normality was assessed using the Shapiro-Wilk
test and all parameters presented normal distribution. Blood glucose
levels from all animals were evaluated by repeated measures two-way
ANOVA, considering treatment (baseline vs. cocaine) as the within-
subject factor and repeated measure, and group as the between-
subject factor. The effect size was calculated through Cohen's d based
on whole-brain [*®F]FDG uptake from the first (baseline—control) and
second images (cocaine: open field, home cage, anesthesia, and sensi-
tized mice groups; saline for control group). For PET data analysis, are-
peated measures three-way ANOVA was performed, adopting group
(open field vs. home cage vs. anesthesia; or controls vs. sensitized
animals) as the between-subject factor, and treatment (baseline vs.
cocaine) and VOlIs as the within-subject factors and repeated meas-
ures. Total locomotor activity from animals exposed to the open field
was analyzed by the paired Student “t” test and locomotion in a 10-
min interval was analyzed by repeated measures two-away ANOVA,
adopting treatment (cocaine or saline) as the between-subject factor
and time as the within-subject factor, with both factors considered as
repeated measures. In the set of mice used to validate the protocol,
cocaine-induced locomotor sensitization was analyzed by repeated
measures two-way ANOVA, considering day as the within-subject
factor and repeated measure and group (control vs. cocaine) as the
between subject factor. All post hoc analyses were performed by the
Bonferroni test with multiple comparison correction. Pearson's cor-
relations were performed of the whole brain SUV with locomotor ac-
tivity from: (i) animals exposed to the open field in the validation; (ii)
sensitized animals; (iii) Control animals.

Open field evaluation

Day 1 Day2 Day 3

Day 10 Day 11

I I Habituationl Behavior sensitization I |

L

[**F]FDG PET
Baseline

Cocaine (20mg/kg, ip) or saline
every other day for 9 days

1

[**F]FDG PET
Cocaine (20 mg/kgip) or saline

FIGURE 2 Experimental design. PET scan was acquired at baseline time point and the behavioral analysis in the open field began the
next day. Animals were first habituated in the apparatus, during 30 min, and after 24 h, the sensitization protocol was initiated. For this,

cocaine (20mg/kg) or saline (control group) were administered every other day for 9 days. After the first four administrations, animals were
evaluated in the open field for locomotor activity assessment during 30 min, immediately after the injections. After the final administration,
animals were dynamically PET scanned for 75 min.
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3 | RESULTS

3.1 | Blood glucose levels

No significant differences were detected in blood glucose levels be-
tween any of the groups of animals or between the images (baseline
or after cocaine), suggesting that glucose did not affect the results
of [*®FIFDG uptake (see Supporting Information Table S1 for de-
scriptive statistics and p values). The repeated measures two-way
ANOVA showed no significant effects of group (F[4, 23] =2.576,
p =.065), treatment (F[L 23] =1.03, p =.32), or interaction between
them (F(4' 23) = 1.096, p =.38).

3.2 | Acute effects of cocaine

Representative [*®F]FDG PET images are illustrated in Figure 3.
The three-way ANOVA revealed a significant effect of group
(F[zy 14]= 8.339, p =.004), treatment (F[1, 4= 16.739,p =.001), and
VOI (F[16,221] =21.224,p <.0001), as well as interactions between
treatment and group (F[2y 14 =8.342, p =.004), VOI and group
(Fi32, 2211 = 7.053, p <.0001), treatment and VOI (F(;4 ,,4, =1.760,
p =.038), and treatment, VOI, and group (Fj5, 5,y =2.123,
p =.001).

At the baseline, multivariate tests revealed some differences
between anesthetized animals and those who remained awake
during [*®FIFDG PET uptake. Animals from the anesthesia group
presented reduced levels of [*®F]JFDG uptake in right (home cage:
p =.021; open field: p =.05) and left amygdala (home cage: p =.025;
open field: p =.017), and increased uptake in the right (home cage,
p =.046; open field, p =.002) and left midbrain (home cage: p =.007;
open field: p =.002). In all other VOls, the three groups had similar
[*FIFDG PET uptake at baseline.

PET/MRI Baseline

Home cage

€D

i =

Open field

Under
anesthesia

When cocaine was administered, it caused an effect on [‘°F]
FDG brain uptake only in the anesthesia group, with higher uptake
compared to baseline (Figure 4), in all analyzed VOlIs (whole brain:
30%, p <.001; right striatum: 33%, p =.004; left striatum: 36%,
p =.002; cortex, 28%, p =.007; right hippocampus: 50%, p <.0001;
left hippocampus: 54%, p <.0001; thalamus: 57, p <.0001; cerebel-
lum: 44%, p <.0001; basal forebrain: 41%, p <.0001; hypothalamus:
48%, p <.0001; right amygdala: 48%, p =.016; left amygdala: 60%,
p =.009; brainstem: 39%, p =.007; central gray: 48%, p <.0001;
superior colliculi: 55%, p <.0001; right midbrain: 39%, p <.0001;
left midbrain: 36%, p <.0001). In fact, in the presence of cocaine,
the [*®F]FDG uptake was significantly increased in the anesthesia
group compared to the other groups in almost all analyzed VOls (see
Supporting Information Tables S2 and S3 for detailed mean, stan-
dard error, and p values; and Supporting Information Figure S1 for
the time-activity curves). The effect size evaluation corroborated
the ANOVA findings, as the anesthesia group presented a large ef-
fect size (Cohen's d = 2.26), whereas the open field and home cage
groups, there was a medium effect size (Cohen's d = 0.42 for both).

The acute psychostimulant locomotor effect of cocaine was evi-
denced in the animals exposed to the open field, as seen in Figure 5.
The Student “t” test showed higher levels of activity in these ani-
mals after the cocaine injection compared to the activity prior to the
baseline scan (Figure 5a). When considering time interval as a factor,
the repeated measures two-way ANOVA showed a significant effect
for treatment (F[1y4] =23,3,p =.0085), but not for time (F[z, 8l =0.134,
p = .88) or interaction (F[2, 8l =0,694, p = .53). This indicates that
cocaine induces higher levels of activity in the open field, with a sim-
ilar variation among time compared to saline (Figure 5b). In addition,
in animals, the locomotor activity was inversely correlated to whole
brain uptake (r =-.82, p =.049), indicating that psychostimulant-
induced hyperlocomotion could interfere with brain [*®FIFDG up-

take (Figure 5c).

Acute cocaine

-
=

FIGURE 3 [*F]FDG PET illustrative images fused with the T2-weighted MRI template in coronal, sagittal, and transversal slices showing
an increase in the uptake induced by cocaine only in the anesthesia group.



SPELTAET AL.

1881

JOURNALOE ,
Neuroscience Research
® Baseline m Cocaine
Striatum
i i i Cortex Thalamus
Right hemisphere Left hemisphere
HHH
# # # Hiitit
2.5 # — 2.0 = 2.0 P
*% |
= — ] ]
s P s £
S 2 . g2 215
S5 15 23 - = - 39 . .
68 = en s . 3 i‘. ,3-;8;10 -« % - . o810 0-:3% -y -
- = 1.0 | = 1.0
Bsioles € ¢ |45 5 oo 35 . - I
o= " oL = s
2.2 05 2. 2051 2. 2051
0.0 T T T T T T 0.0 T T T 0.0 T — —
& O 2 o O 2 Home cage Open field Anesthesia Home cage Open field Anesthesia
& @ ) & «® &)
& Q“'(\ z';& & <& e*&
° o ¥ € o v
Hippocampus Cerebellum Basal forebrain
. ey
Right hemisphere Left hemisphere # HiHE
2.5= # 2.04 Fkxk 2.0+ ddkdkk
#t o = —
oS 2.0 # *kkk oS 2 S "
x5 *kkk x 5 1.5+ ™ %‘ x 5 1.5 _.I._
2o T " Ee ¥ T S I
S5 1.5+ -3 o n So u
Q8 R E = .3 ? Q& 104 %'; . ﬂ'f‘?; - @ & 1.04 o s R N
T 1.0 ] [ [ ] © LJ ]
EEIel 4% o | of 47 7 L L2 -
2 0.5 2205 22057
0.0 T T T T T T 0.0 T — — 0.0 T T T
& S s & S 2 Home cage Open field Anesthesia Home cage Open field Anesthesia
& @ & & <@ &
« QQ’Q 0@'& & Qé\ z‘:‘&
° o v ° © ¥
Midbrain Brainst
Hypothalamus rainstem
Right hemisphere Left hemisphere yp
i #HH
2.5m #Hi# 2.0 i 2.0 %
## *kkk dededkek - n n
oS 2.0 ool T e S " eSS
53 88 . & E_ fv% 151 -.% f"éts' . :I'
So154 _& ¥ && R - " R o 'E *
@8 . TS0 e = Ay g8 5 - -
= u L] = 191 = 1.09 - 3 ]
Srrolaf of €7 [ef g7 ¢ B3] H® T N ¥
TR~ [T o=
. 2 054 2, 205 2 g 05
oo N > . N . O fome Openfield  Anesthesi O ome Openfield  Anesthesi
> S o > S ome cage pen fie nesthesia lome cage pen fiel nesthesia
$ @ L S & P
& K & & K &
<& & zé& Qz° q;}o
I (&) vs\ Y [¢) vs\
Amygdala Superior colliculi
Central Gray it
Right hemisphere Left hemisphere ittt #t —
2.5+ & & 2.5+ . 2.0 EREE
ry & Fekdk om
f * % < o mm <
25201 o = g320 £3 15 +
T - - 0 - 0 m
o o [-%
Sv154 =& u - - 5T 1.5 [ Bl ° u o mm n
[ u [ Q
o N - | = oN e = o = = QN 1.0 'f# o ok
SErofed ¥% F|ek 4% % EFv| w & o« = % 2% A
I e [T0 ¥ s K5 £ 505l
" £ 0.5 "~ £ 0.59 —e
0.0-— . T , . . 0.0 T T r 0.0 T — —
& @ S K & S Home cage Open field Anesthesia Home cage Open field Anesthesia
& 2 & 2
edb (\K\ “@e gdb o(\\ \’90
0@ OQO (\Q‘) S OQO (\0‘)
< v ¥ v

FIGURE 4 [*®F]FDG uptake (normalized to the whole brain uptake in baseline scan of each respective animal) after saline or an acute
cocaine injection in the home cage (n = 6), open field (n = 5), and anesthesia (n = 6) groups. Data are expressed as mean+SEM. Three-way
repeated measures ANOVA and Bonferroni post hoc test. *p <.05; **p <.01; ***p <.001; ****p <.0001, related to baseline. *p <.05; #p <.01;
#iy <.001; " < 0001, related to cocaine in anesthesia group; $p <.05; &p <.01 related to baseline in anesthesia group.
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FIGURE 5 Behavioral analysis from animals exposed to the open field during [*®F]FDG uptake. (a) Total locomotor activity at baseline
and after the acute cocaine administration. Paired student “t” test. (b) Locomotor activity in 10-min interval at baseline and after the acute
cocaine administration. Repeated measures two-way ANOVA and Bonferroni post hoc; p values related to baseline. (c) Pearson correlation
between [*FIFDG uptake and locomotor activity. Data are expressed as mean+SEM.

3.3 | Sensitization protocol

In relation to PET images (Figure 6), the two-way ANOVA revealed
a significant effect of treatment (F, 4 =11.350, p =.008), VOI
(F[m 144] =71.290, p <.0001), and group (Fu, 9 =9341, p =.014),
and interactions between treatment and group (F[1, 9 =11.924,
p =.007), VOI and group (F[m 144] =2.347, p =.004), treatment and
VOI (F[16, 144] =2.154, p =.009), and treatment, VOI, and group
(Fiag, 144 =1.879, p =.028). Multivariate tests revealed that ['*FIFDG
PET uptake was higher after cocaine treatment, compared to base-
line, in almost all the VOls, confirming the efficacy of our experimen-
tal strategy (Figure 5; whole brain: 63%, p =.001; right striatum: 56%,
p =.005; left striatum: 57%, p =.001; cortex: 64%, p <.0001; right
hippocampus: 84%, p =.002; left hippocampus: 82%, p =.002; thala-
mus: 76%, p =.004; cerebellum: 73%, p <.0001; basal forebrain: 56%,
p =.001; hypothalamus: 67%, p =.002; central gray: 76%, p =.001; su-
perior colliculi: 77%, p =.001; brainstem: 73%, p =.001; right midbrain:

77%, p =.002; left midbrain: 76%, p =.003; right amygdala: 72%,
p =.002; left amygdala: 64%, p =.003). These data also showed a large
effect size (Cohen's d = 2.76). No metabolic changes between the two
scans were detected in the control group and the associated effect
size was small (Cohen's d = 0.14). See Supporting Information Table S1
for detailed mean, standard error, and p values.

In the behavioral analysis (Figure 7a), the two-way ANOVA showed
asignificant effect of day (F, 54 =23.16, p <.0001), group (F;; 4 =72.12,
p <.0001), and interaction (F[4’ 36] =2.923, p <.0001). During habitu-
ation, all mice had the same basal activity. When treatment began,
control animals sustained this same activity over the days, whereas
cocaine-treated animals had higher locomotion compared to habitua-
tion (day 1: p =.0002; days 2-4: p <.0001) and compared to controls
(day 1: p =.083; days 2-4: p <.0001), evidencing the psychostimulant
effect of cocaine (Figure 7a). Locomotor sensitization was detected on
the second day of cocaine administration (p =.0018) and sustained until
day 4 (p <.0001). In addition, a significant inverse correlation was found
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FIGURE 6 [*FIFDG uptake in animals receiving cocaine (n = 5) or saline (n = 6) in a behavior sensitization protocol and evaluated by
dynamic PET scan. Repeated measures three-way ANOVA and Bonferroni post hoc. Data are expressed as mean +SEM.
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FIGURE 7 Behavior sensitization of animals receiving cocaine or saline (controls). Data are expressed as mean+SEM. (a) Locomotor
activity of animals under habituation and after cocaine (n = 5) or saline (n = 6) administration. Repeated measures two-way ANOVA and
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between locomotor activity of sensitized animals on the fourth day
of cocaine administration and the whole brain SUV (r =-.92, p =.026)
(Figure 7b), indicating that the psychostimulant effect on locomotion
increases, as the brain [*®F]FDG uptake decreases. No significant cor-

relation was present in the control group (Figure 7c).

4 | DISCUSSION

We evaluated the effects of cocaine on brain metabolism, which can
be considered as a marker of brain function and is sensitive to the ef-
fects of drug administration. Our data support the hypothesis that lo-
comotor activity induced by cocaine might be a relevant factor when
performing brain PET scanning. When animals are anesthetized, an
acute cocaine injection induces higher [*®F]FDG uptake in different
brain regions, but this is not seen when animals are left awake to ex-
perience the locomotor stimulant effect of the drug. Moreover, lo-
comotor activity and [*®F]FDG brain uptake are inversely correlated.
[*8F]FDG accumulates intensely in the myocardium and brain, as both
are high glycolytic metabolic sites (Shreve et al., 1999). The brain glucose

metabolism reflects in part the energy required for neurotransmission,
so regional abnormalities in this process provide mechanistic information
on specific neurotransmitters associated with these changes (Fowler
et al.,, 1967). After the intake of a psychostimulant drug, such as cocaine,
temporally limited function changes occur in the brain (Pefa et al., 2015;
Ungless et al., 2001; Xu et al., 2017). The higher amounts of dopamine
interacting with D1 receptors in the nigrostriatal and mesocorticolimbic
projections contribute to the established psychostimulant hyperactive
state, reflecting in animals as hyperlocomotion (Koob, 1992).

We showed a global effect on brain glucose metabolism after
acute and repeated administrations of cocaine, related to its psycho-
stimulant effect. Data from the literature show that after repeated in-
travenous administration of the drug, increased glucose consumption
has been detected in mesocorticolimbic areas and the hippocampus
by autoradiography, which is related to cocaine-induced functional
changes in dopaminergic neurotransmission (London et al., 1986;
Pontieri et al., 1995; Porrino, 1993; Porrino et al., 1984, 1988). As the
neurotransmitters operate in a neuronal network, dopaminergic al-
terations can reflect in other systems and in intracellular pathways,
resulting in a general brain alteration (Jiang et al., 2021; Nestler &
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Luscher, 2019). As cocaine also blocks the reuptake of serotonin and
norepinephrine, alterations in both systems could be influencing the
increased metabolism in regions where these neurotransmitters exert
major influence, such as the cortex, thalamus, and midbrain (Celada
et al., 2013; Ranjbar-Slamloo & Fazlali, 2020).

As a sympathomimetic compound, cocaine also modulates pe-
ripheral systems, by causing higher cardiorespiratory frequency and
higher arterial blood pressure, mainly due to noradrenaline action
(Chiueh & Kopin, 1978; London et al., 1990; Sofuoglu et al., 2001). In
the heart, the action of cocaine mainly involves the release of adren-
aline and noradrenaline from the adrenals and inhibition of noradren-
aline reuptake sites in myocardial tissue (Chiueh & Kopin, 1978). All
this has a significant cost to glucose utilization by the periphery and
might dampen the [*®F]FDG from the brain.

Muscle metabolic activity is increased in vivo when muscle is
electrically stimulated to undergo isometric contraction (Barrington
& Maisey, 1996). Elevated uptake of [ F]FDG is seen in skeletal mus-
cles under active contraction, especially in the first 30 min of the
tracer distribution (Shreve et al., 1999). In fact, muscle uptake is a
classic pitfall of [*®F]IFDG PET, which has been previously reported
several times. There is evidence that muscle exercise, stress-induced
muscle tension, and activities such as sex, talking, chewing, cough-
ing, or vomiting prior to a PET scan increase [*®FIFDG uptake in the
involved group of muscles, interfering with the correct final out-
come (Barrington & Maisey, 1996; Bar-shalom, 2000; Liu et al., 2018;
Meneret et al., 2020; Reinking & Osman, 2009; Wang et al., 2018;
Yeung et al., 2003). Considering our behavioral data from Figure 7a,
an animal under an acute cocaine injection might walk in the open
field twice as much as during habituation, which requires significant
metabolic consumption by the muscles and the cardiovascular sys-
tem. Considering that the muscle is commonly accepted as the largest
glucose utilizing tissue (van der Veen et al., 2012) and the negative
correlation between locomotion and [18F]FDG uptake in the brain,
found in our study, it is reasonable to suppose that the peripheral
metabolic rate is affecting brain glucose consumption.

Muscle contraction intensifies muscle glucose uptake by GLUT4
translocation to the plasma membrane as a result of an insulin-like
effect and can persist even after exercise cessation (Koistinen &
Zierath, 2002). Indeed, rats submitted to 35 min of swimming showed
increased glucose transport in skeletal muscles, that remained up to
60 min after exercise, with additive effects of the muscle contraction
and insulin concentration (Wallberg-Henriksson et al., 1988). The mo-
lecular mechanism of exercise-stimulated glucose uptake is probably
related to muscle contraction-induced higher intracellular calcium
levels, associated with upregulation of the 5’AMP-activated protein
kinase (AMPK) signal transduction pathway (Mizuma et al., 2010).

Considering that animals are exposed to isoflurane for 75 min
and during the time window of cocaine neurobiological effects, it is
important to consider possible influences of anesthesia on cocaine-
induced metabolic changes. Although anesthesia is essential in small
animal PET scanning to avoid motion, it promotes alterations in phys-
iological brain function, such as reduced neuronal activity and brain
metabolism (Franks, 2008). The comparison of brain metabolism
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between awake and anesthetized animals indicates that anesthesia
alters glucose uptake to different extents in different brain regions,
depending on the anesthetic used (Bascufana et al., 2019).

When compared to the awake state, isoflurane anesthesia pro-
motes vasodilatation, increased blood flow, and reduced neuronal
activity in the brain (Du et al., 2009; Gutierrez-Barragan et al., 2022).
Alterations in the pattern of [*®F]FDG uptake were also described. In
brain dynamic images, decreased heterogeneity between gray and
white matter was reported (Shimoji et al., 2003), as well as different
patterns of glucose utilization in peripheral organs, such as increased
myocardial [*8F]FDG uptake (Fueger et al., 2006; Toyama et al., 2004b).

However, our data suffered a significant influence of isoflurane
only in the amygdala (decreased uptake) and midbrain (increased up-
take) in the animals maintained under anesthesia, compared to those
who remained awake during *®FIFDG uptake. Although some au-
thors have reported reduced [*®FIFDG uptake induced by isoflurane
anesthesia (Toyama et al, 2004a; Mizuma et al., 2010; Prando et al.,
2019; Prieto et al., 2011), there are also authors reporting no alter-
ations or increased/decreased uptake depending on the evaluated
VOI. Bascufiana et al. (2019) observed that the whole brain [\*F]FDG
uptake in awake animals did not differ from the uptake under isoflu-
rane anesthesia, as well as blood glucose levels. This could be related
to the fact that maintenance of the isoflurane anesthesia during the
whole [*®F]FDG uptake period increases tracer distribution, by re-
ducing its blood clearance, reducing the uptake by skeletal muscle
and brown fat tissue (Fueger et al., 2006). In region-specific analysis,
some authors did not detect alterations in the hippocampus, amyg-
dala, cerebellum, and striatum (Jahreis et al., 2021; Spangler-Bickell
et al., 2016), while others found increased uptake in major subcorti-
cal regions (midbrain, hypothalamus, and hippocampus) and reduced
uptake in cortical regions and basal ganglia (Ori et al., 1986).

A limited number of studies concluded that isoflurane anesthe-
sia changes basal dopaminergic signaling (Opacka-Juffry et al., 1991;
Sakamoto et al., 2006; Tsukada et al., 1999) and interferes with cocaine
effects (Tsukada et al., 1999). However, the authors either use isoflurane
in higher concentrations or administer it with N,O, which has effects
on dopamine signaling per se. More recent studies using low doses of
isoflurane (0.5%-2.5%) administered with air did not find significant al-
terations in dopamine signaling or interactions with the mechanisms of
dopamine release and uptake, even for prolonged periods of time, such
as 350 min (Adachi et al., 2008; Brodnik & Espana, 2015). Moreover, it did
not change the effect of cocaine or dopamine transporter concentration,
as shown by ex vivo and in vitro approaches (Brodnik & Espania, 2015;
Votaw et al., 2003). This implies that the cocaine effects seen in our
study in the brain metabolic activity were not related to isoflurane-
dopamine or isoflurane-cocaine interactions, but to the cocaine itself.

Some limitations of the study should be mentioned.
Pharmacokinetic modeling was not performed in this study, which
could give a more precise calculation of the transport rates of [*¢F]
FDG, as it is methodologically difficult to apply in longitudinal studies
in mice, as it requires direct arterial blood sampling during the PET
acquisition, which is a problem due to the small size of the vessels
and the small total blood volume of the mice. Furthermore, it was not
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possible to acquire images from lungs, heart, or muscle tissue, due to
our small FOV (3.7 cm) and no anesthetics other than isoflurane were
tested. Sex differences were not evaluated, and a small humber of

animals was used, although with adequate power (80%).

5 | CONCLUSION

The use of anesthesia during [18F]FDG distribution was essential to
visualize cocaine-induced changes in brain metabolism by PET imag-
ing, with the psychostimulant effect on locomotion and the tracer
uptake being negatively correlated. Thus, this is an interesting pre-
clinical approach to investigate naive animals and enabling a bidi-
rectional translational science approach for better understanding of

cocaine use disorder.
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Additional supporting information can be found online in the
Supporting Information section at the end of this article.

TABLE S1 Descriptive statistics and p values of blood glucose levels
comparing images one (baseline) and two (after cocaine or saline,

depending on the evaluated group)
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TABLE S2 Mean and standard error of normalized SUV from all PET
data

TABLE S3 Statistical data of pairwise comparisons of [*FIFDG
uptake after cocaine administration in anesthesia group compared
to Home cage and Open field groups. Significant values are bold
FIGURE S1 Whole-brain time-activity curve from animals keep under
anesthesia during the protocol validation. Every point represents
the end of an interval of 5min, as images were reconstructed in 15
frames of 5min
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