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Resumo

Os endocanabinoides sao mediadores lipidicos que interagem com os receptores canabinoides, aos
quais se liga o A9-tetrahidrocanabinol, principal constituinte psicoativo da Cannabis sativa. A
cocaina, droga psicoestimulante, atua inibindo a recaptagdo de monoaminas e converge para a
ativacdo das vias de recompensa. O sistema endocanabinoide modula estas vias e vem sendo
estudado como um componente crucial deste circuito subjacente ao efeito de drogas de abuso. Um
modelo frequentemente utilizado para este propodsito € o de preferéncia condicionada ao contexto
(“conditioned place preference”, CPP). A presente revisdo sistematica e metanalise visa elucidar
os efeitos de canabinoides e o envolvimento do sistema endocanabinoide nas respostas a cocaina
no modelo de CPP. Foram selecionados 17 estudos através da estratégia PICOS de elegibilidade
no qual os dados de interesse foram extraidos para a realizacdo da metanalise. A presente revisao
sistematica e metanalise revela uma tendéncia positiva modesta no grupo experimental em relacao
ao controle. No entanto, essa tendéncia ¢ insuficiente para alcancar significancia estatistica
robusta. O avango nas terapias canabinoides exige mais estudos, especialmente aqueles que

abordam os mecanismos moleculares subjacentes aos modelos experimentais para estudo do TUS.

Palavras-chave: sistema endocanabinoide; canabinoides; preferéncia condicionada ao contexto;

cocaina.



Abstract

Endocannabinoids are lipid mediators that interact with cannabinoid receptors, to which A9-
tetrahydrocannabinol, the main psychoactive constituent of Cannabis sativa, binds. Cocaine, a
psychostimulant drug, acts by inhibiting the reuptake of monoamines and converges on the
activation of reward pathways. The endocannabinoid system modulates these pathways and has
been studied as a crucial component of this circuit underlying the effect of drugs of abuse. A model
frequently used for this purpose is the conditioned place preference (CPP). The present systematic
review and meta-analysis aims to elucidate the effects of cannabinoids and the involvement of the
endocannabinoid system in responses to cocaine in the CPP model. Seventeen studies were
selected through the PICOS eligibility strategy in which the data of interest were extracted to carry
out the meta-analysis. The present systematic review and meta-analysis reveals a modest positive
trend in the experimental group relative to the control. However, this trend is insufficient to achieve
robust statistical significance. Advances in cannabinoid therapies require more studies, especially

those that address the molecular mechanisms underlying experimental models for studying SUD.

Keywords: endocannabinoid system; cannabinoids; context-conditioned preference; cocaine.
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1. INTRODUCAO
1.1 Transtorno por Uso de Substiancias

Denomina-se droga de abuso qualquer substancia psicoativa que ¢ capaz de modificar a
funcdo dos organismos vivos, resultando em mudangas fisioldgicas e comportamentais, com
potencial para causar dependéncia, ou seja, 0 consumo em longo prazo a despeito de consequéncia
deletérias par ao individuo e para terceiros. Ao longo do processo, pode ocorrer o fendmeno da
tolerancia (redugao do efeito) e a sindrome de abstinéncia (reagdo aversivas a interrup¢ao do uso).
Tem-se proposto que este conjunto de fatores caracteriza o chamado transtorno por uso de
substancias (TUS, no inglés “Substance Use Disorder”), que apresenta carater cronico e
recidivante e estd associado a alteracdes neurobioldgicas cronicas. Ocorre um desejo de busca e
uso compulsivo de drogas, apesar das consequéncias negativas a curto € longo prazo, perda de
controle sobre o consumo, tolerancia farmacologica e recaidas mesmo apds longos periodos de
abstinéncia (DSM-V, 2013). O TUS pode, também, ser definido como um ciclo recorrente de trés
estagios — compulsao/intoxicacao, abstinéncia/afeto negativo e preocupagao/antecipacao, no qual
envolve mudancas neuroplasticas nas vias de recompensa, estresse ¢ fungdes executivas (Koob

GF, Volkow ND., 2016; Everitt BJ, Robbins TW., 2005).

Embora atuem por mecanismos moleculares distintos, os efeitos de diversas drogas de
abuso, incluindo a cocaina, convergem para a ativagdo das vias neuronais denominadas vias de
recompensa, constituidas principalmente pelo sistema dopaminérgico mesolimbico, parte do feixe
prosencefalico medial. Estes neurdnios t€ém seus corpos celulares na area tegmentar ventral (VTA)
e se projetam para o nucleo accumbens (NAc) e outras areas prosencefalicas (Koob GF, Volkow

ND., 2016). A medida que o consumo da droga ocorre, modificagdes celulares e moleculares
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ocorrem no sistema mesolimbico, aspectos dorsais dos nucleos da base, amigdala, hipocampo e
sub-regides do cortex pré-frontal (PFC) (Koob GF, Volkow ND., 2016; Everitt BJ, Robbins TW.,

2005; Wise RA, Koob GF., 2014).

O aumento acentuado na liberagdo de dopamina provoca um sinal de recompensa que
desencadeia aprendizagem associativa ou condicionamento. Neste tipo de aprendizagem
pavloviana, experiéncias repetidas de recompensa tornam-se associadas aos estimulos ambientais
em que ocorrem. Com a exposi¢ao repetida & mesma recompensa, as c€lulas dopaminérgicas
disparam uma resposta antecipatoria aos estimulos condicionados que predizem a obtengao de uma
recompensa (Goldstein RZ, Volkow ND., 2011). A sinalizagdo de dopamina induzida pela
administracao de drogas também pode desencadear neuroadaptacdes nos circuitos dos ntcleos da
base e alteracdes sindpticas envolvendo receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) e receptores de
acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPA) em projecdes glutamatérgicas do
PFC e da amigdala para a VTA e NAc (Kalivas PW., 2009; Liischer C, Malenka RC., 2011; Wolf
ME, Ferrario CR., 2010). Desta forma, os estimulos ambientais que sao repetidamente associados
ao uso de drogas motivam comportamentos de busca e resultam na busca compulsiva (Carlezon

WA Jr. et al., 2000; Delfs JM. et al., 2000; Boutrel B, de Lecea L., 2000).

A administragdo recorrente de drogas e a subsequente retirada resultam em disforia,
anedonia, irritabilidade e perda de motivacdo por recompensas naturais (Willner P. et al., 1992),
contribuindo para a recaida (Hodgins DC. et al., 1995). O estdgio de abstinéncia/afeto negativo
consiste neste conjunto de elementos motivacionais. H4 uma reducdo na transmissiao
dopaminérgica e serotonérgica no NAc durante a retirada da droga de abuso, aumento na
responsividade do receptor p opioide durante a abstinéncia de opioides, (Stinus L. et al., 1990;

Minkowski CP. et al., 2012) diminui¢@o na transmissdo GABAérgica e aumento na transmissao
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glutamatérgica de NMDA no NAc (Davidson M. et al., 1995; Dahchour A. et al., 1998). Ha
indicios de que o estdgio de preocupagdo/antecipacdo seja um elemento-chave da recaida.
Evidéncias de estudos com roedores sugerem que os sistemas neurotransmissores envolvidos na
recaida envolvem uma projecao glutamatérgica do cortex pré-frontal pré-limbico para o NAc, que
¢ modulada pela atividade da dopamina através dos receptores D1 e D> no cortex frontal. Além
disso, também hé o envolvimento da projecao glutamatérgica do cortex pré-frontal pré-limbico,
amigdala basolateral e para o NAc, e modulacdo da dopamina na amigdala basolateral e estriado

dorsal (Vorel SR. et al., 2001; Everitt BJ, Wolf ME., 2002; Vanderschuren LIMJ. et al., 2005).

1.2 Sistema Endocanabinoide

A planta Cannabis sativa, popularmente conhecida como maconha, produz vérias
substancias, denominadas fitocanabinoides, que exercem efeitos bioldgicos de interesse. A
principal responsavel pelos efeitos desta planta ¢ o A9-tetra-hidrocanabinol (THC), embora outros
fitocanabinoides também sejam de interesse farmacologico, a exemplo do canabidiol (CBD)
(Mechoulam R. et al., 1963; Mechoulam R., Gaoni, Y., 1965). As pesquisas pelos mecanismos de
acdo do THC e de derivados sintético com efeitos similares levaram a identificacao dos receptores
canabinoides na década de 1990 (MatTUSa, L. A. et al., 1990; Munro, S. et al., 1993) e,
posteriormente, dos ligantes enddgenos, que ficaram conhecidos como endocanabinoides (Devane,
W. A. etal., 1992; Mechoulam R. et al., 1995; Sugiura T. et al., 1995; Di Marzo V. & Fontana A.,
1995). Foi, portanto, caracterizado um novo sistema de mediagdo quimica cerebral, o sistema
endocanabinoide (SEC). Mais detalhadamente, o SEC ¢ constituido pelos receptores canabinoides
CB; e CBa, seus ligantes enddgenos N-araquidonoil etanolamina (AEA), conhecida também por

anandamida, e o 2-araquidonoilglicerol (2-AG), varias enzimas de sintese e clivagem, as exemplo
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da “fatty acid amide hydrolase” (FAAH) e monoacilglicerol lipase (MAGL), principais

responsaveis pela hidrélise da AEA e do 2AG, como ilustrado na Figura 1.

& //__——\

% NMDAR

Figura 1. Representacdo esquemadtica do sistema endocanabinoide e seus principais
componentes (Wolf ME, Ferrario CR., 2010). Os endocanabinoides anandademida (AEA) e 2-
araquidonoilglicerol (2-AG) sao liberados de neurdnios pos-sinapticos apos influxo de calcio
induzido, por exemplo, por agdo de glutamato (GLU) em receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA). Uma vez na fenda sinaptica, ativam receptores CB1, CB2 e TRPV1. O término da acao
da AEA e do 2-AG ocorre por internalizacdo mediada por um transportador (T), seguida de
metabolismo pela amida hidrolase de acido graxo (FAAH) e monoacilglicerol lipare (MAGL),

respectivamente.

Os endocanabinoides sdo compostos lipofilicos produzidos a partir da membrana de
neurdnios pos-sindpticos, de onde sdo imediatamente liberados, ndo sendo armazenados em
vesiculas apos a sua producdo. Atuam retrogradamente, ativando os receptores CB1 nos terminais

pré-sinapticos. Em relag@o as vias de transdugdo, os receptores canabinoides estdo acoplados as
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proteinas Gi/o. Eles inibem a adenilil ciclase e certos canais de calcio sensiveis a voltagem,
estimulam proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAP quinases) e canais de potassio

retificadores internos e recrutam beta-arrestinas, entre outras agoes (Howlett AC. et al., 2002).

A estimulacdo dos receptores CBi em terminais neuronais pré-sinapticos suprime a
excitabilidade neuronal e inibe a liberacdo de neurotransmissores (Goldstein RZ, Volkow ND.,
2011; Freund TF. et al., 2013). Os receptores CB; sdao densamente encontrados em areas do SNC,
como hipocampo, diversas regides do cortex cerebral, amigdala, em terminais pré-sinapticos
GABA¢érgicos e em neurdnios glutamatérgicos (Monory K. et al., 2006; Yoshida T. et al., 2011).
Além disso, ha uma expressao importante destes receptores nos ntcleos da base (Julian MD. et al.,
2003; Hohmann AG, Herkenham M., 2000) terminais axonicos GABA¢érgicos estriatais Hohmann
AG, Herkenham M., 2000) e neuronios no nucleo subtalamico (Kreitzer AC, Malenka RC., 2007).
Esta presente também nos terminais eferentes glutamatérgicos pré-frontais que se projetam no
NAc, bem como nos terminais do axonio GABAérgico dos neurdnios NAc (Uchigashima M. et
al., 2007). Receptores CB1 também sao expressos em niveis funcionalmente importantes no corpo
neuronal, dendritos (Bacci A. et al., 2004; Kreitzer AC. et al., 2002; Maroso M. et al., 2016),
algumas mitocondrias (Benard G. et al., 2012) e por alguns astrocitos (Navarrete M, Araque A.,

2008).

Quanto aos receptores CB», foram descritos pela primeira vez como um receptor periférico
envolvido em fun¢des imunomoduladoras em leucdcitos (Buckley et al., 2000). O receptor CB; ¢
um GPCR acoplado principalmente a proteinas Gi/o. Sua estimulagdo desencadeia a inibi¢do da
atividade da adenilato ciclase e a ativacdo da MAP quinase, e ¢ seguida pelo recrutamento de -
arrestina, resultando na dessensibilizacdo do receptor (Bouaboula et al., 1999, Kibret et al., 2022).

As suas vias intracelulares podem diferir dependendo dos tecidos, tipos de células e localizagao
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subcelular (Howlett e Abood, 2017). Sabe-se da presenga do receptor CB> no SNC e da sua
atividade modulada utilizando agonistas especificos e agonistas inversos (Whiting et al., 2022).
Além do seu papel imunomodulador, os efeitos da modulacdo deste receptor no comportamento
em contextos neuroinflamatorios podem ser explicados tanto pela modulagao direta na inflamagao,
quanto por outros mecanismos dependentes do receptor (Grabon W. et al., 2023). Foi demonstrado
que a administracdo sistémica aguda de agonistas CB> a roedores WT saudaveis melhora a
memoria de reconhecimento (Oliveira et al., 2016), aprendizagem espacial (Tchekalarova et al.,
2018) e consolidacao de memoria aversiva (Kruk -Slomka et al., 2022). A delecao de receptores
CB: em camundongos interrompeu a consolidagao de memdrias aversivas de curto e longo prazo
(Garcia-Gutiérrez et al., 2013). O receptor também estd envolvido em diferentes mecanismos de
memoria dependentes do hipocampo, pois sua exclusao prejudicou a memoria contextual do medo
(Wang et al., 2018). A ativacdo farmacologica de CB> sob condicdes patologicas neutralizou
comportamentos semelhantes a ansiedade e/ou depressao induzidos por estresse cronico (Hwang

et al., 2020, Onaivi et al., 2008).

O sistema endocanabinoide ¢ um importante regulador do refor¢o de drogas de abuso
(Parsons LH, Hurd YL., 2015). Ambos os receptores canabinoides emergiram como um
mecanismo pelo qual as drogas atuam nas vias de recompensa e refor¢o. Os resultados implicam
em um papel complexo para os receptores canabinoides na modulagao dos efeitos da cocaina, com
funcdes opostas dos receptores CB; e CB2 (Lopes JB. et al., 2019). Portanto, o acimulo de
evidéncias apoia a poténcia dos canabinoides no tratamento do TUS e a exploragdo desses

mecanismos pode melhorar nossa compreensao acerca dessa modulagao.
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1.3 Envolvimento do Sistema Endocanabinoide nos efeitos da Cocaina

Globalmente, mais de 292 milhdes de pessoas usaram substancias ilicitas. em 2022, um
aumento de 20% em relacdo a década anterior. Cerca de 23 milhdes de pessoas apresentam
dependéncia a cocaina em todo o mundo, com o maior nimero encontrado nas Américas
(UNODC, 2024). Esta droga pertence a classe dos psicoestimulantes, produzindo um espectro de
efeitos como aumento de alerta, estimulacao cardiovascular, euforia e diminui¢ao de sono. Por

ainda produzir efeitos psicotomiméticos (Rothman, RB., & Baumann, MH, 2003).

A cocaina atua por inibir a captagdo de monoaminas, inibindo a a¢cdo dos transportadores
de membrana para serotonina (5-HT), dopamina (DA) e norepinefrina (NA); dessa forma, ha
diminui¢do da recaptagdo e aumento da disponibilidade destes neurotransmissores na fenda
sinaptica em regides do cérebro ligadas a cognicao, humor e recompensa (Heikkila RE, et al.,

1975; Bjorklund A, Dunnett SB, 2007; Volkow ND. et al., 2017).

Ambos os receptores canabinoides modulam a via dopaminérgica mesolimbica na VTA
(Szabo B. et al., 1999). O receptor CB; ¢ expresso em terminais GABA¢érgicos que se projetam
em neurdnios dopaminérgicos, onde sua ativacdo desinibe a via mesolimbica (Szabo B. et al.,
1999; Szabo B. et al., 2022). Por outro lado, o receptor CB; ¢ expresso nos corpos celulares de
neurdnios dopaminérgicos, nos quais exercem fung¢des inibitérias (Zhang HY. et al., 2017).
Portanto, os receptores CB; e CB> podem ser ativados simultaneamente por endocanabinoides em
uma sinapse na VTA e podem atuar juntos, competitivamente ou com efeitos opostos na atividade
dopaminérgica. Essa interagdo depende, portanto, da localizagdo e distribuigdo dos receptores

(Asth, L. et al., 2022).
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O papel dos receptores CB;1 nos efeitos dos psicoestimulantes ja foi amplamente abordado
(Chaperon et al., 1998, Peters et al., 2021), mas o papel de receptores CB> s6 recentemente esta
recebendo maior atengdo. Tanto a administragdo periférica, intra-accumbens e intra-VTA de
agonistas seletivos CBz bloquearam efeitos da cocaina em animais experimentais (Canseco-Alba
etal., 2019, Delis et al., 2016, Ignatowska-Jankowska et al., 2013, Lopes et al., 2020). Esta inibi¢ao
foi revertida pelo agonista inverso AM630 (Delis et al., 2016, Zhang et al., 2014) e ausente em
camundongos CB> KO (Zhang et al., 2015, Zhang et al., 2014). Estudos de manipulaciao genética
apoiam o papel inibitério de receptores CB2 na alteragdo comportamental induzida pela cocaina,
uma vez que camundongos com superexpressao exibem uma aversdo ao local condicionado e
autoadministracdo reduzida de cocaina (Aracil-Fernandez et al., 2012), enquanto a delecao
especifica do gene para receptores CB, em neurdnios dopaminérgicos leva a um aumento da CPP

induzida por cocaina (Liu et al., 2017).

Evidéncias apontam que receptores CB1 e CB» tém papéis diferentes e talvez opostos na
modulagdo dos efeitos recompensadores e estimulantes psicomotores da cocaina, como ilustrado

na Figura 2.
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Endocannabinoid modulation of the brain reward pathway
GABA GLU

GABA

== 4> Dopamine (DA)
=== |, Dopamine (DA)

Ventral Tegmental Area Nucleus Accumbens

Figura 2. Modulagao endocanabinoide da via de recompensa mesolimbica (Asth, L. et al.,
2022). Os endocanabinoides sdo liberados das membranas celulares pds-sinapticas para ativar os
receptores canabinoides. Os receptores CB1 modulam a atividade dopaminérgica através da
inibicao dos terminais glutamatérgicos e GABA¢érgicos. A expressao do receptor CB» € restrita a

células gliais e corpos celulares dopaminérgicos. GLU, glutamatérgico; eCBs, endocanabinoides.
1.4 Modelo de Preferéncia Condicionada ao Contexto

Além dos efeitos refor¢adores e recompensadores da cocaina, os sintomas negativos da
abstinéncia e os diferentes estimulos que levam a recaida sdo cruciais para a continuidade do
consumo, como por exemplo, estimulos estressores e pistas contextuais relacionadas a droga
(Koob, GF. et al., 2004; Koob GF, Volkow ND., 2016). Este ultimo, por sua vez, ¢ fundamental
em todo o processo desde o consumo inicial da droga até a dependéncia. Um contexto previamente

neutro e suas pistas relacionadas podem se tornar recompensadores (estimulos condicionados) uma
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vez que estdo associados a drogas de abuso (estimulos interoceptivos incondicionados),
precipitando o comportamento de busca de drogas e recaidas. Os subnucleos especificos da
amigdala estdo envolvidos no processamento de memorias emocionais associadas ao uso de
drogas; o hipocampo na aquisi¢ao e recuperacao de pistas contextuais previamente pareadas com
a droga, que por sua vez pode perpetuar a busca por drogas através de conexdes neuronais com a

via de recompensa mesolimbica (Asth, L. et al., 2022).

O teste experimental extremamente util para o estudo da influéncia do contexto na busca
pro drogas ¢ o da preferéncia condicionada ao contexto (CPP, do inglés “Conditioned Place
Preference”). Este procedimento avalia o aprendizado relacionado as propriedades
recompensadoras de drogas em animais experimentais, como camundongos ou ratos. Ele se baseia
no principio de que o efeito recompensador induzido pelas drogas de abuso atua como estimulo
incondicionado, enquanto o lugar ou contexto (previamente neutro) em que a droga foi

administrada pode ser um estimulo condicionado, quando pareado a administragdo da droga

(Bardo MT, Bevins RA., 2000).

O aparato para estudo de CPP consiste em uma caixa com compartimentos separados por
barras removiveis (Bardo MT e Bevins RA, 2000). Ha sempre dois compartimentos, de iguais
dimensdes, mas que diferem pelas paredes e textura do piso, sem que o animal tenha preferéncia
prévia por um deles. Estes podem ser conectados diretamente ou por um terceiro compartimento,
de dimensdo menor. Embora os detalhes metodologicos sejam diferentes entre os laboratorios, um
experimento tipico de CPP consiste em 3 etapas. A primeira ¢ denominada pré-teste ou pré-
condicionamento, em que o animal é exposto a caixa de CPP, mas sem a administragdo de
substancia. O objetivo ¢ verificar se ha ou ndo preferéncia prévia por um dos compartimentos. A

segunda etapa € o condicionamento, que consiste em administrar ao animal determinada substancia
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que servira como estimulo ndo condicionado (“unconditioned simulus”, US) e confind-lo em um
dos lados da caixa, cujo contexto servira como estimulo condicionado (“conditioned stimulus”,
CS). Associada com esse pareamento, ha uma exposi¢ao ao outro contexto (o outro compartimento
da caixa), sem o US (o animal recebe apenas administragdo de veiculo). Por fim, ¢ realizado o
teste, em que nao ha administragao da droga de abuso e o animal tem a possibilidade de escolha

entre os compartimentos da caixa.

O tempo de explorag¢do no lado CS da caixa ¢ quantificado e comparado com o tempo no
outro compartimento durante o teste ou com o tempo no mesmo compartimento durante o pré-
teste. Um aumento no tempo de exploragcdo no contexto pareado com US (droga) ¢ interpretado
como efeito recompensador, enquanto uma reducdo indica efeito aversivo do estimulo
(Cunningham CL. et al. 1995; Cunningham CL. et al. 2006,; Bardo MT, Bevins, RA. 2000). A
maioria das drogas de abuso utilizadas por seres humanos produz preferéncia em animais

experimentais (Sanchis-Segura C, Spanagel R, 2006).

A modificacao da expressao dos receptores canabinoides influencia nos efeitos da cocaina
nas atividades neurais relacionadas a recompensa busca da droga. Em animais experimentais,
estudos sugerem que os antagonistas do receptor CB1 reduzem consistentemente os efeitos de
recompensa e reforco induzidos por cocaina, sugerindo um papel modulador para o sistema
endocanabinoide na dependéncia e no TUS (Moreira FA. et al., 2015; Asth, L. et al., 2022). Assim,
a cocaina requer ativacdo do receptor CB; para induzir a liberacdo de dopamina (Cheer JF. et al.,
2007). Em relagao aos receptores CB2, sdo os agonistas que inibem os efeitos comportamentais da
cocaina ap6s administragdes sistémicas ou intra-NAc (Lopes JB. et al., 2019). Os resultados de
estudos com animais geneticamente modificados demonstram que os camundongos que

superexpressam o0s receptores CB, apresentaram aversdo, em vez de preferéncia, apds a
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administracdo de cocaina (Aracil-Fernandez A. et al., 2012). Dessa forma, as farmacoterapias
direcionadas para ambos os receptores despertam muito interesse como potencial tratamento para
a dependéncia de cocaina. Assim, se faz necessario uma compreensao mais detalhada do papel
preciso do sistema endocanabinoide nos efeitos da cocaina. Porém, ha varios resultados
conflitantes e, portanto, o envolvimento do SEC nas respostas a cocaina no modelo do CPP ainda

nao esta esclarecido.

1.5 Memoéria e Transtorno por Uso de Substancias

No contexto da neurobiologia comportamental, a formagdo da memoria é um processo
multifasico, envolvendo ao menos quatro etapas principais: aquisi¢ao, consolidacao, evocagdo e
reconsolidagdo. A fase de aquisicdo compreende a codificacdo inicial do estimulo, geralmente
acompanhada de ativacdo sinaptica rapida e alteragdes transitorias na excitabilidade neuronal. Em
seguida, a consolidacao estabiliza as informagdes adquiridas por meio de mecanismos dependentes
de transcricao génica e tradugdo proteica, resultando em modificagdes duradouras na arquitetura
sinaptica. A evocagao consiste na reativagdo do trago da memoria na presenca de estimulos
discriminativos, enquanto a reconsolidacdo, descrita originalmente por Nader et al. (2000), refere-
se ao estado temporario de labilidade da memoria evocada, periodo durante o qual ela pode ser
atualizada, enfraquecida ou reforgada antes de ser novamente estabilizada (Dudai, 2012; Sara,

2000).

Estudos pré-clinicos em modelos animais tém sido cruciais para a elucidagdo dos substratos
neurais e moleculares dessas fases. Em roedores, hd evidéncias robustas de que a formagdo de
memorias associadas ao uso de drogas, como a cocaina, depende da ativagao de estruturas limbicas

especificas, incluindo o NAc, o PFC, o hipocampo e a amigdala basolateral (Milton & Everitt,
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2010; Blundell et al., 2008). A consolidag¢do e a reconsolidacdo dessas memorias envolvem a
ativagdo de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, a expressdo de genes imediatos ¢ a sintese
de proteinas reguladoras da plasticidade sinaptica (Tronson & Taylor, 2007). Particularmente no
modelo de CPP, essas fases podem ser operacionalizadas experimentalmente, permitindo o estudo

da influéncia farmacologica e comportamental de farmacos em janelas temporais bem delimitadas.

No ambito do TUS, essas fases da memoria sdo profundamente relevantes. As memorias
de recompensa associadas ao uso da droga se tornam altamente salientes e resistentes a extingao,
representando um fator de risco substancial para recaidas. Tais memorias podem ser reativadas por
pistas ambientais ou emocionais, mesmo apds longos periodos de abstinéncia, indicando uma
persisténcia patologica da evocagdao e da reconsolidagdo no TUS (Hyman et al.,, 2006). A
farmacomodulacdo desses processos, especialmente durante as fases de consolidagdo ou
reconsolidagdo, tem se mostrado uma estratégia promissora para enfraquecer os tracos de

memorias disfuncionais que mantém o ciclo abusivo de TUS (Lee et al., 2017).

Como ja elucidado, o sistema endocanabinoide apresenta um papel central nesse contexto.
Portanto, compreender as fases da memoria e suas relacdes com os mecanismos neurobiologicos
subjacentes ao TUS fornece um arcabougo tedrico essencial para o desenvolvimento de
intervengdes farmacoldgicas eficazes. O delineamento experimental das fases de aquisigdo,
consolidagdo, expressdo e reconsolidacdo no modelo de CPP em roedores permite avaliar com alta
precisdo o impacto de compostos canabinoides sobre a dinamica das memdorias de recompensa,

revelando janelas criticas para o redirecionamento terapéutico no TUS.

1.6 Importincia da Revisao Sistematica e Metanalise
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A revisdo sistematica ¢ uma metodologia que visa identificar, avaliar e sintetizar todas as
evidéncias relevantes disponiveis sobre uma questao especifica de pesquisa. Diferente das revisdes
tradicionais, que podem ser subjetivas e seletivas, as revisdes sistematicas seguem um protocolo
rigoroso e pré-definido para a busca e andlise de dados. Este processo envolve a avaliagdo critica
por pares em todas as etapas, defini¢do clara dos critérios de inclusdo e exclusdo dos estudos, a
busca em multiplas bases de dados e da qualidade dos estudos selecionados. O objetivo principal
¢ minimizar vieses € proporcionar uma visdo abrangente e imparcial da literatura existente,
facilitando a tomada de decisOes informadas na pratica pré-clinica, clinica e na formulagdo de

politicas publicas (Higgins et al., 2019).

A metanalise ¢ um método estatistico utilizado para integrar os resultados de multiplos
estudos independentes, permitindo uma sintese quantitativa das evidéncias disponiveis. Esta
metodologia ¢ frequentemente aplicada em conjunto com revisdes sistemadticas, oferecendo uma
estimativa mais precisa e robusta do efeito de uma intervengdo ou associacdo estudada. A
metanalise envolve a agregacdo dos dados de diversos estudos, ponderando-os de acordo com o
tamanho amostral e a qualidade metodoldgica, para gerar uma estimativa combinada. Além disso,
a metanalise possibilita a investigagdo de varidveis moderadoras e a avaliacao de heterogeneidades
entre os estudos, fornecendo insights adicionais sobre as condi¢des sob as quais os efeitos sdo mais

pronunciados (Gurevitch et al., 2018).

As pesquisas de revisdo sistematica e metanalise sdo ferramentas cruciais no campo da
ciéncia, inclusive em estudos pré-clinicos, onde a heterogeneidade dos dados experimentais pode
ser significativa. A revisdo sistematica permite a compilacdo e andlise abrangente de todos os

estudos relevantes sobre uma determinada questdo de pesquisa, minimizando vieses e fornecendo
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uma visdo ampla e imparcial da literatura existente. Este método rigoroso ¢ essencial para
identificar lacunas no conhecimento, avaliar a consisténcia dos resultados e determinar a robustez
das conclusdes cientificas. Diversos estudos destacam a importancia dessas metodologias para
aumentar a transparéncia e reprodutibilidade da ciéncia pré-clinica, promovendo a confianga nos

resultados obtidos (Moher et al., 2009; Hooijmans et al., 2014).

A metanalise, por sua vez, agrega os dados quantitativos de multiplos estudos
independentes, proporcionando uma estimativa mais precisa e geral do efeito de uma intervengao
ou fenomeno estudado. Em estudos pré-clinicos, onde a variabilidade inter-estudos pode ser alta
devido a diferentes modelos experimentais, condicdes de teste e populacdes amostrais, a
metanalise se mostra fundamental. Este método nao apenas melhora a precisdo estatistica das
estimativas de efeito, mas também permite a avaliagdo de possiveis fatores moderadores € a
investigacao de heterogeneidades. A agregacao de dados através de metanalises ¢ crucial para
identificar tendéncias robustas que poderiam ser mascaradas em estudos individuais, conferindo
uma base solida para a translacionalidade dos achados para a pratica clinica (Gurevitch et al.,

2018).

A realizagdo de revisdes sistematicas e metanalises em estudos pré-clinicos também
desempenha um papel vital na otimizagao do uso de recursos. Ao consolidar e sintetizar evidéncias
existentes, essas metodologias evitam a duplicagdo desnecessaria de esforgos e direcionam futuras
investigagdes para areas de maior necessidade e potencial impacto. Este aspecto ¢ particularmente
relevante em um cenario de recursos limitados e demanda crescente por resultados cientificos

eficientes e eficazes. Além disso, a metandlise pode identificar subgrupos especificos onde as
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intervengdes sao mais ou menos eficazes, permitindo um direcionamento mais preciso de futuros

estudos pré-clinicos e clinicos (Ioannidis, 2016).

Finalmente, as revisOes sistematicas ¢ metanalises contribuem significativamente para a
melhoria das diretrizes e praticas regulatorias em pesquisas biomédicas. A evidéncia consolidada
a partir dessas analises fornece uma base solida para a elaboracao de politicas e recomendagdes
que garantem a seguranca e eficicia das intervencdes antes de sua aplicacdo clinica. Além disso,
ao promover uma abordagem baseada em evidéncias, essas metodologias ajudam a mitigar riscos
e aumentar a confiabilidade das descobertas cientificas, facilitando a transi¢ao dos achados pré-
clinicos para ensaios clinicos e, eventualmente, para a pratica médica. A incorporagdo de revisoes
sistematicas e metanalises nos processos regulatorios reforca a importancia de uma base cientifica

robusta e rigorosa para a inovagao e avango da medicina (Higgins et al., 2019).

Diante da relevancia do sistema endocanabinoide na modulagao das vias de recompensa e dos
comportamentos relacionados ao uso de substancias, postula-se que a manipulagao farmacologica
deste sistema — particularmente por meio da administracdo de agonistas do receptor CB; e de
agonistas do receptor CB, — ¢ capaz de modular reduzir os efeitos da cocaina no modelo de CPP.
Supde-se ainda que esses efeitos sejam dependentes do alvo farmacoldgico especifico, do tipo de
composto administrado e da fase comportamental analisada, reforcando o potencial do sistema

endocanabinoide como alvo promissor para o desenvolvimento de terapias voltadas ao TUS.

2. OBJETIVOS
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Objetivo geral: realizar revisdo sistemdtica e metanalise a fim de elucidar os efeitos de
canabinoides e o envolvimento do sistema endocanabinoide nas respostas a cocaina no modelo de

CPP.

Objetivos especificos: verificar as agdes dos fitocanabinoides THC e CBD; canabinoides
sintéticos; agonistas e antagonistas CB1 e CB> e de inibidores da hidrolise de endocanabinoides
nos efeitos da cocaina em animais experimentais no modelo de preferéncia condicionada ao

contexto.

3. METODOLOGIA

Este estudo consiste em uma revisao sistematica da literatura e metanalise. As etapas de
busca de artigos, selecdo, extracdo e interpretacdo de dados foram realizadas por duas
pesquisadoras independentes: a doutoranda Aline de Castro Santos (AC) e a Dra. Lia Parada
Iglesias (LPI), da Universidade de Aarhus, Dinamarca. Em caso de divergéncias, o auxilio de um

terceiro pesquisador, Fabricio de Aratijo Moreira (FAM), foi solicitado para se obter um consenso.

O protocolo da revisdo foi previamente registrado na plataforma PROSPERO, sob o
nimero de identificagdo 394127, com o titulo “Involvement of the endocannabinoid system in the
effect of cocaine in the conditioned place preference model: A systematic review and meta-

analysis”, assegurando transparéncia e rastreabilidade dos procedimentos adotados.

A busca dos artigos foi realizada por duas revisoras independentes (AC e LPI), no dia
04/06/2021, as 14 horas horéario de Brasilia (GMT-3). A base de dados PubMed/Medline e Scopus
foram utilizadas para fazer a busca de artigos cientificos utilizando-se os termos “("conditioned
place preference" AND cocaine) AND (cannabinoid* OR endocannabinoid*)”. A estratégia

PICOS foi usada para definir com precisdo os critérios de elegibilidade, sendo Populagio (P):
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Camundongos ou ratos na idade adulta como sujeitos experimentais; Intervencdo (I):
Administragdo aguda de fitocanabinoides THC e CBD, canabinoides sintéticos, agonistas ¢
antagonistas CB1 e CB; e inibidores da hidrélise endocanabindide sem intervengdo prévia a
administracdo ou teste; Comparagdo (C): Administragdo do veiculo; Resultado (O): Efeitos
bifasicos dos canabindides no modelo CPP; Desenho do estudo (S): Estudos pré-clinicos
experimentais originais que avaliam o envolvimento do sistema endocanabinoide nos efeitos de

recompensa da cocaina em animais experimentais no modelo CPP.

Foram considerados critérios de exclusdo: artigos de revisao, estudos que nao testem efeito
agudo das drogas anteriormente citadas, estudos em modelos de desenvolvimento gestacional,
estudos no qual ndo demonstraram a preferéncia induzida por cocaina, estudos que avaliaram se o
canabinoide facilitou a preferéncia condicionada ao contexto induzida por doses subefetivas de
cocaina, estudos feitos em animais experimentais que nao sejam roedores e estudos que avaliaram

o comportamento em outro modelo que ndo o de preferéncia.

ApOs a busca, a selecao dos artigos foi realizada e, em seguida, os dados foram extraidos e

I™ com as varidveis: referéncia (ano; autor), modelo animal

tabulados em uma planilha do Exce
(espécie; linhagem; sexo), cocaina (via de administracdo; dose), tratamento (nome da droga; alvo;
dose; via de administragdo; tempo antes do comportamento; fase de administra¢ao), protocolo de
CPP (compartimentos; dias de condicionamento; tempo de condicionamento; tempo de pré teste;
tempo de teste; extingdo; reintegracdo). Apos a tabulacdo, os artigos foram agrupados buscando

manter homogeneidade dentro do mesmo grupo, para isso, foi feito um levantamento considerando

a variavel utilizada para quantificar o CPP.
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Nos casos em que os artigos selecionados apresentavam dados incompletos ou insuficientes
para o calculo do tamanho do efeito, tentamos contato direto com os autores correspondentes, por
meio dos enderegos eletronicos fornecidos nas publicagdes. A solicitacdo de dados adicionais foi
realizada de forma padronizada e foram aguardadas respostas por um periodo de até¢ 30 dias.
Apenas apds o esgotamento desse prazo, € na auséncia de retorno, ¢ que tais estudos foram
excluidos da analise quantitativa, embora registrados no banco de dados da revisdo sistematica.
Essa estratégia foi adotada para assegurar a transparéncia e o rigor cientifico do processo, evitando

a exclusdo precoce de dados relevantes e reduzindo potenciais vieses de selegao.

A etapa final consiste na analise estatistica, que foi realizada por meio do software Rstudio
de metanalise, um conjunto de métodos quantitativos utilizados para combinar, resumir e
interpretar imparcialmente todas as evidéncias disponiveis provenientes da revisao sistematica. O
software em questao, que utiliza a linguagem estatistica R, foi utilizado pelo seu reconhecimento
internacional, robustez e flexibilidade na manipulacao de dados e geracdo de graficos de forma
gratuita. Para isso, os dados graficamente expressos foram extraidos através do WebPlotDigitizer
e tabulados em uma nova planilha do Exce/™, incluindo: média (M) dos grupos controle e
experimental, SD (Desvio Padrao da Média) dos grupos controle e experimental, nimero de
animais (N) utilizados nos grupos controle e experimental, SEM (Erro Padrdao da Média) dos

grupos controle e experimental e a variavel CPP (unidade de quantificacdo do CPP).

O método de distribuicdo normal dos dados foi adotado, pois foi uma coleta aleatéria de
dados de diferentes fontes. Quando ha selecdo deste modelo, considera-se o fato de que os
tamanhos de efeito mostram mais variancia se comparado aos extraidos de uma tnica populagio
homogénea e os valores discrepantes com tamanhos de efeito muito altos sdo perdidos no efeito

agregado. A partir disso, quantificamos a heterogeneidade entre os estudos, que ¢ a extensdo em
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que os tamanhos de efeito reais variam dentro de uma metanalise. Apds a obtencdo deste valor,
sera realizado o célculo de ajuste de de Hartung-Knapp-Sidik-Jonkman para reduzir a chance de

falsos positivos (Harrer M. et al., 2021).

Com base no modelo de efeitos aleatorios, existem duas fontes de variagdo que ocasionam
em divergéncia de efeitos observados entre estudos. Ha o erro de amostragem e o erro causado
pela heterogeneidade entre os estudos. Dessa forma, utilizamos o Método Q de Cochran para
distinguir o erro de amostragem da heterogeneidade real entre os estudos. O teste parte do
pressuposto que os achados dos estudos primarios sao iguais (hipotese nula) e verifica-se os dados
encontrados refutam esta hipotese. Se a hipdtese nula for confirmada, os estudos sao considerados

homogéneos (p>0,05) (Harrer M. et al., 2021).

A estatistica I* descreve a propor¢io da variagio total da heterogeneidade. A estatistica 1% é
obtida a partir da estatistica do teste Q de Cochran e do ntimero de estudos envolvidos na
metandlise. Uma escala com um valor de I? proximo a 0% indica nio heterogeneidade entre os
estudos, proximo a 25% indica baixa heterogeneidade, proximo a 50% indica heterogeneidade

moderada e proximo a 75% indica alta heterogeneidade entre os estudos (Harrer M. et al., 2021).

Ao se avaliar a heterogeneidade em uma metandlise, ¢ fundamental empregar medidas
estatisticas que sejam robustas e minimamente influenciadas pelo poder estatistico da amostra. O
teste Q de Cochran, embora amplamente utilizada, apresenta sensibilidade ao nimero de estudos
incluidos na anélise, bem como ao tamanho amostral e a precisdo das estimativas de cada estudo.
Dessa forma, sua interpretacdo isolada pode ser enganosa, especialmente em metandlises com

elevado numero de estudos ou grande variabilidade nas amostras. O aumento do valor de Q em
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tais situagdes reflete tanto variagdes reais quanto artefatos estatisticos, razdo pela qual sua

utilizagdo deve ser acompanhada de medidas complementares (Harrer M. et al., 2021).

Nesse contexto, o indice I* representa uma ferramenta mais adequada para quantificar a
proporcao da variabilidade total entre os estudos que ndo pode ser atribuida ao erro amostral. O 12
ndo ¢ influenciado pelo numero de estudos incluidos na andlise e fornece uma estimativa
percentual direta da heterogeneidade real. Ainda assim, ¢ importante reconhecer que o I> também
ndo constitui uma medida perfeita, pois depende diretamente da estatistica Q e, portanto, de sua
variancia. Dado que nenhuma medida isolada ¢ inteiramente suficiente, recomenda-se o uso
conjunto dessas métricas para uma avaliagdo mais acurada da heterogeneidade entre os estudos

(Harrer M. et al., 2021).

Para superar as limitagdes associadas a inferéncia estatistica baseada apenas no efeito
agregado, foram também calculados intervalos de predigao (PI). Diferentemente dos intervalos de
confiancga, que estimam a precisao da média dos efeitos observados, os intervalos de predi¢ao
refletem a distribui¢dao esperada de efeitos em estudos futuros, levando em conta a variabilidade
entre os estudos ja existentes. Um intervalo de predi¢do situado inteiramente no lado do efeito
favoravel a intervengdo sugere que, mesmo diante da heterogeneidade observada, espera-se que
estudos subsequentes mantenham um efeito consistente em magnitude e direcdo. Essa abordagem
amplia a relevancia pratica dos achados da metandlise e contribui para maior aplicabilidade

translacional dos resultados (Harrer M. et al., 2021).

Todas essas técnicas estatisticas foram adotadas com o objetivo de estimar de maneira mais
imparcial e precisa o tamanho médio do efeito populacional. No entanto, mesmo a estimativa mais

robusta estara sujeita a distor¢des caso a amostra de estudos incluidos seja enviesada. Viés de
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publicagdo ¢ um dos principais riscos nesse sentido, caracterizando-se pela tendéncia de que
apenas estudos com resultados estatisticamente significativos sejam publicados e indexados em
bases de dados cientificas. Isso pode comprometer substancialmente a validade dos resultados da

metanalise (Harrer M. et al., 2021).

Para investigar a presenca de viés de publicagdo, foram utilizadas duas abordagens
complementares. Primeiramente, realizou-se uma avaliacdo qualitativa da simetria dos estudos em
grafico em funil. Nesse tipo de grafico, distribui¢cdes assimétricas sugerem a possivel presenca de
viés, geralmente em fungao da auséncia de estudos com pequeno tamanho amostral e efeitos nulos
ou negativos. Para complementar essa andlise e reduzir inferéncias subjetivas, foi realizado o teste
de regressao de Egger, que fornece uma estimativa quantitativa da assimetria. Valores proximos
de zero indicam auséncia de viés, enquanto valores superiores a 1,96 sugerem viés de publicacao

estatisticamente significativo (Harrer M. et al., 2021).

Por fim, todos os graficos de floresta, tanto o grafico global quanto os graficos de subgrupos,
foram gerados no RStudio utilizando os pacotes dmetar. Esses graficos foram empregados para
representar visualmente os efeitos agregados de cada estudo individual e seus respectivos
intervalos de confianca (IC), bem como para comparar as intervencdes de acordo com o alvo
farmacoldgico, o tipo de composto e a fase comportamental do protocolo CPP. A estrutura grafica
padronizada permite a identificagdo imediata da dire¢do e magnitude dos efeitos e a visualizagao

da heterogeneidade entre os estudos incluidos.

4. RESULTADOS
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Dos 125 artigos encontrados através das bases de dados citadas anteriormente, 16 foram
incluidos para a realiza¢do da revisdo sistematica e metanalise, conforme representado na Figura

3.

Estudos encontrados nas bases de dados
(n=125)

@tudos duplicados (n=50) \

Revisoes (n=20)
Outras drogas de abuso (n=8)

Dose sub efetiva de COC (n=2)

N3&o utilizou CPP (n=2)

Outras intervengdes (n=24)

Q)edores ndo adultos (n=3) /

Estudos incluidos para a revisao
sistematica e metanalise
(n=16)

Figura 3. Fluxograma indicando o numero de estudos identificados, excluidos na fase de triagem

e incluidos na revisao sistematica e metanalise.
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Estes estudos primarios selecionados contém um total de 72 grupos experimentais. Os

principais critérios extraidos destes grupos estdo representados nas Figuras 4-18.

Espécie dos animais

B Camundongos

M Ratos

Figura 4. Porcentagem das espécies de animais utilizados nos grupos experimentais dos

estudos primarios.



40

Linhagem dos roedores

2,8%

30,5%

47,2%

8,3%

2,8%
2,8%  55%

M C57BI/6J (Camundongo)
H CD1 (Camundongo)

B Kunming (Camundongo)
M Long-Evans (Rato)

m Sprague-Dawley (Rato)
W Swiss (Camundongo)

= Wistar (Rato)

Figura 5. Porcentagem das linhagens dos animais utilizados nos grupos experimentais dos

estudos primarios.

Sexo dos animais
2.8%

B Macho

® N3o informado
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Figura 6. Porcentagem do sexo dos animais utilizados nos grupos experimentais dos

estudos primarios.

Dose de cocaina

42% _1,4%

26,4%
16,7%

8,3%

41,7% 1,4%

5 mg/kg

m 7,5 mg/kg
10 mg/kg
15 mg/kg
17 mg/kg
m 20 mg/kg
40 mg/kg

Figura 7. Porcentagem das doses de cocaina utilizadas nos grupos experimentais dos

estudos primarios.
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Grupo canabinoide

12,3% HAM 251

H AM 281

m AM 630

M Beta-cariofileno
mCB1-/-
mCB2-/-

m CBD

B CBDA

mCnr-/-

2,8% g Cnr +/-

W DAT Cnr2 -/-

M JWH 133

1,4% " Infusdo de lentivirus

35,6%
RN 8,2%

2,8%

5,4%

7 Camundongos MGL-Tg

2,8% 0 1966
1,4% /. " THC

1,4% SR 141716

1,4%

15,1%

Figura 8. Porcentagem de grupos canabinoides utilizados nos grupos experimentais dos

estudos primarios.
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Alvos farmacoldgicos das intervencgoes
2,7%

2,7% 8,1%

\

18,9%

2,7%

B Receptores CB1 (knockout)
B Receptores CB2 (knockout)
Il Agonistas CB1

B Antagonistas CB1

W Agonistas CB2

B Antagonistas CB2

W Fitocanabinoides

W Diversos alvos

N3do se aplica (solugao VEH)

Figura 9. Porcentagem dos alvos farmacolédgicos das intervengdes utilizadas nos grupos

experimentais dos estudos primarios.
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Dose canabinoide

9,7%

7,0%

H 0.01 mg/kg
0.1 mg/kg
0.3 mg/kg
0.5 mg/kg
m 1 mg/kg
m 1.5 mg/kg
3 mg/kg
5 mg/kg
M 10 mg/kg
20 mg/kg
m 30 mg/kg
50 mg/kg

" Nao aplicavel

Figura 10. Porcentagem das doses canabinoides utilizadas nos grupos experimentais dos

estudos primarios.
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Figura 11. Relagdo do numero de estudos e canabinoides utilizados com as doses

referentes.
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Via de administracao das intervengoes

5,5%

12,5% 2,8%

4,2%

M Intra-mPFC
M Intra-NaC
& Intra-VTA
mIP

B N3o aplicavel

75,0%

Figura 12. Porcentagem das vias de administragao das intervengdes utilizadas nos grupos

experimentais dos estudos primarios.

Co-administragao de intervengoes
5,5%

B Intervencdo + solucgdo veiculo

M Intervencgdo + agonista CB2

W Somente uma intervengao
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Figura 13. Porcentagem de co-administragdo de intervencdes utilizadas nos grupos

experimentais dos estudos primarios.

Pré-emparelhamento
9,7%

90,3%

m N3o

® N3o informado

Figura 14. Porcentagem de estudos que utilizaram pré-emparelhamento, que tem como

objetivo avaliar as preferéncias naturais dos animais pelos ambientes utilizados no estudo,

antes de qualquer intervengao farmacologica ou exposi¢do a estimulos recompensadores,

nos grupos experimentais dos estudos primarios.
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2,8%

30,5%

12,5%

Fases do CPP

23,6%

11,1%

W Aquisi¢cao

B Consolidacao

M Expressao

B Extincao

B P6s condicionamento
B Reintegracao

M N3o informado

Figura 15. Porcentagem das fases do CPP utilizadas nos grupos experimentais dos estudos

primarios.
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Numero de ensaios CPP

2,8% 2,8%

B Um ensaio
M Dois ensaios

M Quatro ensaios

94,4%

Figura 16. Porcentagem do numero de ensaios utilizados nos grupos experimentais dos

estudos primarios.

Variavel de tempo CPP
2,8%

M CPP score

B Segundos
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Figura 17. Porcentagem das varidveis de tempo utilizados no CPP nos grupos

experimentais dos estudos primarios.

4%~ Tempo na fase teste

1,4%
M 15 minutos

B 18 minutos
® 20 minutos
B 30 minutos

® N3do informado

Figura 18. Porcentagem tempo em minutos utilizados no CPP nos grupos experimentais

dos estudos primarios.
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Os resultados da metanalise estdo apresentados da seguinte forma: Na parte inferior do grafico
de floresta, uma forma de losango representa o efeito médio. O comprimento do diamante
simboliza o intervalo de confianca do resultado agrupado no eixo X ¢ a linha de referéncia vertical
indica o ponto no eixo X igual a nenhum efeito. Outros graficos também foram gerados para uma

analise mais ampla, de acordo com o receptor alvo, fase do CPP e grupo farmacologico.

Foram utilizadas estimativas de diferenca média padronizada (SMD), com calculo baseado em
variancia inversa € modelo de efeitos aleatdrios, acompanhadas dos respectivos intervalos de

confianca de 95% (IC95%) e indice de heterogeneidade (I?).

O grafico de floresta, corresponde a Figura 19, mostra que o deslocamento do losango a
esquerda da linha de nulidade confirma que a intervencao foi superior quando comparada aos
grupos controle. O IC95% entre —0,65 e —0,20, indica uma reducao estatisticamente significativa
da CPP nos grupos que receberam interven¢do, confirmando a hipdtese inicial sobre o papel
funcional do sistema endocanabinoide na modulagao do comportamento de recompensa a cocaina

no modelo de CPP.

A heterogeneidade estatistica foi substancial, com um indice I> = 71%, indicando que a
variabilidade entre os efeitos observados ndo se explica apenas por erro amostral, mas por
diferencgas reais entre os estudos, dessa forma, realizamos andlises estratificadas por tipo de alvo
farmacoldgico, intervencdo e fase comportamental, para melhor compreensdao da variabilidade

observada.



Experimental Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Martin 2000 group | 22395 1405316 10 17851 121.8109 10 1.5% 0.33[-055 1.21] ‘I"_
Houchi 2004 group | 647.29 2243004 10 62660 2336607 10 1.5% 0.09[-0.79; 0.98] TR
Parker 2004 group | -41.36 1811036 10 141.36 175.9200 9 15% -098[-1.94 -0.01] —=
Parker 2004 group Il -3454 207.0027 10 14136 1759200 9 15% -087[-182 0.08] —
Parker 2004 group Il 7107 1685810 10 22107 180.3758 12 15% -0.82[1.70; 0.06] — =
Parker 2004 group IV 5743 1646598 10 22107 1803758 12 15% -001[-180;-0.02] ——
Miller 2008 group | 19.04 1789982 11 347.61 133.3500 9 14% -198[-3.07, -0.85] —
Miller 2008 group I 29365 923896 7 32608 1526502 B 14% -024[-126; 0.78] ——
Ramirg-fuentes 2010 group | 191.06 853519 T 49131 206.6634 6 12% -1.83[-3.20 -0.45] ——
Ramiro-fuentes 2010 group 1l 203.47 111.5978 T 50372 2188129 6 12% -1.65[-2.98;-0.33] —a—
Pan 2011 group | 8344 566100 9 18377 B4.2871 8 14% -1.34[-2.42 -0.26] —
Pan 2011 group Il 16537 723000 9 18614 637626 7 14% -029[-128 0.71] —
Yu 2011 group | 14898 729854 10 14655 57.0421 5 14% 003[-1.04; 1.11] TR
Yu 2011 group Il 14655 614747 10 14655 57.0421 5 14% 000[-107; 107] ———
lonatowska-Jankowska 2013 group | 3877 454528 8 561 242880 T 14% 1.12[0.01; 2.24] l_‘_
lgnatowska-Jankowska 2013 group Il 151.25 101.7102 8 16210 096.4609 6  14% -0.101.16; 0.98] —iE—
Hu 2014 group | 191.42 1404244 14 -73.99 120.3691 14 15% 1.97[1.04; 2.90] -
Hu 2014 group Il 211.05 1400536 12 -G6253 154.0486 12 15% —
Hu 2014 group Il 2418 121.0307 15 -6413 1052290 15 1.6% e
Hu 2014 group IV 15274 1384800 16 -10274 105.5200 16 1.5% z . . —a
Hu 2014 group v 281.88 2272656 17 12125 176.4000 16 1.7% OF7[0.06; 1.48] e
Hu 2014 group ¥l 126.05 122.7861 17 350.86 1389889 18 1.6% -1.67[-2.45 -0.89] —e—
Hu 2014 group VIl 137.01 217.7392 13 17597 2036776 13 1.6% -0.18[0.95 0.59] N
Hu 2014 group VIl -88.96 161.5287 13 172.07 165.9961 15  1.6% -1.55[-2.41;-0.69] ——
Hu 2014 group IX 14480 2247701 13 30844 1966468 13 16% -075[-155; 0.05] —
Hu 2014 group X 248.05 2387957 13 35129 1811007 15 1.6% -0.48[1.23; 0.28] —e
Hu 2014 group X 127.45 1821490 11 12949 90.2354 4 14% -0.071[1.11; 1.09] _'—’_
Hu 2014 group X1l 3999 2158791 11 12949 0992354 4 14% -044[-155 0.67] —
Hu 2014 group X1 -80.00 1956145 11 12949 992354 4 13% -1.12[2.31; 0.06]
Hu 2014 group XVI -G9.83 183.3062 13 12949 0992354 4 13% -113[-2.28 0.02]
Hu 2014 group Xv 15999 1868818 11 31661 1121754 4 13% -086[-201; 0.29]
Hu 2014 group XV 24745 161.9176 11 31661 1121754 4 14% -043[1.54; 0.68] —eT
Hu 2014 group Xvil 20271 1146557 11 31661 1121754 4 13% -094[-210; 0.22]
Hu 2014 group XVl 8677 1319992 13 31661 1121754 4 13% -1.71[-2.96 -0.46] —
Hu 2014 group XIX -10132 1595793 19 14058 1082000 16 16% -171[-249-0.92] —
Hu 2014 group XX 132,62 1248825 19 24562 1336800 16 1.7% -0.86[-1.55 -0.16] —|
Hu 2014 group XXI 16992 1507743 19 4962 1638510 19 17% 075009 141] =
Hu 2014 group X1 8571 806067 17 22556 150.3600 16 1.6% -1.14[-1.88 -0.40] —
Hu 2014 graup XXiil 8990 2183161 13 17614 2050838 13 16% -039[-117; 0.38] —
Hu 2014 group XXV -58.71 2117180 13 12293 1967134 17 1.6% -087[1.63-0.11] —]
Hu 2014 graup XXV 234 86 284 4780 13 30825 1918514 13  16% -029[-107; 0.45] —
Hu 2014 group XV1 179.81 205.0838 13 32844 2193905 17 1.6% -0.68[142 0.07] _'—}
Tung 2016 group | 131.93 885754 10 15014 250440 5 14% -0.23]1.31; 0.85] —a
Tung 2016 group Il 316.80 911038 8 15014 250440 5 11% 2.09[0.62;, 3.55] | —
Tung 2016 group Il 23979 819354 6 25652 472913 2 1.0% -019[1.79; 1.42] —a—
Wei 2016 group | 24235 1933100 10 19624 186.5111 10 1.5% 023[-0.65 1.11] e
Gobira 2018 group | -952 3555616 8 20000 2209400 4  13% -0601.84; 0.63] — T
Gobira 2018 group 1l 268.57 231.8207 7 20000 2209400 4 1.3% 027[-0.96; 1.51]
Canseco-alba 2019 group | 39238 747246 10 29658 49.8059 10 14% 1.44[044; 2.45]
Canseco-alba 2019 group 1l 6876 857610 10 30024 80.1183 5 11% -259[4.11,-1.08]
Lopes 2018 group | 116.39 1105848 10 16557 51.8361 4 13% -0.46[1.68; 0.76]
Lopes 2019 group I 68.30 11056848 10 16557 51.8361 4 12% -0.90[217, 0.36]
Lopes 2018 group 11l 1584 622020 10 16557 51.8361 4 1.0% -233[-3.91,-0.79]
Lopes 2019 group IV 90.29 131.8047 8 14951 23.3000 4 13% -049[172 0.73]
Lopes 2019 group V 151.45 148.2044 8 14951 23.3000 4 13% 001[-1.19; 1.21]
Lopes 2019 group VI 68.93 151.4400 9 14951 23.3000 4 13% -058[1.78 0.63]
Lopes 2018 group VI 13832 765809 11 13517 657248 4 13% 0.04[-1.15; 1.23]
Lopes 2019 group Vil 11207 863302 10 13517 657248 4 13% -026[-147; 0.95]
Lopes 2018 group IX 44 .88 103.9200 9 13517 B65.7248 4 12% -0.87[2.16; 0.42]
Lopes 2019 group X 11577 1221300 9 16972 347598 4 13% -047[-171; 0.78]
Lopes 2019 group X! 17379 1255108 10 16972 3475938 4 13% 003117, 1.24]
Lopes 2019 group X1 5368 837085 10 16972 347598 4 12% -1.43[-279,-0.07]
Lopes 2019 group Xl 7834 805748 10 23375 509190 3 11% -1.92[-3.43-0.41]
Lopes 2019 group XIV 198.08 1146500 9 23375 509190 3 12% -032[-158; 0.95]
Lopes 2019 group XV 201.91 1452000 9 23375 509190 3 12% -0.23[-1.49; 1.04]
Lopes 2019 group Xvi 4767 732642 11 18255 441327 4 11% -186[328-043]
Lopes 2019 group XVII 140,69 694170 11 18255 441327 4 13% -0.60[-1.82, 0.61]
Lopes 2019 graup XVl 10581 1118366 11 18255 441327 4 13% -071[-194; 052
Alegre-zurano 2020 group | 244,66 117.6000 9 20086 57.6400 4 13% 039[-0.80; 1.58]
Alegre-zurano 2020 group Il 148.99 102.0467 10 20086 57.6400 4  13% -052[1.70; 0.66]
Galaj 2020 group | 419.54 117.3000 9 44962 828907 14 1.6% -0.30[-1.14; 0.55] T
Galaj 2020 group Il 31578 189.4800 O 44962 B65650 14 15% -005[-184-0.05] —=
Total {(95% CI) 788 584 100.0% -0.42[-0.65;-0.20] +
Prediction interval [-212; 1.27] —
Heterogensity: Tau® = 0.7045; Chi’ = 243.55, df = 71 (P < 0.01); ' = T1%

-4 -2 0 2

Figura 19. Gréfico de floresta global.

De acordo com a Figura 20, podemos observar dados estatisticos relevantes sobre cada grupo
abrangendo os receptores alvo (alvos CBi, diversos receptores alvo, CB; agonista, CB;

antagonista, CB; agonista, alvos CB2, CB; antagonista e fitocanabinoides), incluindo valores de
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efeito e intervalos de confianga. No grupo CBi, o tamanho do efeito ndo apresentou uma
significancia estatistica. Especificamente, o 1C95% inclui o valor nulo (0), indicando que os
resultados sdo inconclusivos para uma eficacia clara dos alvos CB1 no manejo do TUS. Esse
achado ¢ coerente com a literatura, que frequentemente mostra uma resposta variavel no uso de

agonistas e antagonistas do CB: (Volkow et al., 2014).

A presenga de ICs amplos nesse grupo sugere alta variabilidade entre os estudos,
possivelmente devido a diferencas nas dosagens, modelos experimentais e protocolos de
intervengdo, o que eleva a heterogeneidade. O I? reflete essa inconsisténcia, que na maioria dos
casos ultrapassa 70%, reforcando a necessidade de padronizacdo metodoldgica em estudos sobre

os alvos CB;.

O grupo que analisa as intervengdes ligantes em multiplos alvos canabinoides, apresentou um
tamanho de efeito maior do que o grupo CB; isolado, com um deslocamento mais pronunciado no
gréafico. Ainda assim, o IC95% inclui o valor nulo, o que indica falta de significancia estatistica
robusta. A auséncia de heterogeneidade 1> = 0% sugere alta uniformidade metodoldgica ou de
efeito entre os estudos, isso reflete os resultados de subgrupos de um mesmo estudo. Essa
variabilidade ¢ compativel com achados na literatura, que destacam que a utiliza¢do de drogas que
se ligam em vérios alvos podem ter efeitos inconsistentes devido a complexidade do sistema
endocanabinoide e sua intera¢do com sistemas neuroquimicos relacionados ao comportamento de

busca por drogas (Freels et al., 2020).

O grupo de agonistas CB; mostrou um tamanho de efeito estatisticamente significativo, com
um [1C95% que ndo cruza o valor nulo, com e auséncia de heterogeneidade I? = 0%. No grupo de

antagonistas CB1, o tamanho de efeito sugere uma redu¢do do CPP, o losango estd deslocado a
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esquerda e o IC95% ndo cruza o zero. O valor de I? neste grupo ¢ elevado, 77%, o que sugere

grande variabilidade nos resultados.

Os antagonistas CB; apresentaram um efeito estatisticamente nulo, com IC95% cruzando
amplamente a nulidade, indicando falta de significancia estatistica e alta imprecisdo. O resultado
sugere uma auséncia de efeito significativo no CPP, ainda que os dados tenham baixa
heterogeneidade. Esse resultado ¢ coerente com a literatura, onde os antagonistas CB» apresentam

pouca eficacia para modular comportamentos relacionados ao TUS (Onaivi et al., 2018).

Os agonistas CB> apresentaram um deslocamento levemente positivo na reducao do CPP,
embora o IC 95% novamente cruze o valor nulo. A literatura indica que os agonistas CB2 podem
reduzir a neuroinflamagdo e os comportamentos associados ao TUS, mas os efeitos observados
ainda sdo limitados (Atwood et al., 2020). O valor de I* de 52% indica variabilidade significativa
entre os estudos, o que pode estar relacionado as diferentes abordagens entre os estudos. Para o

grupo fitocanabinoides, incluindo THC e CBD, também ha auséncia de significancia estatistica.



Study or Experimental Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Subgroup SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Martin 2000 group | 22395 140.5316 10 17851 1218109 10 15% 033055 1.21]

Houchi 2004 group | 647.20 224.3004 10 626.60 232.6607 10 1.5% 0.09[-0.79; 0.96]

Miller 2008 group | 19.04 178.9982 11 347.61 1333500 9 1.4% -196[-3.07;-0.85]

Willer 2008 group Il 20365 923896 7 326.98 1526502 8 1.4% -024[1.26 0.78)

Tung 2016 group | 13193 885754 10 15014 250440 5 1.4% -023[1.31; 0.85]

Tung 2016 group Il 31680 911036 8 150.14 250440 5 1.1% 2.09[0.62 3.55

Parker 2004 group | -4136 181.1036 10 14136 1759200 9 1.5% -0.98[-1.94;-0.01)

Parker 2004 group il 7107 168.5810 10 221.07 1803758 12 15% -0.82[-1.70; 0.06]

Parker 2004 group Il -34.54 207.0027 10 14136 1759200 9 1.5% -0.87[-1.82; 0.08]

Parker 2004 group IV 57.43 1646598 10 221.07 180.3758 12 15% -0.91[-180;-0.02]

Ramiro-fuentes 2010 group | 19106 853519 7 49131 206.6634 12% -183[-320;-0485)

Ramiro-fuentes 2010 group II 20347 1115978 7 50372 2188129 1.2% -1.65[-2.98,-0.33]

Pan 2011 group | 83.44 566100 9 18377 842871 14% -134[-242-0.26]

Pan 2011 group Il 16537 72.3000 186.14 63.7626 1.4% -0.29[-1.28; 0.71]

Yu2011 group|
Yu 2011 group i
Hu 2014 group |
Hu 2014 group Il
Hu 2014 group Il
Hu 2014 group IV
Hu 2014 aroup V.
Hu 2014 group VI
Hu 2014 group VIl

Hu 2014 group VIl -88.06 161.5287 172.07 165.0061 1.6% -155[2.41;-0.69]
Hu 2014 group IX 144.80 224.7701 308.44 196.6468 16% -0.75[-155 0.08]
Hu 2014 group X 248.05 238.7957 351.29 181.1007 1.6% -048[-1.23 0.28]
Hu 2014 group XI 127.45 182.1490 129.49 992354 14% -0.01[1.11; 1.09]
Hu 2014 group XII 30.99 215.8791 120.49 002354 1.4% -0.44[-1.55; 0.67]
Hu 2014 group XIll -80.00 195.6145 129.49 992354 1.3% -112[-2.31; 0.0§]
Hu 2014 group X1 -60.83 183.3082 12049 092354 1.3% -1.13[-2.28 0.02
Hu 2014 group X 159.99 188.8818 316.67 1121754 -0.86 [-2.01; 0.29)

Hu 2014 group XvI 247.45 161.9176 216.61 1121754 1.4% -043[-1.54, 0.68]
Hu 2014 group XVl 202.71 114.6557 316.61 1121754 1.3% -0.94[-2.10; 0.22]
Hu 2014 group XVill 86.77 131.9992 3168.61 1121754 1.3% -1.71[-2.96,-0.46]
Hu 2014 group XIX -101.32 159.5793 140.58 108.2000 1.6% -1.71[-2.49,-0.92]
Hu 2014 group XX 132,62 124.8825 245,62 133.6800 17% -0.86[-155-0.16]
Hu 2014 group XXI 169.92 150.7743 49,62 1638510 17% 0.75[009; 1.41]
Hu 2014 group XXII 8571 80.6067 22556 150.3600 16% -114[-188;-0.40]
Hu 2014 group XIIl 89.90 218.3161 176.14 205.0838 1.6% -0.39[-1.17; 0.3g]
Hu 2014 group XXIV -58.71 211.7180 122.93 196.7134 16% -087[-163,-0.11]
Hu 2014 group Y00/ 234.86 284.4780 308.25 191.8514 1.6% -0.29[-1.07; 0.48]
Hu 2014 group XXVI 179.81 205.0838 328.44 219.3905 16% -068[-142 007]
Tung 2016 group Il 23079 81.0354 256.52 472013 1.0% -0.191-1.79; 142]

Gobira 2018 group|
Gobira 2018 group Il

Lopes 2019 group | 116.39 110.5848 16557 51.8361 1.3% -0.46[-1.68; 0.76]
Lopes 2019 group Il 68.30 110.5848 16557 51.8361 1.2% -0.90 [-2.17; 0.36]
Lopes 2019 group Il 15.84 622020 16557 51.8361 1.0% -233[-3.91,-0.75]

Lopes 2019 group IV
Lopes 2019 group ¥
Lopes 2019 group VI

148.98 720854
14655 614747
191.42 140.4244
211.05 140.0536
2418 121.0307
152.74 138.4800
281.88 227.2656
126.05 122.7861
137.01 217.7392

-9.52 355.5616
268.57 231.8207

00.29 131.8047
151.45 148.2944
68.93 151.4400

14655 57.0421
14655 57.0421
-73.99 120.3691
-62.53 154.0486
-64.13 105.2290
-102.74 105.5200
121.25 176.4000
350.86 138.9889
175.97 2036776

200.00 220.9400
200.00 220.9400

14951 23.3000
14951 23.3000
14951 23.3000

AR R R R AN SR NN OB D LA AR EOD DB PR ENOND OO
Ed

1.3%

-0.60 [-1.84; 0.63]
0.27 -0.96; 151]

-0.49[1.72, 0.73]

0.01[-1.19

-0.58[-1.78; 0.63]

121]
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Ignatowska-Jankowska 2013 group| 3877 454528 8 561 242880 7 14% 112[0.01; 224]
Canseco-alba 2019 group Il 68.76 857610 10 20024 80.1183 5 11% -259[-4.11,-1.08]
Lopes 2019 group Vil 13832 7B.5809 11 13517 657248 4 13% D0.04[1.15 1.23]
Lopes 2019 group Viil 11207 86.3302 10 13517 657248 4 13% -026[1.47 0.95)
Lopes 2019 group X 4488 103.9200 9 13517 657248 4 12% -0.87[2.16; 0.42]
Lopes 2019 group X 11577 1221300 9 16972 347598 4 13% 047171, 0.78)
Lopes 20189 group XI 17379 1255108 10 16972 347598 4 13% D0.03[1.17; 1.24]
Lopes 2019 group XII 5368 837055 10 16972 347598 4 12% -143[-279,-0.07)
Lopes 2019 group XIII 7834 805748 10 23375 509190 3 1.1% -192[-3.43;-0.41]
Lopes 2018 group X1V 198.08 114.6600 9 23375 50.9190 3 12% -032[-1.59; 0.95)
Lopes 2019 group XV 4767 732642 11 18255 441327 4 1.1% -186[-3.28;-0.43]
Lopes 2018 group Xvii 140.69 694170 11 18255 441327 4 13% -060[-1.82 0.61)
Galaj 2020 group | 419.54 117.2000 9 44062 828007 14 1.6% -030[1.14; 0.55)
Galaj 2020 group Il 31578 189.4800 9 44962 865650 14 1.5% -0.95[-184:-0.05)
Ignatowska-Jankowska 2013 greup Il 151.25 101.7102 8 16210 06.4609 [ 4% -0.10[-1.16; 0.96]
Wei 2016 group | 24235 1933100 10 196.24 1865111 10 15% 023[0.65; 1.11]
Cansece-alba 2019 group | 30238 747246 10 206.58 49.8050 10 1.4% 1.44[044; 245]
Lopes 2018 group XV 201911452000 9 23375 509190 3 12% -0.23[-149; 1.04)
Lopes 2019 group XViil 10581 111.8366 11 18255 441327 4 1.3% -071[1.94 0.52)
Alegre-zurano 2020 group | 24466 117.6000 9 20086 57.6400 4 13% 0.39[-0.80; 1.58]
Alegre-zUrano 2020 group I 148.99 102.0467 10 20086 57.6400 4 1.3% -052[1.70; 0.66)
Total (95% CI) 788 584 100.0% -0.42 [-0.65;-0.20]
Predi:(\oll\ll!ervzal [-212; 1.211

Heterogenety: Tau® = 0.7045; Chi’ = 243,55, df = 71 (P< 0.01%; F = 71%
Test for subgroup differences: Chi° = 27.01, ¢f =7 (P<0.01)

Figura 20. Grafico de floresta subgrupo alvos farmacologicos.

Na Figura 21, o gréfico foi dividido em sete categorias relacionadas as fases do CPP: fase

ndo informada no estudo, extingdo, pds-condicionamento, aquisi¢do, expressdo, reintegracdo e
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consolidagdo. Os valores estatisticos e significancia apresentados indicam uma modulagdo fase-

especifica dos receptores endocanabinoides, nas diferentes etapas do CPP para a cocaina.

Na categoria “ndo informado”, os estudos apresentam um conjunto de dados onde as fases
do CPP ndo foram especificadas. A analise sugere uma alta variabilidade, possivelmente causada
pela falta de uniformidade nos protocolos experimentais. Isso limita a interpretacao, pois as fases

do CPP apresentam mecanismos neurofisiologicos distintos.

Durante a fase de extingao, observou-se SMD =—0,88, com IC de 95% entre —0,99 ¢ —0,60,
e auséncia de heterogeneidade. Esse resultado indica uma reducao estatisticamente significativa e
altamente consistente da CPP, sugerindo que as intervengoes facilitam o processo de extingao da

memoria de recompensa associada a cocaina.

Na fase pds-condicionamento, o efeito foi ainda mais acentuado (SMD = —1,74; 1C95%: —
2,84 a —0,63; 1> = 0%), representando a maior magnitude observada entre todos os subgrupos. A
auséncia de heterogeneidade também confere alta confiabilidade ao achado, apontando que a

intervencao ¢ eficaz na supressdo da memoria condicionada.

Na fase de aquisi¢do, a intervengao resultou em SMD = —0,55, com IC de —1,04 a —0,07, ¢
heterogeneidade moderada (I = 51%). O resultado ¢ estatisticamente significativo, sugerindo que
o sistema endocanabinoide também interfere na formagdo da memoria contextual, embora a

variabilidade entre os estudos.

Durante a fase de expressao, os dados indicaram SMD = —0,59 (IC95%: —0,91 a —0,27; I
= 0%), confirmando um efeito inibitdorio consistente da intervengdo sobre a evocagdao da memoria
condicionada. A auséncia de heterogeneidade neste subgrupo refor¢a a solidez estatistica do

achado.
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Em contrapartida, durante a fase de reintegracao, o efeito foi SMD =-0,06 (I1C95%: —1,16
a 1,05; I = 0%), sem significAncia estatistica. Embora os estudos tenham apresentado
homogeneidade, o IC amplo e cruzando a nulidade indica falta de evidéncia robusta de efeito nesta
fase. Por fim, na fase de consolida¢do, o efeito estimado foi positivo (SMD = 0,64), porém nao
significativo, com IC de —0,52 a 1,80 e heterogeneidade extremamente elevada (I = 91%)),

sugerindo forte inconsisténcia entre os estudos e baixa confiabilidade preditiva.

Esses resultados indicam que as intervengdes sobre o sistema endocanabinoide apresentam
eficacia durante as fases de extingdo, expressdo, aquisicao e pds-condicionamento, atuando de
forma relevante na formacao, evocagdo e supressao de memorias associativas a recompensa por
cocaina. Por outro lado, seus efeitos durante a consolidagdo e reintegra¢ao ainda permanecem sem

significancia estatistica.



Study or Experimental Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI

WMartin 2000 group | 22305 1405316 10 17851 1218109 10 15% 033055 1.21] J—f
Houchi 2004 group | 54720 2243004 10 62660 2336607 10 15% 009 [-0.79; 0.95] —HE—
Miller 2008 group | 19.04 178.9982 11 347.61 1333500 9 1.4% -1.96[3.07;-0.85] —=— |
Willer 2008 group Il 29365 023806 7 326.98 1526502 & 1.4% -0.24[1.26; 0.78] —fE—
Ignatowska-Jankowska 2013 group Il 15125 101.7102 8 16210 964609 6 1.4% -0.10[-1.16; 0.96] ——
Tung 2016 group | 13193 88.5754 10 15014 250440 5 14% -0.23[-1.31; 0.85] —ia—
Tung 2016 group I 316.80 91.1036 8 15014 25.0440 5 1.1% 2.09[0.62, 3.55] | —a—
Wel 2016 group | 24235 1933100 10 19624 1865111 10 15% 023[0.65 111] =
Canseco-alba 2019 group | 309238 747246 10 20658 408059 10 14% 144[044; 245] —E—
Parker 2004 group | -4136 1811036 10 14136 1758200 O 15% -0.98[-194;-0.01] —E-
Parker 2004 group Il -3454 207.0027 10 14136 1758200 O 15% -087[182 0.08] —
Parker 2004 group Il 7107 1685810 10 221.07 180.3758 12 15% -0.82[170;
Parker 2004 group IV 5743 164.6508 10 221.07 180.3768 12 15% -0.91[1.80;
Hu 2014 group VIl 137.01 217.7392 13 175.97 2036776 13 1.6% -0.18[-0.95
Hu 2014 group VIl -88.96 161.5287 13 172.07 1659961 15 1.6% -1.55[-2.41,
Hu 2014 group [X 14480 2247701 13 308.44 1966488 13 1.6% -075[-155
Hu 2014 group X 24805 2387957 13 35120 1811007 156 16% -048[123;
Hu 2014 group XI 12745 1821490 11 12040 992354 4 14% -001[111;
Hu 2014 group XII 39.99 2158791 11 129.49 992354 4 14% -0.44[-155
Hu 2014 group Xl -80.00 195.6145 11 129.49 99.2354 4 13% -1.12[2.31;
Hu 2014 group XVI -69.83 183.3062 13 12949 99.2354 4 13% -1.13[-2.28;
Hu 2014 group XV 15009 188.8818 11 31661 1121764 4 13% -086[-201; ;
Hu 2014 group XVI 24745 1619176 11 31661 1121754 4 14% -043[154; 068] ——
Hu 2014 group XVii 20271 114.6557 11 31661 1121754 4 13% -0.94[2.10; 0.22]
Hu 2014 group XVIil 86.77 1219992 13 316.61 1121754 4 13% 1.71[2.9 —=—
Hu 2014 group XIX 410132 1505793 19 14058 108.2000 16 16% -1.71[-2.4 ——
Hu 2014 group XX 13262 124.8825 19 24562 1336800 16 1.7% -0.86[-1.55 -0.16] —
Hu 2014 group XXIII 89.90 218.3161 13 176.14 205.0838 13 1.6% -0.39[-1.17; 0.38] —=r
Hu 2014 group XXIV 5871 2117180 13 12293 1967134 17 16% -0.87[163 011] |
Hu 2014 group XXV 23486 2844780 13 308251918514 13 16% -029[107; 048] —=-
Hu 2014 group XXVi 17981 2050838 13 32844 2193905 17 16% -068[142 007] —
+
Ramiro-fuentes 2010 group | 19106 853519 7 491312066634 6 12% -183[-320-045] ——
Ramiro-fuentes 2010 group I 20347 1115978 7 50272 2188129 6 12% -1.65[-2.98 0.33| ——
-
Pan 2011 group | 8344 566100 9 18377 842871 & 14% 134[242 -0.26] ——
Yu 2011 group | 14808 7209854 10 14655 570421 5 14% 003[104 111] ——
Ignatowska-Jankowska 2013 group | 3877 454528 8 -561 242880 7 14% 112[0.01; 2.24] =
Gobira 2018 group | -9.52 3555616 8 200.00 220.9400 4 1.3% -0.50 [-184; 0.63] —s—
Gobira 2018 group |l 26857 231.8207 7 200.00 220.9400 4 13% 027 [0.96; 1.51]
Canseco-alba 2018 group I 5876 857610 10 30024 801183 5 11% -259[411-108] —®—
Lopes 2019 group | 11630 110.5848 10 16657 518361 4 13% -046[168; 0.76]
Lopes 2019 group Il 58.20 110.6848 10 16557 518381 4 12% -0.90[-217; 0.36]
Lopes 2019 group Il 1584 622020 10 16557 518361 4 1.0% -233[3.91,-0.75]
Lopes 2019 group VI 13832 76.5800 11 13617 657248 4 13% 0.04[1.15 1.23]
Lopes 2019 group VIl 11207 86.3302 10 13517 657248 4 13% -0.26[-147, 0.95]
Lopes 2019 group [X 44.88 103.9200 9 13517 657248 4 12% -0.87[-2.16; 0.42]
Lopes 2019 group Xl 7834 805748 10 23375 508190 3 11% -192[343 -0.41]
Lopes 2019 group XIV 19808 114.6600 9 23375 508190 3 12% -0.32[159; 0.95]
Lopes 2019 group XV 20191 1452000 9 23375 508190 3 12% -023[149; 104]
Alegre-zurano 2020 group | 24486 117.6000 9 200.86 57.6400 4 13% 039[-0.80; 1.58]
Alegre-zurano 2020 group I 148.99 102.0467 10 200.86 57.6400 4 13% -0.52[-1.70; 0.66]
Pan 2011 group I 16637 723000 9 186.14 637626 7 14% -0.20[1.28; 0.71] ——
Lopes 2019 group IV 90.29 131.8047 8 149.51 23.3000 4 13% -049[-172 073 —
Lopes 2019 group ¥V 151.45 148.2944 8 149.51 23.3000 4 13% 0.01F1.19; 1.21] —H—
Lopes 2019 group VI 68.93 151.4400 9 149.51 23.3000 4 13% -0.58[-1.78; 0.63] .
Lopes 2019 group X 11577 1221300 9 16972 347598 4 13% -047[171; 078] :
Lopes 2019 group XI 17379 1255108 10 16972 347598 4 13% 003[117; 124] —
Lopes 2019 group XI 5368 B3.7055 10 169.72 347598 4 12% -143[27 —E—
Lopes 2019 group XV| 4767 732642 11 18255 441327 4 1.1% -186[-3.28 ——
Lopes 2019 group XVl 14089 69.4170 11 18255 441327 4 13% -0.60[-182 0.61] —
Lopes 2019 group XVl 10581 1118366 11 18255 441337 4 13% -071[184; 052] —
Galaj 2020 group | 41954 117.3000 O 44962 828907 14 16% -0.30[114; 058] —fE—
Galaj 2020 group Il 31578 180.4800 O 44052 865650 14 15% -0.95[1.84;-0.08] —:—
Yu 2011 group Il 14655 614747 10 14655 570421 5 14% 000[107; 1.07] ——
Tung 2016 group Il 23979 819354 6 25652 472913 2 10% -019[179; 142] ——
.
Hu 2014 group | 19142 1404244 14 73001203691 14 15% 107[1.04; 290] ——
Hu 2014 group |l 21105 140.0536 12 -§253 1540486 12 15% 179[082 277] —f—
Hu 2014 group Il 2418 1210307 15 -64.13 1052290 15 16% 0.76[0.01, 150] e
Hu 2014 group IV 15274 138.4800 16 -102.74 1055200 16 15% 2.02[1.15 2.89] ——
Hu 2014 group V 28188 227.2656 17 121.25 1764000 16 1.7% 077[0.08 1.48] e
Hu 2014 group VI 126.05 1227861 17 350.86 1389889 18 1.6% -1.67[-2.45 -0.89] i
Hu 2014 group XXI 169.92 150.7743 19 49.62 163.8510 19 17% 075[0.08; 1.41] =
Hu 2014 group XXII 8571 806067 17 22556 1503600 16 16% -1.14[1.88 -0.40] —
Total (95% CI) 788 584 100.0% -0.42[-0.65; 0.20] *
Prediction interval [-212; 1.27] —
Heterogeneity: Tau’ = 0.7045; Chi’ = 24355, df =71 (P < 0.01); F = 71%
Test for subgroup differences: Chi = 208.07, df = 6 (P < 0.01) 4 2 0 2

Figura 21. Grafico de floresta subgrupo fases do CPP.
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O grafico apresentado na Figura 22 analisa cada grupo do sistema endocanabinoide
envolvido. A delegdo do receptor CB1 (CB1-/-) resultou em uma diferenca média padronizada
(SMD) de —0,41, com intervalo de confianca de 95% entre —2,03 e 1,21, e heterogeneidade de 1> =
74%, evidenciando auséncia de significancia estatistica e alta variabilidade entre os estudos. O
CBD apresentou um valor médio de —0,89 [-1,86; 0,07], com I?> = 0%, indicando consisténcia
metodoldgica, mas com significancia limitrofe, pois o intervalo de confianga marginalmente cruza

a nulidade.

Por outro lado, o THC demonstrou um efeito negativo estatisticamente significativo, com
SMD = -0,89, 1C95% entre —1,12 e —0,66, ¢ I = 0%, revelando uma reducao consistente da CPP
entre os estudos. A acdo do antagonista CB; SR141716 nao apresentou significancia estatistica
SMD =-0,37 IC95% entre —0,83; 0,09, com heterogeneidade elevada (1> = 89%). Ja AM251, outro
antagonista CBj, apresentou um efeito negativo significativo SMD —0,69 1C95% entre —1,20; —

0,18 com I = 3%, indicando alta precisdo e reprodutibilidade.

Entre os moduladores de CB2, o agonista O-1966 apresentou SMD = 1,12 1C95% entre
0,01; 2,24, cruzando a linha de nulidade, assim como CB: —/—, o antagonista CB> AM630 e o

antagonista CB; AM281.

Modelos genéticos com dele¢do ou mutagdes parciais nos genes dos receptores
canabinoides também apresentaram resultados variados. O grupo CNR+/— teve efeito nao
significativo, enquanto CNR—/— resultou em um efeito fortemente positivo SMD 2,09 IC95% entre
0,62; 3,55, sugerindo uma resposta comportamental aumentada em auséncia total da sinalizacao
canabinoide. De forma semelhante, o knockout especifico de CB> em neuronios dopaminérgicos

DAT-CNR2—/— produziu um efeito positivo significativo SMD 1,44 1C95% entre 0,44; 2,45,
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reforcando a hipdtese de que o CB» exerce modulagdo inibitdria sobre as vias dopaminérgicas

envolvidas na recompensa.

O agonista seletivo de CB2 JWH-133 apresentou uma SMD de —0,86 [-1,44; —0,28], com
I? = 37%, evidenciando redugao significativa do CPP com baixa heterogeneidade, enquanto os
fitocanabinoides CBDA e B-cariofileno apresentaram efeitos nulos, ambos com intervalos de
confianca muito amplos, refletindo auséncia de significancia e limitagdes metodoldgicas nos

estudos incluidos.



Study or Experimental Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference

Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% C1 IV, Random, 95% CI

Wartin 2000 group | 22395 1405316 10 178.51 1218100 10 15% 0.33[0.55; 1.21] -

Houchi 2004 group | 647.29 2243004 10 626.60 2336607 10 15% 0.09[-0.79; 0.96] o

Miller 2008 group | 19.04 178.9982 11 347.61 132.3500 9 14% -196(-3.07,-0.85] —— ‘

iller 2008 group I 20365 923896 7 326.93 1526502 B 14% -0.24[-1.26 0.78] -
Ecanll

Parker 2004 group | 4136 1811036 10 14136 1759200 9 15% -098[-1.94-0.01] &

Parker 2004 group I 7107 168.5810 10 22107 180.3758 12 15% -0.82[-170; 0.06] &
gl

Parker 2004 group Il -2454 207.0027 10 141.36 1759200 9 15% -0.87[-182 0.08] =

Parker 2004 group IV 57.43 1646508 10 22107 180.3758 12 15% -0.91([-1.80;-0.02] -
*

Ramiro-fusntes 2010 group | 19106 853519 7 491312066634 6 12% -1.83(-3.20;-0.45] ——

Ramiro-fuentes 2010 group I 20347 1115978 7 503722188129 6 12% -165(-298,-0.33] ——

Yu2011 group| 14898 729854 10 14655 57.0421 5 14% 003[1.04; 1111 =

Yu2011 group I 14655 614747 10 14655 57.0421 5 14% 0.00[1.07, 1.07]

Hu 2014 group | 19142 1404244 14 72.99 1203691 14 15% 1.97[1.04; 290]

Hu 2014 group Il 211.05 1400536 12 -6253 1540486 12 15% 179[0.82; 277] —

Hu 2014 group i 24181210307 15 -64.13 1052200 15 16% 076[0.01; 150] =

Hu 2014 group IV 15274 138.4800 16 -102.74 1055200 16 15% 2.02[1.15; 2:89] E

Hu 2014 group V 28188 2272656 17 12125 1764000 16 17% 0.77[0.06; 1.48] (=

Hu 2014 group VI 12605 1227861 17 350.86 1389889 18 16% -1.67[-2.45,-0.89]

Hu 2014 group VI 137.01217.7392 13 17597 2036776 13 16% -0.18[-0.95 0.50]

Hu 2014 group VIl 8896 1615287 13 17207 1659961 15 16% -15501-2.41:-0.69]

Hu 2014 group X 14480 2247701 13 30844 1966468 13 16% -0.75[155 0.05]

Hu 2014 greup X 24805 2387957 13 35120 1811007 15 16% -0.48(1.23 0.28]

Hu 2014 group XI 127.45 1821490 11 12049 992354 4 14% -0.01[-1.11; 1.09]

Hu 2014 group XII 30.09 215.8791 11 12049 992354 4 14% 044155 067)

Hu 2014 group Xl 8000 1956145 11 12049 992354 4 13% -1.12[-231; 0.08]

Hu 2014 group XV -60.83 1833062 13 120.40 902354 4 13% -113[228 0.02]

Hu 2014 group XV 15000 188.8818 11 31661 1124754 4 13% -0.86[-2.01; 0.29]

Hu 2014 group XV1 247.45 1619176 11 31661 1124754 4 14% -043[154; 0.68]

Hu 2014 group XVII 20271 1146557 11 31661 1124754 4 13% -0.94[210; 0.22]

Hu 2014 group XVIl 8677 1319992 13 31661 1121754 4 13% -171(2.96-0.46]

Hu 2014 group XIX 10132 159.5793 19 14058 1082000 16 16% -1.71(249:-0.82]

Hu 2014 group X 13262 1248825 19 24562 1336800 16 17% -0.86(-155-0.16]

Gobira 2018 group | 952 3555616 B 200.00 220.9400 4 13% -0.60[184; 0.63]

Gobira 2018 group I 26857 2318207 7 200002209400 4 1.3% 0.27[0.95; 1511

Pan 2011 group | 8344 566100 O 18377 842871 8 1.4% -134[-2.42,-0.26]

Pan 2011 group I 18537 723000 9 18614 637626 7 14% -0.20[128 0.71]

Tung 2016 group I 23979 819354 6 25652 47.2913 2 10% -0.19[179; 142]

Lopes 2019 group | 116.39 1105848 10 16557 518361 4 13% -0.46(1.68 0.76]

Lopes 2019 graup I 68.30 110.5848 10 16557 518361 4 12% -090[217 0.36]

Lopes 2019 group i 1584 622020 10 16557 518361 4 1.0% -233(3.91,-075]

Lopes 2019 graup IV 9029 131.8047 8 14951 233000 4 13% 0490172 073

Lopes 2019 group V 15145 1482944 8 14951 233000 4 13% 0.01[1.19; 1.21]

Lopes 2018 group VI 68.93 151.4400 9 14951 233000 4 13% -058[-178 0.63]

lgnatowska-Jankowska 2013 group | 38.77 454528 B 551 242880 7 14% 1.12[0.0%; 224]

Ignatowska-Jankowska 2013 group I 151.25 101.7102 8 16210 96.4809 6 1.4% -010[1.16 0.9]

Hu 2014 group 304 169.92 1507743 19 49.62 1638510 19 17% 075[0.09; 1.41]

Hu 2014 group X1 8571 806067 17 22556 150.3600 16 1.6% -1.14[-1.88; -0.40]

Hu 2014 group I 80.90 2183161 13 17614 2050838 13 16% -039(-117 0.38]

Hu 2014 group 304V 58712117160 13 12293196713 17 16% -087[-1.63-0.11]

Hu 2014 group XXV 23486 2844780 13 308.25 1918514 13 16% -0.20[1.07 0.48]

Hu 2014 group XXVI 179812050838 13 328442193905 17 16% -0.68[1.42 0.07]

Tung 2016 group | 13193 885754 10 15014 250440 5 14% -0.23[1.31; 0.85]

Tung 2016 group It 316.80 911026 8 150.14 250440 5 11% 2.09[062; 355

Wei 2016 group | 242351933100 10 196.24 1865111 10 15% 0.23[0.65; 1111

Canseco-alba 2019 group | 30238 747246 10 296.58 498089 10 14% 1.44[0.44; 245]

Canseco-alba 2019 group Il 6876 857610 10 30024 20.1183 5 11% -259[-4.11,-1.08]

Lopes 2018 group VIl 13832 765809 11 13517 657248 4 13% 0.04[1.15 1.23]

Lopes 2019 group Vil 11207 863302 10 13517 657248 4 13% -0.26[-147. 0.95]

Lopes 2019 group [X 4488 1039200 O 13547 §57248 4 12% -087(2.16 0.47]

Lopes 2019 group X 11577 1221300 9 16072 347508 4 13% -0.47[171; 0.78]

Lopes 2019 group X1 17379 1255108 10 16972 347508 4 13% 0.03[1.17 1.24]

Lopes 2019 group X 5368 837055 10 16972 347598 4 12% -143[279,-0.07]

Lopes 2019 group Xlil 7834 80.5748 10 23375 50.9190 3 11% -192[343-0.41]

Lopes 2019 group XIV 198.08 1146600 9 23375 509190 3 12% -0.32[159; 0.95]

Lopes 2019 group XVI 4767 732642 11 18255 441327 4 11% -186(3.28,-0.43]

Lopes 2019 group XVIl 14069 £9.4170 11 18255 441327 4 13% -0.60 (182 0.61]

Lopes 2019 group XV 20191 1452000 9 23375 509190 3 12% -0.23[1.49; 1.04]

Lopes 2019 group XVl 10581 1118366 11 18255 441327 4 13% -0.71[1.94 0.52]

Alegre-zurana 2020 group | 24466 1176000 9 20086 57.6400 4 13% 0.39[-0.80; 1.56]

Alegre-zurano 2020 group I 148.99 1020467 10 200.86 57.6400 4 13% -052[-170; 0.66]

Galaj 2020 group | 41954 1173000 9 449.62 828907 14 16% -0.30[1.14; 0.55]

Galaj 2020 group 31578 189.4800 9 449.62 865650 14 15% -0.95(-184;-0.05]

Total (95% CI) 788 584 100.0%

Prediction interval

Heterogeneity: Tau” = 0.7045; ChT = 243.55, df = 71 (P< 0.01); F = 71%
Test for subgroup differences: Chi’ = 74.47, df = 1 (P < 0.01)

Figura 22. Grafico de floresta subgrupo farmacos.
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No grafico de funil, representado pelo grafico da Figura 23, observa-se uma distribuicao
majoritariamente simétrica em torno da linha central, representando um efeito agregado préximo
de zero, o que sugere uma baixa probabilidade de viés de publicagdo. Em uma metanalise, espera-
se que os estudos com maior erro padrdo ou menor tamanho amostral estejam dispersos, formando
um funil simétrico, enquanto os estudos com menor erro padrdo, ou seja, maior precisao estejam

mais proximos do centro do grafico.

No entanto, algumas observagoes fora da regido de confianga triangular indicam a presenga de
certa dispersao e possivelmente de heterogeneidade. A presenca de pontos fora da area triangular
inferior pode sugerir uma variabilidade nos tamanhos de efeito entre os estudos, provavelmente

devido a diferencas metodologicas nos estudos incluidos.
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Figura 23. Grafico de funil.

5. DISCUSSAO

A presente revisao sistematica e metanalise foi conduzida com o objetivo de elucidar os efeitos
dos canabinoides e o papel do sistema endocanabinoide nas respostas a cocaina utilizando o teste
de CPP. O grafico de floresta e a tabela de resultados permitem uma avaliacdo detalhada dos
diferentes estudos e intervencdes farmacologicas, levando em consideracao as fases do CPP e os
diferentes mecanismos de agdo dos farmacos testados. Observa-se na andlise global dos estudos
incluidos, um efeito médio padronizado (SMD) de —0,43, com intervalo de confianga entre —0,65

e —0,20, indicando uma reducdo estatisticamente significativa na expressio da CPP apds
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intervengdes que modulam o sistema endocanabinoide. Embora o deslocamento do losango para a
esquerda no grafico de floresta sinalize um efeito consistente na direcdo esperada, temos uma

heterogeneidade substancial identificada (I = 71%).

E importante salientar que os receptores canabinoides CB; ¢ CB; desempenham papéis
distintos no sistema nervoso, tanto central quanto periférico, sendo fundamentais para
compreender os resultados observados nesta revisdo sistematica e metanalise. Os receptores CB
estdo amplamente distribuidos no sistema nervoso central, com alta densidade em regides
relacionadas ao circuito de recompensa, como o NAc, o PFC e VTA. Esses receptores estao
predominantemente localizados em terminais pré-sinapticos de neurdnios glutamatérgicos e
GABA¢érgicos, modulando a liberagdo de neurotransmissores por meio da inibicdo de canais de
calcio dependentes de voltagem e da ativagdo de canais de potassio, promovendo um estado de

hiperpolarizagao neuronal (Katona & Freund, 2012; Cristino et al., 2020).

A modulagao via CB; impacta diretamente o sistema dopaminérgico mesolimbico, um dos
principais responsaveis pelos efeitos recompensadores da cocaina. Estudos mostram que a ativagao
dos receptores CB; facilita a liberacdo de dopamina no NAc em resposta a estimulos
recompensadores, como a administragao de cocaina. No entanto, o bloqueio desses receptores por
antagonistas seletivos, como o AM251 e o SR141716A, interfere nessa via, reduzindo a

hiperatividade dopaminérgica caracteristica do uso de cocaina (Xi et al., 2011).

Ao se considerar as intervengdes de forma estratificada, observa-se que os resultados estdo
alinhados com o que a literatura recente sugere sobre os papéis divergentes dos receptores
canabinoides CB; e CB> no TUS. Intervencdes com antagonistas seletivos de CB1, como o AM251,

apresentaram reducao significativa da CPP, resultado que converge com diversos estudos prévios
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que demonstram que a inibicdo da sinalizagdo CB; atenua os efeitos refor¢adores de drogas de
abuso ao reduzir a liberagdo de dopamina em estruturas do sistema mesocorticolimbico,

especialmente no NAc (Solinas et al., 2008; Justinova et al., 2011).

Curiosamente, os agonistas de CB1, que seriam esperados, segundo parte da literatura, para
facilitar a aquisicao e expressao de CPP, também apresentaram um efeito redutor significativo.
Esta aparente contradicdo pode ser explicada por fenomenos dose-dependentes e bifésicos
descritos para os canabinoides, em que doses mais elevadas ou administracao repetida levam a
dessensibilizac¢ao ou internalizacao dos receptores CB1, resultando em um perfil farmacodinamico
similar ao de antagonistas funcionais (Panlilio et al., 2010). Além disso, o momento da intervencao
em relagdo as fases da CPP pode ter influenciado os resultados. Estudos demonstram que os efeitos
dos agonistas de CB; sdo fortemente modulados pela fase comportamental, com efeitos pro-
recompensa na aquisi¢do e potencial bloqueio da expressao quando administrados tardiamente

(Maldonado et al., 2006).

Por outro lado, agonistas seletivos de CB>, como o JWH-133, também reduziram
significativamente a CPP, com baixos indices de heterogeneidade, indicando consisténcia entre os
estudos. Esse achado esta em consonancia com evidéncias crescentes de que o CB», anteriormente
considerado periférico, ¢ expressivamente regulado em condi¢des neuroinflamatorias e tem papel
ativo em células da glia e, em menor grau, em neurdnios dopaminérgicos do sistema de
recompensa (Zhang et al., 2014; Aracil-Fernadndez et al., 2012). Esses receptores exercem seus
efeitos principalmente por meio da regulagdo da neuroinflamagdo e da modulacdo indireta da
liberagdo de dopamina, diferentemente dos CB1, que atuam diretamente sobre os terminais pré-

sinapticos. Estudos pré-clinicos sugerem que agonistas seletivos de CB2, como o AM251 e o
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JWH133, reduzem os comportamentos relacionados a busca de drogas, incluindo a expressao do
CPP, por mecanismos que envolvem a atenuacdo de processos neuroinflamatorios associados ao

uso cronico de substancias psicoativas (Mallet et al., 2009; Xi et al., 2013).

O efeito modulador mais discreto observado com os agonistas CB», em comparagdo aos
antagonistas CB1, pode ser atribuido a sua menor expressao nos circuitos de recompensa € a sua
atuacdo mais indireta no controle do sistema dopaminérgico. Enquanto os antagonistas CBj
bloqueiam diretamente a liberacao excessiva de dopamina induzida por cocaina, os agonistas CB>
parecem reduzir a excitabilidade neuronal dos neurdnios dopaminérgicos por meio de mecanismos
anti-inflamatorios, o que pode explicar a menor eficacia na reducdo do CPP observada em nossa
metanalise. Além disso, os receptores CB> desempenham um papel crucial na regulagdo de
microglia e astrocitos, células que participam ativamente na remodelacdo sinaptica e na
manutencdo da homeostase do sistema nervoso central. Essa modulagdo neuroimune pode
contribuir para a reducao dos processos de sensibilizagao e recaida associados ao uso de cocaina

(Fattore & Fratta, 2011; Cristino et al., 2020).

Ao se analisar a eficacia das intervengdes por fase do CPP, os dados foram igualmente
consistentes. As intervengdes demonstraram maior eficicia durante a extingdo (SMD = —0,88),
pos-condicionamento (SMD = —1,74) e expressao (SMD = —0,59) da CPP, com heterogeneidade
nula, sugerindo que a modulagdo do sistema endocanabinoide atua de forma mais eficaz sobre
memorias ja consolidadas ou em processo de reconsolidag¢do, do que sobre a formagdo inicial da
associacdo droga-contexto. Esses resultados tém implicagdes clinicas importantes, uma vez que

refletem o potencial dos canabinoides como adjuvantes terapéuticos na prevencao de recaidas, ao
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interferirem na evocagdo ou reconsolidacdo das memorias associativas de refor¢o, uma estratégia

considerada promissora na abordagem do TUS (Milton & Everitt, 2010).

A auséncia de efeitos significativos durante as fases de reintegra¢do e consolidagdo reforga
essa hipotese. A fase de consolidagdo, em particular, apresentou alta heterogeneidade (1> = 91%),

0 que aponta para possiveis variacdes metodoldgicas.

O grafico de funil apresentado mostra a distribuicao dos estudos em relag¢do ao erro padrao
e ao tamanho do efeito (SMD). Observando o grafico, nota-se que os pontos estdo, em grande
parte, distribuidos de forma simétrica em torno do eixo central (SMD = 0). Essa distribui¢ao sugere
a auséncia de um viés de publicacdo evidente, uma vez que nao ha uma concentragao significativa
de estudos em uma das extremidades do grafico (Sterne & Egger, 2001). No entanto, ¢ importante
observar a presenga de alguns outliers, que podem indicar a variabilidade na qualidade
metodologica dos estudos ou a presenga de fatores que geram heterogeneidade entre eles (Higgins

et al., 2003).

Em relacdao a heterogeneidade dos estudos, a dispersao dos pontos no grafico de funil
reflete uma variabilidade significativa entre os tamanhos de efeito. A estatistica I2, utilizada para
medir a heterogeneidade, revelou que uma parcela consideravel da variabilidade observada entre
os estudos ¢ decorrente de diferencas reais entre eles, e ndo apenas do acaso (Higgins et al., 2003).
Isso aponta para a necessidade de considerar os fatores contextuais que podem estar influenciando
os resultados, como diferencas nas metodologias dos estudos, nas caracteristicas das populagdes

ou nas intervencdes avaliadas (Cooper, Hedges, & Valentine, 2009).

Os tamanhos de efeito encontrados indicam que, embora as interven¢des avaliadas de

forma individual mostrem um impacto positivo, a magnitude desse efeito varia entre os estudos.
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Estudos com menor erro padrdo, ou seja, com maior precisao, tendem a apresentar tamanhos de
efeito mais robustos, o que sugere que a qualidade metodoldgica dos estudos desempenha um
papel importante nos resultados obtidos (Hedges & Vevea, 1998). Contudo, a presenca de estudos
com efeitos negativos ou nulos sugere que, para algumas populacdes ou em determinados

contextos, as intervengdes nao produziram os resultados esperados (Schmidt & Hunter, 2015).

As principais vantagens do CPP sobre outros procedimentos usados para estudar os efeitos
recompensadores das drogas de abuso sdo: (i) simplicidade metodologica; (ii) potencial de alta
produtividade, porque a duragdao dos experimentos € curta, em comparacao a modelos de resposta
operante; (ii1) sensibilidade para estudar tanto recompensa, quanto aversao; (iv) determinacao
simultanea de recompensa/aversao e atividade locomotora; (v) capacidade de avaliar ndo apenas a
aquisicao da preferéncia condicionada, mas também a extingdo e reconsolidagdo da memoria
associativa; (vi) utilidade em investigar os circuitos neurais envolvidos no efeito recompensador
das drogas (Bardo MT e Bevins RA, 2000). Dentre as principais limitagdes, pode-se destacar: (i)
apresenta baixa sensibilidade a varia¢des de doses; (ii) gera resultados de dificil interpretacao
quando os animais preferem um contexto antes do condicionamento da droga; (iii) falta de carater
translacional e (iv) avalia apenas os efeitos condicionados das drogas, € ndo o comportamento

ativo de busca, como ocorre no modelo de autoadministragao. (Bardo MT e Bevins RA, 2000).

Uma das questdes mais criticas no uso do CPP € se o aparato e o procedimento de atribui¢ao
contextual sdo "tendenciosos" (“biased”) ou ndo. Um aparato € considerado “tendencioso” quando
os animais apresentam preferéncia por um dos lados da caixa, no pré-teste, antes mesmo do
pareamento com a droga de abuso (Tzschentke TM, 1998; Cunningham CL et al. 2003). J& o
protocolo no qual animais ndo treinados passam uma média de 50% do tempo em cada

compartimento ¢ considerado “imparcial” (“unbiased”), ou seja, quando o estimulo especifico
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selecionado como CS + ¢ atribuido aleatoriamente, independentemente da preferéncia ou aversao
ndo aprendida do sujeito por esse estimulo. No caso do protocolo “enviesado”, o usual é parear o
estimulo recompensador com o lado oposto ao preferido pelo animal experimental. Considera-se
mais apropriado que o experimento seja nao-enviesado, o que pode ser feito ajustando-se as
condi¢des na sala experimental, tais como, iluminagdo e som ambiente (Cunningham CL et al.
2003). Além disso, existem varios parametros temporais importantes que podem variar entre os
protocolos, tais como o intervalo de tempo entre a exposicao a droga, a duragdao da exposi¢do e o

intervalo de tempo entre ensaios de condicionamento consecutivos.

Esses achados trazem implicagdes praticas importantes. As intervencdes analisadas devem
ser aplicadas com cautela, levando em consideragdo os fatores moderadores identificados na
analise. Além disso, ¢ importante reconhecer as limitagdes metodologicas de alguns estudos,
especialmente aqueles com tamanho de amostra pequeno, para evitar a generalizagao de resultados

que possam nao ser aplicaveis a outros contextos (Higgins et al., 2003).

Um aspecto metodologico critico que emerge da presente analise € a predominancia de estudos
conduzidos com animais do sexo masculino (mais de 85%), geralmente das linhagens Swiss ou
C57BL/6, como evidenciado nas figuras metodologicas da tese. Embora esses modelos sejam
amplamente utilizados por sua estabilidade comportamental e genética, sua prevaléncia representa
um viés de selecdo significativo, uma vez que ha clara evidéncia de que a sensibilidade a cocaina
e aos canabinoides difere entre os sexos, € que hormonios como o estrogénio modulam tanto a
expressao de receptores CBi quanto a plasticidade sindptica em dareas-chave do circuito de
recompensa (Calipari et al., 2017; Becker & Koob, 2016). Além disso, a homogeneidade genética

dos modelos limita a generalizagdo dos achados e pode trazer varia¢des individuais relevantes.
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Entre os pontos fortes deste estudo, destaca-se a abrangéncia da analise, que incorporou nao
apenas o efeito global das intervengdes, mas também recortes detalhados por tipo de farmaco, alvo
molecular e fase comportamental, permitindo uma interpretacio estratificada dos efeitos. Além
disso, 0 uso rigoroso de métodos de metanalise, com analise da heterogeneidade, avaliagdo de viés
e estratificacdo, contribui para a confiabilidade dos achados. No entanto, as limitagdes da literatura
primaria — especialmente a baixa diversidade sexual e genética dos modelos, além da

variabilidade de doses e protocolos — ainda impdem restri¢cdes a forca preditiva dos dados.

Em perspectiva, os achados desta metanalise apoiam de forma clara o papel inibitério do
sistema endocanabinoide, especialmente via antagonismo CB; e agonismo CB», sobre as memorias
associativas de refor¢o induzidas pela cocaina. Esses resultados tém relevancia translacional direta,
ao indicar alvos farmacologicos promissores para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
voltadas ao transtorno por uso de cocaina. Ainda que nenhuma intervengao canabinoide tenha sido
aprovada clinicamente para esse fim, os dados aqui reunidos oferecem uma base solida para a
conduc¢ao de novos ensaios pré-clinicos com maior diversidade amostral e rigor metodologico para

avangarmos em praticas clinicas.

6. CONCLUSAO

A presente revisdo sistematica e metandlise, ao explorar os efeitos dos antagonistas CB; e
agonistas CB2 no teste de CPP, revela um resultado positivo no grupo experimental em relagdo ao
controle, como evidenciado pelo deslocamento do losango no grafico de floresta. Isso implica que,
a farmacologia dos canabinoides ¢ uma area promissora de investigacdo. A literatura recente tem

mostrado que os receptores CB; e CB2 modulam comportamentos associados ao TUS e tém um
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papel crucial na neuroinflamagdo, comportamento e plasticidade sinaptica (Schoedel et al., 2021;

Fattore & Fratta, 2011).

Os resultados encontrados enfatizam a necessidade de ensaios mais rigorosos, com amostras
maiores ¢ interven¢des padronizadas, além de uma melhor caracterizagdo das populacdes
estudadas, levando em considera¢do variaveis como o tipo de farmaco utilizado € o modelo
experimental. Outro ponto importante ¢ a inclusdo de biomarcadores neurobioldgicos que possam

aferir com mais precisao os impactos dos farmacos sobre o sistema nervoso.

Por fim, este estudo destaca a importancia das metandlises na compreensdo de intervengoes
complexas, como as relacionadas ao sistema endocanabinoide. Embora nossos resultados apontem
eficacia, as limitagdes metodologicas e a heterogeneidade indicam que o avango nas terapias
canabinoides exige mais estudos, especialmente aqueles que abordam os mecanismos moleculares

subjacentes aos modelos experimentais para estudo do TUS.
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2011 Yu

2012 Aracil-fern Mice
2013 Ignatowsk Mice
Mice
2014 Hu Mice
Mice
Mice
Mice

2015 Zhong
2016 Del

2016 Tung

2016 Wei
2018 Gobira Mice
2018 Zambrana: Mice
Mice
2019 Canseco-a Mice
Mice
2019 Lopes Mice
Mice
Mice
Mice
Mice
Mice
2020 Alegre-zur. Mice
2020 Galaj Rat

Animal model
Lineage Sex
Wistar Male
Wistar Male
CD1 Male
CD1 Male

Sprague-D Male
Sprague-D Male

C57B/6
Wistar
Wistar

Male
NI
NI

Sprague-D Male
Sprague-D Male

Kunming
Kunming
NI
C578l/6
C578I/6
C578I/7
C578I/8
C578I/9
C57B1/10
C57BI/11
C578l/12
C57BL/6)

Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male

Sprague-D Male
Sprague-D Male
Sprague-D Male
Sprague-D Male
Sprague-D Male
Sprague-D Male

C578BI/6
C578I/6
C578BI/6
C578BI6
Swiss
C578l/6
C578l/6
C57BL/J6
C57BL/J6
Swiss
Swiss
Swiss
Swiss
Swiss
Swiss
CD1

Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male

Long-Evan Male

Cocaine Treatment
Route of Drug w,_““”m
administr  Dose Target Dose N
. name behaviou

ation .
13 2mg/kg SR 141716 CB1 antag 0.03, 0.1, (IP 30 min
13 2mg/kg SR 141716 CB1 antag 0.3, 1.0, 3. IP 30 min
P 20mg/kg CB1KO CB1 - - -
P 20mg/kg CB1KO CB1 - - -
13 15mg/kg CBD - S5mg/kg 1P 30 min
13 15 mg/kg THC CB1 agoni: 0.5 mg/kg 1P 30 min
P 3.2,10.0,1CB1KO  CB1 - - -
P 10 mg/kg Invivo silet CB1 - Intra-NAC 2 weeks Cl
P 2 or 10 mg Rimonaba CB1 antag 0.5 or 1.5 /Intra-NAC 5 min
P 15mg/kg AM251  CB1antag 0.5 ug/ul it Intra-VTA 20 min
P 15mg/kg AM251  CB1antag 0.5 ug/ul it Intra-VTA 20 min
13 20mg/kg Rimonaba CB1 antag 1.0, 3.0 m¢IP 30 min
13 20 mg/kg Rimonaba CB1 antag 1.0, 3.0 m¢IP 30min p
13 20mg/kg CB2xP  CB2 - - -
13 10mg/kg CB2KO  CB2 - - -
P 10 mg/kg 0-1966  CB2 agoni: 20 mg/kg IP 15 min
P 2.5,5, 10, :Rimonaba CB1 antag 3 mg/kg IP 0 min
P 2.5,5, 10, Rimonaba CB1 antag 1.5ug bill intra-mPF(0 min
P 2.5,5,10,/AM 281 CB1lantag 3 mg/kg IP 0 min
P 20 mg/kg Rimonaba CB1 antag 3 mg/kg IP 0 min
13 20 mg/kg Rimonaba CB1 antag 1.5ug bill intra-mPFCO min
13 20mg/kg AM281 CBlantag 3 mg/kg IP 0min
3 15mg/kg AM251 CBlantag 3 mg/kg IP
P 20mg/kg Rimonaba CB1antag3 mg/kg 1P
P 20mg/kg JWH 133 CB2 agonit 20 mg/kg 1P
13 20mg/kg AM630 CB2 antag 5 mg/kg IP
13 20 mg/kg Rimonaba CB1antag 3 mg/kg IP
13 20 mg/kg JWH 133 CB2 agoni: 20 mg/kg 1P
13 20mg/kg AM 630 CB2antag 5mg/kg IP
P 20mg/kg CB1KO  CB1 B -
P 20mg/kg AM251  CB1antag 1.1 mg/kg IP
P 20mg/kg AM251  CB1antag 30 nmol intra-VTA
P 5mg/kg MGL-Tgm CB2 - - -
P 20mg/kg Rimonaba CB1 antag 10 mg/kg 1P 30 min
P 20mg/kg PEA Endocann: 1, 10 mg/k IP 30 min
P 20 mg/kg PEA Endocann: 1, 10 mg/k IP 30 min
P 7.5 mg/kg DAT-CB2 k CB2 - - -
P 7.5 mg/kg JWH 133 CB2 agoni:3 mg/kg IP
P 20mg/kg AM 251 CBlantag1,3,10 mglP
P 20 mg/kg AM 251 CB1antag 1,3,10 mglP
13 20mg/kg JWH 133 CB2 agonit 1,3, 10 mg IP
13 20mg/kg JWH 133 CB2 agonit 1,3, 10 mg IP
13 20mg/kg AM630  CB2 antag 10 mg/kg IP
P 20mg/kg AM 630  CB2 antag 10 mg/kg IP
3 10mg/kg CBDA  Phytocann0.001, 0.0: 1P
13 10 mg/kg Beta-caryc CB2 agonit 50, 100 mg IP

Administration
phase

extinction

acquisition
acquisition
expression

reinstatement
acquisition
consolidation
consolidation
consolidation

extinction consolidati

acquisition
expres
expression
expression

n

reinstatement
reinstatement

expression

acquisition
acquisition

acquisition
expression

expression
acquisition
expres

n

CPP protocol

(days)

C

WWWwWwWwWwWwWRNNWENRNRNNNWWWEEEWWwEEEELEONEE®WEEEEEENWNN

(time)

Pre-test
time

15+5 min
15+5 min
15 min
15 min
15 min
15 min

Test time

15 min
30min
30min
30 min
20 min
20 min
15 min
15 min
15 min
1545 min
1545 m
15 min
15 min
15 min
15 min
15 min
15 min
20 min
15min
15min

15min
15min
15min
15min
NI

NI

NI

15 min
15 min
20 min
20 min
15 min
15 min
15 min

15 min

Extinction
session

15 min

2x15 min

2x30
2x30
2x30

3xNI
3xNI
3xNI

Reinstatement

**24 or 72h betwen con

Pri

g 5mg/kg + 15min test

*+5 confined in the middle

Priming Smg/kg + 15min test
Priming Smg/kg + 15min test
Priming Smg/kg + 15min test

30 min restrain stress
30 min restrain stress

tracdo de dados obtida pela pesquisadora LPI.

imeira ex

Figura 28. Pr
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Figura 29. Planilha de dados utilizados na metanalise.



