UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA

ENVOLVIMENTO DO SISTEMA
ENDOCANABINOIDE SOBRE OS EFEITOS
COMPORTAMENTAIS E MOLECULARES
INDUZIDOS PELA COCAINA

PEDRO HENRIQUE GOBIRA NUNES

BELO HORIZONTE — 2016



PEDRO HENRIQUE GOBIRA NUNES

ENVOLVIMENTO DO SISTEMA
ENDOCANABINOIDE SOBRE OS EFEITOS
COMPORTAMENTAIS E MOLECULARES
INDUZIDOS PELA COCAINA

Tese apresentada ao Programa de Poés-
Graduagdo em Ciéncias Biologicas:
Fisiologia e Farmacologia do Instituto de
Ciéncias Biolégicas da Universidade
Federal de Minas Gerais, como requisito
parcial para obtencdo do Grau de Doutor
em Ciéncias Biolégicas Area de

Concentracdo: Farmacologia

Orientador: Prof. Dr. Fabricio de Araujo

Moreira

BELO HORIZONTE - 2016



"ENVOLVIMENTO DO SISTEMA ENDOCANABINOIDE SOBRE OS
EFEITOS COMPORTAMENTAIS E MOLECULARES INDUZIDOS
PELA COCAINA"

PEDRO HENRIQUE GOBIRA NUNES

Tese de Doutorado defendida e aprovada, no dia 19 de abril de 2016, pela Banca

Examinadora constituida pelos seguintes professores:

PROF. DR. ANDRE RICARDO MASSENSINI
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

/@S@Q i

PROFA. DR2. CLEOPATRA DA SILVA PLANETA

lednbn

y
PROF. DR. RoODRIGO CUNHA ALviM DE'MENEZES
UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO

PROF. DR. FABRI RAUJO MOREIRA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
ORIENTADOR

Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Biolégicas - Fisiologia e Farmacologia
Instituto de Ciéncias Biolégicas - Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG

Belo Horizonte, 19 de abril de 2016



"Universidade Federal de Minas Gerais
Instituto de Ciéncias Biologicas 5
Departamento de Fisiologia ¢ Biofisica k /:5
Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas: I OLOGIAE
Fisiologia e Farmacologia 8 MACOLLGIA

ATA DA DEFESA DA TESE DE DOUTORADO N° 256 DE PEDRO HENRIQUE GOBIRA
NUNES

As 08:30 horas do dia 19 do més de abril de 2016, na Sala Prof. Nello de Moura Rangel! (K3 - 163),
realizou-se a sessdo publica para a defesa da Tese de Pedro Henrique Gobira Nunes. A
presidéncia da sessdo coube ao Prof. Dr. Fabricio de Araujo Moreira, orientador. Inicialmente, o
presidente fez a apresentagdo da Comissdo Examinadora assim constituida: Prof. Dr. André
Ricardo Massensini, Universidade Federal de Minas Gerais, Profa. Dr®. Cleépatra da Silva
Planeta, Universidade Estadual Paulista, Prof. Dr. Frederico Duarte Garcia, Universidade Federal
de Minas Gerais, Prof. Dr. Rodrigo Cunha Alvim de Menezes, Universidade Federal de Ouro Preto,
e Prof. Dr. Fabricio de Araujo Moreira, Universidade Federal de Minas Gerais, orientador. Em
seguida, o candidato fez a apresentacdo do trabalho que constitui sua Tese de Doutorado,
intitulada: "ENVOLVIMENTO DO SISTEMA ENDOCANABINOIDE SOBRE OS EFEITOS COMPORTAMENTAIS E
MOLECULARES INDUZIDOS PELA COCAINA". Seguiu-se a arguicio pelos examinadores e logo apés, a
Comissao re%niu-se‘ sem a presenga do candidato e do publico e decidiu considerar
...... Ot?\'(‘JYA{‘,__Q,\_ .... a Tese de Doutorado. O resultado final foi comunicado publicamente
ao candidato pelo presidente da Comissdo. Nada mais havendo a tratar, o presidente encerrou a

sessd0 e lavrou a presente ata que, depois de lida, se aprovada, sera assinada pela Comiss&o
Examinadora.

/ Belo Horizonte, 19 de abril de 2016.

mﬁmﬁz
[ (oo’
A
N

oo U A4S -
J

* De acordo com as Normas Gerais de Pos-Graduagio da UFMG o grau de Doutor s serd concedido ao aluno que entregar ao Colegiado do

Curso, no prazo maximo de 60 dias, a versio final da tese, em conformidade com as indicacdes da Comissfio Examinadora. Apés a entrega da

wversdo final com a doeu exigida para emissio de dipl a secretaria emitira certificado de conclusio do doutorado.

Departamento de Fisiclogia e Biofisica. Av Antonio Carlos, 6627 - ICB - UFMG. 31270-901, Belo Horizonte, MG, Brasil
- Fone: (55-31) 3409-2923. FAX: (55-31) 3409-2924. E-mail: pgfisfar@icb.ufme.br




Dedicatoéria:

Para Nivia Neyde,
meu grande exemplo de

dedicacéo, forca e sabedoria .



Agradecimentos:

A Deus, por seu amor e misericordia incomparaveis.

Ao Professor Dr. Fabricio Moreira, pela orientacdo, incentivo, respeito e

amizade.

A Professora Dra. Daniele Aguiar, pelo exemplo de lideranca.

A banca examinadora, pela disponibilidade e empenho na leitura deste

trabalho.

Aos amigos do Laboratorio de Neuropsicofarmacologia, por compartilharem

comigo as alegrias e angustias do mundo académico.

Aos amigos e colaboradores: Carol Issy, Bright Okine, Edleusa, Flavia, Vivian e
Julia, por abracarem este trabalho, e aos professores: Elaine Del Bel
(Faculdade de Odontologia—USP/Ribeirdo  Preto), Fabiola Ribeiro
(Departamento de Bioquimica I.C.B./UFMG) e David Finn (National University

of Ireland-Galway) por propiciarem a realizacédo de parte destes experimentos.

Aos servidores técnico-administrativos do Departamento de Farmacologia-

ICB/UFMG

Ao meu pai pela rendncia amorosa.

Aos meus irmaos pela amizade, carinho e incentivo.

Aos meus sobrinhos por me ensinarem o que é o amor sem limites

A Capes e ao CNPq pelo apoio financeiro.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS E TABELAS......cioiiteeeeeeeeeteeeeee et 8
LISTA DE ABREVIATURAS .....oooviiieieeeeeeet et n e 10
RESUMO ..ottt es et n et s st s s e tess s s tenesaenens 11
ABSTRACT ..ottt ettt e ettt n et ae s aene e, 13
INTRODUGAO ...ttt an e, 15
OBUJIETIVOS. ..ottt ettt en s sttt eanenn s 32
MATERIAL E METODOS ......oooiiiieieeeieeeeeeee e n s 34
RESULTADOS . ..ottt eee e es ettt nes e ean st teaeeeeses e saeend 44
DISCUSSAOD. ...ttt ettt ae e, 67
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........oovctieeeeieee ettt 85



LISTA DE FIGURAS E TABELAS

Figura 1: Representacdo esquematica da sinapse canabinoide

Figura 2: Bloqueio dos receptores CBi, induzido pelo rimonabanto, atenua a
hiperlocomocao promovida pela cocaina

Figura 3: Ativagdo de receptores CBg, induzida pelo JWH-133, atenua a
hiperlocomocao promovida pela cocaina

Figura 4: Bloqueio dos receptores CB2, induzido pelo AM630, reverte o efeito
do rimonabanto sobre a modulacéo da hiperlocomocé&o promovida pela cocaina

Figuras 5 e 6: Blogueio dos receptores CBg, induzido pelo AM630, reverte o
efeito do rimonabanto sobre a modulacdo do aumento da expresséao de c-Fos
promovido pela cocaina na por¢éo core do NAcc

Figuras 7 e 8: Bloqueio dos receptores CBg, induzido pelo AM630, reverte o
efeito do rimonabanto sobre a modulacdo do aumento da expressao de c-Fos
promovido pela cocaina na porc¢éo shell do NAcc

Figura 9: Blogueio dos receptores CBg, induzido pelo AM630, reverte o efeito
do rimonabanto sobre 0 aumento da fosforilagdo da proteina ERK promovido
pela cocaina no estriado

Figura 10: Bloqueio dos receptores CB1 e CB2, induzido respectivamente, pelo
rimonabanto e pelo AM630, ndo altera por si sO, os niveis de fosforilacdo das
proteinas ERK e AKT no estriado

Figura 11: O tratamento combinado de doses inefetivas do antagonista CBz,
rimonabanto, e do agonista CB2, JWH-133, inibe a hiperlocomocéo induzida
pela cocaina

Figura 12: Inibicdo da hidrdlise da anandamida, promovida pelo URB-597, ndo
altera a hiperlocomocéo induzida pela cocaina

Figura 13: Inibicdo da hidrolise do 2-AG, promovida pelo JZL-184, ndo altera a
hiperlocomocéo induzida pela cocaina

Figura 14: O tratamento combinado de doses inefetivas do antagonista CBq,
rimonabanto, e do URB-597, ndo altera a hiperlocomoc¢édo induzida pela
cocaina

Figura 15: O tratamento combinado de doses inefetiva do antagonista CBq,
rimonabanto, e do inibidor da hidrolise do 2-AG, JZL-184 inibe a
hiperlocomocéo induzida pela cocaina



Figura 16: O tratamento com cocaina nao altera os niveis de 2-AG em distintas
areas do sistema mesolimbico

Figura 17: O tratamento com cocaina nao altera os niveis de anandamida em
distintas areas do sistema mesolimbico

Figura 18: Bloqueio dos receptores CB2, induzido pelo AM-630, reverte o efeito
do rimonabanto sobre a modulagdo do condicionamento ao lugar promovido
pela cocaina

Figura 19: Bloqueio dos receptores CBi, induzido pelo rimonabanto, n&o
atenua o prejuizo no teste de PPI promovido pela cocaina

Figura 20: Figura representativa da conclusao do estudo

Tabela 1: Bloqueio e a ativacdo farmacoldgica dos receptores CB2, bem como
o blogueio de CB1 néo alteram a locomogé&o basal

Tabela 2: O bloqueio dos receptores CB1 e CB2 néo altera o numero de células
c-Fos positivas no NAcc



LISTA DE ABREVIATURAS

2-AG: 2-aracdonoilglicerol

AEA: Aracdonoil etanolamida (Anandamida)
AMPc: Monofosfato Ciclico de Adenosina
ATP: Trifosfato de Adenosina

ATV: Area Tegumentar Ventral

CBu1: Receptores canabinoides do tipo 1

CB:2: Receptores canabinoides do tipo 2
ERK: Quinase regulada por sinais extracelulares
FAAH: Hidrolase de amidas de acidos graxos
GABA: Acido gama-aminobutirico

MGL: Monoacilglicerol lipase

NAcc: Nucleo Acumbente

PKA: Proteina Quinase A

PCL: Preferéncia condicionada por lugar

PPI: Pre-pulse inhibition

TUS: Transtorno do uso de substancias

AS-THC : A®-tetrahidrocanabinol

10



RESUMO
Os endocanabinoides anandamida e 2-aracdonoilglicerol (2-AG) atuam em
receptores canabinoides tipo 1 (CBi) e tipo 2 (CB2), por meio dos quais
modulam a via dopaminérgica mesolimbica. Esta via € um importante alvo de
atuacao de drogas de abuso, a exemplo da cocaina. De fato, o antagonismo de
CB:1 e a ativacdo de CB: inibem diversos efeitos deste psicoestimulante. A
interacdo reciproca entre esses receptores, entretanto, ainda n&o foi
investigada. Nesse contexto, testamos a hipétese de que o blogueio CB:
deslocaria as acbOes dos endocanabinoides (anandamida e 2-AG) para 0s
receptores CBz, inibindo as a¢des da cocaina. Observamos, inicialmente, que o
antagonista CBi, rimonabanto, preveniu a hiperlocomog¢do, o aumento da
expressao da proteina c-Fos no nucleo acumbente e a fosforilagdo da ERK no
estriado induzidos pela cocaina. Dando suporte a hipotese inicial, o tratamento
prévio com um antagonista CB2 (AM-630), reverteu o efeito inibitério do
rimonabanto sobre essas repostas. Além disso, a combinacdo de doses
subefetivas de rimonabanto e de um agonista CB2 (JWH-133) também preveniu
a resposta motora a cocaina. Os inibidores da hidrélise da anandamida (URB-
597) e do 2-AG (JZL184) nao alteraram este efeito. Entretanto, quando
combinado com uma dose subefetiva de rimonabanto, o JZL184 (mas né&o
URB597) preveniu a hiperlocomocéo. Este resultado sugere o envolvimento do
2-AG na modulacdo da resposta a cocaina, embora o0s niveis de
endocanabinoides em regides limbicas ndo tenham sido alterados por esta
droga. Por fim, em acordo com a hipétese testada, o antagonismo de CB:
reverteu o efeito inibitério do rimonabanto sobre a aquisicdo da preferéncia

condicionada ao lugar induzida pela cocaina. Portanto, nossos dados apontam
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um possivel mecanismo através do qual o sistema endocanabinoide modula os
efeitos desta droga. Nossos achados propiciam, assim, um melhor
entendimento de como a modulagdo desse sistema pode regular a

neurobiologia do transtorno do uso da cocaina.

Palavras-chave: cocaina, receptores canabinoides, interacdo CBl1 e CBg,

anandamida e 2-AG.
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ABSTRACT
Endocannabinoids anandamide and 2-arachidonoylglycerol (2AG) act on

cannabinoid receptors type 1 (CB1) and type 2 (CB2), through which they
modulate the mesolimbic dopaminergic pathway. This neurocircuitry is an
important target for abuse drugs, including cocaine. Accordingly, antagonism of
CB1 receptor as well as activation of CB: inhibit several effects of this
psychostimulant. However, a reciprocal interaction between these cannabinoid
receptors has not been investigated. In this context, we tested the hypothesis
that blockade of CB:1 would displace the actions of endocannabinoids
(anandamide and 2-AG) towards CB: receptors, inhibiting the actions of
cocaine. Initially we observed that rimonabant, a CB1 antagonist, prevented
hyperlocomotion, increase in c-Fos protein expression in the nucleus
accumbens and the ERK phosphorylation in striatum induced by cocaine.
Supporting our hypothesis, pretreatment with a CB2 antagonist (AM-630),
reversed this inhibitory effect of rimonabant on these responses. Furthermore,
combination of a sub-effective dose of rimonabant and a CB2 agonist (JWH-
133) also prevented cocaine-induced hyperlocomotion. Inhibitors of
anandamide hydrolysis (URB-597) and 2-AG (JZL184) did not change this
effect. However, when combined with a sub-effective dose of rimonabant,
JZL184 (but not URB597) prevented hyperlocomotion. This result suggests the
involvement of 2-AG in modulation of cocaine-response, although the
endocannabinoid levels in limbic regions have not been modified by this drug.
Finally, also in accordance with the tested hypothesis, CB2 blockade reversed
the inhibitory effect of rimonabant on the acquisition of cocaine-induced

conditioned place preference. In conclusion, our data suggest a possible
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mechanism through which modulation in the endocannabinoid system regulates

cocaine-responses.

Keywords: Cocaine, endocannabinoid system, CB1 and CB2 interaction,

anandamide and 2-AG.
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1. INTRODUCAO



1.1 Cocaina: Histéria e implicacdoes sociais

A cocaina € um estimulante do sistema nervoso central (SNC) extraido
da planta Erythroxylum coca (Goldstein, DesLauriers et al. 2009). Evidéncias
histéricas e arqueoldgicas apontam que ancestrais das populacdes andinas,
gue habitavam regiées montanhosas no oeste da América do Sul, cultivavam e
consumiam as folhas dessa planta ha milhares de anos (Karch 1999, Goldstein,
DesLauriers et al. 2009). Além dos relatos historicos apontarem o uso dessa
planta em rituais religiosos, o ato de mascar essas folhas amenizava
sensacfes desagradaveis, tais como tontura e nauseas, comumente
relacionados a vida em altitudes elevadas (Karch 1999, Goldstein, DesLauriers

et al. 2009).

Apesar da longa utilizacdo humana, os conhecimentos acerca dos
aspectos fitoquimicos da Erythroxylum coca s6 foram elucidados alguns
séculos depois. Especificamente a cocaina somente foi identificada e isolada
guimicamente em 1850 (Nathanson, Hunnicutt et al. 1993, Dackis e O'Brien
2001). Apo6s esse achado, e diante do conhecido potencial terapéutico da
planta, essa substancia passou a ser adicionada a tonicos e elixires e seu uso
medicinal foi recomendado para o tratamento de patologias como a depressao
e o0 alcoolismo, além de ser utilizada também como agente anestésico (Dackis

e O'Brien 2001) .

Nesse contexto, a utilizacdo da cocaina se difundiu na Europa e nos
Estados Unidos, e associado a esse uso disseminado surgiram as evidéncias
de que se tratava de uma substancia com potencial de abuso capaz de

promover sérias complicacbes médicas (Goldstein, DesLauriers et al. 2009).
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Diante disso, no inicio do século XIX, o uso da droga foi praticamente banido
em diversos paises do ocidente. Entretanto, nos anos 1970 a cocaina
recuperou a popularidade e seu consumo, inclusive, passou a ser visto como
uma pratica glamorosa (Karch 1999, Dackis e O'Brien 2001). Esta percepgéo
encorajou individuos a experimenta-la, especialmente pela administracdo por
via intranasal e intravenosa, caracterizando o primeiro periodo de intensificacao
do uso abusivo dessa droga (Goldstein, DesLauriers et al. 2009). No final da
década de 80, um novo crescimento exponencial se iniciou, principalmente
através do uso da base livre da cocaina, chamado popularmente de “crack”

(Guindalini, Vallada et al. 2006, Falck, Wang et al. 2007).

Dados epidemiolégicos recentes sugerem que 0 consumo dessa
substancia ainda segue aumentando, sobretudo entre adolescentes (NIDA
2013). O cenario é particularmente mais grave no Brasil onde, ao contrario do
padrdo de estabilizacdo observado em outros paises, 0 consumo vem se
expandindo entre os adultos jovens (Gowing, Ali et al. 2015). Atualmente, a
cocaina é a droga de abuso que resulta em indices mais elevados de procura
por atendimento médico de emergéncia, caracterizando graves riscos a vida do
paciente, além dos danos sociais e econdmicos que o abuso dessa droga

podem causar (Penberthy, Ait-Daoud et al. 2010).

1.2. Neurobiologia do transtorno do uso da cocaina

O transtorno do uso de substancias (TUS), € uma desordem psiquiatrica
crobnica e reicidivante caracterizada por complexos fendmenos
comportamentais e neurobioldgicos que promovem uma compulsdo pelo uso

de uma determinada droga, a despeito de consequéncias deletérias para
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diferentes aspectos da vida do individuo (Cami e Farre 2003, Volkow e Li

2005).

Diversas teorias tém sido propostas acerca de suas bases bioldgicas.
Acredita-se que no inicio do uso, a substancia atue sobre redes neurais que
estdo associadas com o refor¢o positivo, promovendo sensacfes agradaveis
como diminuicdo do estresse, aumento da euforia e das inter-relacfes sociais
(Koob 2000, Volkow e Li 2005). Nesse sentido, as sensacdes hedobnicas, as
quais estdo relacionadas com aspectos de impulsividade como a excitacéo
antes e a sensacdo de prazer durante 0 consumo, sdo 0s estimulos para

utilizacao inicial da droga (Everitt e Robbins 2005).

Entretanto, uso ocasional de uma substancia com potencial abusivo
difere do estado emocional que promove a compulsédo pelo uso (Volkow e Li
2005, Koob e Le Moal 2008). Diante de exposicdes repetidas o organismo tenta
contrabalancear os efeitos da droga, em um ciclo no qual o limiar das
sensacles prazerosas € continuamente alterado em reposta a reexposicao
(Koob e Le Moal 2008). Assim, em resposta ao uso continuado da droga,
ocorrem modificacdes celulares e moleculares nas redes neurais que compdem
a via de recompensa, eventualmente, culminando em alteragdes como
tolerancia e sensibilizacdo (Cami e Farre 2003, Justinova, Panlilio et al. 2009).
Essas desregulacbes neurais contribuem para o surgimento de disforia,
ansiedade e irritacdo, 0 que leva a compulsdo pelo uso continuo da droga, a
fim de se evitar esses sintomas, hum mecanismo de reforco negativo (Koob e

Le Moal 2008, Koob 2013).
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A dopamina se configura como o principal neurotransmissor envolvido
nos processos relacionados ao uso inapropriado de substancias (Di Chiara e
Imperato 1988, Volkow, Fowler et al. 2004). Esse neurotransmissor €
sintetizado em um processo com distintas etapas, o que favorece a regulagéo
da quantidade de dopamina a ser liberada (Carlsson 1993). O aminoacido
tirosina € o precursor da sintese, sendo convertido em L-DOPA (3,4
dihidroxifenilalanina) apés a acdo da enzima tirosina hidroxilase. Na etapa
seguinte a L-DOPA ¢é, entdo, descarboxilada pela enzima L-amino
descarboxilase e convertida em dopamina. Apoés sintetizada, a dopamina é
transportada para o interior de vesiculas sinapticas de onde serd liberada
mediante um estimulo (Carlsson 1993). Uma vez liberada na fenda sinaptica, a
etapa limitante nos efeitos induzidos pela dopamina consiste na recaptacéo

desse neutransmissor por uma proteina especifica (Hitri, Hurd et al. 1994).

Um aumento na transmissdo dopaminérgica na via mesolimbica é
responsavel por mediar os efeitos recompensadores induzidos pelas drogas de
abuso (Di Chiara e Imperato 1988, Wise 2004). De modo analogo essa
circuitaria também estd envolvida nos efeitos motivacionais de refor¢cadores
fisioldégicos, como o0 sexo e a alimentacdo. A via mesolimbica caracteriza-se por
projecdes dopaminérgicas oriundas de corpos celulares localizados na area
tegumentar ventral (ATV) os quais fazem conexdes com diversas estruturas
limbicas como nucleo acumbente (NAcc), hipocampo e cértex pré-frontal (Koob

e Volkow 2010).

A cocaina modula essa circuitaria, sobretudo através da inibicdo da
proteina responsavel por recaptar a dopamina da fenda sinaptica (Kalivas

2007, Jonkman e Kenny 2013), o que resulta em aumento dos niveis desse
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neurotransmissor na fenda sinaptica (Dackis e O'Brien 2001, Kalivas 2007).
Estudos com a neurotoxina 6-hydroxidopamine (6-OHDA), a qual promove a
lesdo de terminais dopaminérgicos, certificaram o papel desse
neurotransmissor nas respostas induzidas pela cocaina. Injecdes de 6-OHDA
no NAcc causaram a inibicdo de uma série de repostas induzidas por esse
psicoestimulante, inclusive os efeitos reforgcadores (Roberts, Koob et al. 1980,

Koob e Volkow 2010).

Uma vez presente na fenda, a dopamina exerce seus efeitos através da
ativacdo de receptores especificos, 0os quais pertencem a superfamilia de
receptores acoplados a proteina G (Boyd e Mailman 2012, Beaulieu, Espinoza
et al. 2015). Os receptores dopaminérgicos séo classificados de acordo com a
capacidade de ativacdo ou inibicdo da enzima adenilato ciclase, induzindo,
assim, aumento ou diminui¢éo da formagcdo do cAMP. Receptores pertencentes
a classe D1 (D1 e Ds) elevam a atividade da enzima, enquanto os receptores da
classe D2 (D2, D3 e D) inibem a sintese de cAMP (Beaulieu e Gainetdinov
2011, Beaulieu, Espinoza et al. 2015). Recentes evidéncias sugerem,
entretanto, que a sinalizagdo através da modulacdo da adenilato ciclase é
apenas uma das formas pelas quais os receptores dopaminérgicos regulam a
funcdo celular (Brami-Cherrier, Valjent et al. 2002, Cahill, Salery et al. 2014,
Beaulieu, Espinoza et al. 2015). Outras formas ja descritas consistem na
modulagcdo das vias de sinalizacdo da quinase extracelular regulada por sinal
(ERK, na sigla em inglés) bem como da proteina quinase B, também

denominada AKT (Beaulieu, Espinoza et al. 2015).

Neste contexto, modulacbes dessas vias ocorrem em resposta ao

tratamento com agonistas seletivos D1 e D2 (Brami-Cherrier, Valjent et al.
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2002). A fosforilacdo dessas proteinas também € modulada em distintas
regides cerebrais, inclusive na regido mesolimbica, apés o tratamento com
cocaina (Collo, Bono et al. 2012, Miller, Barr et al. 2014). No mesmo sentido, as
respostas comportamentais induzidas por esse psicoestimulante podem ser
mediadas por alteracdes na cascata de sinalizacdo que envolvem a AKT e a

ERK (Lu, Koya et al. 2006, Shi, Miller et al. 2014).

Independentemente da via de transducao de sinal ativada, a exposi¢ao
repetida a cocaina e a consequente estimulagdo dos receptores
dopaminérgicos no prosencéfalo, especialmente no NAcc, modula a sintese e a
transcricdo de diversos genes. Este processos induzem uma plasticidade
neural mal adaptativa culminando em respostas relacionadas ao TUS (Luscher
e Malenka 2011). Embora se tenha avancado no entendimento acerca das
alteracdes neurobioldgicas associadas ao transtorno do uso da cocaina, ndo

existe ainda um tratamento farmacolégico eficaz contra esse distarbio.

1.3. Modelos animais utilizados no estudo dos efeitos da cocaina

Grande parte dos avangos no entendimento dos efeitos
comportamentais e neuroquimicos da cocaina foram alcancados por estudos
envolvendo animais experimentais. O tratamento agudo e cronico com esse
psicoestimulante induz uma grande diversidade de repostas. Entretanto, diante
do escopo do presente estudo, nos iremos focar nos modelos animais
utilizados para avaliar os comportamentos relacionados aos efeitos

estimulantes e sensério-motores.

Apesar das dificuldades de se reproduzir estas condicdbes em um

contexto experimental (Leshner 1997, O'Brien e Gardner 2005), algumas das
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repostas comportamentais induzidas pela cocaina, e também por outras drogas
de abuso, podem ser satisfatoriamente modelados em experimentos com
animais de laboratério (O'Brien e Gardner 2005). Umas dessas repostas é a
autoadministragdo. Este é um paradigma extensamente utilizado no ambiente
laboratorial a fim de se avaliar os efeitos reforcadores da cocaina (Panlilio e
Goldberg 2007). Neste modelo os animais séo treinados a executar uma tarefa,
normalmente pressionar uma barra, e recebem a cocaina mediante a execucéo
da mesma. Consiste, portanto, de um condicionamento operante no qual a
administracdo da droga é o componente reforcador (Sanchis-Segura e
Spanagel 2006, Panlilio e Goldberg 2007). E importante reiterar que embora 0s
motivos pelos quais os animais busquem a cocaina sejam distintos das causas
gue levam o ser humano a consumir essa sustancia no ambito social, esse
meétodo apresenta uma excelente validade de face (Gardner 2000, Sanchis-

Segura e Spanagel 2006).

A preferéncia condicionada por lugar (PCL) é um outro procedimento
usado para avaliar os aspectos hedbnicos da cocaina (Tzschentke 2007).
Neste teste os efeitos da droga (os quais atuam como estimulo incondicionado)
sdo pareados repetidamente com um estimulo neutro (Bardo e Bevins 2000,
Tzschentke 2007). Apés multiplos pareamentos, esse contexto outrora neutro,
passa a ser associado com as propriedades recompensadoras da droga
adquirindo a capacidade de atuar como estimulo condicionado(Bardo e Bevins

2000).

Normalmente, o teste da PCL é realizado em uma caixa de acrilico, que
apresenta dois compartimentos, 0s quais apresentam distintas caracteristicas

sensoriais tais como cor, iluminacdo e textura do assoalho. Na fase inicial do
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teste o animal recebe o tratamento com a cocaina e € confinado em um dos
lados do aparelho, e assim experimenta as sensagdes da droga ao mesmo
tempo que percebe os estimulos ambientais (Tzschentke 1998, Sanchis-
Segura e Spanagel 2006). Posteriormente, apds receber uma injecdo de salina
ele permanece restrito, pelo mesmo tempo, no lado oposto ao que recebeu a
droga (Tzschentke 1998, Sanchis-Segura e Spanagel 2006). Ao fim dos
tratamentos, quando lhes é permitido mover-se livremente pela caixa, 0S
animais demonstram uma preferéncia na exploracdo do ambiente onde eles

experimentaram o efeito da droga (Bardo e Bevins 2000).

Os dois modelos citados constituem, ainda, importantes ferramentas no
estudo das recaidas, que se caracterizam pelo desejo e utilizacdo da droga
mesmo apds longos periodos de abstinéncia (Aguilar, Rodriguez-Arias et al.
2009, Bossert, Marchant et al. 2013). De modo a avaliar esse importante
aspecto do uso das drogas, no primeiro momento os protocolos sdo analogos
ao que foi descrito. Entretanto, apds adquirem o0s comportamentos de
autoadministragdo ou da preferéncia ao lugar, 0s animais sdo reexpostos
continuamente aos aparelhos experimentais na auséncia da cocaina, de modo
a extinguir os comportamentos condicionados (Sanchis-Segura e Spanagel
2006). Assim durante as sessfes de extingdo, no modelo da
autoadministracdo, o animal pressiona a barra e ndo recebe a droga como
recompensa, enquanto no teste da PCL o animal € confinado vérias vezes ao
lado no qual fora condicionado também sem receber a cocaina (Weiss 2010). A
extincdo é definida como uma diminuicdo da frequéncia ou intensidade da
resposta outrora aprendida (pressionamento da barra e preferéncia por um lado

da caixa no protocolo da autoadministracdo e do teste da PCL

23



respectivamnete) (Weiss 2010). ApOs essa etapa, diversos estimulos tais
como: uma Unica injecdo da droga, ou mesmo a exposi¢do a dicas ambientais
e ao estresse reinstalam a resposta condicionada (Weiss, Ciccocioppo et al.
2001). A recaida, nestes casos, é evidenciada pela recuperacdo da reposta
aprendida, ou seja, o animal volta a pressionar a barra na busca pela cocaina,

ou no caso do teste da PCL permanece mais tempo no lado da caixa que havia

sido pareado com a droga (Bossert, Marchant et al. 2013).

No que se refere as propriedades psicoestimulantes induzidas pela
cocaina, essas respostas podem ser avaliadas em estudos pré-clinicos através
da avaliacdo da atividade locomotora (Swerdlow et al. 1986). Nesse contexto,
0Ss animais que recebem tratamento com a droga, normalmente injecdes
intraperitoneais, sdo submetidos a uma arena, na qual € possivel observar que
0 tratamento promove o aumento da atividade locomotora (Wise e Bozarth
1987, Sanchis-Segura e Spanagel 2006). A hiperlocomocéo pode ser também
utilizada para avaliar uma outra propriedade dos psicoestimulantes: a
sensibilizagdo, (Vanderschuren e Kalivas 2000). Esse termo se refere ao
aumento de uma resposta ap0s a exposicdo repetida ao estimulo que a
desencadeou (Vanderschuren e Kalivas 2000). Apesar de ser observada em
distintos parametros, os estudos desse fendbmeno tém focado principalmente
na atividade locomotora (Sanchis-Segura e Spanagel 2006, Witkin, Levant et
al. 2008). Nesse contexto, a habilidade da cocaina de elevar a locomocédo apdés
uma administracdo aguda é aumentada quando a exposi¢ao é repetida (Vezina
e Leyton 2009). A sensibilizacdo € um relevante parametro no que se refere

aos processos correlacionados a adiccdo a cocaina, sendo considerado por
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alguns autores como a etapa determinante na transi¢cao entre o uso esporadico

e 0 uso abusivo da droga (Robinson e Berridge 1993).

Uma outra resposta inerente a drogas psicoestimulantes, e que se
estende por distintas espécies de mamiferos, € o déficit na inibicdo pré-pulso
da resposta de sobressalto (PPI - pre-pulse inhibition) (Gobira, Ropke et al.
2013). Estimulos sonoros inesperados provocam uma resposta tipica
denominada reflexo de sobressalto. No entanto, se este estimulo (pulso) é
precedido por um estimulo sensorial mais fraco e previsivel (pré-pulso), a
resposta de sobressalto é inibida em um mecanismo denominado inibicdo pré
pulso (Koch 1999, Gobira, Ropke et al. 2013). Déficits nessa reposta sao
observados em transtornos psicoticos como a esquizofrenia, e estédo
associados com desregulagdo na transmissdo dopaminérgica (Koch 1999,
Geyer, Krebs-Thomson et al. 2001). Condicdo semelhante pode ser
farmacologicamente induzida por agonistas dopaminérgicos ou inibidores do
transportador de dopamina, a exemplo da cocaina (Geyer, Krebs-Thomson et
al. 2001). Em um contexto experimental, os animais sd0 expostos a uma
plataforma que detecta movimentos, a qual estd situada em uma caixa com
isolamento acustico livre do ruido externo e acoplada a um aparelho capaz de
gerar estimulos sonoros de intensidades controladas (Swerdlow, Braff et al.
2000). Assim, apoOs receberem drogas psicotomiméticas, 0s animais sao
submetidos ao aparelho e recebem distintos estimulos sonoros de menor e
maior intensidade gerando a resposta de sobressalto e sua inibicdo, e o
prejuizo da mesma (Doherty, Masten et al. 2008, Gobira, Ropke et al. 2013).

Apesar das limitacfes dos modelos animais, ja foi demonstrado que os

sitios neuroanatdmicos e as respostas neuroquimicas envolvidos na
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modulacdo desses comportamentos sdo compartilhados entre os animais de
laboratério e os humanos, tornando esses protocolos adequados para
desvendar mecanismos neurais comuns e, portanto, ajudar a identificar

estratégias Uteis na intervencédo dos efeitos da cocaina.

1.4. Sistema Endocanabinoide

O sistema endocanabinoide tem sido implicado na regulacdo de uma
variedade de processos fisioldgicos, incluindo as reacdes de recompensa
(Solinas, Yasar et al. 2007). O estudo da fisiologia e da farmacologia desse
sistema teve seu marco inicial com a identificacdo e caracterizacdo do
composto A°-tetrahidrocanabinol (A%-THC), o principal responsavel pelos
efeitos psicoativos da planta Cannabis sativa (Mechoulam e Gaoni 1965,
Pamplona e Takahashi 2012). Atualmente jA se sabe que as respostas
induzidas pelo A°-THC sdo mediadas pelos receptores canabinoides CB1 e CB>
(Devane, Dysarz et al. 1988, Munro, Thomas et al. 1993). Inicialmente
acreditava-se que os receptores CB1 eram expressos em tecidos periféricos e
no cérebro, enquanto os receptores CB:2 estavam restritos a células e tecidos
periféricos relacionados ao sistema imune (Matsuda 1997). Recentemente esse
panorama tem sido alterado, ja que os receptores CB2 também tém sido
encontrados no sistema nervoso central, tanto em neurdnios quanto em células
da glia (Onaivi, Ishiguro et al. 2012, Yang, Wang et al. 2012, Panagis, Mackey

et al. 2014).

Os receptors canabinoides, juntamente com seus ligantes enddégenos
(denominados endocanabinoides, eCBs) e com as enzimas envolvidas no

metabolismo desses ligantes, compdem o sistema endocanabinoide (Di Marzo
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2009, Batista, Gobira et al. 2014). Os principais eCBs propostos sao a
aracdonoil etanolamida (também denominada anandamida) e o 2-aracdonoil
glicerol (2-AG). De modo simplificado, esses agonistas enddgenos séo
liberados de neurbnios poés-sinapticos, apos despolarizagdo, e ativam
receptores canabinoides pré-sinapticos, atuando como mensageiros
retrogrados (Howlett, Barth et al. 2002, Piomelli 2003, Fitzgerald, Shobin et al.
2012). Deste modo, os endocanabinoides promovem uma regulacdo na acéo
de outros neurotransmissores, usualmente inibindo a liberagdo dos mesmos
(Wilson e Nicoll 2002, Justinova, Panlilio et al. 2009, Maldonado, Berrendero et

al. 2011, Atwood, Straiker et al. 2012, Fitzgerald, Shobin et al. 2012).

Ao contrario dos neurotransmissores classicos, que sdo sintetizados e
estocados em vesiculas, a sintese dos endocanabinoides é feita sob demanda,
mediante um influxo de calcio (Piomelli 2003). Ja a degradacao desses ligantes
€ realizada por enzimas especificas, sendo a monoalcilglicerol lipase (MGL)
responsavel por hidrolisar o 2-AG e a hidrolase de amida de &cidos graxos
(FAAH) por degradar a anandamida. Manipulacdes farmacolégicas dos niveis
dos endocanabinoides podem ser feitas por meio da inibicdo destas enzimas
(Cravatt, Giang et al. 1996, Moreira, Kaiser et al. 2008, Nomura, Hudak et al.
2008, Straiker, Hu et al. 2009).

Recentes pesquisas tém propiciado o melhor entendimento acerca do
sistema endocanabinoide e suas fungbes no sistema nervoso central.
Compostos que modulam esse sistema parecem apresentar um potencial
terapéutico consideravel para o tratamento de transtornos psiquiatricos tais
como ansiedade, depresséo e o abuso de substancias (Moreira e Lutz 2008, Di

Marzo 2009).
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Modificado de Batista et. al. 2014

Figura 1: Representagdo esquematica da sinapse canabinoide. Anandamida
(AEA) e 2- araquidonoilglicerol (2-AG) sao sintetizados em neurdnios pés-
sinapticos, apods influxo de célcio. Estes exercem suas agbes ao se ligar a
receptores CB1 e CB2 expressos em neurbnios pré-sinapticos. O término da
acdo destes endocanabinoides ocorre ap0s recaptacdo e metabolizacao pela
Hidrolase Amida de &cidos graxos (FAAH) e pela Monoacil Monoacilglicerol

Lipase (MGL), que hidrolisam AEA e 2-AG respectivamente.

1.5. O sistema endocanabinoide e o0s efeitos comportamentais e

neuroguimicos da cocaina

O sistema endocanabinoide tem sido implicado na regulacdo de varias
respostas relacionadas as drogas de abuso (Vlachou e Panagis 2014). Tanto o

tratamento agudo quanto a exposicao repetida a substancias com potencial de
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abuso promovem modulagdes nesse sistema, tais como alteracdes nos niveis
de endocanabinoides, e a expressao dos receptores para esses ligantes (Patel,
Rademacher et al. 2003, Solinas, Yasar et al. 2007). De fato, a distribuicdo dos
receptores canabinoides € condizente com tais observacdes. Os receptores
CB1 séo expressos tanto em neurdnios que liberam glutamato, quanto nos que
liberam acido gamma-aminobutirico (GABA), presentes na via dopaminérgica
mesolimbica (Maldonado, Valverde et al. 2006, Fitzgerald, Shobin et al. 2012).
Os receptores CB2, por sua vez, predominam em neurénios dopaminérgicos da
via mesolimbica (Onaivi, Ishiguro et al. 2012, Panagis, Mackey et al. 2014).
Endocanabinoides liberados nessa regido podem se ligar aos subtipos de
receptores canabinoides e promover uma modulacdo direta e indireta dos

neurbnios dopaminérgicos envolvidos nas respostas relacionadas a adiccéo

(Maldonado, Valverde et al. 2006).

Corroborando essa hipbtese, compostos que atuam sobre o sistema
endocanabinoide regulam as acdes induzidas por drogas de abuso (Lopez-
Moreno, Gonzalez-Cuevas et al. 2008). Respostas semelhantes sao também
observadas ap6s manipulacdes genéticas de componentes desse sistema
(Maldonado, Robledo et al. 2013). Com relacdo as repostas promovidas pela
cocaina, os estudos comportamentais e neuroquimicos demonstram que tanto
uma maior ativagdo quanto o bloqueio dos receptores CB1 e CB2, bem como
alteracdes dos niveis de endocanabinoides, podem regular as a¢6es da droga
(Tanda 2007). Cabe ressaltar que as respostas mais consistentes sdo obtidas
pelo antagonismo dos receptores CB:1 e pela ativacdo de CB: (Vlachou e

Panagis 2014).
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O tratamento com o antagonista dos receptores CB1, rimonabanto, inibe
0 aumento da atividade locomotora induzido pela cocaina (Poncelet, Barnouin
et al. 1999). Além disso, animais geneticamente modificados, que néo
expressam esses receptores, também apresentaram resposta motora reduzida
a injecdo da droga (Li, Hoffman et al. 2009). O bloqueio farmacoldgico e
genético de CBi também atenuou os comportamentos de sensibilizacdo
locomotora (Corbille, Valjent et al. 2007, Li, Hoffman et al. 2009) e a
autoadministracdo deste psicoestimulante (Soria, Mendizabal et al. 2005, Li,
Hoffman et al. 2009). Foi demonstrado, ainda, que a aquisicdo e a expressao
do condicionamento ao lugar, induzido por essa droga, séo inibidos pelo
antagonismo de CB: (Yu, Zhou et al. 2011). Além da modulacdo das reacdes
de recompensa, o0 bloqueio desses receptores inibe tanto o comportamento de
recaida induzido por estresse quanto o induzido pela re-exposi¢cdo a droga (Xi,
Gilbert et al. 2006, Vaughn, Mantsch et al. 2012). Esses dados indicam a
participagdo dos receptores CBi1i na modulagdo dos distintos processos

relacionados ao transtorno do uso da cocaina (Vaughn, Mantsch et al. 2012).

Quanto aos receptores CB2, sua presenca no céerebro foi durante muito
tempo contestada (Onaivi, Ishiguro et al. 2012). Estudos iniciais falharam na
deteccdo desses receptores no sistema nervoso central (Munro, Thomas et al.
1993, Griffin, Wray et al. 1999). Entretanto, trabalhos utilizando ligantes
marcados radioativamente (“binding”), bem como ensaios imunohistoquimicos,
demonstraram a presenca de CB2 em distintas regifes encefélicas, inclusive a
ATV e regides limbicas como NAcc, CPF e Hip, sugerindo um potencial

envolvimento desses receptores na regulacdo de comportamentos
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relacionados a adic¢do (Van Sickle, Duncan et al. 2005, Onaivi, Ishiguro et al.

2012, Zhang, Gao et al. 2014).

Recentemente, tem sido demonstrada a participacdo de receptores CB:
na regulacdo de respostas relacionadas a distintas drogas de abuso (Yang,
Wang et al. 2012). A ativacdo desses receptores por agonistas seletivos,
portanto o contrario do que se observa com os receptores CBji, inibe respostas
psicoestimulantes e recompensadoras induzidas pela cocaina (Al Mansouri,
Ojha et al. 2014, Zhang, Gao et al. 2014). No mesmo sentido, animais com
aumento na expressao dos receptores CB2 se mostram menos susceptiveis
aos efeitos dessa droga, enquanto animais nocautes para esses receptores
apresentam maior susceptibilidade (Ortega-Alvaro, Aracil-Fernandez et al.

2011, Xi, Peng et al. 2011, Aracil-Fernandez, Trigo et al. 2012).

Essas evidéncias sugerem, do ponto de vista farmacolégico e genético,
gue tanto a ativacdo dos receptores CB2, quanto o silenciamento dos
receptores CBi, inibe os comportamentos induzidos pela cocaina. Semelhante
padrdo de resposta foi observado com parametros neuroquimicos.
Administracdo de um agonista CB: reduz a elevagdo nos niveis mesolimbicos
de dopamina induzida pela cocaina, sendo que tais efeitos ndo foram
observados em animais nocautes para esses receptores. Analogamente, 0
tratamento com antagonistas CB: inibe o aumento de dopamina no Nacc
(Corbille, Valjent et al. 2007, Xi, Peng et al. 2011, Zhang, Gao et al. 2014).
Embora essas evidéncias demonstrem que o bloqueio dos receptores CB:1 e a
ativacdo dos receptores CB: atenuam os efeitos da cocaina, uma possivel
interacdo entre esses receptores na regulacdo de tais respostas ainda nao foi

estudada.
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2. OBJETIVOS



2.1 Objetivo Geral:

Testar a hipotese de que o bloqueio dos receptores CB1 desloca as agées
dos endocanabinoides para os receptores CB2 e a maior ativagdo dos mesmos inibe

os efeitos da cocaina.

2.2 Objetivos Especificos:

A) Reproduzir dados da literatura que demonstram que o
antagonismo de receptores CB1 ou a ativacdo de receptores CB:2
inibe 0 aumento da atividade locomotora induzido pela cocaina.

B) Testar a hipdtese de que ha uma interacdo entre tais receptores

na mediacao dessa resposta.

C) Testar a hipétese de que o blogueio de CB: e a ativagdo de CB:
atenuam a inducdo na expressao da proteina c-Fos induzida pela

cocaina.

D) Testar a hipétese de que o bloqueio de CB: e a ativacdo de CB:
atenuam o aumento da fosforilacdo das proteinas ERK e AKT

induzido pela cocaina.

E) Identificar qual endocanabinoide esta envolvido na modulacédo das
respostas a cocaina.
F) Avaliar se o blogueio dos receptores CBi1 altera o déficit da

inibicdo pré-pulso induzido pela cocaina

G) Testar a hipétese de que o antagonismo de CBz1 inibe a aquisi¢ao
do condicionamento ao lugar induzido pela cocaina e por

interacdo com receptores CBa:.
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3. MATERIAL E METODOS



3.1 Animais:

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss, pesando entre 25 e
30 gramas, provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da UFMG, ap0Os aprovagdo do projeto pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Experimentacdo Animal (protocolo 242/2013). Os animais foram
mantidos em grupos de dez por gaiola, com livre acesso a agua e comida, sob
ciclo claro-escuro de 12 h (inicio as 7:00 h) e temperatura controlada (24 +

2°C).

3.2 Drogas:

v/ Rimonabanto - Agonista inverso/Antagonista seletivo dos receptores CB1
(Sigma Aldrich)
v AM-630 - Antagonista seletivo dos receptores CB2 (Tocris)
v JWH-133 - Agonista seletivo dos receptores CB: (Tocris)
v' URB-597 - Inibidor da enzima FAAH, que hidrolisa a anandamida
(Cayman Chemical)
v’ JZL-184 - Inibidor da enzima MGL, que hidrolisa o 2-AG (Cayman
Chemical)
v' Cocaina (Merck)
As injecdes foram feitas pela via intraperitoneal em um volume de 10 ml/kg.
As drogas que atuam sobre o sistema endocanabinoide foram diluidas em
solucdo veiculo constituida de 5% de Cremophor; 5% de Etanol Absoluto e

90% de salina. A cocaina foi diluida diretamente em salina.

3.3 Aparelhos experimentais e estudos comportamentais:
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> Arena:

Esse aparelho consiste em uma caixa quadrada (40cm x 40cm e 50cm de
altura), aberta na extremidade superior. A arena foi utilizada para avaliagdo da
atividade locomotora. Os animais foram habituados a caixa por dez minutos e,
em seguida, receberam injecdo de cocaina ou salina e foram imediatamente
reexpostos ao aparelho. A distancia total percorrida por cada animal durante o

teste foi avaliada com auxilio do software ANY-MAZE.

» Caixa de condicionamento ao lugar:

Esse aparelho consiste em uma caixa de acrilico com trés camaras, duas
delas com iguais dimensdes (20 cm de comprimento e 15cm de largura)
conectadas por um compartimento central (6 x 15cm). Elas séo equipadas com
portas que separam cada uma das camaras. A camara central tem um piso liso
e paredes acinzentadas, enquanto as camaras de “preferéncia” sao distintas,
sendo que uma apresenta listras brancas e pretas verticais intercaladas e piso
de grade metdlica, e a outra é dotada de listras pretas e brancas horizontais

também intercaladas e piso feito por barras de metal igualmente espacadas.

No primeiro dia (pré-teste) os animais foram colocados na caixa, com as
portas abertas permitindo exploracédo livre por todos 0s compartimentos,
durante um periodo de 15 minutos. O tempo de permanéncia em cada
compartimento foi registrado, com auxilio do software ANY-MAZE. Os animais
foram entdo separados aleatoriamente em grupos cocaina e salina. No dia 2
(condicionamento) os camundongos receberam uma inje¢cdo de cocaina e
foram confinados em uma das camaras de “preferéncia”, onde permaneceram

por 30 minutos. No terceiro dia, receberam inje¢cdo de salina e foram
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confinados na camara oposta aquela em que havia recebido cocaina no dia
anterior. Nos dias 4, 5, 6 e 7 este procedimento foi repetido, e a exposicao

refeita @ mesma camara/tratamento do dia correspondente.

No dia final (teste) os animais foram colocados no compartimento central,
com as portas levantadas, e entdo se locomoveram livremente por todas as
camaras. Nessa etapa também foi avaliado, com auxilio do software ANY-
MAZE, o tempo que cada um deles permaneceu em cada uma das camaras de
“‘preferéncia”. A analise dos dados foi feita com base na diferenca entre o
tempo que os animais permaneceram no lado em que receberam cocaina e o

tempo em que eles permaneceram no lado salina.

» Teste de inibicdo pré-pulso (PPI):

O teste de PPI é realizado em 3 etapas consecutivas. A primeira consiste
em um periodo de aclimata¢édo durante o qual nenhum estimulo é apresentado,
existindo apenas o ruido de fundo (65 dB + 1). Na etapa subsequente,
denominada de habituacdo, somente o estimulo que desencadeia o
sobressalto (pulso) € apresentado. A terceira fase do teste é a responsavel por
avaliar a inibicdo da resposta de sobressalto ao pulso (PPI). Essa etapa é
composta por 64 apresentacdes aleatdrias dos diferentes estimulos: (I) pulso
(ruido branco) de 105 dB com 20 ms de duracédo, (ll) pré-pulso (tom puro,
freqiéncia de 7000 Hz) nas intensidades de 80, 85 ou 90 dB com 10 ms de
duracao, (Ill) pré-pulso seguido de pulso com 100 ms de intervalo entre eles e
(IV) nulo (sem nenhum estimulo). Durante essa sessao, 0s estimulos s&o
apresentados em intervalos regulares de 30 segundos, sendo 8 apresentacoes

de cada estimulo. A porcentagem de PPl € expressa como a porcentagem de
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inibicdo da amplitude do sobressalto em resposta a multiplas apresentagdes do
pulso (P) precedido pelo pré-pulso (PP), em funcdo da amplitude da resposta
apenas ao pulso (P), conforme demonstrado na férmula: %PPI=[100-

(PP+P/P)*100].

» Western Blot para avaliacdo da fosforilacdo das proteinas AKT e
ERK

Imediatamente ap0s o teste comportamental de hiperlocomoc¢éo, os animais
foram sacrificados e os cérebros foram retirados e o estriado foi dissecado,
para investigacdo dos efeitos dos tratamentos sobre a fosforilagdo das proteina
AKT e ERK. Os tecidos foram entéo lisados em um tampao Triton (1% Triton X-
100, 0.15 M NacCl, 0.05 M Tris—HCI, pH 7.2) contendo inibidores de protease e
de fosfatase. ApoOs quantificacéo proteica, uma aliquota de 100.0 ug do lisado
total foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida em condicéo
desnaturante (SDS-PAGE) seguida de eletrotransferéncia para membranas de
nitrocelulose. Ao final da transferéncia, a membrana foi corada com solucéo de
Ponceau S (1% (p/v) e acido acético 10% (v/v)) sob agitacdo constante para
verificar a presenca de bandas proteicas. Para avaliacdo da fosforilacdo da
ERK e AKT, as respectivas membranas foram bloqueadas com 5% BSA em
tampdo de lavagem (150.0 mM NaCl, 10.0 mM Tris—HCI, pH 7.0 and 0.05%
Tween 20) por 1 h e entdo incubadas com os anticorpos de coelho (anti-fosfo
Akt S473 e anti-fosfo ERK 1/2, ambos na proporcdo 1:1000) em uma solucéo
contendo 3% de leite desnatado por duas horas (AKT) e overnight (ERK) em
temperatura ambiente. As membranas foram entédo lavadas 3 vezes por 5 min
com tampao de lavagem (TBS Tween 0,1%). Em seguida, incubadas com

anticorpo secundario anti-coelho conjugado com peroxidase anti-lgG diluido
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1:5000 em tampéo de lavagem contendo 3% de leite desnatado durante 1h.
Apos lavagens com tampdao especifico, a presenca da proteina de interesse foi
detectada por quimioluminescéncia, utilizando o kit Imobilon Western
(Millipore). As membranas foram incubadas por 5 minutos e posteriormente
expostas ao Image Quant LAS 400 (GE Healthcare), e posteriormente
submetidas ao procedimento de stripping em tampé&o de stripping (TRIS pH 6,8
65 mM, SDS 2% e 2-mercaptoetanol 100 mM, adicionado fresco) e foram
novamente bloqueadas. Em seguida, incubadas com anticorpo primario anti-
ERK e anti-AKT ambos na diluicdo de 1:1000 overnight para detec¢cdo da ERK
e AKT totais. A membranas foram entdo lavadas e colocadas em anticorpo
secundario anti-coelho conjugado com peroxidase anti-IgG diluido 1:5000 em
tampdo de lavagem contendo 3% de leite desnatado durante 1h. Apos
lavagem, a presenca da proteina de interesse foi detectada por
guimioluminescéncia, utilizando o kit Imobilon Western (Millipore).
» Imunohistoquimica para detec¢cao da proteina c-Fos:

Duas horas ap0s o teste de avaliacdo da atividade locomotora, 0s animais
foram perfundidos transcardialmente com salina e paraformaldeido 4%
fosfatado e tamponado em PBS 0,1 M, pH 7,4. Os encéfalos foram removidos e
processados para obtencéo de cortes representativos e foram obtidas seccoes
(30 um) em triplicata do NAcc. As secc¢Oes foram inicialmente lavadas por 30
min (3 lavagens de 10 min) em PBS 0,1M e em seguida incubadas em solucéo
de PBS + glicina 0,1M por 10min, para bloqueio de sitios aldeidos formados
pelo PFA. Apos 2 lavagens de 5 min cada em PBS 0,1M, as seccdes foram
incubadas com soro albumina bovina (BSA) 5% em PBS 0,1M acrescido de

Triton-X 0,4%, durante 1h para bloqueio dos sitios inespecificos, evitando
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marcacgOes inespecificas e para aumentar a permeabilidade da membrana
celular. Em seguida as secc¢des foram incubadas em solugdo contendo PBS +
BSA 5% + Triton 0,4% e os anticorpo primario: antic-Fos policlonal produzido
em coelho (1:1000, Santa Cruz®) por 24 horas. Apds esse tempo as seccdes
foram novamente lavadas com PBS (3 lavagens de 5 minutos cada), antes de
serem incubadas com o anticorpo secundario biotinilado (1:1000), em uma
solucédo PBS + BSA 5% + Triton 0,4%, por uma hora. Todas as incubacdes
foram realizadas a temperatura ambiente com agitacdo constante. Uma vez
removido o anticorpo secundario (3 lavagens de 5 minutos), os cortes foram
incubados com o complexo AB avidina-biotina (1:1500) por 90 minutos. A
atividade da peroxidase foi revelada usando tetracloreto de 3'3'-
diaminobenzidina (DAB). Finalmente os cortes foram distendidos em laminas
previamente gelatinizadas. A imunoreatividade para c-Fos (c-Fos-IR) foi
visualizada como um produto castanho depositado no interior dos nucleus
neuroniais. Quantificou-se a expressao da proteina nas porcdes core e shell do
NAcc.

» Avaliacdo dos Niveis de endocanabinoides:

Um aparelho de cromatografia liquida acoplado a um espectofotdmetro de
massa foi utilizado para determinar o0s niveis dos endocanabinoides
anandamida e 2-AG nos seguintes sitios neuronanatdémicos: estriado, cortex
pré-frontal e hipocampo. Apos receber salina ou cocaina e serem submetidos a
arena, conforme protocolo descrito anteriormente, o0s animais foram
sacrificados por decapitacdo e as regides de interesse foram imediatamente
dissecadas, armazenadas em gelo seco, e estocadas no freezer a -80 °C. As

amostras foram, entdo, homogeneizadas em 400 pl de uma solucdo de 100%
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acetonitrila na qual estavam contidas concentracfes especificas de padrdes
internos(0.014 nmol AEA-d8, 0.48 nmol 2-AG-d8). Posteriormente o0s
homogenatos foram centrifugados (14 000 rpm) por 15 minutos a 4 °C e o
sobrenadante foi coletado e evaporado até a secagem em uma centrifuga de
evaporacao. O conteudo remanescente nos tubos foi re-suspendido em 40ul de
acetronitrila 65% e separados em uma coluna Zorbax® C18 (150x0.5mm de
diametro interno; Agilent Technologies Ltd, Cork, Ireland) pela eluicdo em um
gradiente de fase reversa (Jennings, Okine et al. 2016). A deteccdo dos
analitos foi conduzida em ionizagao por eletrospray positiva e 0 monitoramento
foi realizado em um sistema de HPLC acoplado a um espectrofotbmetro de
massa (Agilent Technologies Ltd). A quantificacdo de cada analito foi expressa
em pmol/g de tecido com limite de quantificacdo de 1.32 para a AEA, e em
nmol/g de tecido com limite de quantificagéo de 12.1 para o 2-AG.

3.4. Delineamento Experimental:

Experimento 1. Os animais receberam injecdo de rimonabanto (1, 3 e 10
mg/kg) e, 30 min depois, de cocaina (20 mg/kg) e foram imediatamente
expostos a arena por 10 min.

Experimento 2: Os animais receberam injecdo de JWH-133 (5, 10 e 20
mg/Kg). e, 30 min depois, de cocaina (20 mg/kg) e foram imediatamente
expostos a arena por 10 min.

Experimento 3: Os animais receberam injecdo de AM-630 (5.0 e 10
mg/Kg), 5 min antes da injecdo de rimonabanto (10 mg/Kg), e 35 min depois,
receberam a injecdo de cocaina (20 mg/kg) e foram imediatamente expostos a

arena por 10 min.
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Experimento 4: O protocolo experimental 3 foi repetido e os cérebros dos
animais foram retirados e processados para deteccéo da proteina c-Fos.

Experimento 5: O protocolo experimental 3 foi repetido e os cérebros dos
animais foram retirados e processados para andlise dos niveis de fosforilagdo
das proteinas ERK e AKT.

Experimento 6: Os animais receberam injecdo do rimonabanto (3
mg/Kg), 5 min antes da injecdo do JWH-188 (10mg/Kg), e 35 min depois,
receberam a injecdo de cocaina (20 mg/kg) e foram imediatamente expostos a
arena por 10 min.

Experimento 7: Os animais receberam injecdo de URB-597 (0.1, 0.3 e 1
mg/Kg) e, 30 min depois, de cocaina (20 mg/kg) e foram imediatamente
expostos a arena por 10 min.

Experimento 8: Os animais receberam injecdo de JZL-184 (1, 3 e 10
mg/Kg) e, 30 min depois, de cocaina (20 mg/kg) e foram imediatamente
expostos a arena por 10 min.

Experimento 9: Os animais receberam injecdo do rimonabanto (3
mg/Kg), 5 min antes da injecdo do URB-597 (1 mg/Kg), e 35 min depois,
receberam a injecdo de cocaina (20 mg/kg) e foram imediatamente expostos a
arena por 10 min.

Experimento 10: Os animais receberam injecdo do rimonabanto (3
mg/Kg), 5 min antes da injecdo do JZL-184 (10 mg/Kg), e 35 min depois,
receberam a injecdo de cocaina (20 mg/kg) e foram imediatamente expostos a
arena por 10 min.

Experimento 11: Os animais receberam injecdo de cocaina (20mg/kg) e

foram imediatamente expostos a arena por 10 min, e imediatamente apos o
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teste os cérebros foram retirados e processados para deteccdo dos niveis de
anandamida e 2-AG nas regides cerebrais do estriado, cortex pré-frontal e
hipocampo.

Experimento 12: Os animais receberam injecdo de rimonabanto (10

mg/kg) e, 30 min depois, de cocaina (40mg/kg) e foram imediatamente
submetidos ao teste do PPI.
Experimento 13: Durante dias alternados (segundo, quarto e sexto) os animais
receberam injecdo de AM-630 (5.0 e 10 mg/Kg), 5 min antes da injecao de
rimonabanto (10 mg/Kg), e 35 min depois, receberam a injecdo de cocaina (15
mg/kg) e foram imediatamente expostos sempre ao mesmo lado do aparelho
do CPP por 30 min. Durante o terceiro, quinto e sétimo dia os animais recebam
a injecao dos veiculos e foram confinados no lado oposto do aparelho por 30
min.

4. 5. Andalise Estatistica:

Os dados referentes a distancia percorrida na arena, numero de células
positivas para c-Fos e intensidade de fosforilagdo da AKT e da ERK foram
comparados por andlise de variancia, ANOVA, seguida de teste de Newman-
Keuls. Os dados da quantificacdo dos niveis de endocanabinoides foram
comparados pelo teste t de Student. O indice de inibicdo pré-pulso (PPI) e do
condicionamento ao lugar, foram comparados por analise de variancia de duas
vias (two way ANOVA), considerando os fatores droga e sessao, seguida de

teste de Duncan. O nivel de significancia estabelecido foi de p<0.05.
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4. RESULTADOS



4.1. Efeito do pré-tratamento com Rimonabanto sobre a hiperlocomocao
induzida pela cocaina

Como esperado, a injecdo de cocaina (20 mg/Kg) promoveu um
aumento da atividade locomotora. O tratamento com a maior dose do
antagonista dos receptores CB1, Rimonabanto (1, 3 e 10 mg/Kg), atenuou a
hiperlocomocéo induzida por esse psicoestimulante (F,39=5,96, p=0.016, teste
de Newman-Keuls p<0.05; Figura 2). Esse efeito foi independente de um
comprometimento motor, visto que a maior dose do Rimonabanto por si s6 ndo

promoveu alteracdo na locomocéao basal (Tabela 1).
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Figura 2: Bloqueio dos receptores CBai, induzido pelo rimonabanto (1, 3 e
10mg/kg), atenua a hiperlocomocédo promovida pela cocaina (20 mg/Kg). As
barras representam a média + E.P.M. (*p<0,05, comparado com 0 grupo
veiculo-veiculo; # p<0,05, comparado com o grupo veiculo-cocaina; ANOVA

seguido por teste de Newman-Keuls; n=7-11/grupo).
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4.2. Efeito do pré-tratamento com doses crescentes do JWH-133 sobre a
hiperlocomocé&o induzida pela cocaina

Os dados demonstram novamente que a injecdo de cocaina (20 mg/Kg)
promoveu um aumento da atividade locomotora. A maior dose do agonista
seletivo dos receptores CB2, JWH-133 (5, 10 e 20 mg/Kg), atenuou a
hiperlocomocéo induzida por esse psicoestimulante (F,33=7,24, p=0.004, teste
de Newman-Keuls p<0.05; Figura 3). O efeito do JWH-133, também, foi
independente de um comprometimento motor, visto que a droga por si s6 nao

alterou a locomocéao basal (Tabela 1).
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Figura 3: Ativacdo de receptores CB:, induzida pelo JWH-133 (5, 10 e 20
mg/Kg), atenua a hiperlocomocdo promovida pela cocaina. As barras
representam a média £ S.E.M. (*p<0,05, comparado com o grupo veiculo-
veiculo; # p<0,05, comparado com o grupo veiculo-cocaina; ANOVA seguido

por teste de Newman-Keuls; n=8-10/grupo).
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4.3. Antagonismo dos receptores CB: reverte o efeito inibitério do
rimonabanto sobre a hiperlocomocdao induzida pela cocaina

Este experimento testou se o bloqueio dos receptores CB: deslocaria os
endocanabinoides para uma ativacdo predominante de CB2 e a consequente
inibicdo da acdo hiperlocomotora da cocaina. Previamente a dose efetiva do
rimonabanto (10 mg/Kg), os animais foram tratados com AM630 (3,0 e 10
mg/Kg), um antagonista seletivo dos receptores CB2. O Rimonabanto, como
esperado, atenuou a resposta a cocaina. Esse efeito foi revertido pela maior

dose do AM630 (F4,42=5,43, p=0.0013, teste de Newman-Keuls p<0.05; Figura

4)
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Figura 4: Bloqueio dos receptores CB:, induzido pelo AM630 (3,0 e 10
mg/Kg), reverte o efeito do rimonabanto sobre a modulagéo da hiperlocomogéo
promovida pela cocaina (20 mg/Kg). As barras representam a média + E.P.M.
(*p<0,05, comparado com o grupo veiculo-veiculo; # p<0,05, comparado com o
grupo veiculo-cocaina; ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls; n=9-

10/grupo).
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4.4. Manipulagédo farmacoldgica dos receptores canabinoides néo altera a
atividade locomotora basal

A injecdo do antagonista CB1, rimonabanto (10 mg/kg), do antagonista
CB2, AM630 (10 mg/kg), e do agonista CB2, JWH-133 (20 mg/kg), nao altera a
atividade locomotora basal (F@3,25=0,61, p=0.0013, teste de Newman-Keuls

p>0.05; Tabela 1) .

Tratamento Distancia Percorrida (média + E.P.M)
Veiculo 10.3+x2.1
Rimonabanto 10 mg/Kg 121 +34
AM630 10 mg/Kg 10.3+1.3
JWH-133 20 mg/Kg 12.9 +4.7

Tabela 1. O bloqueio e a ativagcédo farmacoldgica dos receptores CB2 (AM630
10 mg/Kg e JWH-133 20 mg/Kg, respectivamente), bem como o bloqueio de
CB: (rimonabanto 10 mg/Kg) ndo alteram a locomocao basal. Os dados estéo
representados como média + E.P.M. (p>0,05, comparado com o grupo veiculo;

ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls; n=6-8/grupo).
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4.4. Antagonismo dos receptores CB: reverte o efeito inibitorio do
rimonabanto sobre o aumento da expressédo de c-Fos induzida pela
cocaina na porc¢ao core do NAcc

Em consonancia com as respostas comportamentais, o tratamento com
Rimonabanto (10mg/Kg) atenuou o aumento da expressdo de c-Fos induzida
pela cocaina (20mg/Kg) na porcéo core do Nacc. O pré-tratamento com AM-
630 (10mg/Kg) reverteu o efeito induzido pelo Rimonabanto (F323=5,91,

p=0.0046, teste de Newman-Keuls p<0.05; Figuras 5 e 6)

veiculo+veiculo+veiculo veiculo+veiculo+cocaina

\ \’/ ' veiculo+RIM+cocaina AM630RIM+cocaina

bregma 1,18mm

Figura 5: Em A, observa-se o diagrama do plano representativo dos sitios
analisados na contagem de células c-Fos do NAcc (Modificado de Paxinos &
Watson, 1997). Em B estdo demonstradas as fotomicrografias representativas de
secdes coronais (30 micrébmetros) da por¢cdo core do Nacc. As setas indicam

células positivas para c-Fos. Aumento = 10x.
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Figura 6: Blogueio dos receptores CB:, induzido pelo AM630 (10 mg/Kg),

reverte o efeito do rimonabanto (10 mg/Kg) sobre a modulagdo do aumento da

expressdo de c-Fos promovido pela cocaina (20 mg/Kg) na por¢do core do

NAcc. As barras representam a média + E.P.M. (*p<0,05, comparado com o

grupo veiculo-veiculo; # p<0,05, comparado com o grupo veiculo-cocaina;

ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls; n=7-11/grupo).
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4.5. Antagonismo dos receptores CB: reverte o efeito inibitorio do
rimonabanto sobre o aumento da expressdo de c-Fos induzida pela
cocaina na porcdao shell do NAcc

A ANOVA demonstrou que o tratamento com rimonabanto (10mg/Kg)
atenua o0 aumento da expressao de c-Fos induzida pela cocaina (20mg/Kg) na
porcdo shell do Nacc. Esse efeito foi revertido nos animais pré-tratados com
AM-630 (10mg/Kg) (F@23=8,11, p=0.001, teste de Newman-Keuls p<0.05;

Figuras 7 e 8) .
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Figura 7: Em A é demonstrado o diagrama do plano representativo dos sitios
analisados na contagem de células c-Fos do NAcc (Modificado de Paxinos &
Watson, 1997). Em B estdo demonstradas as fotomicrografias representativas
de secOes coronais (30 micrédmetros) da porcao shell do Nacc. As setas

indicam células positivas para c-Fos. Aumento = 10x.
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Figura 8: Bloqueio dos receptores CBg2, induzido pelo AM630 (10mg/Kg),
reverte o efeito do rimonabanto (10mg/Kg) sobre a modulagdo do aumento da
expressdo de c-Fos promovido pela cocaina (20mg/Kg) na por¢do shell do
NAcc. As barras representam a média £ E.P.M. (*p<0,05, comparado com o
grupo veiculo-veiculo; #p<0,05, comparado com o grupo veiculo-cocaina;

ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls; n=7-11/grupo).
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4.6. Manipulacéo farmacoldgica dos receptores canabinoides nédo altera o
numero de células c-Fos positivas no NAcc

O tratamento tanto com o Rimonabanto (10mg/kg) quanto com AM630
(10mg/kg), nas doses envolvidas na modulacdo das resposta locomotora
induzida pela cocaina, ndo altera o niumero de células c-Fos positivas nas
porcdes core (F15=1.21, p=0.33, teste de Newman-Keuls p>0.05; Tabela 2) e

shel do NAcc (F(,15=0.88, p=0.43, teste de Newman-Keuls p>0.05; Tabela 2) .

Tratamento Numero de Células cFos Numero de Células cFos
positivas NAcc core (média+ positivas NAcc shell (média +
E.P.M) E.P.M)
Veiculo 18.4+3.1 32+47
Rimonabanto 22.2+4.2 39.5+3.8
10 mg/Kg
AM630 17.1+3.3 30.5+£5.6
10 mg/Kg

Tabela 2: O bloqueio farmacolégico dos receptores CB2 (AM630 10 mg/Kg), bem
como o bloqueio de CB: (rimonabanto 10 mg/Kg) néo altera o nimero de células
c-Fos positivas no NAcc. Os dados estdo representados como média + E.P.M.
(p>0,05, comparado com o grupo veiculo; ANOVA seguido por teste de Newman-

Keuls; n=6/grupo).
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4.7. Bloqueio dos receptores CB: reverte o efeito inibitério do
rimonabanto sobre o aumento da fosforilagdo da proteina ERK induzido
pela cocaina no estriado

O tratamento com cocaina (20mg/Kg) induziu aumento da fosforilagcao
das proteinas ERK e AKT no estriado. Esse efeito foi inibido pelo tratamento
prévio com o rimonabanto (10mg/Kg). A acdo do rimonabanto sobre a
fosforilacdo da proteina ERK foi revertida pelo tratamento prévio com
AM630(10mg/Kg) (F@12=21,3, p<0.001, teste de Newman-Keuls p<0.05;
Figura 9A). Todavia, com relagdo a AKT, o efeito do rimonabanto néo foi
revertido pelo bloqueio dos receptores CB: (F323=8,11, p=0,001, teste de

Newman-Keuls p<0.05; Figura 9B) .
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Figura 9: Injecdo de rimonabanto (10mg/Kg) inibe 0 aumento da proporcdo da
fosforilagdo das proteinas ERK e AKT induzido pela cocaina (20mg/Kg) no
estriado. Esse efeito foi revertido pelo pré-tratamento com o AM-630 (10
mg/Kg) apenas na fosforilacdo da ERK. As barras representam a média *
E.P.M. (*p<0,05, comparado com vei-vei-vei; # p<0,05, comparado com vei-vei-
cocaina; ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls; n=4-6/grupo).
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4.8. Bloqueio dos receptores canabinoides néo altera os niveis de
fosforilacdo basais das proteinas ERK e AKT no estriado

O tratamento com rimonabanto e com AM630 nas mesmas doses
envolvidas na modulacdo das respostas induzidas pela cocaina néo
promovem, por si s0, alteracdo dos niveis de fosforilacdo das proteinas AKT
(F2,10=3,52, p=0.065, teste de Newman-Keuls p>0.05; Figura 10A) e ERK

(F(2,10=0,60, p=0,53 teste de Newman-Keuls p>0.05; Figura 10B) no estriado .
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Figura 10: O antagonismo dos receptores CB2 (AM630 10 mg/Kg), bem como
0 bloqueio de CB: (rimonabanto 10 mg/Kg) néo altera a fosforilagcdo basal das
proteinas ERK e AKT no estriado. Os dados estdo representados como média
+ E.P.M. (p>0,05, comparado com o grupo veiculo; ANOVA seguido por teste

de Newman-Keuls; n=6-8/grupo).
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4.9. O tratamento combinado de uma dose inefetiva do rimonabanto
associado a uma dose também inefetiva do JWH inibe a hiperlocomocéao
induzida pela cocaina

Em acordo com a hipotese de interacdo entre o blogueio de CB:1 e a
ativacao de CB:, o tratamento com uma subdose do rimonabanto (3 mg/Kg),
associado a uma dose inefetiva do agonista CB2, JWH (10 mg/Kg), atenuou a o
aumento da atividade locomotora promovido pela cocaina (F@4,34=5,28,

p=0.024, teste de Newman-Keuls p<0.05; Figura 11).
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Figura 11: Tratamento combinado de uma dose inefetiva do rimonabanto (3,0
mg/Kg) com uma dose inefetiva do JWH (10 mg/Kg) atenua a hiperlocomocéo
induzida pela cocaina. As barras representam a média + E.P.M. (*p<0,05,
comparado com o grupo veiculo-veiculo; # p<0,05, comparado com 0 grupo

veiculo-cocaina; ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls; n=7-9/grupo).
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4.10. Efeito do inibidor da hidrolise da anandamida sobre a
hiperlocomocé&o induzida pela cocaina

O inibidor da hidrélise da anandamida, URB-597, néo foi capaz de inibir
0 aumento da atividade locomotora induzida pela cocaina (F@4,33)=8,28,

p=0.0014, teste de Newman-Keuls p<0.05; Figura 12).
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Figura 12: Inibicdo da hidrolise da anandamida, promovida pelo URB-597(0,1,
0,3 e 1,0 mg/Kg), ndo altera a hiperlocomoc¢édo induzida pela cocaina
(20mg/kg). As barras representam a média + E.P.M. (*p<0,05, comparado com
0 grupo veiculo-veiculo; ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls; n=6-

7/grupo).
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4.11. Efeito do inibidor da hidrélise do 2-AG sobre a hiperlocomocéo
induzida pela cocaina

A administracdo do inibidor da hidrélise do 2-AG, JZL-184 (1, 3 e 10
mg/Kg), ndo atenuou 0 aumento da atividade locomotora induzido pela cocaina

(20mg/Kg) (F@4,28=3,35 p=0.023, teste de Newman-Keuls p<0.05; Figura 13).
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Figura 13: Inibicdo da hidrélise do 2-AG, promovida pelo JZL-184(1.0, 3.0 e 10
mg/Kg) ndo altera a hiperlocomocdo induzida pela cocaina. As barras
representam a média + E.P.M. (*p<0,05, comparado com o grupo veiculo-

veiculo; ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls; n=6-7/grupo).
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4.12. O tratamento combinado de doses inefetivas do rimonabanto e do
URB-597 ndo altera a hiperlocomocdao induzida pela cocaina

O tratamento combinado de uma inje¢cdo da maior dose do URB-597
(1,0mg/Kg), associada com uma dose inefetiva do rimonabanto (3 mg/Kg), n&o
promoveu alteracdo da hiperlocomocéo induzida pela cocaina (Fa,28= 4,15,

p=0.010, teste de Newman-Keuls p<0.05; Figura 14).

60~

E *

©

o

2 ol T L T

9 -

o

a

©

S 20-

C

«'B

7]

2
Vei Vei Rim30 Vei Rim3,0
Vei Vei URB 1,0
Vei Cocaina

Figura 14: Tratamento combinado de doses inefetivas do rimonabanto (3,0
mg/Kg) e do URB-597 (1.0 mg/Kg) ndo atenua a hiperlocomocéo induzida pela
cocaina. As barras representam a média £ E.P.M. (*p<0,05, comparado com o
grupo veiculo-veiculo; ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls; n=7-

8/grupo).
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4.13. O tratamento combinado de doses inefetivas do rimonabanto e do
JZL-184 inibe a hiperlocomocdao induzida pela cocaina

De modo distinto ao observado com URB 597, o tratamento combinado
de uma injecdo da maior dose do JZL-184 (10mg/Kg), associada com uma
subdose do rimonabanto (3 mg/Kg), atenuou o aumento da atividade
locomotora induzido pela cocaina (Fw.28= 5,75, p=0.0011, teste de Newman-

Keuls p<0.05; Figura 15).
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Figura 15: Tratamento combinado de doses inefetivas do rimonabanto (3,0
mg/Kg) e do JZL-184(10 mg/Kg) atenua a hiperlocomoc¢do induzida pela
cocaina. As barras representam a média + E.P.M. (*p<0,05, comparado com o
grupo veiculo-veiculo; # p<0,05, comparado com o grupo veiculo-cocaina;

ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls; n=7-8/grupo).
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4.14. Efeito do tratamento com cocaina sobre os niveis de 2-AG em
distintas areas do sistema mesolimbico

A administracdo de cocaina, (20 mg/Kg) ndo alterou os niveis do
endocanabinoide 2-AG. As regides encefélicas analisadas foram: o estriado
(Fa,n= 1,04; teste t de Student p=0,27; Figura 16A), o cértex pré-frontal (Fa,7=
1,49; teste t de Student p=0,33; Figura 16B) e o hipocampo (F@,7)= 16,8; teste t

de Student p=0,50; Figura 16C).
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Figura 16: Tratamento com cocaina (20 mg/Kg) nado altera os niveis do 2-AG
nos sitios neuroanatdmicos analisados: estriado, cortex pré-frontal e
hipocampo (respectivamente A, B e C). As barras representam a média *
E.P.M. (p > 0,05, comparado com o grupo veiculo; Teste t de Student; n= 4-

5/grupo).
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4.15. Efeito do tratamento com cocaina sobre os niveis de anandamida em
distintas areas do sistema mesolimbico

A administracdo de cocaina, (20 mg/Kg) ndo alterou os niveis do
endocanabinoide anandamida. As regifes encefalicas analisadas foram: o
estriado (F@,7= 2,96; teste t de Student p=0,11; Figura 17A), o cértex pré-
frontal (F@,7= 1,47; teste t de Student p=0,53; Figura 17B) e o hipocampo

(F@,7= 9,46; teste t de Student p=0,68; Figura 17C).
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Figura 17: Tratamento com cocaina (20 mg/Kg) nado altera os niveis de
anandamida nos sitios neuroanatémicos analisados: estriado, cortex pré-frontal
e hipocampo (respectivamente A, B e C). As barras representam a média *
E.P.M. (p > 0,05, comparado com o grupo veiculo; Teste t de Student; n= 4-

5/grupo).
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4.16. Bloqueio dos receptores CB: reverte o efeito inibitério do
rimonabanto sobre a modulagdo do condicionamento ao lugar induzido
pela cocaina

O tratamento com rimonabanto (10 mg/Kg) inibiu a aquisicdo do
condicionamento ao lugar induzida pela cocaina. A ANOVA de duas vias
demonstrou que bloqueio dos receptores CB2, pelo AM-630(10 mg/Kg),
realizado previamente a injecdo do Rimonabanto, reverteu essa resposta (Fator
interacdo: F.42=4,67 p=0,02; teste de Bonferroni p<0.05; Figura 18A).Esse
efeito ndo foi secundario a uma possivel reposta de aversao ao lugar induzida
pelo bloqueio dos subtipos de receptores canabinoides, visto que ndo houve
diferenga na comparagéo entre os animais tratados com esses antagonistas e
0s animais que receberdo somente o veiculo (Fator interacdo: F,42=0,10

p=0,9; teste de Bonferroni p>0.05; Figura 18B).
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Figura 18: O grafico A demonstra que o pré-tratamento com o AM630 (10
mg/Kg) reverte a inibicAo do condicionamento ao lugar induzido pelo
rimonabanto(10 mg/Kg). Em B observa-se que o bloqueio de CB1 e CB2, por si
s6, ndo induz preferéncia nem aversdo. As barras representam a meédia *
E.P.M. (¥p<0,05, comparado com o pré-teste dentro do mesmo grupo
experimental; * p<0,05, comparado com o0 grupo Vveiculo-Rim-Coca no

momento teste; ANOVA de duas vias seguido por teste de Bonferroni; n=7-

9/grupo).
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4.17. Efeito da administracdo de rimonabanto sobre o prejuizo induzido
pela cocaina no teste de PPI

O tratamento agudo com a maior dose de cocaina (40mg/Kg) promoveu
diminuicdo significativa na porcentagem de PPl em todas as intensidades de
pré-pulso analisadas (Figura 19A). A ANOVA de medidas repetidas revelou
efeito geral significativo da intensidade do pré-pulso (F,23)=12.47; p<0,001),
do tratamento (F(,23)=6,35; p=0,0064), nao houve efeito da interagcéo
(F(2,23))=0,68; p=0,60).

Interessantemente o tratamento prévio com rimonabanto (10 mg/kg) ndo
inibiu o efeito da cocaina no teste de PPI na intensidade de pré-pulso de 80 dB,
e apesar de uma clara tendéncia, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa nas intensidades de 85 e 90 dB (Figura 19B). A ANOVA de
medidas repetidas revelou efeito geral significativo da intensidade do pré-pulso
(F2.26))=3,36; p=0,042), e do tratamento (F,26)=10,76; p=0,0004) n&o ocorreu

efeito da interacéo (F,26))=0,84; p=0,51).
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Figura 19: A figura 19 A representa a curva concentracao efeito da cocaina (20
e 40 mg/Kg) no teste do PPI. A maior dose da droga promoveu déficit no teste
de PPI (*p<0,05 comparado ao grupo veiculo; ANOVA de medidas repetidas,
post hoc Duncan; n=8-10/grupo). Em B observa-se que o pré tratamento com
Rimonabanto (10 mg/Kg) ndo atenuou o prejuizo no PPI induzido pela cocaina
(*p<0,05 comparado ao grupo veiculo + veiculo; ANOVA de medidas repetidas,

post hoc Duncan; n=8-10/grupo). As barras representam a média = E.P.M. .
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5. DISCUSSAO



No presente estudo investigou-se a participacdo do sistema
endocanabinoide na modulacdo de respostas induzidas pela cocaina. Nossos
resultados evidenciaram a existéncia de uma interacdo entre 0s receptores
canabinoides na regulacdo das respostas promovidas por esse
psicoestimulante. Os dados obtidos sustentam a hip6tese de que o bloqueio de
CB: favorece uma maior ativagéo dos receptores CB2 pelo endocanabinoide 2-
AG, resultando na atenuagdo de diversos efeitos induzidos pela cocaina.
Assim, nds propomos aqui um possivel mecanismo através do qual o sistema
endocanabinoide modula as respostas induzidas pela droga.

5.1. Envolvimento dos receptores canabinoides na modulacao dos efeitos
motores induzidos pela cocaina

Em um primeiro momento nds avaliamos os efeitos individuais do
antagonismo do receptor CB1 e da ativacdo de CB: sobre o aumento da
atividade locomotora promovido pela cocaina. Esse € um parametro relevante
gue é proposto como um modelo da euforia inicial induzida por essa droga, a
qual pode conduzir ao uso excessivo e ou compulsivo dessa substancia
(Swerdlow, Vaccarino et al. 1986). Tanto o tratamento com agonista CB:
guanto com o antagonista CB1 atenuaram a hiperlocomocao induzida pela
injecdo de cocaina, corroborando dados prévios (Poncelet, Barnouin et al.
1999, Li, Hoffman et al. 2009, Xi, Peng et al. 2011).

Uma aparente relacdo paradoxal pode ser sugerida quando respostas
semelhantes séo observadas pelo antagonismo e ativacao dos dois subtipos de
receptores canabinoides. Esse panorama se mostra ainda mais complexo
considerando-se o fato de que CB1 e CB2 compartilham o mesmo mecanismo

de transducédo de sinal (Howlett e Mukhopadhyay 2000). De fato, a ativacéo
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desses receptores resulta na ativacdo de proteina Gi e subsequente inibicdo da
adenilato ciclase, com diminuicdo da formacdo monofosfato ciclico de
adenosina (AMPc), reducdo da atividade da proteina quinase A (PKA) e dos
efeitos por ela mediados (Howlett e Fleming 1984, Pertwee 2005). O
tratamento com agonistas CB1 e CB2 pode, ainda, aumentar a condutancia de
canais de potassio e inibir canais de calcio (Pertwee 2005). Nesse contexto 0s
dois subtipos de receptores compartilham a propriedade de regular a liberacéo
de outros neurotransmissores, promovendo a modulagédo da atividade neural
(Di Marzo, Melck et al. 1998, Wilson e Nicoll 2002).

Embora possa parecer contraditério, o antagonismo de receptores CB1 e
a atviacdo de CB: induzem respostas semelhantes também sobre a regulacao
de respostas induzidas pelo alcool e nicotina (Thanos, Dimitrakakis et al. 2005,
Al Mansouri, Ojha et al. 2014). Analogamente, 0S mesmos tratamentos inibiram
déficits da reposta de sobressalto no modelo do PPI induzidos pelos agentes
psicotomiméticos MK-801 e pela apomorfina, respectivamente (Malone, Long et
al. 2004, Khella, Short et al. 2014).

Os subtipos de receptores canabinoides exercem, ainda, funcdes
distintas sobre a regulacéo da ingesta alimentar. Enquanto o bloqueio de CB:
promove diminuigdo do consumo de alimentos, o tratamento com antagonistas
CB:2 induz o aumento na ingestao (Wiley, Burston et al. 2005, Ting, Chi et al.
2015). No mesmo sentido, utilizando um agonista com similar afinidade para
CB1 e CB:2 e animais nocautes seletivos para cada um desses receptores foi
demonstrado que os efeitos de hipotermia e tolerancia sdo observados
somente nos animais selvagens e nos nocautes para CB2, sugerindo ser um

efeito mediado especificamente por CB1 (Deng, Cornett et al. 2015). Esses
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dados demonstram que, apesar de compartilharem os mesmos ligantes
enddgenos e 0os mesmos mecanismos de transducdo de sinal, o padrédo de
respostas mediado por receptores CB1 e CB:2 pode divergir.

No que se refere aos efeitos da cocaina, uma possivel explicacdo para
essa distingdo consiste no padrao diferenciado da expressao desses
receptores. Enquanto os primeiros sao reconhecidamente expressos em
neurbnios, os ultimos foram descritos primariamente como sendo expressos
majoritariamente nas células da glia (Herkenham, Lynn et al. 1991, Atwood e
Mackie 2010). Micréglia e astricitos sao os principais representantes dessa
classe de células, as quais através da modulacao da liberacdo de citocinas e
neurotransmissores regulam distintos processos neuronais, inclusive repostas
relacionadas a drogas de abuso (Volterra e Meldolesi 2005, Haydon e
Carmignoto 2006, Miguel-Hidalgo 2009).

O tratamento com cocaina, por exemplo, induz a ativagcao das células da
glia, e essa estimulacdo parece ser importante para 0S processos que
acarretam as alteracdes locomotoras induzidas por essa droga (Fattore, Puddu
et al. 2002, Chen, Uz et al. 2009, Cooper, Jones et al. 2012). Nesse contexto, é
possivel especular que a ativacdo de receptores CB: expressos nas células
gliais, presentes na via mesolimbica, podem regular as acdes dessas células e
modular os niveis dopaminérgicos e consequentemente as ac¢des da cocaina
(Russo, Wilkinson et al. 2009, Kenny 2011, Rodrigues, Gobira et al. 2014).

Conforme ja mencionado, os receptores CB2, assim como CB1, também
estdo presentes em neurdnios. Nesse contexto, uma explicacdo para a
ativacdo de CB:2 promover a mesma reposta do bloqueio CB1, seria o fato de

esses receptores serem expressos em distintas subpopula¢cfes neuroniais.
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Com efeito, evidéncias demonstram que receptores CB2 estdo presentes
principalmente em subpopulagbes de neurbnios dopaminérgicos da ATV
(Brusco, Tagliaferro et al. 2008, Xi, Peng et al. 2011). Funcionalmente o disparo
desses neurdnios € inibido pelo tratamento com agonistas seletivos CB2, 0 que
culmina com diminuicdo dos niveis de dopamina no NAcc e atenuagdo dos
efeitos da cocaina (Zhang, Gao et al. 2014, Zhang, Gao et al. 2016).

Diferentemente de CB2, 0s receptores CBi1 ndo Sao expressos em
neurdnios dopaminérgicos da ATV, sendo encontrados principalmente em
interneurdnios, os quais podem regular indiretamente o disparo dos primeiros
(Riegel e Lupica 2004, Lupica e Riegel 2005). Curiosamente, a ativacao de
receptores CB:1 favorece o disparo de neurénios do VTA aumentando 0s niveis
de dopamina nas areas limbicas (Lupica e Riegel 2005, Fitzgerald, Shobin et
al. 2012). Em virtude desse efeito, o tratamento com agonistas CBi, ao
contrario do observado com agonistas CB:, facilita as acfes da cocaina
(Cheer, Wassum et al. 2007). Por outro lado, o bloqueio de CB:z diminui a
elevacao dos niveis de dopamina no Nacc em reposta a cocaina (Li, Hoffman
et al. 2009).

Esses achados dao suporte a hip6tese de que ativacao de CBz, e 0
bloqueio de CB: atenuam as acdes da cocaina, através de alteracdes
semelhantes da neurotransmissdo mesolimbica. Diante disso e do fato de que
drogas de abuso modulam os niveis de endocanabinoides na VTA (Lupica e
Riegel 2005, Maldonado, Valverde et al. 2006), uma hipétese complementar a
distinta expressao dos subtipos de receptores canabinoides foi levantada no
presente trabalho. N6s sugerimos a existéncia de uma interacdo entre esses

receptores na regulacéo das respostas medidas pela cocaina. Possivelmente o
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bloqueio de CB: deslocaria as a¢cdes dos endocanabinoides para CB2, sendo o
aumento na ativacdo desses receptores a etapa responsavel por modular os
efeitos da droga.

De modo a testar essa hipotese, previamente a injecdo da dose do
rimonabanto que atenuou 0 aumento da locomoc¢ao induzido pela cocaina os
animais receberam um antagonista CB2. Nossos resultados evidenciaram que
0 bloqueio prévio desses receptores inibe a resposta ao rimonabanto,
sugerindo que o bloqueio de CB: facilita a ativacdo de CB:2 e atenua acédo da
cocaina. Sustentando a hipétese de interacdo entre 0s receptores
canabinoides, ndés demonstramos, ainda, que o tratamento combinado com
doses inefetivas do antagonista CB1 e do agonista CB2 também previne a
hiperlocomocao promovida pela cocaina.

Apesar de esse ser 0 primeiro estudo que evidencia a existéncia de uma
interacdo entre o bloqueio dos receptores CB:1 e a ativagcéo dos receptores CBz,
outros trabalhos observaram padrdes similares de respostas envolvendo outros
sistemas de neurotransmissdo, como 0 serotoninérgico e o purinérgico (Cunha
2005, Pockros, Pentkowski et al. 2012).

5.2. Envolvimento dos receptores canabinoides na modulacdo das
alteracdes moleculares induzidas pela cocaina

Na etapa subsequente do trabalho, nds testamos se a hipbtese da
existéncia de interacdo entre os subtipos de receptores canabinoides se
estenderia as respostas neuroquimicas induzidas pela cocaina.

Conforme mencionado anteriormente a ativacdo de receptores
dopaminérgicos, facilitada pelo o aumento das concentracdes de dopamina

induzido pela cocaina, pode ativar a via de sinalizacdo da ERK (Lu, Koya et al.
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2006). A ativagcdo dessa via exerce um papel critico nos processos moleculares
gue culminam com as repostas comportamentais induzidas pela cocaina
(Valjent, Corvol et al. 2000, Zhai, Li et al. 2008).

Estudos prévios demonstraram que receptores CB1 podem regular essas
sinalizagOes recrutadas por psicoestimulantes no estriado (Corbille, Valjent et
al. 2007). Corroborando esses achados, nés demonstramos que o aumento da
fosforilacdo da proteina ERK, em resposta a injecdo de cocaina, foi revertido
pelo tratamento com rimonabanto. indices mais baixos de fosforilacdo da ERK
em reposta a esse psicoestimulante, também sao observados em animais que
ndo expressam CBi (Corbille, Valjent et al. 2007). Possivelmente apds o
silenciamento desses receptores, 0s endocanabinoides podem promover uma
ativacdo mais pronunciada dos receptores CB: inibindo a cascata de
sinalizacdo da ERK que seria ativada pela cocaina. N6s mostramos que essa
hipétese € verdadeira, uma vez que ao bloquearmos previamente o0s
receptores CB2 a inibicAo da fosforilacdo induzida pelo rimonabanto foi
revertida.

Além de respostas comportamentais, a ativacdo da via de sinalizacdo da
ERK em resposta a cocaina, também controla a inducdo de genes de
expressdo imediata, como a proteina c-Fos (Valjent, Corvol et al. 2000, Lu,
Koya et al. 2006). No presente estudo noés reproduzimos dados prévios que
apontam que a injecdo da droga aumenta a expressao desse marcador de
atividade neuronal nas porc¢des shell e core do NAcc (Graybiel, Moratalla et al.
1990, Cathala, Devroye et al. 2014). NOs demonstramos, ainda, que o
tratamento com rimonabanto atenua esse efeito. Corroborando esse dado, o

bloqueio de CB1 também inibe o aumento de c-Fos em reposta a injecdo de
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morfina (Singh, Verty et al. 2004). Em consonancia com as respostas
comportamentais obtidas previamente, e com a hipétese testada, o bloqueio
dos receptores CBzreverteu o efeito inibitdrio do rimonabanto sobre o aumento
da expresséo de c-Fos induzido pela cocaina.

O NAcc é uma sitio anatbmico importante na regulacdo das repostas
psicomotoras e reforcadoras promovidas por essa droga (Wise 2004). Nossos
resultados sugerem que a interacédo entre o bloqueio dos receptores CB1 e a
ativacdo dos receptores CB2 modula a atividade neuronal nessa regiéo.
Conforme ja citado, receptores canabinoides regulam os disparos de neurénios
da ATV, os quais, através de projecdes para o NAcc podem modular a
atividade neuronal dessa regiao (Xi, Peng et al. 2011, Zhang, Gao et al. 2014).
Ao inibir o disparo de neurbnios do VTA a ativacédo de CB: atenua a elevacgao
dos niveis da dopamina no NAcc induzida pela cocaina, conforme evidenciado
por técnicas de microdidlise (Xi, Peng et al. 2011, Zhang, Gao et al. 2014). Um
efeito semelhante foi observado tanto com o silenciamento genético quanto
pelo blogueio farmacoldgico de CBa1 (Li, Hoffman et al. 2009).

Esses achados em conjunto, reforcam o papel funcional de interagcéo
dos subtipos de receptores canabinoides na modulacdo das respostas a
cocaina na via mesolimbica. Nesse contexto, a diminuicdo da expresséao de c-
Fos pode estar relacionada com uma diminuicdo da ativacdo da cascata de
sinalizacdo da ERK, secundaria a uma reducdo da neurotransmisséo
dopaminérgica no NAcc (Cagniard, Sotnikova et al. 2014). Possivelmente, o
bloqueio dos receptores CB1 favorece a ativacao dos receptores CB2 levando a

uma queda na liberacédo de dopamina, e consequente diminuicdo da expresséo
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da proteina c-Fos. Entretanto, mais investigacdes devem ser conduzidas nesse
sentido.

Os processos de sinalizacdo da proteina AKT também parecem
participar das respostas comportamentais e celulares induzidas pela cocaina
(Brami-Cherrier, Valjent et al. 2002, Beaulieu, Espinoza et al. 2015). Entretanto,
ainda nao existe um consenso da forma como essa reposta se processa apos o
tratamento com essa droga. Enquanto alguns estudos sugerem um aumento na
fosforilacdo dessa proteina, outros demonstram que pode haver uma reducao
da fosforilacdo da AKT em reposta ao tratamento com esse psicoestimulante
(Brami-Cherrier, Valjent et al. 2002, Miller, Barr et al. 2014). Em acordo com a
primeira possibilidade, nés observamos que o tratamento com a cocaina
aumenta os niveis de fosoforilacdo da AKT no estriado. Fatores como o regime
de tratamento, ou o tempo apos a injecdo da droga utilizado para avaliacao da
fosforilagdo podem ajudar a explicar essas divergéncias entre o0s estudos
(Collo, Bono et al. 2012, Miller, Barr et al. 2014, Zhang, Zhu et al. 2015).
Ademais, respostas contrastantes também sédo observadas quando se avalia o
perfil de fosforilagdo em sitios anatdmicos distintos (Perrine, Miller et al. 2008).
Por exemplo, o tratamento com cocaina reduziu a fosforilagdo da AKT no
NAcc, mas induziu um aumento deste processo na amigdala (Perrine, Miller et
al. 2008).

Em consonancia com a complexidade das respostas relacionadas a
fosforilagdo da AKT e cocaina, nés demonstramos que o tratamento com o
rimonabanto inibiu 0 aumento da fosforilagdo, mas o bloqueio de CB2 néo
reverteu esse efeito. Tal dado indica que, apesar de o aumento da fosforilacdo

da AKT, gerado pela cocaina, ser regulado pelo rimonabanto, esse processo
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parece ndo envolver a participacdo de receptores CB2. Entretanto,
considerando que os estudos envolvendo a participagdo da AKT na mediagéo
das repostas induzidas pela cocaina ainda sédo recentes e tem se mostrado
controversos, essa possibilidade ndo pode ser descartada.

5.3. Endocanabinoides envolvidos na modulacdo da resposta motora
induzida pela cocaina

Apés sustentar a hipétese de que uma interacdo entre o bloqueio CB:1 e
ativacdo de CB: regula as repostas comportamentais e neuroquimicas
induzidas pela cocaina, a proxima etapa do presente estudo consistiu na
investigacdo de qual endocannabinoide estaria envolvido nesse processo. Para
responder essa pergunta ndés optamos por utilizar o comportamento de
elevacao da atividade motora induzida pela cocaina. Assim, previamente a
injecdo da droga, os animais foram tratados com inibidores da FAAH e MGL,
enzimas responsaveis pela hidrélise dos endocanabinoides. Observou-se que a
elevagdo seletiva dos niveis de anandamida ou de 2-AG ndo altera a
hiperlocomocdo. Resultados semelhantes ja& foram observados frente ao
aumento da atividade motora ou sensibilizacdo (Luque-Rojas, Galeano et al.
2013).

Apesar da proposta de que ambos subtipos de receptores canabinoides
sejam expressos no sistema nervoso central, seus niveis de expressdo podem
diferir sendo a expresséo de CB: cerca de 100 vezes maior (Yang, Wang et al.
2012). Essa diferenca pode ser um dos motivos pelos quais o aumento dos
niveis de endocanabinoides, por si sO, ndo alterou a acao da cocaina. Diante
da maior disponibilidade dos receptores CBi, a interacdo dos

endocanabinoides com os receptores CB2 pode ser insuficiente para atenuar a
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hiperatividade induzida pelo psicoestimulante. De fato, camundongos
geneticamente modificados que expressam niveis mais altos de CBa,
respondem menos ao tratamento com cocaina, sugerindo que uma maior
ativacdo endogena de CB: é capaz de atenuar as respostas a essa droga
(Aracil-Fernandez, Trigo et al. 2012).

Utilizando uma abordagem farmacoldgica, n6s observamos resultados
similares. De modo a favorecer o aumento da ativacdo de CB: por
endocanabinoides, os animais receberam previamente ao tratamento com 0s
inibidores de hidrdlise a injecdo de uma dose ineficaz do rimonabanto. Nesse
contexto, n6s encontramos que o tratamento combinado do inibidor da MGL
associado a uma subdose do rimonabanto atenuou a hiperlocomoc¢éo. Esse
dado sugere que o blogueio de CB1 associado a um aumento dos niveis do 2-
AG permitiu uma maior ativacdo de receptores CBz, levando a uma atenuacéo
do efeito da cocaina.

Entretanto, o tratamento combinado do inibidor da FAAH com a subdose
do rimonabanto n&o atenuou o aumento da atividade motora induzido pela
cocaina, indicando que a anandamida nao participa da modulacdo dessa
reposta. Diferencas em aspectos bioquimicos correlacionados a andandamida
e ao 2-AG podem explicar esses achados. Existe por exemplo, uma distingéo
entre a afinidade entre os endocanabinoides e os receptores CB1 e CBa.
Enquanto a anandamida apresenta alta afinidade para o primeiro e baixa nos
receptores CB2, 0 2-AG apresenta atividade moderada como agonista CB1 e
apresenta alta afinidade para CB: (Ligresti, Petrosino et al. 2009). No mesmo
sentido, foi observado através da avaliagdo da inibicdo do AMP ciclico, que o 2-

AG atua como agonista pleno dos receptores CB2 enquanto a anandamida é
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um agonista parcial, sugerindo assim uma diferenca no parametro
farmacologico relacionado a eficacia intrinseca desses ligantes (Gonsiorek,
Lunn et al. 2000). Utilizando abordagens metodol6gicas semelhantes Sugiura e
colaboradores encontraram respostas analogas, esses autores, inclusive,
sugerem que o 2-AG € o ligante fisiolégico dos receptores CB2 (Sugiura, Kondo
et al. 2000).

E importante salientar que essa distingdo nos aspectos bioquimicos e
farmacologicos, de fato, reflete-se na modulagdo das respostas
comportamentais. O efeito tipo-ansiolitico induzido pelo 2-AG em
camundongos, por exemplo, € desencadeado pela ativagdo de receptores CB2,
enquanto a diminuicdo de comportamentos relacionados a ansiedade induzido
pela a anandamida € mediado por CB1 (Busquets-Garcia, Puighermanal et al.
2011). Esses fatores ajudam a explicar as diferencas observadas entre a
inibicdo da FAAH e da MGL sobre o aumento da atividade locomotora induzido
pela cocaina. Em conjunto, tais dados corroboram nosso achado de que o 2-
AG é o endocanabinoide responsavel por mediar a ativacdo de CB2, ap0s o
blogueio de CB:.

Outro aspecto bioquimico divergente entre os endocanabinoides envolve
a biossintese desses compostos. As enzimas envolvidas na producdo da
anandamida e do 2-AG séo distintas e ndo dependem uma da outra (Di Marzo
2008, Lovinger 2008). Este fato indica que os niveis dos endocanabinoide
podem ser regulados de modo independente um do outro (Di Marzo 2008,
Ligresti, Petrosino et al. 2009). Assim, a depender do estimulo fornecido a
sintese dessas substancias pode ser diferenciada (Ligresti, Petrosino et al.

2009).
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Essa distincdo € observada apds abordagens farmacologicas. Tanto
agonistas quanto antagonistas dopaminérgicos modulam de forma divergente
0s niveis cerebrais da anandamida e do 2-AG (Justinova, Panlilio et al. 2009).
Com relacdo a cocaina, Patel e colaboradores observaram uma elevagado
somente dos niveis de 2-AG no sistema limbico apd6s o tratamento agudo com
esse psicoestimulante (Patel, Rademacher et al. 2003). Contrariando esse
estudo, nés ndo observamos alteragdes nos niveis de endocanabinoides nessa
estrutura bem como no hipocampo e no cortex pré-frontal apos o tratamento
com a cocaina.

Alguns fatores metodoldgicos podem explicar esses efeitos distintos.
Conforme mencionado, a sintese de endocanabinoides acontece
imediatamente apds o estimulo, o que justificou, no nosso estudo, os cérebros
terem sido retirados e dissecados dez minutos apos a injecdo de cocaina.
Todavia, no trabalho de Patel e colaboradores, os animais foram sacrificados
trinta minutos apds o tratamento com a droga. O tempo maior apos a injecao
da droga para o sacrificio, nesse caso, pode ter permitido que respostas
secundarias induzissem o aumento dos niveis do 2-AG (Di Marzo 2008,
Muccioli 2010). O sitio neuroanatdbmico analisado constitui outra diferenca,
enquanto nés avaliamos os niveis de endocanabinoides em regides
especificas, o trabalho citado analisou o conteddo presente em todo o
prozencéfalo, o que pode ter propiciado uma analise inespecifica de estruturas
gue nao se relacionam as respostas promovidas pela cocaina, dificultando a
interpretacao dos dados.

Estudos envolvendo o tratamento crénico com cocaina apresentaram

respostas semelhantes as do nosso estudo. Essa abordagem também néo
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induziu diferengas nos niveis de anandamida e 2-AG ap0s analise dos mesmos
sitios neuroanatdémicos avaliados no nosso estudo (Gonzalez, Cascio et al.
2002). Avaliacdo da quantidade dos endocanabinoides pelo método de
microdialise no nucleo acumbente também n&o exibiram alteragbes nas
concentragdes dessas substancias apds o tratamento crénico com a cocaina
(Callle, Alvarez-Jaimes et al. 2007). Apesar de néo termos observado diferenca
nos niveis de endocanabinoides € importante ressaltar que existem niveis
basais circulantes dos mesmos, 0s quais, provavelmente, S0 0S responsaveis
por interagir com CB2 e modular a acdo da cocaina, conforme sugerido em
nosso estudo (Di Marzo e Petrosino 2007).
5.4. Envolvimento dos receptores canabinoides na modulacdo dos efeito
reforcador e sensorio-motor induzidos pela cocaina

As repostas comportamentais avaliadas no presente trabalho, até entéo,
focaram no efeito do sistema endocanabinoides sobre o aumento da atividade
locomotora. Na etapa final do estudo noés investigamos se o0 sistema
endocanabinoides regularia também as respostas de aquisicdo do
condicionamento ao lugar e o déficit do PPI induzidos pela cocaina. Tais
respostas sdo correlacionadas respectivamente ao perfil de abuso e pré
psicoético induzido pela droga (Swerdlow, Braff et al. 2000, Sanchis-Segura e
Spanagel 2006).

Além da hiperlocomoc¢éo, o aumento da transmissdo dopaminérgica no
NAcc pode induzir efeitos psicotomiméticos em pacientes esquizofrénicos e em
individuos saudaveis (Kapur, Mizrahi et al. 2005). A elevacdo dos niveis de
dopamina nessa regido também se correlaciona com sintomas de déficits no

PPl observados em pacientes esquizofrénicos e usuarios de cocaina, bem
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como nos animais tratados com essa droga (Geyer, Krebs-Thomson et al.
2001). Esse prejuizo de PPI consiste na diminuicdo da resposta de sobressalto
a um estimulo intenso (pulso) quando este é precedido imediatamente por um
estimulo mais fraco (pré-pulso) (Swerdlow, Braff et al. 1994, Geyer, Krebs-
Thomson et al. 2001). Em nosso estudo, conforme esperado, o tratamento com
cocaina induz, de modo dose-dependente, diminuicdo significativa na
porcentagem de PPI.

Nés observamos, ainda, que o tratamento com o rimonabanto, na
mesma concentragdo eficaz na atenuagdo da hipelocomog¢ao, ndo inibiu o
déficit no PPIl. Este resultado contrasta com os achados de Malone e
colaboradores, que observaram que o bloqueio de CB: inibe o prejuizo no PPI
(Malone, Long et al. 2004). O referido estudo utilizou a apomorfina como
indutor do prejuizo na resposta de sobressalto. Por outro lado, outro trabalho,
demonstrou que o rimonabanto ndo reverte o déficit no PPI induzido pela d-
anfetamina (Martin, Secchi et al. 2003). Apomorfina e d-anfetamina apresentam
mecanismos de acdo distintos, sendo o primeiro um agonista direto dos
receptores de dopamina e o segundo um agonista indireto, que aumenta a
liberacdo desse neurotransmissor (Hooks, Jones et al. 1994). Esses dois
compostos, em virtude das diferencas na forma de atuacdo, podem induzir
respostas comportamentais distintas, o que eventualmente poderia explicar os
resultados distintos do bloqueio de CB1 no teste do PPl (Motles, Martinez et al.
1989, Hooks, Jones et al. 1994)

Além disso, € importante considerar, conforme nds demonstramos na
curva dose resposta, que a concentracdo de cocaina necessaria para induzir

prejuizo na resposta no teste do PPI foi muito maior que a utilizada para induzir
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a hiperlocomocéo. Provavelmente, 0 aumento dos niveis de dopamina foi muito
mais pronunciado com esta dose, e o bloqueio CB1 n&o foi efetivo em contrapor
essa acao (Di Chiara and Imperato 1988). Nesse caso a estratégia de aumento
de dose do rimonabanto ndo foi considerada, uma vez que doses mais altas
desse composto podem induzir comportamentos estereotipados e interferir na
resposta comportamental avaliada (Ferrer, Gorriti et al. 2007, Gamble-George,
Conger et al. 2013).

Por fim, utilizando o paradigma do condicionamento ao lugar, nés
avaliamos se a nossa hipétese de interacdo entre o blogueio dos receptores
CB:1 e a ativacdo de CB2 também se estenderia a parametros correlacionados
as reacdes de recompensa. Em acordo com outros estudos, o tratamento com
rimonabanto inibiu a aquisicdo do condicionamento ao lugar promovido pela
cocaina (Yu, Zhou et al. 2011). Interessantemente, nGs mostramos que essa
resposta, assim como observado em outros parametros, é dependente da
ativacao de CB:, visto que o bloqueio prévio desses receptores reverteu o
efeito induzido pelo rimonabanto.

Corroborando nossos achados, tanto o bloqueio farmacolégico de
receptores CB1, como o tratamento com agonistas CB2 também atenua o efeito
da cocaina em repostas analisadas no paradigma da autoadministracao, o qual
também esta correlacionado a uma reposta de condicionamento obtida em
detrimento dos efeitos de recompensa da droga (Soria, Mendizabal et al. 2005,
Orio, Edwards et al. 2009, Zhang, Gao et al. 2014). Ainda em concordancia
com nossa hipétese camundongos que ndo expressam 0s receptores CB:
apresentam taxas menores de autoadministracdo a cocaina (Xi, Peng et al.

2011). Esse trabalho sugere que, possivelmente, o antagonismo de receptores
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CB: favorece uma maior ativagéo dos receptores CB:2 pelos endocanabinoides,
culminando com a reducdo no consumo da cocaina. De fato, animais que
superexpressam CBz, além de apresentarem niveis menos pronunciados de
autoadministragdo a esse psicoestimulante, também s&o menos responsivos
ao teste do condicionamento ao lugar (Aracil-Fernandez, Trigo et al. 2012).
Assim em concordancia com outros achados, nossos dados fornecem
evidéncias de que uma interacdo entre 0s receptores canabinoides pode

regular o potencial reforcador da cocaina.

5.5. Concluséo

O presente trabalho é o primeiro a demonstrar que o bloqueio dos
receptores CB1 e ativagdo de CB: interagem para prevenir as respostas
comportamentais e neuroquimicas induzidas pela cocaina. Foi demonstrado,
também, que o 2-AG pode ser o endocanabinoide responsavel por mediar esse
processo. Tais dados ddo suporte a hipétese de que o bloqueio dos receptores
CB: redireciona a acao do 2-AG para o receptor CBz, cuja ativagdo atenua os
efeitos da cocaina (Figura 20). Esse é um possivel mecanismo através do qual
o sistema endocanabinoide modula os efeitos deste psicoestimulante. E
importante salientar que uma limitacdo do estudo é o fato de terem sido
avaliadas somente as respostas induzidas por inje¢cdes agudas da cocaina.
Assim, em um primeiro momento, ndo se pode extrapolar nossos achados para
aspectos relacionados ao transtorno do uso dessa substancia os quais estéo

relacionados com respostas obtidas apOs exposicbes repetidas a droga.

Apesar disso o presente trabalho pode ser importante para o entendimento da
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neurobiologia do transtorno do uso da cocaina, bem como para o

desenvolvimento de estratégias farmacoldgicas para o tratamento.

Figura 20: Representacdo esquematica da conclusdo do estudo. Em A esti
demonstrada a expressdo, em subpopulacbes neuronais distintas, dos subtipos de
receptores canabinoides no Nacc. CB; esta presente em interneurénios gabaérgicos e
sua ativacdo inibe a liberacdo de GABA, favorecendo um aumento da liberacdo de
dopamina. Em contrapartida, a ativacdo dos receptores CB; expressos no neurdnio
dopaminérgico, atenua a liberacdo desse neurotransmissor. O bloqueio de CB;
induzido pelo rimonabanto, facilita a ativagdo de CB; pelo endocanabinoide 2-AG.
Essa acao culmina com a diminuicdo dos niveis de dopamina e inibicdo das repostas

induzidas pela cocaina, conforme demonstrado na figura B.
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