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RESUMO

As drogas de abuso, a exemplo da cocaina, exercem efeito recompensador e facilitam a
neurotransmissdo dopaminérgica na via mesolimbica. O sistema endocanabinoide,
representado por receptores canabinoides (CB; e CB,), endocanabinoides e as enzimas que 0s
sintetizam e degradam, modula esta via de neurotransmisséo e pode ser um importante alvo de
terapias farmacoldgicas para o tratamento do transtorno por uso de substancia. Neste
trabalho, testamos a hipGtese de que receptores canabinoides estdo evolvidos nos efeitos de
sensibilizagdo motora, preferéncia condicionada ao lugar (PCL) e ativacdo de neurbnios
hipocampais induzidas por cocaina. Para tal, camundongos Swiss receberam injecfes de
AM251 (antagonista de receptor CB;) ou JWH133 (agonista de receptor CB,) durante as fases
de aquisicdo ou expressdao dos comportamentos citados. O AM251 inibiu a sensibilizacéo,
guando administrado nas fases de aquisicao (0,3, 1 e 3 mg/kg) ou expresséo (1 e 3 mg/kg), e a
PCL, quando administrado na fase de aquisi¢do (10 mg/kg). O JWH133 ndo impediu o efeito
agudo da cocaina. Porém, atenuou a sensibilizacdo quando administrado nas fases de
aquisicdo (0,3 e 1 mg/kg) ou expressdo (1 e 3 mg/kg). Além disso, a administracdo de
JWH133 (10 mg/kg) preveniu a PCL por cocaina em ambas as fases. Os efeitos do JWH133
foram revertidos com a administracio de AMG630 (antagonista de receptores CB,). A
atenuacdo da memoria contextual induzida por cocaina foi acompanhada por diminuicdo na
ativacdo neuronial (células positivas para c-Fos) no hipocampo dos animais tratados com
AM?251 e JWH133. Assim, os efeitos comportamentais e celulares induzidos por cocaina
parecem ser mediados pela ativacao do receptor CB; e inibidos pela ativacao do receptor CB,.
Considerando que ambos receptores sdo acoplados a proteina G, especulamos que estes
receptores atuem em tipos distintos de neurdnios, estando CB; e CB, localizados em

neurdnios GABAérgicos e dopaminérgicos, respectivamente.

Palavras-chave: CB;, CB,, psicoestimulante, memoria, recompensa



ABSTRACT

Drugs of abuse, such as cocaine, induce a reward effect and facilitate dopaminergic
neurotransmission on the mesolimbic pathway. The endocannabinoid system, represented by
cannabinoid receptors (CB; e CB;), endocannabinoids and enzymes responsible for their
synthesis and degradation, modulates the neurotransmission pathway and can be an important
pharmacological target for the treatment of addiction. Herein, we tested the hypothesis that
cannabinoid receptors are implicated on motor sensitization effects, conditioned place
preference (CPP) and hippocampal neuronial activation induced by cocaine. Swiss male mice
received AM251 (CB; receptor antagonist) or JWH133 (CB, receptor agonist) injections
during acquisition or expression phases of the above mentioned behavioural tasks. AM251
inhibited sensitization, when administered during the acquisition (0,3, 1 and 3 mg/kg) or
expression. (1 and 3 mg/kg) phases, and CPP, when administered during acquisition phase (10
mg/kg). JWH133 did not prevent the acute cocaine-effect. However, it attenuated
sensitization when administered during acquisition (0,3 and 1 mg/kg) or expression (1 and 3
mg/kg) phases. Moreover, administration of JWH133 (10 mg/kg) prevented cocaine-induced
CPP on both phases. JWH133 effects were reverted by AM630 (CB, receptor antagonist)
administration. The attenuation of the cocaine-induced contextual memory occurred along
with a decrease on neuronal activation (c-Fos positive cells) on the hippocampus of animals
treated with AM251 and JWH133. Therefore, behavioural and cellular effects induced by
cocaine seem to be mediated by activation of CB; receptor and inhibited by activation of CB,
receptor. As both receptors are Gj,, coupled receptors, we speculate that they act on different
neuronal types, with CB; e CB; localized on GABAergic and dopaminergic neurons,

respectively.

Keywords: CB;, CB,, psychostimulant, memory, reward
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1 Introducéo

1.1 Cocaina: Histdria e Neurobiologia

A cocaina é uma droga psicoestimulante alcaloide, que exibe um nucleo tropano.
Ela ¢é extraida das folhas de plantas que pertencem a familia Erythroxylaceae, principalmente
as espécies Erythroxylum coca e E. novogranatenese, encontradas em paises da América do
Sul. O uso destas plantas por civilizagbes andinas em rituais, com propdsitos sociais e
fisioldgicos, ¢ relatado arqueologicamente ha pelo menos 3000 anos (RIVERA et al., 2005).
Ja no século XVI, um médico e botanico espanhol, Nicolds Monardes, publicou um estudo
descrevendo as propriedades das folhas de coca em suprimir a fatiga, a fome e a sede, bem
como o “grande contentamento” experienciado pelos usuarios andinos (MORTIMER, 1901,
RIVERA et al., 2005). Em 1859, Albert Niemann isolou o principio ativo das folhas de coca,
denominado “cocaina”, notando que esta substancia era cristalizada e com o gosto amargo
caracteristico de alcaloides. Embora de consideravel importancia, esta descoberta atraiu pouca
atencdo na época e a cocaina foi parar no catalogo da farmacéutica Merck, junto com varios
outros alcaloides extraidos de plantas que poderiam ser alvo de pesquisa. Por outro lado, as
folhas de coca comecaram a ser adicionadas a ténicos e vinhos, vendidos em lojas e farméacias
como estimulantes milagrosos na Europa e Estados Unidos (JAY, 2015).

Ainda na segunda metade do século XIX, apesar da grande populariza¢do
comercial de coca, a comunidade cientifica permanecia cética quanto a real eficacia da
cocaina. Um dos médicos a defender imensamente o uso desta pra fins terapéuticos foi
Sigmund Freud que, em 1885, publicou uma monografia chamada “Uber Coca” (Sobre Coca)
(FREUD, 1885). Ele a recomendava, por seus efeitos estimulantes, para aqueles que sofriam
de neurastenia, bem como para o tratamento de indigestdo e em casos de adic¢do & morfina
(JAY, 2015). Além disso, concluia que outros usos, baseando-se nas propriedades anestésicas
da cocaina, provavelmente seriam desenvolvidos no futuro. Mas foi Carl Koller, colega de
Freud, quem investiu na cocaina como anestésico local, comprovando uma importante
aplicacdo médica (MARKEL, 2011). Por outro lado, comegaram a surgir indicacdes de que a
cocaina poderia causar adic¢do e sintomas de abstinéncia.

O uso e comercializacdo de determinadas drogas, como a cocaina, foram limitados
e/ou proibidos a partir do inicio de século XX em varios paises. No Brasil, a primeira lei de
toxicos data de 1921 (Lei n° 4.294), permitindo somente o uso médico para substancias
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entorpecentes. No mesmo século, estudos demonstrando os mecanismos de a¢do destas drogas
no sistema nervoso central (SNC) comecaram a surgir. As alteracBes neuroldgicas causadas
por uso prolongado de cocaina, em determinadas situagdes de uso continuo a despeito das
consequéncias negativas para o individuo, evidenciam a existéncia de uma doenca cronica.
Esta doenga é denominada “Transtorno por Uso de Substancia” (TUS)* no “Manual
diagnostico e estatistico de transtornos mentais V” (APA, 2013) que lista os critérios de
diagnostico. Ha mais de 18 milhdes de usuarios de cocaina no mundo, dos quais cerca de 16%
podem desenvolver o TUS (UNITED NATIONS, 2016). A cocaina é utilizada nas formas de
hidrocloreto (por via intranasal ou intravenosa) ou base livre (“crack”, fumada). As principais
variaveis envolvidas no inicio e continuo uso de drogas dependem da propria droga
(disponibilidade, pureza, forma de administracdo), do usuario (fatores genéticos e
experiéncias prévias) bem como do ambiente (caracteristicas sociais, educacionais, contexto,
entre outros). Dentre os sintomas de abstinéncia observa-se depressdo, fadiga, fissura pela
droga e bradicardia. A abstinéncia é uma reacdo fisiologicamente esperada em casos de
exposicdo crénica a cocaina (e outras drogas de abuso), ndo necessariamente um sintoma de
TUS, muito embora possa dificultar o tratamento inicial (AHMED, 2012; O'BRIEN et al.,
2006). Infelizmente, ndo ha tratamentos farmacoldgicos de grande efetividade.

O mecanismo de acdo da cocaina consiste, principalmente, na inibicdo dos
transportadores de membrana de monoaminas, particularmente dopamina no sistema
mesolimbico cerebral (GOODMAN et al., 2011). Como consequéncia, os niveis de dopamina
disponiveis na fenda sinaptica aumentam imensamente e disfuncdes em vias dopaminérgicas
parecem ser responsaveis pelos principais efeitos da cocaina. Arvid Carlsson, pesquisador
sueco agraciado com o prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina no ano 2000, foi um dos
primeiros a demonstrar que a dopamina tinha agdes proprias e ndo era apenas um precursor de
adrenalina e noradrenalina (CARLSSON et al., 1957; CARLSSON et al., 1958), ainda que
desacreditado na época (HORNYKIEWICZ, 2002). Ao longo das Ultimas décadas, estudos
apontaram evidéncias do envolvimento da dopamina em diferentes processos fisiologicos, tais
como recompensa, emocao, cognicdo, memdria e atividade locomotora. Os neurdnios
dopaminérgicos, onde a sintese de dopamina ocorre, projetam-se de trés regides do SNC:
substancia negra, area tegmental ventral (ATV) e ndcleo arqueado do hipotalamo, dando
origem a quatro vias principais: mesocortical, mesolimbica, nigrostriatal e tuberoinfundibular
(GOODMAN et al.,, 2011). As vias que partem da ATV (mesocortical e mesolimbica)

* O termo “adic¢dao” ¢ utilizado como sindnimo de “Transtorno por Uso de Substancia” na

presente dissertacao.
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regulam o sistema de recompensa cerebral, cuja funcdo evolutiva é de manutencéo da vida e
da espécie, estimulando comportamentos como alimentacdo e cépula, essenciais para tal fim
(DI CHIARA e IMPERATO, 1988). Interessantemente, as drogas de abuso direta ou
indiretamente atuam nestas vias dopaminérgicas e estimulam este sistema de forma mais
intensa que os estimulos naturais (KOOB e VOLKOW, 2010).

Os efeitos da dopamina sdo mediados por receptores acoplados a proteina G que
estdo divididos em duas grandes familias: D; e D,. A familia D; é composta por receptores D,
e Ds e estes sdo acoplados a proteina Gois, OU Seja, estimulam a atividade da enzima adenilato
ciclase, amplificando a sintese de AMP ciclico (AMPc), resultando em uma série de eventos
que culminam na transcricdo de genes. Os receptores D,, D3 e Dy, por sua vez, fazem parte da
familia D, de receptores acoplados a proteina Gaij, €, assim, inibem a adenilato ciclase
(BEAULIEU e GAINETDINOV, 2011). Os receptores de dopamina exibem um padrao
amplo de expressdo no SNC e na periferia. Por exemplo, os receptores D; sdo expressos em
alta densidade no estriado, nucleo acumbente, substancia negra, amigdala e cortex frontal,
bem como em menor densidade em areas como o hipocampo. No estriado dorsal, ndcleo
acumbente e tubérculo olfatério encontram-se 0s maiores niveis de receptores D,, 0s quais
também sdo expressos em outras areas (SEEMAN, 2006; VALLONE et al., 2000). Embora
atuando diretamente na recaptacdo de dopamina, a cocaina interfere em longo prazo na
expressao de receptores dopaminérgicos. Estudos em humanos demonstraram que o abuso de
cocaina diminui os niveis de receptores D, no estriado em cerca de 20% (VOLKOW et al.,
1990) e esta diminuigdo pode durar de 3 a 4 meses (VOLKOW et al., 1993). Ainda com 0 uso
de tomografia por emissao de positrons (TEP ou “Positron Emission Tomography” - PET em
inglés) constatam-se alteracGes de outros receptores dopaminérgicos em usuarios de
substancias psicoestimulantes. Payer e colaboradores (PAYER et al., 2014) sugerem que 0
aumento de receptores Ds, observado em estudos clinicos com usuarios de drogas
estimulantes (BOILEAU et al., 2012; MATUSKEY et al., 2014), pode ser encarada como
uma caracteristica geral nestas condi¢bes e um possivel biomarcador em casos de adiccéo.
Apesar de relevante, estas e outras descobertas ndo explicam o quadro geral de atuacdo da
cocaina no SNC. Ao longo das ultimas décadas, 0 uso de modelos animais possibilitou o
melhor entendimento de processos neurobiologicos envolvidos em inGmeras situagdes
psiquiatricas ou ndo-psiquiatricas, como 0 uso e transtorno por uso de cocaina.

Os modelos animais devem respeitar as validades de constructo teérico, de face e

preditiva. Neste sentido, avalia-se se 0s aspectos fisiopatologicos da doenca sdo reproduzidos
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no modelo (constructo), o qudo bem os sintomas de uma condi¢do psiquiatrica séo
mimetizados (face) e a capacidade de farmacos utilizados para a determinada condicdo em
humanos induzirem resposta similar no modelo animal (preditiva) (NUNES e HALLAK,
2014). Para estudar o TUS, o principal modelo existente é o de autoadministracdo, por
mimetizar a administracdo voluntaria de uma determinada droga e até mesmo a parcela de
individuos que tornam-se adictos (16% no caso da cocaina) (DEROCHE-GAMONET et al.,
2004). Com base no comportamento operante e utilizando a droga como um agente
reforcador, normalmente os animais sdo treinados a realizar uma tarefa (apertar uma barra,
por exemplo) a fim de receber uma quantidade de reforco (droga) pré-estabelecida que pode
ou ndo mudar ao longo do tempo (SANCHIS-SEGURA e SPANAGEL, 2006). Ainda que a
motivacdo e a obtencdo de droga variem significativamente entre humanos e animais ndo-
humanos, assume-se gque a circuitaria quimica e anatdbmica cerebral seja similar em ambas
situacdes (SANCHIS-SEGURA e SPANAGEL, 2006).

Outros modelos sdo amplamente utilizados no estudo dos efeitos da cocaina. E o
caso da Preferéncia Condicionada ao Lugar (PCL ou “Conditioned Place Preference” — CPP,
em inglés) (SANCHIS-SEGURA e SPANAGEL, 2006). A PCL ¢ realizada em uma caixa
com dois ou trés compartimentos distintos entre si. Um dos compartimentos é pareado com a
droga (estimulo incondicionado) e o outro com veiculo. Apos repetidas administracGes
durante a fase de condicionamento, o animal podera escolher livremente entre os lados da
caixa no dia do teste. A medida de preferéncia condicionada é obtida no teste quando o animal
gasta mais tempo no compartimento que foi anteriormente pareado com a droga. Este mesmo
procedimento pode ser utilizado tanto para avaliar a capacidade recompensadora de uma
droga quanto a aversiva (CUNNINGHAM et al., 2006; HUSTON et al., 2013). Embora
exista uma simplificacdo de que a PCL é baseada no condicionamento classico (Pavloviano)
(BARDO e BEVINS, 2000), ao contrario deste, que depende da amigdala e nucleo
acumbente, a PCL parece estar mais intimamente relacionada com o hipocampo (WHITE et
al., 2005).

Agudamente, quando a cocaina é administrada em animais, um dos efeitos
observados, e passivel de guantificacdo, € a hiperlocomocao (WISE e BOZARTH, 1987). A
partir da andlise da atividade locomotora dos animais, pode-se observar outra resposta
induzida por cocaina: a sensibilizacdo comportamental. O termo sensibilizacdo é utilizado
para definir um aumento de uma determinada resposta ap6s a repeticdo de um estimulo que
originou a primeira resposta (SANCHIS-SEGURA e SPANAGEL, 2006). Este fenémeno



17

ocorre quando a mesma dose de cocaina é administrada repetidamente e induz o aumento
exacerbado da locomocdo motora em relagcdo aquela hiperlocomocgéo observada inicialmente.
Dentro de teorias que tentam explicar a adiccéo, a teoria de sensibilizacdo do incentivo de
Robinson e Berridge defende que o nucleo acumbente medeia as fungbes basicas, mais
especificamente a hipersensibilidade induzida pela droga, levando a um “querer” patoldgico
que ¢ diferente de “gostar” (ROBINSON e BERRIDGE, 1993). Este fendmeno de
sensibilizacdo estaria entdo no limite entre 0 uso ndo patoldgico e patoldgico de drogas
(BERRIDGE e ROBINSON, 2016). Por outro lado, a administracdo continua de drogas
resulta em alteracbes neuroplasticas ndo relacionadas a sensibilizacdo, demonstrando a
necessidade de mais estudos a respeito destes processos que também podem levar & adiccdo
(KALIVAS, 2005).

Apesar das limitacdes exibidas por todos os modelos disponiveis para o estudo da
neurobiologia dos efeitos da cocaina, muito sobre as vias, sistemas e mecanismos envolvidos
na etiologia do TUS podem ser esclarecidos experimentalmente. As vias dopaminérgicas
estdo primariamente alteradas com o uso de cocaina, porém é importante notar que outros
sistemas modulam e participam destas alteracdes. Por exemplo, aferéncias GABAérgicas e
glutamatérgicas estdo presentes em vias dopaminérgicas e intimamente relacionadas com o
sistema mesocorticolimbico (MORALES e MARGOLIS, 2017). Além disso, evidéncias
apontam para o envolvimento do sistema endocanabinoide na modulagdo das a¢6es de drogas
de abuso, incluindo a cocaina (DE VRIES et al., 2001). Particularmente, este sistema esta no
foco de interesse do presente trabalho, portanto faz-se necessario sua descri¢do a partir de

informacd@es disponiveis até 0 momento.

1.2 O Sistema Endocanabinoide

O sistema endocanabinoide é peculiar por sua historia e aspectos fisioldgicos.
Historicamente, a descoberta do sistema endocanabinoide ocorreu a partir de estudos com
plantas de maconha, principalmente da espécie Cannabis sativa. Esta planta € utilizada de
forma "terapéutica" e recreacional pela humanidade ha centenas de anos, mas foi a partir do
século XX que descobertas importantes possibilitaram o esclarecimento dos constituintes da
maconha (KANO, 2014). Em 1964, o pesquisador israelense Rafael Mechoulam conseguiu
isolar a principal substancia ativa da maconha, o A®-tetrahidrocanabinol (A°-THC), sendo
este, portanto, um fitocanabinoide (GAONI e MECHOULAM, 1964). Restava, porém,
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identificar o seu mecanismo de acdo. Havia a hipdtese de que, devido a natureza hidrofobica
dos canabinoides, estes teriam acdes similares a anestésicos, causando alteracdes na
membrana celular de forma ndo-especifica. Contrariando esta possibilidade, receptores
canabinoides foram identificados no SNC (DEVANE et al., 1988; MATSUDA et al., 1990).
A partir desta descoberta, pdde-se especular a existéncia de ligantes enddgenos para estes
receptores. Interessantemente, sabia-se que o tipo de receptores clonados, posteriormente
denominados receptores canabinoides do tipo 1 (CB;), contribuiam para as agdes psicoativas
da maconha, sem tanta relagdo com os componentes ndo-psicoativos da planta. Em 1993
descobriu-se a existéncia de um segundo tipo de receptores canabinoides (CB;) em células do
sistema imune e tecidos da periferia (MUNRO et al., 1993). A hipotese da existéncia de
ligantes enddgenos para receptores canabinoides foi confirmada com o isolamento de
anandamida (araquidoniletanolamina) (DEVANE et al., 1992) e de 2-araquidonoil glicerol (2-
AG) (MECHOULAM et al., 1995).

Ao longo das ultimas décadas tornou-se evidente a existéncia do chamado sistema
endocanabinoide. Este sistema engloba os receptores canabinoides (principalmente CB; e
CB.), seus ligantes endégenos (endocanabinoides), e as enzimas que sintetizam e degradam
estes ligantes (Fig. 1) (BATISTA et al.,, 2014). Os dois principais endocanabinoides,
anandamida e 2-AG, sdo sintetizados sob demanda a partir de lipideos da membrana
plasmética do terminal pos-sinaptico e desempenham uma sinalizacdo retrograda ligando-se
aos seus receptores no terminal pré-sinaptico (DI MARZO et al., 1998; KATONA e
FREUND, 2012). Ao contrario de neurotransmissores classicos, 0s endocanabinoides ndo sao
armazenados em vesiculas. Embora ndo completamente elucidados, os mecanismos de sintese
destes ligantes dependem da enzima fosfolipase-D e da diacilglicerol lipase-o (DAGL) para a
anadamina e o 2-AG, respectivamente (CADAS et al., 1996; REISENBERG et al., 2012).
Enquanto o influxo de calcio é necessario para a sintese de anandamida, o 2-AG é sintetizado
em resposta a ativacdo de receptores metabotropicos que estimulam a via da fosfolipase C
(ARAQUE et al., 2017). Ap0s a recaptacgdo, a degradacao da anandamida ocorre por acdo da
hidrolase de amida de &cidos graxos (FAAH) (CRAVATT et al., 1996), enquanto que a
monoacilglicerol lipase (MAGL) é responsavel por hidrolisar o 2-AG (DINH et al., 2002). Os
receptores canabinoides sdo receptores acoplados a proteina Gij, €, uma vez ativados, induzem
a depressédo de curta ou longa duracdo, por modulagéo de diversos mecanismos, incluindo a
inibicdo do influxo de calcio pré-sindptico e sinalizagdo via AMPc (CHEVALEYRE e
CASTILLO, 2003; OHNO-SHOSAKU et al., 2001). Os receptores CB; estdo amplamente
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distribuidos em todo o cérebro (ARAQUE et al., 2017). Por outro lado, a presenca de
receptores CB, no SNC ndo esta tdo bem caracterizada, uma vez que os primeiros estudos
abordando esta questdo tenham falhado em detectar CB, em cérebros de individuos saudaveis
(IBRAHIM et al., 2003; ONAIVI et al., 2006).
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Figura 1. Esquema representativo dos componentes envolvidos na transmissdo retrograda do Sistema
Endocanabinoide. 2-AG = 2-araquidonoil glicerol, AEA = Anandamida, CB1 = Receptor canabinoide do tipo 1,
CB2 = Receptor canabinoide do tipo 1, FAAH = Hidrolase de admida de &cidos graxos, MAGL =
Monoacilglicerol lipase, T = Transportadores. (Modificado de Batista et al., 2014).

Ao longo dos ultimos anos, indmeras descobertas evidenciaram o fato de o
sistema endocanabinoide ser mais complexo e diverso do que se imaginava inicialmente
(CASTILLO et al.,, 2012). A sinalizacdo retrograda é a principal forma pela qual os
endocanabinoides medeiam alteracGes plasticas de curta e longa duracdo em sinapses
excitatérias e inibitorias. Porém evidéncias demonstram que endocanabinoides podem ativar
receptores em neurbnios localizados pds-sinapticamente, de uma forma ndo retrograda
(BACCI et al., 2004; CASTILLO et al., 2012). A sinalizacdo por endocanabinoides regula
circuitos neurais importantes como os relacionados com a modulacdo de ansiedade
(KATHURIA et al., 2003), analgesia (HOHMANN et al., 2005) e situacGes de recompensa
por estimulos naturais e drogas de abuso (MECHOULAM e PARKER, 2013; PARSONS e
HURD, 2015). Coletivamente, estes estudos sugerem que o sistema endocanabinoide pode

representar um novo alvo terapéutico para diversas doencas neuroldgicas e psiquiatricas,
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incluindo o TUS. Para tal, faz-se necessario o esclarecimento dos mecanismos especificos de

modulacdo por endocanabinoides no SNC.

1.3 Envolvimento do Sistema Endocanabinoide nos Efeitos da Cocaina

Como descrito anteriormente, é na via dopaminérgica mesocorticolimbica que o
sistema de recompensa cerebral ocorre (COOPER et al., 2017). Apesar de ser uma via
dopaminérgica, outros neurotransmissores (sintetizados em diferentes tipos neuronais) de
outras vias estdo intimamente envolvidos, modulando a liberagdo de dopamina. O glutamato,
como exemplo de neurotransmissor excitatorio, e o GABA, inibitorio, sdo mais bem
caracterizados neste sentido. Entretanto, sabe-se que o sistema endocanabinoide também
modula esta via. Embora a localizacdo destes receptores ndo esteja completamente elucidada,
demonstrou-se a presenca de receptores CB; em neur6nios tanto GABAérgicos, quanto
glutamatérgicos (MARTIN-GARCIA et al., 2016). Os receptores CB;, por sua vez, aparecem
expressos em neurdnios dopaminérgicos da ATV de camundongos (ZHANG et al., 2014) e
ratos (ZHANG et al., 2017). Deste modo, sugere-se que seria possivel reverter e/ou inibir
efeitos de drogas que estimulam o sistema de recompensa ao utilizar o sistema
endocanabinoide como alvo.

Embora ainda ndo exista nenhum farmaco que interage com o sistema
endocanabinoide aprovado para o tratamento do TUS, estudos clinicos estdo em andamento
(SLOAN et al., 2017). Neste sentido, evidéncias sugerem que agonistas ndo especificos de
receptores CB; como dronabinol (VANDREY et al., 2013) e nabiximols (TRIGO et al., 2016)
sdo efetivos no tratamento da recaida ao uso de maconha. Além disso, o0 uso do rimonabanto,
um agonista inverso de receptores CBj, parece promissor para o tratamento da adic¢do ao
tabaco em humanos (CAHILL e USSHER, 2011), muito embora os efeitos adversos de ordem
psiquiatrica desencorajem o seu uso (MOREIRA e CRIPPA, 2009; SLOAN et al., 2017).

Os modelos citados anteriormente de autoadministragdo, PCL e sensibilizacdo
aparecem como abordagens importantes para elucidar as possiveis interacdes entre cocaina e
sistema endocanabinoide (AHMED, 2012). Ndo obstante, a utilizacdo de outros testes com
cocaina contribui para a compreensdo das vias cerebrais alteradas aguda ou cronicamente
apos o uso deste psicoestimulante. A maioria dos estudos publicados até 0 momento sobre o
envolvimento do sistema endocanabinoide nos efeitos da cocaina focam no papel dos

receptores CB;, por serem mais bem caracterizados no SNC e também pela falta de
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marcadores especificos e confidveis para receptores CB,. Recentemente, nosso grupo de
pesquisa demonstrou que o antagonismo de receptores CB;, com rimonabanto, previne efeitos
de hiperlocomocdo e ativacao neuronial no nucleo acumbente de camundongos que receberam
cocaina (GOBIRA, 2016). Quando os animais foram pré-tratados com um antagonista de
receptores CB,, reverteu-se o efeito do rimonabanto, indicando que o efeito deste era mediado
por ativagéo de receptores CB, (GOBIRA, 2016).

O agonismo farmacoldgico de receptores CB;, com HU210, em ratos que
passaram por autoadministracdo de cocaina, promove o relapso a procura da droga apos
longos periodos de abstinéncia (DE VRIES et al., 2001). Neste mesmo estudo demonstrou-se
que antagonizar o receptor CB; resulta na atenuagdo do relapso induzido por re-exposicao as
pistas associadas ao consumo de cocaina, ou mesmo a propria cocaina, sem efeito quando o
relapso era induzido por estresse (DE VRIES et al., 2001). Camundongos nocautes para o
receptor CB; ndo demonstram uma resposta operante confiavel de autoadministracdo de
cocaina quando comparados com animais selvagens (SORIA et al., 2005). Por outro lado, 0s
animais que nao expressam receptores CB; desenvolvem PCL induzida por cocaina,
indicando que estes receptores ndo sdo essenciais para determinados efeitos desta droga
(MARTIN et al., 2000). Curiosamente, a administragdo de JWH133, um agonista de
receptores CB,, significativamente e de forma dose-dependente, inibe a autoadministragéo de
cocaina em camundongos, mas ndo em ratos (ZHANG et al., 2015). Os resultados
controversos podem ser explicados por diferencas na expressdo de receptores CB, entre
espécies (ZHANG et al., 2015).

A sensibilizacdo locomotora induzida por cocaina também pode ser modulada por
intervencbes farmacolOgicas em receptores canabinoides. Observa-se a diminuicdo da
sensibilizacdo induzida por esta droga em camundongos CB;” ou camundongos selvagens
tratados com AM251, um antagonista/agonista inverso de receptores CB; (CORBILLE et al.,
2007). Corroborando dados prévios, a administracdo de rimonabanto é capaz de atenuar esta
resposta de sensibilizagdo locomotora (MARINHO et al., 2015; MEREU et al., 2015). Além
disso, o tratamento com rimonabanto reverte o aumento da proteina c-Fos (codificada pelo
gene de ativacdo imediata) induzido por sensibilizacdo crénica a cocaina (MARINHO et al.,
2017). Interessantemente, animais transgénicos que superexpressam receptores CB,
apresentam uma menor resposta locomotora apdés a administragdo aguda de cocaina, bem
como diminuicdo na sensibilizagdo locomotora, além de desenvolverem aversdo condicionada
ao lugar induzida e se autoadministrarem menos droga (ARACIL-FERNANDEZ et al., 2012).
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No ambito molecular, a sensibilizacdo locomotora induzida por cocaina é associada com 0
aumento na expressdo do gene e proteina de receptores CB;, ao passo que a expressao das
enzimas que sintetizam endocanabinoides € atenuada no hipocampo de camundongos
(BLANCO et al., 2016).

O uso de rimonabanto, que antes de se descobrir seu papel como agonista inverso
era descrito como antagonista de receptores CB3, indicou que estes receptores desempenham
um papel importante na memoria de recompensa avaliada na PCL induzida por cocaina.
Quando administrado sistematicamente em camundongos durante o condicionamento, 0
rimonabanto previne a aquisicdo da PCL nas doses de 1 e 3 mg/kg (YU et al., 2011). Além
disso, administragdes intracerebrais de rimonabanto na regido do cortex pré-frontal medial
(CPFm), durante o condicionamento, reduz a preferéncia de camundongos ao contexto
pareado com cocaina (HU et al., 2015). Outra intervencéo eficaz em bloquear a PCL induzida
por cocaina € a partir do agonismo de receptores CB, com a droga sintética O-1966, enquanto
animais nocautes para o receptor CB, condicionam normalmente a cocaina (IGNATOWSKA-
JANKOWSKA et al., 2013).

De maneira geral, apesar de algumas contradi¢des, independente do modelo/teste
utilizado para avaliar o envolvimento do sistema endocanabinoide nos efeitos da cocaina, ha
uma forte indicagé@o de que os receptores canabinoides CB; e CB, modulam de forma oposta o
sistema de recompensa cerebral. Ainda h4 muitas perguntas em aberto e a necessidade de
corroborar dados utilizando diferentes espécies e ferramentas farmacoldgicas, genéticas, entre
outras. O presente trabalho surgiu desta necessidade e visa contribuir para a construgcdo do
conhecimento sobre o envolvimento do sistema endocanabinoide nos efeitos comportamentais

e neurobiolégicos da cocaina.
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2 Justificativa

A dopamina é um neurotransmissor envolvido em processos de cognigéo,
memdria, emocdo e comportamentos de recompensa. AlteracBes na neurotransmissao
dopaminérgica podem causar indmeros transtornos psiquiatricos, como o transtorno por uso
de cocaina, uma droga psicoestimulante da qual mais de 18 milhGes de pessoas fazem uso. O
transtorno por uso de cocaina é caracterizada pelo uso continuado desta droga apesar das
diversas consequéncias deletérias, sendo uma relevante questdo de saude publica para a qual
ainda ndo ha tratamento farmacologico adequado.

Um dos moduladores da neurotransmissdo dopaminérgica € 0 sistema
endocanabinoide. Receptores canabinoides CB; estdo amplamente expressos por todo o
sistema nervoso central (SNC), predominantemente em neurdnios GABAérgicos. Além deles,
0s receptores canabinoides CB, sdo expressos nos proprios neurénios dopaminérgicos.
Portanto, € de enorme relevancia a melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na
atuacdo de endocanabinoides na circuitaria dopaminérgica de recompensa cerebral. A
compreensdo de tais mecanismos pode dar suporte para o desenvolvimento de novas terapias

farmacologicas para o transtorno do uso de substancias.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Testar a hipdtese de que o antagonismo de receptores CB; e o0 agonismo de
receptores CB; inibem sensibilizacdo motora, PCL e ativagao neuronial hipocampal induzidas

pela administracdo de cocaina em camundongos.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar os efeitos do AM251 (antagonista / agonista inverso de receptores CB;) e
do JWH133 (agonista de receptores CB;) sobre a sensibilizagdo comportamental induzida por

cocaina, quando administrados previamente as fases de aquisi¢do ou expressao;

—> Testar os efeitos do AM251 e do JWH133 sobre a PCL induzida por cocaina tanto
na fase de aquisicdo quanto na fase de expresséo;

-> Verificar se os possiveis efeitos do JWH133 sdo realmente mediados por receptores
CB,, fazendo uso de um antagonista destes receptores, 0 AM630, em ambos 0s testes citados

anteriormente;

-> Quantificar a ativagdo de neurdnios no hipocampo apds o tratamento com AM251 e

JWH133 em animais que passaram pela PCL induzida por cocaina.
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4 Material e Métodos

4.1 Animais

Camundongos da linhagem Swiss, machos, pesando cerca de 25 gramas,
provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) foram utilizados em todos os protocolos experimentais
deste trabalho. Gaiolas plasticas foram utilizadas para alojar estes animais em uma sala com
temperatura ambiente controlada (24 + 2°C), ciclo claro/escuro de 12 horas (inicio as 7 horas)
e livre acesso a agua e comida. O protocolo realizado foi previamente submetido a analise
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG, sendo aprovado sob o nimero
55/2016.

4.2 Drogas

Os comportamentos de sensibilizagcdo e PCL foram induzidos com 20 mg/kg de
cocaina (© Merck & Co., Inc.) diluida em solucéo salina (NaCl 0,9%). Além disso, drogas
que atuam nos receptores canabinoides foram administradas antes das fases de aquisi¢do ou
expressao tanto da sensibilizacdo quanto da PCL induzidas por cocaina. Administrou-se o
AM251, um antagonista/agonista inverso de receptores CBj, nas doses de 0,3, 1 e 3 mg/kg nas
fases de sensibilizacdo e nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg nas fases de PCL. Um agonista de
receptor CB,, 0 JWH133, também foi utilizado nas mesmas doses descritas para 0 AM251
antes das fases de aquisicdo ou expressdo de sensibilizacdo ou PCL. J& o AM630, um
antagonista de receptores CB,, foi utilizado nas doses de 5 mg/kg (sensibilizacdo) ou 10
mg/kg (PCL) para confirmar o envolvimento de receptores CB; nos efeitos do JWH133. A
solucdo veiculo utilizada para diluir as drogas que modulam o sistema endocanabinoide é
preparada com 5% de Cremophor®, 5% de etanol absoluto e 90% de salina. Todas as

administracdes foram realizadas via intraperitoneal.

4.3 Modelos comportamentais
4.3.1 Sensibilizacéo

A sensibilizacdo induzida por cocaina em roedores € observada quando uma mesma

dose de cocaina é administrada repetidas vezes e, como consequéncia, hd um aumento
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progressivo na atividade locomotora destes animais (Fig. 2). Este comportamento foi avaliado
utilizando-se de uma arena cilindrica de acrilico transparente (30 cm de didmetro e 50 cm de
altura), aberta na extremidade superior e base inferior encaixada em um plano geométrico
quadrado. O protocolo experimental foi adaptado de Marinho e colaboradores (MARINHO et
al., 2015). Em dois dias consecutivos 0s animais passaram por uma ambientacdo inicial a
arena com duracdo de 10 minutos. Apos a ambientagdo, alguns grupos especificos receberam
doses idénticas de cocaina em ambos os dias e, imediatamente ap0s a injecdo desta droga,
foram alocados novamente na arena e filmados durante outros 10 minutos (teste), totalizando
20 minutos na arena. A filmagem foi realizada com uma cémera de video (Microsoft
LifeCam®) localizada 2,0 metros acima da arena. Durante o teste, com o0 emprego do
software ANY-maze (versdo 4.5), a distancia total percorrida por cada animal foi registrada.
Os dados estdo apresentados como distancia percorrida em metros durante o teste tanto no

primeiro (aquisi¢do) quanto no segundo (expressdo) dia de protocolo experimental.

(© HOLLENSTEIN CARTOONS

Figura 2. A sensibiliza¢do induzida por cocaina pode ser observada com a administragdo da mesma dose desta
droga em dois dias consecutivos. Adaptado de: (SANCHIS-SEGURA e SPANAGEL, 2006).

4.3.2 Preferéncia Condicionada ao Lugar

A PCL induzida por cocaina foi avaliada em uma caixa de acrilico contendo dois
lados de dimens6es iguais (15 cm de comprimento, 12 cm de largura e 12 cm de altura),
conectados por um corredor central (9,5 x 5 x 12 cm) e separados entre si por portas
removiveis. As paredes e os assoalhos diferem entre os lados em cor e textura. A intensidade
da luz é similar por toda a caixa. Os animais foram filmados com uma camera (Microsoft
LifeCam®) e o tempo gasto individualmente dentro de cada lado foi analisado com o
software ANY-maze (versdo 4.5).

Os animais passaram por trés fases distintas: pré-teste, condicionamento e teste
(Fig. 3). O protocolo de PCL utilizado é contrabalanceado (cada animal recebe cocaina de um
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lado da caixa), randomizado (os animais sdo alocados aleatoriamente em um grupo
experimental) e ndo enviesado (nenhum grupo experimental tem preferéncia por um lado da
caixa) (ALMEIDA-SANTOS et al., 2014; CUNNINGHAM et al., 2006). No pré-teste cada
animal foi colocado no corredor central da caixa, com as portas que levam aos dois lados
abertas, sendo entdo permitida a livre exploracdo por toda a caixa durante 15 minutos. Os
camundongos que gastaram mais que 70% do tempo explorando um dos lados foram
excluidos das proximas fases. Nos seis dias seguintes (2 — 7), na chamada fase de
condicionamento, os animais foram distribuidos aleatoriamente entre os diferentes grupos.
Eles entdo receberam injecdes, em dias alternados, de cocaina (20 mg/kg) ou veiculo
imediatamente antes do confinamento de 30 minutos ao lado da caixa correspondente. O
grupo controle recebeu apenas veiculo em todos os dias de condicionamento. As demais
drogas utilizadas durante a “aquisi¢do” foram administradas 30 minutos antes e, caso
houvesse mais de uma, 40 minutos antes das injecGes de cocaina. Por fim, o teste foi realizado
no dia 8, da mesma forma que o procedimento de pré-teste fora realizado. Quando o objetivo
era avaliar o efeito das drogas que atuam sob o sistema endocanabinoide na expressdo do
condicionamento, estas foram administradas somente no dia do teste, 30 minutos antes de
iniciar esta fase e 40 minutos antes (se fosse o caso de duas administragdes no mesmo dia). O
resultado final esta apresentado como “taxa de preferéncia (s)” e foi calculado subtraindo-se
do tempo que cada animal dispendeu no lado pareado com a droga no dia do teste, o tempo

dispendido neste mesmo lado no dia do pré-teste.
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Figura 3. llustragdo das trés fases da PCL induzida por cocaina: pré-teste, condicionamento e teste. Adaptado
de: (SANCHIS-SEGURA e SPANAGEL, 2006).

4.4. Determinacao da expressdo de proteina c-Fos no hipocampo

Duas horas apds o fim do teste de PCL, os animais foram anestesiados com
cetamina (80 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg) e perfundidos transcardialmente com salina (NaCl
0,9%) e paraformaldeido 4% (PFA 4%) diluido em tampéo fosfato 0,A1M (PB, pH 7,4). Em
seguida, os cérebros dissecados foram fixados em PFA 4% durante 2 horas, crioprotegidos em
sacarose 30% por 48 horas, congelados em isopentano e armazenados a 80°C. Os cortes
coronais de 25 pm foram realizados em triplicatas com o criostato (Leica CM1850) e

imediatamente reservados em tampdo fosfato de sédio 0,01M (PBS, pH 7,4). Os cortes que
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ficaram reservados por um periodo maior de tempo foram transferidos para uma solucéo
anticongelante contendo 150ml de etilenoglicol, 150 ml de glicerol e 200ml de PB 0,1M.

Para quantificar as células que expressam proteina c-Fos no hipocampo dos
camundongos expostos a PCL, seguiu-se o protocolo descrito anteriormente por Batista e
colaboradores (BATISTA et al., 2016), com algumas alteracdes. As fatias de cérebros foram
incubadas em 3% de peroxido de hidrogénio (H,O,) diluido em PBS 0,01M, utilizado para
bloquear a atividade da peroxidase enddgena, durante trinta minutos. Antes de incubar 0s
cortes com 0 anticorpo primario, os epitopos nas amostras de tecido foram bloqueados
durante uma hora com 1% de soro bovino (BSA) em PBS 0,01M contendo 0,4% Triton X-
100 para prevenir ligacGes ndo especificas. O anticorpo primario anti-c-Fos (sc-52, rabbit
polyclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology) foi diluido em 1:500 na mesma soluc¢éo utilizada
para blogueio de epitopos. Apos 44 horas de incubagdo com o anticorpo primario, os cortes de
tecido foram lavados em PBS e incubados com anticorpo secundario biotinilado (goat anti-
rabbit 1gG 1:1000 em PBS contendo 1% BSA, 0,4% Triton X-100). Os cortes foram entéo
processados pelo método da avidina-biotina-peroxidase (Vectastain ABC kit, Vector Lab). A
imunorreatividade a c-Fos foi revelada com o uso de 3,3' diaminobenzidina tetrahidrocloreto
(DAB). A contagem de células positivas para c-Fos foi realizada em cortes entre 1,82 e 2,06
mm ap6s o bregma (PAXINOS e FRANKLIN, 2001) (Fig. 4). As fotos foram realizadas em
um microscopio de luz (Zeiss, Oberkochen, Germany) utilizando a objetiva de 10x (quatro
fotos por hipocampo). A contagem das células positivas para c-Fos foi realizada manualmente
com o software ImageJ 1.51j8. Os resultados estdo representados como numero de células

positivas por fatia de hipocampo.
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Bregma -1,82 mm

Figura 4. Diagrama do plano representativo da regido de analise das células positivas para c-Fos no hipocampo.
A andlise foi realizada em todas as sub-regifes neste plano do hipocampo, bilateralmente. CA 1 = Cornu
Ammonis 1, CA 3 = Cornu Ammonis 3 e GD = Giro Denteado. Modificado de PAXINOS e FRANKLIN 2001.

4.5 Delineamento Experimental
4.5.1 Efeitos de agonistas e antagonistas canabinoides na locomocéao basal

Para o controle de efeito sobre a locomocgdo basal, diferentes grupos receberam
doses crescentes de AM251 (0,1, 0,3, 1, 3 ou 10 mg/kg), JWH133 (0,3, 1 ou 3 mg/kg),
AMG630 (5 mg/kg) ou veiculo e tiveram sua atividade locomotora avaliada na arena. O
AM?251 foi administrado 20min antes da habituacdo na arena por 10min e a distancia
percorrida foi analisada imediatamente apds a habituacdo, também durante 10min (teste). Este
controle é essencial para demonstrar que os possiveis efeitos do AM251, do JWH133 e do
AMG630 na sensibilizacdo induzida por cocaina ndo estdo relacionados com uma diminuicdo
da atividade locomotora basal dos animais. Os resultados estdo expressos como distancia total

percorrida em metros durante os 10min de teste.

4.5.2 Envolvimento de receptores canabinoides na sensibiliza¢ao induzida por cocaina

Os efeitos do antagonista CB;, AM251, e do agonista CB,, JWH133, foram

avaliados em um modelo de sensibilizacdo locomotora com a administracdo de cocaina. Para
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tal, AM251 (0,3, 1 e 3 mg/kg) ou JWH133 (0,3, 1 e 3 mg/kg) foram injetados trinta minutos
antes da administracdo de cocaina no primeiro (aquisicdo) ou no segundo (expressdo) dia de
protocolo em grupos independentes de animais (Fig. 5). Por fim, cinco grupos de animais
foram utilizados em cada fase, uma para cada dose de AM251 ou JWH133 e os controles: i)

veiculo-cocaina (dial-dia2), ii) cocaina-cocaina (dial-dia2).

Aquisicdo Expressédo
AM251,
JWH133 ou Coca ou Coca ou
vei vei vei
v ¥ v
Dia 1 I I Hab. I Teste I Dia 1 Hab. Teste
20 min 110 min | 10 min | 10min | 10 min
AM251,
JWH133 ou
Coca vei Coca
¥ v v
Dia 2 | Hab. I Teste I Dia 2 l | Hab. I Teste I
I 10min T10min | | 20 min I 10min 110 min |

Figura 5. Esquema representativo do delineamento experimental utilizando AM251 ou JWH133 nas fases de
aquisicdo ou expressdo da sensibilizacdo induzida por cocaina. Vei = veiculo, Coca = cocaina, Hab. =

habituacéo.

4.5.3 Envolvimento de receptores CB; nos efeitos do JWH133 sobre a sensibilizacéo
induzida por cocaina

Para verificar o envolvimento dos receptores CB, nos efeitos do JWH133 na
sensibilizacdo induzida por cocaina, administrou-se um antagonista destes receptores, 0
AMG630 (5 mg/kg), antes das injecdes de JWH133 (1 mg/kg). Repetiu-se o delineamento
experimental anterior agora com o acréscimo de uma injecdo 10 min antes do JWH133 (Fig.
6).
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Aquisicdo Expressdo
AM630 JWH133 Coca ou Coca ou
ouvei ouvei vei vei
¥ ¥ ¥ v
Dia 1 1 I I Hab. I Teste I Dia 1 I Hab. I Teste I
liomin I 20min T 10min T10min | [ 10min [ 10min |
AM630 JWH133
Coca ouvei ou vei Coca
¥ ¥ ¥ v
Hab. Teste Hab. Teste
Dia 2 ——— || bia2 — _ — 1
|10m|n |10m|n | |10m|n | 20 min |10m|n|10m|n |

Figura 6. Esquema representativo do delineamento experimental utilizando AM630 para reverter o efeito do
JWH133 nas fases de aquisi¢cdo ou expressdo da sensibilizacdo induzida por cocaina. Vei = veiculo, Coca =

cocaina, Hab. = habituac&o.

4.5.4 Efeitos de agonistas e antagonitas canabinoides na preferéncia ou aversao
condicionadas ao lugar

Previamente a realizacdo do PCL induzida por cocaina testou-se a possibilidade
das drogas AM251, JWH133 e AMG630 induzirem preferéncia ou aversdao quando pareadas
com um contexto (um dos lados da caixa utilizada no paradigma de PCL). Para este fim, 0s
animais foram separados em trés grupos independentes que receberam uma das trés drogas na
dose de 10 mg/kg. Seguiu-se 0 mesmo protocolo descrito no item 4.3.2, substituindo-se a

cocaina pelas drogas supracitadas.

4.5.5 Efeito do AM251 e do JWH133 na PCL induzida por cocaina e alterac6es na
expressao de c-Fos no hipocampo

Testou-se a hipotese de que a PCL induzida por cocaina poderia ser revertida pelo
antagonismo de receptores CB; ou pelo agonismo de receptores CB, com as drogas AM251 e
JWH133, respectivamente. Estas drogas foram administradas nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg
nas fases de aquisicdo (trés dias alternados durante os seis dias de condicionamento) ou
expressao (no ultimo dia, teste) previamente a exposi¢ao dos animais ao lado pareado com a
cocaina (aquisicao) ou ao centro da caixa (livre escolha durante a expressdo) (Fig. 7). Cada

conjunto de dados (AM251 ou JWH133 durante aquisi¢do ou expressao) foi obtido a partir de
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cinco grupos distintos, sendo estes: um para cada dose de AM251 ou JWH133, controle que

apenas recebeu veiculo e controle que recebeu cocaina nos dias de pareamento com o

contexto.

ﬁAMZm ou JWH133 ou Vei

Aquisicéo

|

ﬁCoca ou Vei
(> 4 6 |
. | | | | | | |
Dias

I I I I I I I I
1 3 5 7 8

\ J

Pré-teste Y Teste
Vei
Expressao
ﬁAMZH ou JWH133 ou Vei
ﬁCoca ou Vei
A
P 4
. 1 | | | | | ]
Di
] | | | | | |
1 \ 3 5 7 8
Pré-teste ' Teste
Vei

Figura 7. Esquema representativo do delineamento experimental utilizando AM251 ou JWH133 nas fases de

aquisicdo ou expressdo da PCL induzida por cocaina. Vei = veiculo, Coca = cocaina.

Apos a realizacdo deste paradigma comportamental, os cérebros dos animais que

passaram por perfusdo foram entdo utilizados para a realizacdo de imunohistoquimica para a

deteccdo de proteina c-Fos no hipocampo destes animais, como descrito anteriormente. Ao

final de tudo, somente os grupos tratados com AM251 ou JWH133 que diferiram

significativamente do grupo controle de cocaina passaram por analise histologica.
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4.5.6 Envolvimento de receptores CB; nos efeitos do JWH133 sobre a PCL induzida por
cocaina

Com o intuito de comprovar que o efeito do JWH133 sobre a PCL induzida por
cocaina é realmente mediado por receptores CB,, administrou-se um antagonista destes
receptores, 0 AM630 (10 mg/kg), antes das injecbes de JWH133 (10 mg/kg). Repetiu-se o
delineamento experimental anterior agora com o acréscimo de uma injecdo antes do JWH133
(Fig. 8). Os grupos obtidos receberam: i) veiculo durante todo o condicionamento; ii) cocaina
nos dias especificados; iii) JWH133 antes das injecGes de cocaina (aquisi¢cdo) ou antes do
teste (expressao); iv) AM630 antes das injecdes de JWH133 (aquisicdo ou expressdo) e V)

AMG630 antes das injecOes de cocaina (aquisi¢do) ou antes do teste (expresséo).
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Aquisigdo

{2 4 6 \
| l l l l l l
Dias
| | | I I | I I
1 3 5 7 8
\ J
Pré-teste Y Teste
Vei
Expressdo
pf AM630 ou Vei
_ ¥
/ﬁ‘} Coca ou Vei /69 JWH133 ou Vei
A
|' 2 4 6 \

Dias | ] i 4 ! ! ! I

| | | | | | | |

1 3 5 7 8

\ J
Pré-teste | Teste
Vei

Figura 8. Esquema representativo do delineamento experimental utilizando AM630 e JWH133 nas fases de

aquisicdo ou expressdo da PCL induzida por cocaina. Vei = veiculo, Coca = cocaina.

4.6 Analise estatistica

Os dados comportamentais foram submetidos ao teste t de uma amostra ou analise
de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias, seguido de teste post-hoc de Bonferroni ou
Newman-Keuls, conforme apropriado. Para os dados obtidos por imunohistoquimica,
utilizou-se ANOVA de uma via seguido de teste post-hoc de Newman-Keuls. O nivel minimo
de significancia considerado € de p < 0,05. Os dados estdo apresentados como a média +/-

E.P.M. (erro padrdo da média). Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o
software GraphPad Prism.
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5 Resultados

5.1 Efeitos de agonistas e antagonistas canabinoides sobre a locomogéo basal

As administrac@es de antagonista CB, AM630 (5 mg/kg), agonista CB, JWH133
(0,3, 1 e 3 mg/kg) e antagonista CB; AM251 (0,1, 0,3, 1, 3 e 10 mg/kg) ndo modificaram a
locomogé&o basal de camundongos (Fg 49 = 0,7124, p = 0,6948) (Tabela 1).

Tabela 1. O AM630 (5 mg/kg), o JWH133 (0,3, 1 e 3 mg/kg) e 0 AM251 (0,1, 0,3 1, 3 e 10 mg/kg) ndo alteram
a locomocéo basal de camundongos expostos a arena apds 10 minutos de habituagdo. Os dados estdo expressos
como média + erro padrdo da média (n = 6 animais/grupo). N& h& diferenca estatistica entre 0s grupos

(ANOVA de uma via e teste post-hoc de Newman Keuls).

Tratamento Dose Distancia Percorrida (m)
Veiculo - 8,25+1,14
AM630 5 mg/kg 8,49 + 1,47

0,3 mg/kg 985+1,17

JWH133 1 mg/kg 8,40 + 0,84
3 mg/kg 10,29 £ 0,68

0,1 mg/kg 9,24 + 1,96

0,3 mg/kg 8,90 + 2,18

AM251 1 mg/kg 8,24 + 0,37
3 mg/kg 6,44 + 0,99

10 mg/kg 7,07+1,48

5.2 Efeitos de antagonismo de receptores CB; e de agonismo de receptores CB,
sobre a sensibilizacdo motora induzida por cocaina

Com a administragdo do antagonista de receptores CB; (AM251) previamente
a fase de aquisicdo da sensibilizacdo induzida por cocaina observa-se que 0 AM251, na menor
dose utilizada (0,3 mg/kg), previniu a hiperlocomocéo por cocaina no primeiro dia (Fig. 9A).
Os animais que receberam AM251 no primeiro dia ndo sofreram a sensibilizacdo por cocaina
observada no segundo dia (droga: F470 = 9,444, p < 0,0001; tempo: F170= 24,03, p < 0,0001;
interacdo: F 470 = 1,350, p = 0,2623) (Fig. 9A). Quando administrado no segundo dia de
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protocolo, isto é, previamente a expressdo da sensibilizacdo, 0 AM251 nas doses de 1 e 3
mg/kg diminuiu este efeito da cocaina (droga: F 466 = 12,19, p < 0,0001; tempo: F; g6 = 45,93,
p < 0,0001; interacdo: F 466 = 3,024, p = 0,0237) (Fig. 9B).

Além disso, o agonismo de receptores CB, com JWH133 impediu o efeito de
sensibilizacdo, sem alterar agudamente a hiperlocomocao induzida por cocaina (droga: F4s4 =
6,609, p = 0,0002; tempo: Fy54 = 9,965, p = 0,0026; interagdo: F 454 = 2,124, p = 0,0904)
guando administrado previamente a aquisicdo da sensibilizacdo (Fig. 10A). Similarmente ao
que ocorreu com a administracdo de AM251, JWH133 nas doses de 1 e 3 mg/kg atenuou a
sensibilizacdo induzida por cocaina (droga: F 449 = 4,385, p = 0,0041; tempo: Fy 49 = 5,583, p
=0,0221; interagdo: F 449 = 1,290, p = 0,2869) quando administrado previamente & andlise da
expressdo da sensibilizacdo (Fig. 10B). O antagonismo de receptores CB, com AMG630 (5
mg/kg) reverteu o efeito do JWH133 tanto na aquisi¢do (droga: F 45 = 12,21, p < 0,0001;
tempo: F 150 = 50,05, p < 0,0001; interacdo: F 45 = 4,034, p = 0,0065) (Fig. 11A) quanto na
expressao (droga: F 450 = 7,136, p = 0,0001; tempo: F15 = 21,11, p < 0,0001; interacdo: F 450
= 2,185, p = 0,0841) (Fig. 11B) da sensibilizacdo. Como o esperado, a administracdo de
AMG630 ndo alterou por si sé o efeito da cocaina na sensibilizacdo em ambas as fases (Fig.
11).
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Figura 9. O antagonismo de receptores canabinoides do tipo 1 (CB;) com AM251 previniu a sensibilizacdo

induzida por cocaina quando administrado previamente a fase de aquisicdo (A) ou expressdo (B), 30 minutos

antes da administracdo de 20 mg/kg de cocaina no dia 1 (A) ou no dia 2 (B). Os dados estdo expressos como

média + erro padrdo da média, analisados por ANOVA de duas vias e por teste post-hoc de Bonferroni (n = 7-8

animais/grupo). # p< 0,05 entre os grupos vei+vei (dial) ou AM 0,3+coca (dial) comparado com vei+coca (dia

1) *p < 0,05 comparado com o grupo vei+coca/coca (dial/dia2) no dia 2. Vei = veiculo, Coca = cocaina, AM =

AM251
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Figura 10. O agonismo de receptores canabinoides do tipo 2 (CB,) com JWH133 previniu a sensibilizacdo

induzida por cocaina quando administrado previamente a fase de aquisicdo (A) nas doses de 0,3 e 1 mg/kg ou

expressdo (B) nas doses de 1 e 3 mg/kg, 30 minutos antes da administracdo de 20 mg/kg de cocaina no dia 1 (A)

ou no dia 2 (B). Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média, analisados por ANOVA de duas

vias e por teste post-hoc de Bonferroni (n = 6 animais/grupo). *p < 0,05 comparado com o grupo vei+coca/coca

(dia 1/2) no dia 2. Vei = veiculo, Coca = cocaina, JWH = JWH133.
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Figura 11. O antagonismo de receptores canabinoides do tipo 2 (CB,) com AM630 (10 mg/kg) reverte o efeito
observado do JWH133 (10 mg/kg) nas fases de aquisicdo (A) e expressdo (B) da sensibilizacdo induzida por

cocaina. Os dados estdo expressos como média * erro padrdo da média, analisados por ANOVA de duas vias e
por teste post-hoc de Bonferroni (n = 6 animais/grupo). *p < 0,05 comparado com o grupo V-V-V/Coca ou
Coca/V-V-C (dia 1/2) no dia 2. &p < 0,05 comparado com o grupo V-J-C/Coca ou Coca/V-J-C (dial/dia2) no
dia 2. V = veiculo, C = cocaina, J = JWH133 e A = AM630.
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5.3 Efeitos de agonistas e antagonistas canabinoides sobre a PCL

Primeiramente, constatou-se que as drogas que modulam o sistema
endocanabinoide ndo induzem preferéncia nem aversdo condicionada ao lugar (teste t de uma
amostra, AM251: tg = 0,4825, p = 0,6424; AM630: tg = 1,341, p = 0,2168; JIWH133: tg =
0,9380, p = 0,9380) (Fig. 12).

<«

g — T

CAM251 AM6E30  JWHI133

Taxa de prefer

-50-

Figura 12. Controle das drogas utilizadas. O antagonismo de receptores canabinoides do tipo 1 (CB;) e do tipo 2
(CB,) com AM251 (10 mg/kg) e AM630 (10 mg/kg), respectivamente, bem como 0 agonismo de receptores CB,
com JWH133 (10 mg/kg) néo induziram preferéncia ou averséo condicionada ao lugar. Os dados estéo expressos
como média + erro padrdo da média, analisados por teste t em comparagdo com um valor tedrico de zero (n =9

animais/grupo).

5.4 Efeitos de antagonismo de receptores CB; e de agonismo de receptores CB,
sobre a PCL induzida por cocaina

Em seguida, testou-se o efeito do AM251 na PCL induzida por cocaina quando
administrado na fase de aquisicdo (durante o condicionamento) ou expressao (no teste). A
dose mais alta de AM251, 10 mg/kg, impediu o condicionamento por cocaina quando as
injecBes deste antagonista ocorreram previamente as injecdes de cocaina (F 447 = 7,741, p <
0,0001) (Fig. 13A). Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os grupos tratados com
AM251 na expressdo da preferéncia e o grupo controle cocaina (F 444 = 4,956, p = 0,0022)
(Fig. 13B). Portanto, o antagonismo de receptores CB; previniu o condicionamento a cocaina,
porém, uma vez consolidada a memodria, a busca pela recompensa acontece mesmo com a
administracdo de AM251.
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Figura 13. O antagonismo de receptores canabinoides do tipo 1 (CB;) com AM251 (10 mg/kg) previniu a PCL
induzida por cocaina (20 mg/kg) quando administrado durante a fase de aquisicdo (A), mas ndo quando
administrado na fase de expressdo (B). Os dados estdo representados como média + erro padrdo da média,
analisados por ANOVA de uma via e por teste post-hoc de Newman-Keuls (n = 8-12 animais/grupo). **p < 0,01
e ***p < 0,001 comparado com o grupo tratado com veiculo, ##p < 0,01 comparado com o grupo que recebeu

somente cocaina. Vei = veiculo, Coca = cocaina, AM = AM251.
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Outra hipotese testada neste modelo de PCL foi a de que o agonismo de
receptores CB, com JWH133 seria capaz de prevenir e/ou reverter o condicionamento ao qual
os animais foram submetidos com cocaina. Quando administrado durante a aquisicdo, 0
JWH133 reduziu a PCL por cocaina, ainda que na maior dose utilizada (10 mg/kg) ndo ha
diferenca significativa com o grupo controle veiculo (F446 = 4,168, p = 0,0058) (Fig. 14A).
Ao contrario do observado com o AM251, o JWH133 (10 mg/kg) administrado no dia do
teste impediu a expressdo da PCL induzida por cocaina (F 4 44 = 4,843, P = 0,0025) (Fig.
14B).

O JWH133 foi novamente testado, na dose de 10 mg/kg, em animais previamente
tratados com veiculo ou com AM630, um antagonista de receptores CB,, previamente as
injecdes de JWH133 em ambas as fases da PCL por cocaina. Interessantemente, foi detectado
efeito do JWH133 (10 mg/kg) quando administrado na aquisicao (Fig. 15A). De acordo com o
esperado, 0 AM630 (10 mg/kg) foi capaz de reverter o efeito do JWH133 nas duas fases
distintas de administragdo (Fig. 15). Além disso, a administracdo de AM630 n&o alterou por si
sO o efeito da cocaina na PCL quando da aquisicdo (F 442 = 7,650, p = 0,0001) (Fig. 15A).
Todavia, quando administrado no dia do teste o grupo tratado com AM630 nao diferiu do

grupo veiculo nem do grupo cocaina (F 449 = 6,222, p = 0,0004) (Fig.15B).
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Figura 14. O agonismo de receptores canabinoides do tipo 2 (CB,) com JWH133 reduziu o efeito da cocaina
quando administrado durante a fase de aquisicdo (A), e aboliu a preferéncia induzida por cocaina quando
administrado na expressdo (B) da PCL. Os dados estdo representados como média * erro padrdo da média,
analisados por ANOVA de uma via e por teste post-hoc de Newman-Keuls (n = 9-11 animais/grupo). * p < 0,05
e **p < 0,01 comparado com o grupo tratado com veiculo, #p < 0,05 comparado com o grupo que recebeu

somente cocaina. Vei = veiculo, Coca = cocaina, JWH = JWH133.
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Figura 15. O antagonismo de receptores canabinoides do tipo 2 (CB,) com AM630 (10 mg/kg) reverteu o efeito
do JWH133 (10 mg/kg) nas fases de aquisicdo (A) e expressdo (B) da PCL induzidas por cocaina. Os dados

estdo representados como média + erro padrdo da média, analisados por ANOVA de uma via e por teste post-hoc
de Newman-Keuls (n = 9-11 animais/grupo). * p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 comparado com 0 grupo
tratado com veiculo, #p < 0,05 comparado com o grupo que recebeu somente cocaina. V = veiculo, C = cocaina,
J = JWH133, AM = AMG630.
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5.5 O tratamento com AM251 ou JWH133 reverte o aumento de c-Fos induzido
por cocaina no hipocampo

Os animais que passaram pelo teste de PCL foram perfundidos e seus cérebros
dissecados para andlise imunohistoquimica de ativacdo neuronial (células positivas para c-
Fos). Esta marcacdo foi realizada somente em animais tratados com as doses que atenuaram a
PCL induzida por cocaina, isto €, AM251 (10 mg/kg) na aquisi¢do (Fig, 13A), JWH133
(10mg/kg) na aquisicdo (Fig. 14A) e expressdo (Fig. 14B).

O tratamento com cocaina induziu o aumento de proteina c-Fos no hipocampo
(Fig. 16, 17 e 18). O antagonismo de receptores CB; com AM251 na aquisicdo (Fig. 16), e 0
agonismo de receptores CB, com JWH133 na aquisi¢do (Fig. 17) e na expressao (Fig. 18) da

PCL induzida por cocaina reverteram o aumento de c-Fos evidenciado na regido hipocampal.
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Figura 16. O tratamento com AM251, na fase de aquisicdo da PCL, reverteu o aumento de expressdo de c-Fos
induzido por cocaina no hipocampo de camundongos. (A) Numero de células positivas para c-Fos por fatia de
hipocampo e (B) Foto representativa de marcacéo imunohistoquimica para c-Fos em um dos lados de hipocampo
(aumento 5x). Os dados estdo representados como média + erro padrdo da média, analisados por ANOVA de
uma via e por teste post-hoc de Newman-Keuls (n = 4 animais/grupo). *p < 0,05 comparado com o grupo tratado
com veiculo, #p < 0,05 comparado com o grupo que recebeu somente cocaina. Zoom na regido do giro denteado.

Vei = veiculo, Coca = cocaina.
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Figura 17. O tratamento com JWH133, na fase de aquisi¢do da PCL, reverteu o aumento de expressdo de c-Fos
induzido por cocaina no hipocampo de camundongos. (A) Numero de células positivas para c-Fos por fatia de
hipocampo e (B) Foto representativa de marcagdo imunohistoquimica para c-Fos em um dos lados de hipocampo
(aumento 5x). Os dados estdo representados como média + erro padrdo da média, analisados por ANOVA de
uma via e por teste post-hoc de Newman-Keuls (n = 4 animais/grupo). *p < 0,05 comparado com o grupo tratado
com veiculo, #p < 0,05 comparado com o grupo que recebeu somente cocaina. Zoom na regido do giro denteado.

Vei = veiculo, Coca = cocaina.



49

100 pm

A
250+

2
5 200
o150 #
Z 100 ——
oL
£
2 501
o

o Ll Ll

Vei Vei JWH 10

Vei Coca

Figura 18. O tratamento com JWH2133, na fase de expressdo da PCL, reverteu o aumento de expressao de c-Fos
induzido por cocaina no hipocampo de camundongos. (A) Numero de células positivas para c-Fos por fatia de
hipocampo e (B) Foto representativa de marcacdo imunohistoquimica para c-Fos em um dos lados de hipocampo
(aumento 5x). Os dados estdo representados como média + erro padrdo da média, analisados por ANOVA de
uma via e por teste post-hoc de Newman-Keuls (n = 4 animais/grupo). *p < 0,05 comparado com o grupo tratado
com veiculo, #p < 0,05 comparado com o grupo que recebeu somente cocaina. Zoom na regido do giro denteado.
Vei = veiculo, Coca = cocaina.
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6 Discussao

Coletivamente, os resultados apresentados neste trabalho indicam que o antagonismo
de receptores canabinoides CB; e 0 agonismo de receptores canabinoides CB, alteram,
prevenindo e revertendo, efeitos de sensibilizacdo e PCL induzidos por cocaina em
camundongos. Além disso, estas intervengdes farmacoldgicas inibem a ativacdo neuronial no
hipocampo, uma estrutura relacionada a memdria contextual, em animais que passaram por
condicionamento com a cocaina. Portanto, o sistema endocanabinoide pode estar envolvido
nos efeitos induzidos por cocaina, sendo assim um possivel alvo terapéutico para o tratamento

do transtorno do uso desta substancia.

6.1 Envolvimento de receptores canabinoides na sensibiliza¢gdo motora

O aumento de resposta a um estimulo, apos repetidas exposicoes, &€ denominado
sensibilizacdo. Em relacdo as drogas de abuso, a sensibilizagdo comportamental é observada
por aumento na resposta locomotora que ocorre com a repetida e intermitente administracéo
de uma determinada droga. Esta sensibilizacdo locomotora demonstra o enorme potencial de
inducdo de plasticidade cerebral por psicoestimulantes e pode participar nas alteracdes que
facilitam o desenvolvimento de adiccdo (ROBINSON e BERRIDGE, 1993). Os protocolos de
avalicdo da sensibilizacdo induzida por cocaina em animais variam principalmente em relacéo
ao tempo entre a aquisicdo e a expressdo da sensibilizacdo. O intervalo entre a aquisicdo e a
expressdo da sensibilizacdo é importante, uma vez que a administracdo repetida de cocaina
em um espaco curto de tempo gera tolerancia. Em todos os experimentos de sensibilizacdo
comportamental realizados neste trabalho, a cocaina induziu o aumento significativo na
resposta locomotora quando administrada repetidamente em uma dose fixa (20 mg/kg),
indicando que este intervalo de tempo foi suficiente para a inducdo da sensibilizacdo
comportamental nos camundongos.

Ha& poucos e controversos trabalhos demonstrando o papel de receptores CB; na
sensibilizacdo induzida por cocaina. O AM251 (0,3 mg/kg), agonista inverso de receptores
CB4y, inibe agudamente a hiperlocomog&o induzida por cocaina observada no primeiro dia de
protocolo, quando administrado antes da injecdo de cocaina. Além disso, 0s animais que
receberam AMZ251 no primeiro dia ndo desenvolveram sensibilizagdo, mas apresentaram

hiperlocomog¢do no segundo dia, ndo diferindo significativamente do grupo que recebeu
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cocaina apenas no segundo dia de protocolo. Estes resultados corroboram dados obtidos com
0 uso de rimonabanto, também agonista inverso de receptores CB; (MARINHO et al., 2015;
MEREU et al., 2015). Entretanto, outros estudos falharam em observar este efeito agudo do
AM251 (CORBILLE et al., 2007; KUPFERSCHMIDT et al., 2012) ou do rimonabanto
(FILIP et al., 2006) na fase de aquisicdo da sensibilizagdo por cocaina. Provavelmente, esta
aparente controvérsia é devido as diferencas entre espécies e linhagens utilizadas. Assim
como outros autores (MARINHO et al.,, 2015; MEREU et al., 2015), no6s utilizamos
camundongos Swiss, enquanto outros trabalharam com camundongos C57BL/6J (CORBILLE
et al., 2007) ou ratos (FILIP et al., 2006; KUPFERSCHMIDT et al., 2012). Até o presente
momento, este é 0 Unico estudo que avalia o efeito do AM251 na sensibilizacdo induzida por
cocaina em camundongos Swiss.

Além disso, o AM251 (1 e 3 mg/kg) administrado previamente a fase da
expressdo diminuiu a sensibilizacdo por cocaina. Este resultado contradiz resultados
anteriores obtidos com camundongos nocautes para CB; (MARTIN et al., 2000) ou tratados
com rimonabanto (LESSCHER et al., 2005), onde o efeito de sensibilizacdo por cocaina foi
observado independente da intervencdo genética ou farmacoldgica. Estas diferencas podem
ser consequéncia de protocolos distintos: sensibilizacdo por autoadministracdo (LESSCHER
et al., 2005) e um periodo longo (19 dias) entre a aquisicdo e a expressdo da sensibilizacao
(MARTIN et al., 2000). Por outro lado, corroboramos dados dos estudos citados
anteriormente (CORBILLE et al., 2007; FILIP et al., 2006; KUPFERSCHMIDT et al., 2012;
MARINHO et al., 2015; MEREU et al., 2015) evidenciando a participacdo de receptores CB;
na expressao da sensibilizacdo, independentemente da espécie ou linhagem.

Os mecanismos pelos quais os receptores CB; modulam a sensibiliza¢éo induzida
por cocaina ainda nao estdo completamente elucidados. Entretanto, Corbillé e colaboradores
demonstraram que a delecdo genética do receptor CB; previne a fosforilacdo de receptores
metabotrépicos de glutamato do tipo 1 (mGIuR1) induzida por cocaina no estriado dorsal e
nacleo acumbente (CORBILLE et al., 2007). Os mGIuR1 sdo receptores que induzem a
sintese de 2-AG (HASHIMOTODANI et al.,, 2007). O uso de cocaina estimula estes
receptores que, consequentemente, facilitardo a atuacdo de 2-AG em receptores CB;
localizados em neurénios GABAérgicos do mesencéfalo. A inibicdo de GABA, por fim,
desinibe neurdnios dopamineérgicos, resultando no aumento de dopamina na regido do ndcleo

acumbente (WANG et al., 2015). Portanto, a desinibi¢cdo de neurdnios dopaminérgicos por
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acdo de 2-AG mobilizada por cocaina pode explicar o efeito de antagonistas/agonistas inverso
de CB; na sensibilizacdo comportamental.

Em seguida, o papel do receptor CB; na sensibilizacdo induzida por cocaina foi
avaliado. Nés demonstramos que o JWH133, agonista CB, nas doses utilizadas (0,3, 1 e 3
mg/kg) ndo altera agudamente a hiperlocomocdo por cocaina observada na aquisicdo da
sensibilizagdo. Em contrapartida, a administracdo de JWH133 (20 mg/kg) inibe a
hiperlocomocdo por cocaina em camundongos C57BL/6J selvagens, mas ndo em
camundongos nocautes para CB, (XI et al., 2011). Delis e colaboradores corroboraram este
dado em ratos tratados com JWH133 (10 mg/kg) antes da injecdo aguda de cocaina (DELIS et
al., 2016). Portanto, é razoavel assumir que se tivéssemos utilizados uma dose maior de
JWH133 teriamos observado efeito semelhante. Apesar de ndo reverter o efeito agudo da
cocaina, doses ndo tao altas de JW133, quando administradas na aquisi¢cdo, foram eficazes em
reduzir a sensibilizacdo induzida por cocaina. Similarmente ao efeito do AM251, o JWH133
administrado no dia da expresséo da sensibilizagdo, previamente a injecao de cocaina, atenua
a sensibilizacdo induzida por cocaina. Este € a primeira demonstracdo de efeito do JWH133
utilizado em um modelo de sensibilizacdo por cocaina. Nossos dados corroboram o0s
resultados obtidos em camundongos transgénicos que superexpressam CB, (ARACIL-
FERNANDEZ et al., 2012), indicando que estes receptores canabinoides modulam a
sensibilizagdo por cocaina. Além disso, o tratamento prévio com AMG630, antagonista CB.,
reverte o efeito do JWH133 em ambas as fases de aquisicdo e expressdo da sensibilizacao,
evidenciando que o efeito observado € realmente por acdo de receptores CB,. O antagonismo
de receptores CB, ndo altera a sensibilizagdo, como demonstrado anteriormente (BLANCO-
CALVO etal., 2014).

Importante destacar que nenhum dos agonistas ou antagonitas canabinoides
alteraram a locomocédo basal dos animais. Logo, os efeitos observados devem ser mediados
por alteracBes no sistema dopaminérgico mesocorticolimbico, e ndo por efeitos adversos.
Embora ndo se saiba ao certo quais sdo as modificagcdes que ocorrem no SNC responsaveis
pelo efeito comportamental de sensibilizacdo induzida por cocaina, algumas regides parecem
estar intimamente relacionadas, como é o caso do nucleo acumbente, da area tegmental
ventral e do cortex pré-frontal medial (STEKETEE e KALIVAS, 2011). E razoavel assumir,
levando em consideragdo estudos prévios (CORBILLE et al., 2007; WANG et al., 2015), que
o efeito da cocaina é mediado por endocanabinoides que irdo atuar primariamente em

receptores CB; localizados em neurdnios GABAEérgicos. Enquanto que a ativacdo de
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receptores CB,, expressos em menor quantidade, produziria um efeito contrério,
possivelmente por estes estarem localizados em neurénios dopaminérgicos (ZHANG et al.,
2014). Entretanto, mais estudos precisam ser realizados para melhor compreender 0s

mecanismos envolvidos neste efeito.

6.2 Envolvimento de receptores canabinoides na PCL e expressdo de c-Fos no
hipocampo

Em seguida, demonstramos que o antagonismo de receptores CB; e 0 agonismo
de receptores CB, atenuam a aquisi¢do ou a expressdo da PCL induzida por cocaina. Estes
resultados corroboram os nossos dados de sensibilizacdo locomotora, ainda que o0s circuitos
neurais recrutados em cada modelo possam ser distintos. Apesar de algumas limitacGes, o
modelo de PCL traz muitas vantagens: simplicidade metodoldgica, possibilidade de medir
respostas de recompensa e aversao com o mesmo procedimento, possibilidade de testar a
preferéncia condicionada na auséncia da droga (evitando interpretacdes erréneas influenciadas
por alteracBes locomotoras), entre outras (CUNNINGHAM et al., 2006). Ha discussdes sobre
o verdadeiro significado da PCL. Enquanto alguns argumentam se tratar de um
comportamento relacionado com incentivo, outros defendem que pode ser um comportamento
de condicionamento operante (HUSTON et al.,, 2013). Independente da motivacdo do
comportamento observado, para a PCL ocorrer o animal precisa ser capaz de lembrar da
associacdo entre contexto e droga, ou seja, € dependente do hipocampo. Por isso, n6s tambeém
quantificamos a expressdo da proteina c-Fos no hipocampo dos animais cujo tratamento com
as drogas canabinoides efetivamente atenuou a PCL induzida por cocaina. A proteina c-Fos é
codificada por um gene de ativagdo imediata e é utilizada em marcacgdes para anélise de
atividade neuronial. Sabe-se que a cocaina induz o aumento de c-Fos em regides do sistema
mesocorticolimbico, especialmente no nucleo acumbente (MARINHO et al., 2017), mas
também no hipocampo (LADRON DE GUEVARA-MIRANDA et al., 2017). A nossa
hipétese de que 0 AM251 e o JWH133 em doses que atenuaram a PCL induzida por cocaina
reverteriam a ativacdo neuronial no hipocampo foi confirmada.

Corroborando estudos anteriores (DELIS et al., 2016; HU et al., 2015; MARTIN
et al., 2000), a cocaina induziu de forma robusta a preferéncia pelo compartimento da caixa
pareado previamente com a droga no paradigma de PCL utilizado no presente trabalho. Por
outro lado, as drogas utilizadas que atuam em receptores canabinoides (AM251, JWH133 e

AMG630) ndo induziram preferéncia nem aversdo condicionada ao lugar. Em seguida, para
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testar a influéncia de receptores canabinoides na memoria contextual a cocaina, nos
administramos as drogas que atuam nestes receptores em diferentes fases do
condicionamento: aquisicdo (antes de cada uma das trés injecdes de cocaina) ou expressao
(antes do teste, quando o animal ja havia sido condicionado ao lugar). As doses de AM251 e
JWH133 que diminuiram o efeito da cocaina neste paradigma foram maiores que as
necessarias para prevenir a sensibilizacdo locomotora, indicando que repetidas administracées
de cocaina alteram mais significativamente a circuitaria cerebral.

O antagonismo de receptores CB; com o AM251 (10 mg/kg) preveniu a PCL
quando realizado na fase de aquisi¢cdo da PCL, estando de acordo com resultados anteriores
obtidos com o rimonabanto (DELIS et al.,, 2016; HU et al.,, 2015; YU et al., 2011).
Interessantemente, nocautes para o receptor CB; condicionam normalmente a cocaina
(HOUCHI et al., 2005; MARTIN et al., 2000), indicando que os receptores CB; ndo sao
essenciais para o desenvolvimento da memdria contextual associada a cocaina. Ao contrario
do resultado obtido com a administracdo de rimonabanto a ratos na fase da expressédo da PCL
(DELIS et al., 2016), ndés nao observamos efeito do AM251 nas doses utilizadas sobre a PCL
induzida por cocaina quando administrado na expressao, assim como outros nao observaram
com o rimonabanto apos o condicionamento ter ocorrido (CHAPERON e THIEBOT, 1999).
Estas diferencas indicam a necessidades de mais estudos sobre o papel de receptores CB;,
principalmente ap6s administragdes repetidas de cocaina. Poderiamos supor que os receptores
CB; participam da aquisicdo de memoria contextual relacionada ao uso de cocaina e que a
ativacdo destes facilita a acdo da cocaina, porém, uma vez que a memoria ja esteja
consolidada, a facilitacdo proporcionada por ativacdo de CB; ndo é mais necesséria para a
expressdo do condicionamento.

A localizacdo especifica dos receptores CB; ndo foi investigada neste trabalho.
Entretanto, a estimulacdo do sistema endocanabinoide, principalmente mediada por ativacdo
de receptores CB;, pode induzir efeitos tanto de recompensa quanto de aversdo (AHMAD et
al., 2016; ZANGEN et al., 2006). Os neurdnios dopaminérgicos que se projetam da ATV
parecem estar especialmente relacionados com o processamento comportamental das vias de
recompensa e aversao (LAVIOLETTE e VAN DER KOOY, 2003). Recentemente,
demonstrou-se que a ativacao de receptores CB; na regido posterior da ATV induz efeitos de
recompensa avaliados com o uso do modelo de PCL (AHMAD e LAVIOLETTE, 2017).
Além disso, esta é dependente de transmissdo dopaminérgica na amigdala basolateral,

indicando a via mesolimbica especifica por onde estes receptores atuam promovendo efeitos
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recompensatorios (AHMAD e LAVIOLETTE, 2017). Especulamos que o antagonismo
sisttmico de receptores CB; com AM251 pode atuar especialmente em neurbnios
dopaminérgicos da ATV, bloqueando a transmissdo de dopamina e alterando a PCL induzida
por cocaina.

O envolvimento de receptores CB, na PCL induzida por cocaina foi avaliado com
injecBes sistémicas de JWH133, e confirmado com o antagonismo destes receptores com
AMG630. Ao contrario do observado com a administracdo de AM251, o agonismo de
receptores CB; foi capaz de reverter o efeito da cocaina mesmo apds o condicionamento ter
ocorrido neste modelo de PCL. Entretanto, quando administramos JWH133 antes das injecGes
de cocaina durante a fase de aquisicdo, a diminuicdo da PCL ndo foi significativamente
diferente. Repetimos o tratamento com JWH133 (10 mg/kg) e acrescentamos um grupo com
AMG630 (10 mg/kg) previamente ao JWH133 e desta vez detectamos o efeito do agonismo de
receptores CB; sobre a memdria contextual induzida por cocaina. De forma muito similar, um
estudo recente demonstrou que o JWH133 diminui a aquisicdo da PCL por cocaina em ratos
(DELIS et al., 2016). Além disso, outros estudos demonstraram que a administracdo de O-
1966, um agonista de receptores CB,, diminui PCL por cocaina (IGNATOWSKA-
JANKOWSKA et al., 2013), que 0 JWH133 (Xl et al., 2011) e a superexpressao de receptores
CB, (ARACIL-FERNANDEZ et al., 2012) diminuem a auto-administracdo a cocaina.

A quantificacdo de proteina c-Fos no hipocampo destes animais evidenciou que o
AM251 (10 mg/kg) na aquisicdo e 0 JWH133 (10 mg/kg) na aquisicdo e na expressao da PCL
revertem 0 aumento da ativacdo neuronial induzida por cocaina. Este resultado evidencia a
importancia do hipocampo para a consolidacdo da memdria ao contexto onde a droga foi
administrada. As memarias associadas ao uso da cocaina sao persistentes e de dificil extincdo,
indicando que a adiccdo a cocaina €, em grande parte, um transtorno de aprendizado e de
memoéria (KUTLU e GOULD, 2016). O hipocampo pode ser responsavel por desencadear o
desejo por cocaina induzido por pistas (“cue-induced cocaine craving” em inglés) (KILTS et
al., 2004; TOMASI et al., 2015) bem como a aquisi¢cdo e processamento de memorias
relacionadas ao uso de cocaina (CASTILLA-ORTEGA et al., 2016; OTIS et al., 2014). No
sistema de recompensa cerebral, 0 hipocampo esta integrado por projecdes bi-direcionais com
a ATV. ProjecGes dopaminérgicas da ATV regulam a plasticidade e funcdo hipocampal
(GHANBARIAN e MOTAMEDI, 2013) e, por sua vez, projegdes hipocampais potencializam
a atividade na ATV por vias polissinapticas que podem envolver o ndcleo acumbente (KAHN
e SHOHAMY, 2013; LUO etal., 2011). Ademais, a liberacdo de dopamina no hipocampo de
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individuos com o transtorno do uso de cocaina, em resposta aos estimulos associados a droga,
€ mais proeminente nos pacientes que relataram um maior desejo por buscar a droga
(FOTROS et al., 2013).

O uso de modelos comportamentais como o da PCL permite o estudo de
componentes especificos relacionados com o uso de cocaina. Por exemplo, quando o
hipocampo é lesado ou inativado os animais ndo condicionam com PCL por cocaina
(HERNANDEZ-RABAZA et al., 2008; MEYERS et al., 2003; MEYERS et al., 2006). Além
disso, mesmo ap6s a consolidacdo da memdria contextual a cocaina, o hipocampo ainda é
necessario para a evocagdo desta (OTIS et al.,, 2014; RAYBUCK e LATTAL, 2014).
Entretanto, ndo é possivel determinar se os animais com hipocampo lesado deixam de
procurar 0 contexto pareado com cocaina devido a um déficit cognitivo ou, ainda, por
alteragcdes em vias de recompensa. Ambas as opc¢des Sao viaveis, uma vez que o hipocampo é
responsavel por memdrias similares em testes ndo relacionados a drogas, mas também esta
relacionado com motivacdo e desejo por drogas. Nossos resultados, além de corroborar
estudos que demonstram a participacdo do hipocampo na memoria associada ao uso de
cocaina, apontam para o papel de receptores canabinoides na ativacdo de neurdnios
hipocampais quando da expressdo desta memdria. De forma semelhante, o antagonismo de
receptores CB; no hipocampo dorsal impede o restabelecimento da PCL induzida por
morfina, sugerindo que a ativacdo de CB; no hipocampo facilita a memdria contextual ao uso
de morfina (ZHAO et al., 2017). Em relagdo aos receptores CB,, este é o primeiro estudo a
demonstrar o envolvimento destes na memoria dependente de hipocampo na PCL induzida
por cocaina. Ao contrario do que ocorre com a ativacdo de receptores CBj, as acles
desencadeadas por CB, atenuam os efeitos induzidos por cocaina.

Em suma, nossos resultados evidenciam que os receptores CB; e CB; regulam de
forma oposta, facilitando ou atenuando, os efeitos comportamentais de sensibilizacdo e PCL
induzidos por cocaina. Além disso, a memdria contextual, avaliada por meio do paradigma de
PCL, é dependente de ativacdo de neurbnios no hipocampo e pode ser revertida com o
tratamento de antagonista CB; ou agonista CB,, indicando a correlacdo entre efeitos celulares
e comportamentais neste modelo. Por serem receptores acoplados a proteina G;, poderia
supor-se que ambos desencadeariam respostas similares frente a um mesmo estimulo.
Entretanto, levando-se em consideragdo que estes apresentam localizagéo distinta no SNC,
podendo inibir a inibicdo (em neurdnios GABAEérgicos) ou inibir a excitacdo (em neurdnios
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glutamatérgicos ou dopaminérgicos), é possivel justificar os efeitos do AM251 e do JWH133
obtidos neste trabalho (Fig. 19).

A B
ANTAGONISTA
CBIr
AM251 AGONISTA CB2r
'~ JWH133
c /
Dopamina

Dopamina
——

Figura 19. Esquema representativo da hipdtese elaborada a partir dos resultados obtidos. (A) O efeito observado
com a administracdo de AM251 é mediado por receptores CB; localizados em neur6nios GABAérgicos que,
desinibindo GABA, atuaria inibindo a liberacdo de dopamina. (B) O efeito observado com a administracdo de
JWH133 é mediado por receptores CB, localizados em neur6nios dopaminérgicos, inibindo diretamente a
liberacdo de dopamina. Em ambos os casos, com a diminuicdo dos niveis de dopamina disponiveis na fenda

sinaptica, as agdes centrais da cocaina seriam bloqueadas.

Embora os mecanismos particulares pelos quais o sistema endocanabinoide
modula os efeitos da cocaina estejam pouco elucidados, este trabalho contribuiu para
corroborar estudos anteriores que demonstram a eficacia do antagonismo de receptores CB; e
do agonismo de receptores CB, em reverter diferentes efeitos comportamentais induzidos por
cocaina. Além disso, exploramos o hipocampo, regido geralmente negligenciada em estudos
de recompensa e aversao, e demonstramos que a ativacdo deste por cocaina pode ser também
revertida com a modulacdo de receptores canabinoides. Estratégias terapéuticas podem ser

desenvolvidas com a compreensdo dos mecanismos neurobioldgicos relacionados ao TUS.
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