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Resumo

Aprender a associar pistas ou contextos as recompensas ou ameagas
potenciais € um processo adaptativo o qual aumenta a sobrevivéncia de um individuo.
Porém, a expressdo inadequada de respostas condicionadas a estimulos
recompensadores ou aversivos pode ser um fator de predisposicdo a transtornos
relacionados ao abuso de substancias e a ansiedade, respectivamente. Portanto, a
modulacao farmacolégica de memarias contextuais pode ser uma abordagem util no

tratamento de determinados transtornos psiquiatricos.

Considerando evidéncias de que o sistema endocanabinoide modula respostas
contextuais condicionadas, compostos que facilitam a sinalizacdo endocanabinoide
sdo potencialmente Uteis para a modulacdo de memodrias, tanto recompensadoras
guanto aversivas. Desse modo, buscamos testar com esse trabalho a hip6tese de que
0 canabidiol (CBD), um fitocanabinoide presente na planta Cannabis sativa, o qual
facilita a acdo do sistema endocanabinoide, € capaz de atenuar o condicionamento
contextual recompensador (PCL), induzido por cocaina, e aversivo (ACL), induzido

por cloreto de litio (LiCl).

Para tal, camundongos C57BL/6J, fémeas e machos, receberam injecdes de
CBD 30 min antes das fases de aquisicdo ou expressao dos comportamentos citados
(PCL e ACL). Os protocolos foram validados, havendo, portanto, inducdo de
preferéncia e aversao para PCL e ACL, respectivamente, nas doses de 15 mg/kg de
cocaina e 100 mg/kg de LiCl, através do condicionamento consecutivo por trés dias.
O composto avaliado, CBD nas doses 3, 10 e 30 mg/kg, ndo foi capaz de inibir a
aquisicdo ou a expressao tanto da PCL quanto ACL. Analises quimicas realizadas
descartam a possibilidade de que o CBD possa ter se convertido quimicamente em

outra substancia.

Quanto ao objetivo de estudar os efeitos do CBD sobre a aversao
condicionada, ndo houve sucesso na validagdo do ACL induzida pelo LiCl. Ajustes de
dose, tempo de administracao e duracao do protocolo poderao ser realizados a fim de
se estabelecer um protocolo robusto de ACL.

Por ultimo, a avaliacdo de outras fases da memodria como consolidacéo,

extingdo e reconsolidagéo, ajustes de dose, tempo de administracdo e duracéo do



protocolo poderdo ser realizados a fim de se estabelecer um melhor modelo e

proposicao de tratamento.

Palavras chaves: Adiccdo. Drogas. Canabinoides.Canabidiol. Memoria.



Abstract

Learning to associate cues or contexts with potential rewards or threats is an
adaptive process that increases an individual's survival. However, the inadequate
expression of conditioned responses to rewarding or aversive stimuli may be a
predisposing factor to substance abuse and anxiety disorders, respectively. Therefore,
pharmacological modulation of contextual memories may be a useful approach in the

treatment of certain psychiatric disorders.

Considering the evidence that the endocannabinoid system modulates
conditioned contextual responses, compounds that facilitate endocannabinoid
signalling are potentially useful for modulating memories, both rewarding and aversive.
Thus, we try to test with this work the hypothesis that cannabidiol (CBD), a
phytocannabinoid present in the Cannabis sativa plant, facilitates the action of the
endocannabinoid system, and can attenuate the rewarding contextual conditioning

(CPP), induced by cocaine, and aversive (CPA), induced by lithium chloride (LiCl).

For this, C57BL/6J mice, females, and males received injections of CBD 30 min
before the phases of acquisition or expression of the mentioned behaviours (PCL and
ACL). Therefore, the protocols were validated, and there was the induction of
preference and aversion for PCL and ACL, respectively, at doses of 15 mg/kg of
cocaine and 100 mg/kg of LiCl, through consecutive conditioning for three days. The
evaluated compound, CBD at doses of 3, 10, and 30 mg/kg, was not able to inhibit the
acquisition or expression of both CPP and CPA. Chemical analyses carried rule out
the possibility that the CBD could have been chemically converted into another

substance.

As for the objective of studying the effects of CBD on conditioned aversion, there
was no success in validating LiCl-induced ACL. Dose, administration time, and

protocol duration adjustments may be made to establish a robust ACL protocol.

Finally, the evaluation of other memory phases such as consolidation, extinction
and reconsolidation, dose adjustments, administration time, and protocol duration can

be performed to establish a better model and treatment proposition.

Keywords: Addiction. Drugs. Cannabinoids. Cannabidiol. Memory.
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1. Introducao
1.1 Respostas recompensadoras

a) Transtorno por Uso de Substancias

O Transtorno por Uso de Substancias (TUS), de acordo com o Manual
Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5), engloba diferentes drogas
de abuso: alcool, cafeina, maconha, inalantes, opioides, sedativos (hipnéticos),
estimulantes e tabaco. Todas essas substancias possuem a similaridade de alterar
sintomas cognitivos, comportamentais e fisiolégicos, sendo essas e outras alteracées
persistentes e relacionadas a ativacdo de circuitos cerebrais mesmo apos
desintoxicacdo. O abuso dessas substancias acima citadas pode resultar em um
transtorno de adic¢cdo crénico em que, para o diagndstico, um dos seguintes critérios
se faz presente: (i) busca compulsiva pela substancia; (i) uso incontrolavel; (iii)
sintomas desagradaveis resultantes do abuso como ansiedade, irritabilidade ou dor.
Além desses, critérios, como ingestao de substancias em quantidades maiores do que
o originalmente pretendido, desejo persistente de reduzir ou moderar 0 uso da
substancia, periodos mais longos de uso da droga ou recuperagdo de seus efeitos e
prejuizo social, tolerancia farmacoldgica, sintomas de abstinéncia e recaida, também
se fazem presentes (APA; AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014).

No Brasil, 0 consumo de cocaina e crack aumentou na ultima década, sendo
gue a prevaléncia anual do uso de cocaina entre os estudantes universitarios chega
a 3 por cento, ja a da populacdo em geral é estimada em 1,75 por cento, o0 que é
guatro vezes maior do que a média mundial (0,37 por cento) (MIRAGLIA, 2016). O lli
Levantamento Nacional sobre o uso de drogas realizado pela Fundacédo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), mostrou também que na populacéo brasileira a cocaina em po € a
segunda droga de abuso mais consumida no Brasil. Além de ser uma das drogas que
mais causa danos para o individuo e para sociedade em todo o mundo como pode ser
visto no gréfico abaixo (Fig.1) (NUTT; KING; PHILLIPS, 2010). Tendo isso em vista,
faz-se necessario investigar melhor o mecanismo de atuacdo dessa substancia e

como intervir nesse ciclo de adiccéo.
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Fig. 1: Potencial danoso de diferentes drogas de abuso tanto para o individuo adicto quanto para
terceiros (NUTT; KING; PHILLIPS, 2010).

b) Cocaina

A cocaina, a droga de abuso de enfoque desde estudo, € um alcaloide extraido
das folhas da planta Erythroxylum coca nativa da regido montanhosa dos Andes e
partes do norte da Amaz6nia. Foi muito utilizada por povos indigenas, como os Incas,
gue tinham o costume de mastigar suas folhas secas ou em infusdes para chas em
rituais religiosos. Essa substancia foi isolada pela primeira vez na Europa em 1855
por Niemann e a partir de entdo seus efeitos comecaram a ser melhor elucidados pela
comunidade cientifica (DRAKE; SCOTT, 2018).

Apo6s o inicio da guerra as drogas, a proibicdo dessa e de outras substancias
consideradas nocivas em todo o mundo comec¢ou nos Estados Unidos em 1914, e no
Brasil, em 1921 (DRAKE; SCOTT, 2018). Porém, ndo foram desenvolvidos
tratamentos para o transtorno do uso desta substancia, o que fez com que o nimero
de doentes crénicos s6 aumentasse desde entdo, provocando desamparo e piora
desses transtornos na populacao, além de um preconceito relacionado ao seu uso, 0
gue dificulta ainda mais o diagndéstico dele. Os tratamentos disponiveis para o0 abuso
de cocaina ainda sdo escassos e pouco eficazes, sendo por isso essencial continuar
a busca por alternativas (KAMPMAN, 2019).

A cocaina é uma droga psicoestimulante capaz de inibir transportadores de

recaptacdo membranar de neurotransmissores como de serotonina, catecolaminas
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(norepinefrina e epinefrina) e, principalmente, dopamina (fig.2). Na area tegmental
ventral (ATV) é originada a maioria das fibras dopaminérgicas e é provavelmente a
regido primaria responsavel pela acdo estimulante da cocaina ao ativar a via
mesocorticolimbica, a qual possui projecbes para o nucleo acumbens — NAc
(respostas recompensadoras), cortex pré frontal - CPF (comportamento cognitivo e
motor) e estriado dorsal (motivacao) (KOOB; VOLKOW, 2016).

.\\ |
\ &= Cocaina
/[ . \ W Receptor dopaminérgico
/ ° ;
[ ®eooe J e Dopamina
| o /
\ © 0 — -
\u"J “vie. .| Transportador de dopamina
0 — Q
o A o
f °
0 [

Fig.2: Figura esquematica da atuacéo da cocaina na terminacdo pos-sinaptica dopaminérgica no
NAcC.

Modelos experimentais, utilizando roedores como sujeitos, tém sido
indispensaveis para a compreensdo do abuso de cocaina. As alteragbes
comportamentais mais descritas utilizadas para estudo desse fenbmeno em animais
sdo aumento da resposta motora, sensibilizacdo (aumento do efeito apos
administracdo repetida de uma substancia), ativacdo neural do sistema de
recompensa em presenca de um contexto relacionado ao uso, além de aumento do
comportamento de busca e sinais de abstinéncia como agressividade, ansiedade,
compulsdo (KUHN; KALIVAS; BOBADILLA, 2019; SANCHIS-SEGURA; SPANAGEL,
2006).

Para o estudo da atividade locomotora, 0 modelo na arena (ou campo aberto,
“Open Field”) pode ser utilizado tanto agudamente, a fim de verificar o aumento de

locomocgao provocado por drogas estimulantes, quanto cronicamente, com o objetivo
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de estudar as alteracbes desse parametro ao longo do uso de determinada
substancia. Para isso os animais recebem administracao da droga e sdo expostos a
arena para medida da atividade exploratoria (BLANCO et al.,, 2015; SANCHIS-
SEGURA; SPANAGEL, 2006).

Como dito acima, o abuso e a dependéncia de drogas podem ser iniciados e
reinstaurados por estimulos contextuais previamente associados ao uso de drogas. A
influéncia exercida pelo contexto no comportamento de busca de drogas pode ser
modelada em animais experimentais com protocolos de condicionamento de lugar. O
modelo de Preferéncia Condicionada ao Lugar (PCL, “conditioned place preference” -
CPP) ganha destaque ao possibilitar o estudo da memaria contextual, relacionada a
esse transtorno (BARDO; BEVINS, 2000). Estimulos associados ao contexto durante
0 uso de substancias que causam dependéncia, como estimulos sonoros, visuais e
tateis, podem desencadear a ativacdo da memaoria recompensadora responsavel por
uma grande porcentagem da motivagéo para a busca de drogas, tendo o mesmo valor
simbdlico ao prazer provocado por ela, de acordo com estudos ((HHS), 2016), o que

mostra ser de grande importancia estudar essas memaorias com maior atencao.

Outro modelo capaz de avaliar maiores detalhes, como a motivagéo pela droga
e a busca, é através de um comportamento operante em que o proprio animal se
administra a substancia, chamado autoadministracdo (ou “self-administration”), em
gue o animal passa por um processo de aprendizagem a fim de receber infusdes da
droga, ao pressionar uma barra que pode ser associada a um estimulo, como uma luz
ou um som (SANCHIS-SEGURA; SPANAGEL, 2006).

O comportamento tipo adictivo em ratos foi evidenciado apds diversas andlises
no modelo de autoadministracédo, mostrando haver grande semelhanca na populacéao
analisada de ratos com andlises feitas em humanos adictos. Nele foi avaliada a
intensidade de trés comportamentos semelhantes aos, na época, considerados
marcas do abuso de substancia pelo DSM-IV, sendo: (i) dificuldade de parar uso,
medida através da persisténcia de busca de cocaina durante um periodo de
indisponibilidade sinalizada de cocaina no modelo; (ii) alta motivacdo para o uso da
substancia, referido como o ponto de quebra, considerado um indice confiavel da
motivacdo para a droga; e por ultimo (iii) uso da substancia apesar de consequéncias
prejudiciais, medida em relagdo a persisténcia da resposta dos animais pela droga
mesmo associada a uma punicdo (choque) (DEROCHE-GAMONET, VERONIQUE;
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BELIN; PIAZZA, 2004). A partir disso eles puderam concluir, pela primeira vez, a

parcela de animais que se tornam adictos (17%) além de outros parametros que iam

Por ultimo, a neuroplasticidade promovida por cocaina pode variar de acordo
com o esquema de administracdo, uma vez que sao observadas diferencas no
transcriptoma induzidos pela cocaina na ATV dependente do esquema de
administracdo da cocaina nos seguintes paradigmas utilizados para o estudo do
abuso dessa substancia: agudo, cronico, condicionado (alternado) ou de
autoadministracdo. Quanto mais complexo o paradigma, mais complexos se tornam
os padrdes de expressédo génica dentro da ATV, além de ocorrer uma maior producao
de fatores de crescimento neuronal em paradigmas condicionado e de
autoadministracdo, provavelmente devido a uma melhor consolidacdo dessa
memoria, fazendo com que haja uma maior plasticidade sinaptica nessas areas
(CAMPBELL et al., 2021).

Também relacionado aos esquemas de administracao, recentemente, estudos
mostraram uma upregulacdo de receptores CB2 ap0s o protocolo cronico ou de
autoadministracédo de cocaina no NAc. O que indica o envolvimento desses receptores
canabinoides devido a neuroinflamagdo provocada por essas administragoes,
indicando a relacao do sistema endocanabinoide com esse transtorno (ZHANG et al.,
2021).

c) Circuito de recompensa

O sistema de recompensa inclui, tradicionalmente, as regides envolvidas
diretamente na neurotransmissdo dopaminérgica proveniente da ATV a qual envia
projecdes para o NAc e o CPF (Fig.3). Esse circuito € responsavel por reforcar
comportamentos essenciais para sobrevivéncia do individuo, como alimentacao,
hidratacdo, comportamento sexual e interacdo social (MANDUCA et al., 2021). Esse
reforco se da através da liberacdo de neurotransmissores como a dopamina (DA) no
NAc, relacionadas a sensacéo de prazer que fazem com que o individuo priorize esses

comportamentos em relacdo a outros (EVERITT; ROBBINS, 2005).

As drogas de abuso, como a cocaina, sao capazes de se “apropriar’ desse circuito,
tornando o uso da droga também essencial para 0 organismo. A cocaina atua

diretamente na terminacao nervosa dopaminérgica do NAc, bloqueando a recaptacédo
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de dopamina através do bloqueio de seu transportador membranar (DAT) provocando
uma estimulacdo continua nos receptores pés sinapticos, capaz de alterar as
prioridades do sistema de recompensa (GOODMAN; PACKARD, 2016).
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Fig. 3: Circuito de recompensa formado por area tegmental ventral (ATV), o ndcleo acumbens (NAc) e
cortéx pré frontal (CPF), mostrando as interacdes glutamatérticas, GABAergicas e
endocanabinoidergicas em modular esse circuito (EVERITT; ROBBINS, 2005; MANZANARES et al.,
2018).

Conforme o uso se torna cronico e progride para adiccdo, modificacdes
moleculares e celulares ocorrem tanto no sistema mesolimbico, quanto em outras
regides como o coértex pré-limbico, amigdala e hipocampo. Além disso, ocorre uma
mudanca do controle cognitivo, mediado pelo hipocampo, para o controle habitual,
mediado pelo estriado dorsolateral, o qual também € reforcado por estresse e
ansiedade, podendo facilitar a recaida (GOODMAN; PACKARD, 2016).

Ja o hipocampo esta envolvido com o TUS uma vez que € a area cerebral
responsavel por formar novas memorias e por associar pistas contextuais com o
evento em si (no caso, 0 uso da substancia) (ASTH; SANTOS; MOREIRA, 2021). O
estriado dorsal, por outro lado, tem se mostrado importante para a formacao do habito

e também para motivacdo para busca da droga, além de possuir relagcdo com o
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comportamento de compulsividade e impulsividade, também aumentado nesses
individuos (BELIN et al., 2008; FOUYSSAC; EVERITT; BELIN, 2017; GIULIANO;
BELIN; EVERITT, 2019; ITO et al., 2002; SINGER et al., 2018).

Outro composto importante envolvido na plasticidade sinaptica € o fator
neutrofico derivado do cérebro (BDNF), relacionado a neurogénese, neuroplasticidade
e funcionamento cognitivo (NAMBA et al.,, 2021). O BDNF esta envolvido em
alteracbes neuro adaptativas nos sistemas dopaminérgico e glutamatérgico,
implicados no consumo e manutencdo da dependéncia de cocaina (PITTS; TAYLOR,;
GOURLEY, 2016). A interacdo BDNF e endocanabinoides ja mostrou ter um papel
fundamental na regulacdo da plasticidade sinéptica induzida pela cocaina e no
aprendizado associativo, mostrando ser um marcador chave para esse estudo
(ZHONG et al., 2015).

1.2. Respostas aversivas

a) Circuitaria de aversao

O estado oposto de recompensa pode ser considerado “aversao’,
caracterizado por comportamentos de esquiva e escape frente a determinados
estimulos. Estimulos estressores repetidos podem causar um estado crbnico de
aversao, no qual respostas duradouras sao induzidas mesmo ap0s a remocao do
estimulo. Exemplos de averséo cronica podem incluir privacao alimentar, obesidade,
bulimia nervosa, abstinéncia de drogas, associacdes negativas aprendidas,
depresséao e dor crénica (ERIN N. UMBERG; POTHOS, 2011).

Pacientes com dor crbnica ou que passaram por eventos estressantes durante
a infancia, por exemplo, parecem apresentar diversos disturbios psicol6gicos, como
altos niveis de ansiedade e depresséao, estresse ou reducdo da qualidade do sono.
Esses disturbios provavelmente refletem alteracdes neurobiologicas de longo prazo,
como diminuicdo na densidade da massa cinzenta. Essa diferenca de aversao aguda
e cronica parece refletir fendbmenos neuroquimicos distintos (ERIN N. UMBERG;
POTHOS, 2011; LUDWIG et al., 2018). Por isso, varios protocolos sao propostos para

induzir estados aversivos, tanto agudamente, como estresse de contencao, trauma
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em uma extremidade (choque na cauda ou nas patas), quanto cronicamente, como
administracdo de agentes indutores de nausea (cloreto de litio), estimulacdo de
eletrodo intracraniano ou administracdo intraperitoneal de acido acético (KIYATKIN,
1989; MARK et al., 1995).

Recompensa e aversdo parecem ser mediadas por sistemas neurais
sobrepostos. Trabalhos anteriores demonstram que a mudanca no espectro de
aversdo a recompensa pode ser, em parte, resultado de mudancas na razéo
dopamina / acetilcolina central, particularmente no NAc. Um dos mecanismos
propostos para a aversao parece ser relacionado a reducao da atividade da dopamina
e 0 aumento da atividade da acetilcolina nos “centros de recompensa” do cérebro (HE
et al.,, 2021; HOEBEL; AVENA; RADA, 2007). Esses circuitos neurais Ssao
compartilhados e contribuem tanto para a supressdo quanto para a recaida das
respostas condicionadas associadas ao uso de drogas e ao medo, e englobam o
cortex pré-frontal medial e o hipocampo, os quais passam a regular a expresséo de
respostas condicionadas por regides como amigdala, nucleo leito da estria terminal e
NAc.

Durante a recaida, as projecfes do hipocampo para o cortex pré-frontal inibem a
recuperacdo das memorias de extingdo, resultando em uma perda de controle
inibitério sobre a resposta condicionada associada ao medo e a droga (GOODE;
MAREN, 2019). Além disso, ha aumento de concentracdo de dopamina com pico 12h
apos administracao de LiCl (agente aversivo) no hipocampo dorsal, mostrando que a
neurotransmissao dopaminérgica também se faz necessaria para a consolidacdo da
memoaria aversiva, assim como foi visto para memaoria recompensadora (KRAMAR et
al., 2021).

Assim como na abstinéncia, a memaria associada a aversao € capaz de desregular
alguns circuitos cerebrais ao causar desbalancos de estimulos, os quais sdo mais
facilmente recrutados, provocando prejuizos para o individuo (fig.4) (GOODE;
MAREN, 2019; KRAMAR et al., 2021), podendo resultar em transtornos como
ansiedade, depressao, estresse pos traumatico (TEPT), dentre outras fobias. Essas
sdo cada vez mais comuns e afetam grande parte da populacdo que, além disso,

adere pouco os medicamentos disponiveis.
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Fig.4: Esquema representativo de como certas regides sdo comuns na circuitaria de recaida de
respostas recompensadora e aversiva. Abreviaturas de regido: nucleo do accumbens nucleo (NAc-
nacleo); cértex do ndcleo acumbens (NAc-cértex); area tegmental ventral (VTA); cortex pré-limbico
(PL); hipocampo (HPC); cortex infralimbico (IL); amigdala basolateral (BLA); amigdala central (CeA);
nucleo leito da estria terminal (BNST) (GOODE; MAREN, 2019).

Sendo assim, modelos animais se fazem, mais uma vez, importantes para o estudo
e desenvolvimento de tratamentos mais eficazes. Os mais comumente utilizados para
0 estudo da aversdo e medo sdo testes em que o animal aprende a associar um

estimulo aversivo a um ambiente ou sabor.

Nessa aversao condicionada ocorre o pareamento a um estimulo aversivo e, apos
o condicionamento, é avaliado o tempo em que 0 animal passa nesse compartimento
em relacdo ao outro compartimento pareado com um estimulo neutro. Este estimulo
aversivo pode ser induzido por dor (Nocicepgao), normalmente induzida pelo acido
acético (BAGDAS et al.,, 2016), por cloreto de litio (LiCl), através da aversdo
condicionada ao sabor ou lugar, em que ocorre uma associacao do contexto com um
sabor ou sensacao considerados desagradaveis, como a nausea, o que faz com o que
animal evite o lado pareado ao mesmo (RISINGER; CUNNINGHAM, 2000).

A ACL ja é utilizada assim como a PCL para o estudo da memodria relacionada ao
contexto, porém aqui decidimos validar também o protocolo de cinco dias, em que a
fase de condicionamento ocorre em trés dias consecutivos (JOHNSON et al., 2010;
MULDOON et al., 2020).
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b) Cloreto de Litio

Ha muito o sal de litio é utilizado na clinica no tratamento de depressao bipolar
(YOUNG, 2009), porem em doses altas essa toxina induz vomito em espécies como
um reflexo emético e, por isso, tem sido utilizada para criar modelos animais de
nausea antecipatoéria e aversao local condicionada (DOOBAY et al., 2021). Para esse
trabalho, utilizamos esse composto por sua capacidade de causar uma sensacao
desagradavel no animal como um agente aversivo ao gerar memaorias associativas as
quais permitem o estudo desses transtornos apds sua administracéo intraperitoneal

(i.p.), como relatado na literatura.

Anti-inflamatdrios e analgésicos, como cetoprofeno e a morfina, foram capazes
de atenuar a ACL induzida por acido acético e falharam em reduzir a ACL induzida
pelo estimulo aversivo ndo nocivo, o LIiCl. Este achado fornece mais suporte para a
seletividade da ACL induzida por LiClI em roedores a fim de avaliar o componente
aversivo (BAGDAS et al., 2016).

O indutor de nausea LiCl na ACL é também utilizado para o estudo de efeitos
adversos advindos do tratamento quimioterapico e sua associagdo com 0 contexto,
uma vez que, apoés iniciado o tratamento desses pacientes, foi observado que eles
costumam sentir desconforto mesmo antes de receberem o tratamento farmacolégico.
O envolvimento do hipocampo, foi observado mais uma vez, durante a aquisicdo e
manutencdo a longo prazo da ACL induzida por LiCl e, além disso, apés inativar o
hipocampo ventral, a aversao foi alterada para preferéncia, o que foi confirmado ap6s
a ativacdo de receptores NMDA do hipocampo dorsal e ventral se mostrarem
necessarias para manutencio dessa memoria (HERNANDEZ-MATIAS; BERMUDEZ-
RATTONI; OSORIO-GOMEZ, 2021).

Ratos apods o treinamento de extingdo da ACL induzida por LiCl (75 mg/kg),
mostraram também ser sujeitos ao restabelecimento desse aprendizado ap6s um
priming de LiCl. Evidenciando outra caracteristica importante desse paradigma, a
possibilidade de estudar o restabelecimento de respostas aversivas aprendidas apos
a sua extincéo, assim como € possivel para o estudo de abuso de drogas (PARKER,;
MCDONALD, 2000).
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O LIiCl na dose de 130 mg/kg foi capaz de alterar a expressédo de ativagéo
neuronal (através da marcacdo com c-Fos), ap0s o pareamento ao estimulo
condicionado (CS) no cortex cingulado e no nucleo hipotalamico paraventricular,
semelhante ao CS pareado a cocaina, evidenciando mais uma vez as regides
envolvidas para aquisicdo da memoria aversiva e como elas possuem semelhanca
com o circuito de adiccdo (JOHNSON et al., 2010). Curiosamente, na substancia
cinzenta periaquedutal, ndo houve expresséao significativa de c-fos o que diverge da
literatura, uma vez que essa area se mostra relacionada com respostas aversivas e
de medo (ALMEIDA-SANTOS et al., 2013; BATISTA et al., 2021; BRIANIS et al., 2022)
e também com o abuso de drogas (MARICHAL-CANCINO, 2021).

1.3. Canabinoides e sistema endocanabinoide

O Sistema Endocanabinoide (SE) (fig.6) € um sistema neuromodulador
descoberto a partir da investigacdo dos efeitos da planta Cannabis sativa, cujos
principais constituintes sdo o A9-tetrahidrocanabinol (A9-THC) e o canabidiol (CBD)
(fig.5) (MECHOULAM; PARKER, 2013).

Estudos com administracdo sistémica de A9-THC relatam PCL mais
comumente em baixas doses (1 mg/kg) e ACL em altas doses (5 mg/kg) embora, na
verdade, o resultado mais frequente € que nédo tenha efeito algum (Kubilius et al.,
2018). J& o CBD parece ndo mostrar efeito tanto na PCL quanto na ACL, por ndo
produzir os efeitos psicotropicos como do THC (VIUDEZ-MARTINEZ et al., 2018).
Esses compostos atuam em receptores canabindides tipo 1 (CB1) e tipo 2 (CB2), dois
receptores metabotropicos, compostos pela proteina G inibitéria (Gi). Além deles, o
SE é constituido por seus ligantes endogenos, os endocanabindides (fig.5), os lipidos
N-araquidonoil etanolamina (anandamida ou AEA) e 2-araquidonoil glicerol (2-AG),
sintetizados sob demanda, ou seja, hdo sdo armazenados em vesiculas, a partir de
lipidios da membrana pds-sinaptica apos entrada de calcio na célula. Também por
suas enzimas de sintese e metabolizacdo, amida hidrolase de acido graxo (FAAH),
para a AEA, e a monoacilglicerol lipase (MAGL), para 2-AG (MECHOULAM; PARKER,
2013)
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Fig. 5: Estruturas quimicas dos canabinoides THC e CBD e dos endocanabinoides AEA e 2-AG
(MECHOULAM; PARKER, 2013).

A neurotransmissdo endocanabinoide ocorre principalmente de forma
retrbgrada, uma vez que seus receptores estdo, principalmente, localizados em
terminais pré-sinapticos, com endocanabindides sendo sintetizados a partir de
membranas celulares em neurbénios pos-sinapticos. Caracteristicas essas que fazem
com gue esse sistema seja capaz de inibir a atividade neuronal, as taxas de disparo
e a liberacdo de neurotransmissores e esteja diretamente envolvido em processos
emocionais, de aprendizado e adiccdo (MOREIRA; LUTZ, 2008a).

O SE é encontrado em quase todo o cérebro e por isso é capaz de modular
outras neurotransmissées como a dopaminérgica, mesmo nao possuindo receptores
no terminal pré-sinaptico dessa terminacdo presente no NAc. Para tal,
endocanabinoides podem ser produzidos e ativarem receptores em
neurotransmissores glutamatérgicos e gabaérgicos, produzindo seus efeitos
retrogradamente (ROBBINS; ERSCHE; EVERITT, 2008). Ele também possui um
papel crucial no substrato neurobioldgico subjacente a adiccdo, emergindo como
potencial terapia para transtornos como o TUS (LEE et al., 2017; MALDONADO,;
VALVERDE; BERRENDERO, 2006; MANZANARES et al., 2018; MOREIRA; LUTZ,
2008b).

Uma vez que, ocorre uma desregulagédo de sistemas de neurotransmissao,

dentre eles o GABAérgico e glutamatérgico, em que essas mal adaptacdes podem ser
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observadas em diversas regides centrais como na via mesocorticolimbica, o que
coincide com as principais areas em que os endocanabinoides e seus receptores sdo
amplamente expressos, participando assim do processo de iniciagdo do consumo de
substancias e do desenvolvimento de compulséo e perda de controle comportamental
gue ocorre durante a adiccdo (DE GIACOMO et al., 2020; GOODMAN; PACKARD,
2016; ZHANG et al., 2020). De fato, nosso grupo mostrou, em trabalhos anteriores, a
eficacia do antagonismo de receptores CB1 e do agonismo de receptores CB2 em
reverter diferentes efeitos comportamentais induzidos por cocaina. Além disso,
demonstrou-se que a ativagdo do hipocampo pode ser também revertida com a

modulacéo de receptores canabinoides (LOPES et al., 2020).

Certas drogas de abuso, como a cocaina, nicotina e etanol, requerem a ativacao
do receptor CB1 para induzir a liberagcdo de dopamina (CHEER et al., 2007). Além
disso, as enzimas de sintese de endocanabinoides sdo expressas em neurdnios
dopaminérgicos e a cocaina desencadeia a sintese de 2-AG na ATV, que por sua vez
ativa CB:1 para inibir as aferéncias GABAérgicas e desinibir neurénios dopaminérgicos
(WANG et al., 2015). Da mesma maneira, o SE é capaz de atuar no processamento
da memadria emocional e na plasticidade sinaptica relacionada. Transtornos aversivos,
como estresse pés-traumatico, e os transtornos por uso de drogas podem resultar da
formacdo de uma memoéria anormal. Os canabinoides tem mostrado um papel
importante em modular essas memoarias em suas diferentes fases (STERN et al.,
2018).

_w EtNH, + AA
AA + glycerol <

Fig. 6: Esquema representativo dos componentes envolvidos na transmissao retrograda do Sistema
Endocanabinoide. 2-AG: 2-araquidonoil glicerol, AEA: Anandamida, CB1: Receptor canabinoide do tipo
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1, CB2: Receptor canabinoide do tipo 1, FAAH: Hidrolase de admida de &cidos graxos, MAGL.:
Monoacilglicerol lipase, T: Transportadores. (Batista et al., 2014).

Em ratos a sinalizacdo endocanabinoide do hipotalamo modula as respostas
aversivas relacionadas a ataques de panico (VIANA et al., 2019), assim como para o
TEPT, jA que a expressdo de receptores canabinoides em areas do cérebro que
modulam o estresse, bem como respostas emocionais ao medo e recompensa, COmo
a amigdala, cértex pré-frontal e hipocampo, também parecem explicar a reducéo da
hiperativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) apés o aumento da
sinalizacdo endocanabinoides (STEARDO et al., 2021).

O CBD é um dos fitocanabinoides mais importantes encontrados na planta
Cannabis sativa, ndo responsavel por seus efeitos psicotomiméticos (VIUDEZ-
MARTINEZ et al., 2019). Esse composto é utilizado para o tratamento de epilepsias
refratarias e vem sendo estudado também para a farmacoterapia de transtornos
alimentares, esquizofrenia, depressédo, ansiedade, dentre outros (DE ALMEIDA,
DEVI, 2020; IBEAS BIH et al., 2015), além de ter se mostrado com baixa toxicidade e
com poucos efeitos adversos em humanos até o momento (DEIANA et al., 2012;
HUESTIS et al., 2019). Sendo, portanto, uma substancia de particular interesse, que
apresenta potencial para a modulacdo tanto de memaorias recompensadoras quanto
aversivas (STERN et al., 2018).

Em relagé@o aos seus mecanismos de agéo, diversos alvos tém sido estudados
para a acao desse canabinoide (fig.7). dentre eles a facilitagdo do SE, ndo diretamente
nos receptores mas, indiretamente, inibindo o transporte, a recaptacdo e o
metabolismo dos endocanabinoides (ELMES et al., 2015; GALAJ; Xl, 2019; IBEAS
BIH et al., 2015; STERN et al., 2018). Outros alvos especificos ja identificados sé&o os
receptores serotoninérgicos, 5HT1A, relacionados ao efeito tipo-ansiolitico;
receptores vanildides, como o canal transiente vaniloide tipo 1 (TRPV1), relacionado
a resposta anti-aversiva (GALAJ; Xl, 2019; RESSTEL et al., 2009). Outros alvos
fortemente associados aos receptores endocanabinoides sdo os GPR12, GPR18 e
GPR55, também foram associados a varios processos cognitivos, como
aprendizagem e memoéria (DE ALMEIDA; DEVI, 2020).

O CBD também ja mostrou ser capaz de atenuar respostas em modelos de

adiccdo como na PCL e na autoadministracdo induzida por drogas de abuso em
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animais (CALPE-LOPEZ et al., 2021; CHESWORTH; KARL, 2020; GASPARYAN et
al., 2020; LEDESMA; MANZANEDO; AGUILAR, 2021) e, mais recentemente em
humanos (MORISSETTE et al., 2021). Além disso, evidéncias acumuladas de estudos
com animais que investigam os efeitos do CBD no processamento da memdria do
medo, indicando que ele reduz o medo aprendido (BITENCOURT; PAMPLONA,;
TAKAHASHI, 2008; DO MONTE et al., 2013; HODA BADR, CINDY L. CARMACK,
DEBORAH A. KASHY, MASSIMO CRISTOFANILLI, 2011). Também reduz a
expressdo de memdrias de drogas agudamente e interrompendo sua reconsolidacao
(LEE et al., 2017). E, por ultimo, o CBD também facilitou a extingdo da memoria
recompensadora ou dificultou a reconsolidacdo dessas memoarias (JIANG et al., 2005;
LUJAN et al., 2018; WOLF et al., 2010).
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Fig.7: Principais alvos moleculares e potenciais mecanismo de acdo sugeridos para o CBD. Essa droga
inibe tanto hidrolase de amidas de acidos graxos (fatty acid amide hydrolase - FAAH), a enzima que
metaboliza a anandamida, quanto as proteinas de ligagdo de acidos graxos (Proteinas de ligagdo a
acidos graxos — FABPs), que medeiam o transporte da anandamida para FAAH; ambos os mecanismos
acabam resultando na ativagdo indireta dos receptores CBi1 e / ou CB2. O CBD também ativa
alostericamente o receptor 5-HT1A, e diretamente o receptor nuclear PPARYy e os canais do potencial
transiente do receptor TRPV1, TRPA1 e TRPV2. Finalmente, o CBD inibe a recaptacdo da adenosina
e antagoniza GPR55 (DE ALMEIDA; DEVI, 2020; MORI et al., 2021; RAYMUNDI et al., 2020; SONEGO;
PRADO; GUIMARAES, 2021).
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Ja em relagdo a respostas aversivas, o CBD mostrou ser efetivo em modelos
de ansiedade como labirinto em T elevado ao diminuir o tempo nos bragos fechados,
também se mostrou efetivo, na dose de 30 mg/kg, em atenuar efeitos ansiogénicos
induzidos pelo modelo de Estresse Cronico Imprevisivel (Chronic Unpredictable
Stress - CUS), efeito esse revertido pelo bloqueio dos receptores CB1 e CB2, e ndo
pelo bloqueio do receptor 5HT1a. Além de também haver aumento da neurogénese e
da densidade de espinhas dendriticas no hipocampo (FOGACA et al., 2018).

O que também foi verificado em modelos de depressao, como o nado for¢ado,
em que o CBD também mostrou ser efetivo em diminuir o tempo de imobilidade dos
animais, o que pode ser interpretado como efeito tipo antidepressivo (HARING et al.,
2013). Evidéncias indicam que o CBD reduz o medo aprendido de diferentes
maneiras: ao diminuir a expressdo do medo agudamente, ao interromper a

reconsolidacdo da memaria e ao aumentar a extincdo dela (JURKUS et al., 2016).

Em relacdo aos efeitos adversos encontrados até o momento em estudos
clinicos, pesquisadores realizaram um estudo durante 10 semanas em que utilizaram
200 mg diarios de CBD em dependentes de cannabis com o objetivo de melhorar os
sintomas psicolégicos e cognitivos provocados por uso crénico dessa droga. O CBD
foi bem tolerado sem nenhum efeito adverso sério, e foi capaz de melhorar os
sintomas psicologicos e a cognicdo desses individuos. Além disso, o CBD foi capaz
de reverter a diminuicdo do volume do hipocampo nos cérebros desses individuos,
sugerindo um papel protetor contra os danos estruturais do cérebro conferidos pelo
uso cronico de cannabis (SOLOWIJ et al., 2018).

O CBD produz seus efeitos a longo prazo através da promocdo de
neurogénese ao promover a liberacdo de fatores neurotréficos como o BDNF em
células como microglia e astrocitos, promovendo plasticidade sinaptica e consolidacéo
dessa nova memoéria, uma vez que, neurbnios Novos Nao possuem memoria
relacionada a droga e sao capazes de estabelecer novas interagdes, o que
desempenharia um papel importante no amortecimento da resposta adictiva
(CHIARLONE et al., 2014; LUJAN et al., 2018; STERN et al., 2018). Além de também

ter sido capaz de aumentar os niveis de fatores neurotréficos derivados do cérebro e
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estimular a neurogénese hipocampal, em animais isquémicos melhorando respostas

cognitivas e emocionais (MORI et al., 2017).

1.4. Dimorfismo sexual e resposta a drogas

No presente trabalho optamos por trabalhar com ambos os sexos, uma vez que
existe uma maior incidéncia do desenvolvimento de transtornos psiquiatricos em
mulheres do que em homens (ALTEMUS; SARVAIYA; NEILL EPPERSON, 2014),
além de as mulheres se mostram mais propensas a desenvolver transtorno de
estresse pos traumatico (TEPT) (CLARK et al., 2019), depressao maior, quadros de
panico e ansiedade em relacdo aos homens (ALTEMUS; SARVAIYA; NEILL
EPPERSON, 2014). Em relacdo ao abuso de substancias, também as mulheres
podem estar mais vulneraveis a adiccdo apos o uso de certas substancias,
principalmente psicoestimulantes como a cocaina (SWALVE; SMETHELLS;
CARROLL, 2016). Essa maior vulnerabilidade parece estar relacionada com o ciclo
estral feminino em que certos estagios potencializam a aprendizagem de recompensa
da cocaina (JOHNSON et al., 2019; ZLEBNIK, 2019).

Para isso, foi levado em consideracdo as premissas desse “guia introdutorio
para pesquisadores pré-clinicos novos no estudo das diferengas sexuais no vicio”
(RADKE; SNEDDON; MONROE, 2021).
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2. Justificativa e objetivos do trabalho

O presente trabalho foi delineado considerando-se a importancia da memoria
contextual para o desenvolvimento de transtornos psiquiatricos relacionados tanto a
respostas aversivas quanto recompensadoras, bem como o canabidiol como potencial

abordagem farmacoldgica para se intervir em tais memarias.

a) O objetivo geral deste trabalho, portanto, € testar a hipotese de que o
Canabidiol € capaz de inibir a aquisicdo e a evocacao da memdéria contextual
recompensadora induzida pela Cocaina, bem como a memoria aversiva
induzida por Cloreto de Litio.

b) Os objetivos especificos sao:

e Verificar os efeitos da cocaina na PCL em machos e fémeas.

o Verificar os efeitos do Cloreto de Litio na ACL em machos e fémeas.

e Verificar efeitos do Canabidiol nos dois casos, nas fases de aquisicdo e

expressao.
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3. Material e métodos

a) Animais

Camundongos C57BL/6J, machos e fémeas (20-25 g) adultos com 8-9 semanas,
provenientes do Biotério Central — UFMG foram alojados em grupos de dez animais
por caixa em uma sala sob temperatura constante (24 £ 2 ° C) e um ciclo claro / escuro
de 12 horas, com livre acesso a agua e comida (CEUA-UFMG: 179/2020).

b) Drogas

PCL foi induzido com uma dose de 15 mg / kg de cocaina (Merck & Co., Inc. -
Alemanha) diluida em solucao salina (NaCl 0,9%). Ja o ACL foi induzido pelo Cloreto
de Litio (LiCl) (Sigma-Aldrich - USA) na dose de 100 mg / kg (JOHNSON et al., 2010;
MULDOON et al., 2020) preparado apos a diluicdo do Carbonato de Litio em solugéo
salina (NaCl 0,9%) e éacido cloridrico (HCL 4%). O canabidiol (pureza de 99.6%;
BSPG-Pharm-Sandwich, UK) doado pelo Professor Dr. Francisco Silveira Guimaraes,
da Faculdade de Medicina da USP de Ribeirdo Preto (FMRP). Todos as substancias
foram administradas por via intraperitoneal (i.p.) em um volume de 10 ml/kg. As faixas
de doses foram selecionadas com base em estudos anteriores. A dose do CBD foi
selecionada de acordo com trabalhos anteriores e através de um experimento piloto,
as doses escolhidas foram de 3,10 e 30 mg/kg diluido em tween 80% (5%) e salina
(NaCl 0,9%) e administrado 30 min antes dos tratamentos com cocaina ou LiCl por

via i.p. também em um volume de 10 ml/kg.

c) Modelos comportamentais

Condicionamento ao lugar (PCL / ACL):

Comportamento avaliado utilizando uma caixa de acrilico com dois

compartimentos com pistas contextuais diferentes (15 x 12 x 12 cm cada) conectados
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por um corredor central (9,5 x 5 x 12 cm) com portas removiveis entre cada

compartimento (Fig.8).

No dia 1, cada animal possui acesso livre aos compartimentos da caixa por 15 min.
Animais que passaram mais de 70% do tempo em um dos compartimentos s&o
excluidos do experimento. Durante as fases de condicionamento (dias 2, 3 e 4), foram
administrados veiculo ou cocaina (estimulo ndo condicionado) imediatamente antes
do confinamento a uma das camaras (que servirA como estimulo condicionado
contextual) por 30 min. Durante o condicionamento, 0s animais aprendem a associar
0 ambiente aos efeitos de recompensa (ou aversivos) induzidos pela droga. No dia
do teste (dia 5), 0 mesmo procedimento descrito para o dia 1 é repetido. Dependendo
se eles passam mais tempo no compartimento previamente pareado a droga do que
no ndo pareado, as drogas sao consideradas gratificantes (preferéncia condicionada
ao lugar - PCL), enquanto se ocorrer o contrario, o efeito da droga € interpretado como
aversivo (aversao condicionada ao local, ACL) (BARDO; BEVINS, 2000).

Para testar os efeitos do tratamento na aquisicdo, o CBD foi administrado 30
minutos antes de cada inje¢do de cocaina ou LiCl. J& para o teste dos efeitos durante
a expressao, o CBD foi administrado apenas no dia do teste, 30 minutos antes do
teste. Os experimentos foram gravados com uma camera de video (Microsoft
LifeCam®) e o tempo gasto em cada compartimento analisado usando o software
ANYmaze (versao 7.0). Os dados foram expressos como pontuacdes do PCL/ACL
(em porcentagem), que é definido como o tempo gasto no compartimento pareado
com a droga menos o0 tempo no outro compartimento multiplicado por 100, dividido

pela soma do tempo gasto nos dois compartimentos.
Calculo:

(lado pareado a droga — lado veiculo) / (lado droga + lado veiculo) * 100



The place conditioning protocol
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Fig 8: Imagem ilustrativa do protocolo de Condicionamento ao Contexo utilizado neste trabalho (ASTH;
SANTOS; MOREIRA, 2021)

d) Delineamento experimental

Aguisicdo: Expressdo:
CED 20 min CBD 30 min
antes antes
Diaz 1 2

Habitwagio — Teste

3 4 5
|
T

Condicionamento
Manhi: veiculo
4-5h depois: cocaina 13 mg / kg
ou LiCl 100 mg ' kg

Fig.9: Esquema do delineamento experimental para PCL e ACL (Feita pela autora no programa
powerpoint).
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. Validacao do protocolo de 5 dias do PCL somente com machos.

. Validacdo do protocolo de 5 dias do PCL com machos e fémeas.

. Sele¢éo de dose CBD no PCL - CBD (3, 10 e 30 mg / kg)

* O mesmo delineamento se repetiu para ACL, porém induzido com Cloreto de Litio.

e) Analise estatistica
4. Resultados

4.1. Validacédo do protocolo de PCL com camundongos machos:

Primeiramente, constatou-se a validade do protocolo de inducédo de PCL em
cinco dias em camundongos machos. O grupo controle recebeu administracdes de
salina durante o condicionamento e o grupo tratamento recebeu cocaina (15 mg/kg),
imediatamente antes da exposicdo a caixa por trés dias. Observou-se que houve

condicionamento ao efeito da cocaina, teste t de Student (t (9) =2,894; *p = 0,0106):
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Fig.10: A cocaina (15 mg/kg) induziu resposta de recompensa em camundongos machos tratados com

cocaina (*p = 0,0106 em comparagéo ao grupo veiculo). Os dados estéo expressos como média + erro
padrédo da média, analisados por teste t (n=8; 10).

4.2. Validagdo do protocolo de PCL comparando camundongos machos e
fémeas:
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Constatou-se a validade do protocolo de cinco dias em camundongos fémeas
e machos. Os dois grupos receberam cocaina, 15 mg/kg, imediatamente antes da fase
de condicionamento por trés dias e ndo houve diferenca significativa entre eles, teste
t de Student (t 1s) = 1,714, p = 0,1038):

Separadamente, nos dois grupos houve inducéo de resposta recompensadora
significativa, para fémeas: t©=2,768; *p=0,0218 em comparacado a um valor teérico de
zero, e para machos: t o) = 4,721; *p=0,0011 em comparac¢do a um valor teorico de

Zero.
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Fig.11: A cocaina (15 mg/kg) induziu PCL em fémeas e machos (n = 10, 10), p = 0,1038. Os dados

estao expressos como média + erro padrdo da média, analisados por teste t.

4.3. Efeitos da administracdo do CBD (3, 10 e 30 mg/kg) durante a fase de
aquisicao da memoria na PCL:

Em seguida, testou-se o efeito do CBD 30 min antes da fase de aquisicdo da
PCL induzida por cocaina, 15 mg/kg. A injecéo i.p do CBD (3, 10 e 30 mg/kg) nédo
impediu o condicionamento por cocaina em nenhuma das doses utilizadas tratamento
(F 3,27 = 0,07549; p=0,9727), também para o fator sexo (F 1,9 = 1,031; p=0,3364) e
para interacdo entre os dois (F 3,32 = 0,5659; p= 0,6432); ANOVA de duas vias.
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Fig.
12: O CBD (3, 10 e 30 mg/kg) nao inibiu a aquisicdo de PCL induzida por cocaina (15 mg/kg) em
camundongos machos e fémeas (n = 10, 9, 10, 10, 10, 9, 9, 8), (p=0,9727 em comparagdo ao grupo
veiculo + cocaina). Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média, ANOVA de duas
vias.

4.4. Efeitos do CBD (3, 10 e 30 mg / kg) sobre a PCL durante a fase de
expressao da memdaria:

Tambeém foi testado o efeito do CBD 30 min antes da fase de expresséo da
PCL induzida por cocaina. A injecédo i.p do CBD (3, 10 e 30 mg/kg) ndo impediu a
expressao dessa memoria induzida por cocaina em nenhuma das doses utilizadas (F
3,42 = 0,5026; p=0,6826), também para o fator sexo (F 1,14 = 2,060; p=0,1732) e para
interagd@o entre os dois (F 3,7 = 0,1070; p= 0,9533); ANOVA de duas vias).
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Fig.13: O CBD (3, 10 e 30 mg/kg) nao inibiu a expresséo da PCL induzida por cocaina (15 mg/kg) em
camundongos machos e fémeas (n = 15, 13, 10, 12, 10, 10, 9, 8), p = 0,5847 em comparac¢do ao grupo
veiculo + cocaina. Os dados estéo expressos como média + erro padrdo da média, ANOVA de duas
vias.
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4.5. Validagédo do protocolo de ACL com camundongos machos:

Posteriormente, constatou-se a validade do protocolo de cinco dias em
camundongos machos. O grupo controle recebeu administragdes de salina durante o
condicionamento e o0 grupo tratamento recebeu LIiCl, imediatamente antes da
exposi¢cao a caixa por trés dias.

O LICl nas doses de 150, 100 e 75 mg/kg foram avaliadas. A dose de 150 mg/
kg foi letal para os animais e a de 75 mg/kg néo induziu aversao significativa; teste t
de Student (t 13 =1,429; p =0,1767):
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Fig. 14: O LiCl (75 mg/kg), n&o induziu resposta aversiva em camundongos machos tratados com LiCl

(p =0,1767 em comparacao ao grupo veiculo). Os dados estao expressos como média + erro padréo
da média, analisados por teste t (n=8; 8).

Ja a dose de 100 mg/kg induziu averséao significativa (t (18)=3,640; *p=0,0019)
e, portanto, foi a selecionada para o estudo:



37

207
g — —
1 ——
< 0
o ——
c
o
(T .
g -20-
>
=
o
o
-40 T 3
Veiculo LiCl 100 mg / kg

Fig. 15: O LiCl (100 mg/kg), induziu resposta aversiva em camundongos machos tratados com LiCl
(*p=0,0019 em comparacdo ao grupo veiculo) Os dados estdo expressos como média * erro padrdo

da média, analisados por teste t (n=10; 10).

4.6. Validacdo do protocolo de ACL comparando camundongos machos e
fémeas:

Constatou-se a validade do protocolo de cinco dias em camundongos fémeas
e machos. Os dois grupos receberam LiCl, 100 mg/kg, imediatamente antes da fase
de condicionamento por trés dias e ndo houve diferenca significativa entre eles, teste
t de Student, (t a3 = 1,387; p=0,1887).

Ja em relacdo aos grupos separados para fémeas: t (7 =2,523; *p = 0,0396 em
comparacao a um valor tedrico de zero; e para machos: t s =1,724; p =0,1355 em

comparacao a um valor tedrico de zero.
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Fig.16: O LiCl (100 mg/kg), ndo induziu diferenca entre fémeas e machos (p = 0,1887). Os dados estéo
expressos como média + erro padrdo da média, analisados por test t (n = 8,8).

4.7. Efeitos da administracdo do CBD (3, 10 e 30 mg / kg) durante a fase de
aquisicdo da memoéria na ACL:

Em seguida, testou-se o efeito do CBD 30 min antes da fase de aquisicdo da
ACL induzida por LiCl, 100 mg/kg. A injecéo i.p. do CBD (3, 10 e 30 mg/kg) néo
impediu o condicionamento por LICl em nenhuma das doses utilizadas (F 3, 21 =
0,1596; p=0,9223), assim como nao houve diferenca para o fator sexo (F 1,7 = 0,9843;
p=0,3542) e para interagao entre eles (F 3,21= 1,479; p=0,2491); ANOVA de duas vias.

Curiosamente, somente nos machos foi induzida a aversao significativa no
grupo veiculo + LICl (t 7) =2,462,; *p=0,0434) na andlise de teste t de uma via em
comparacao a um valor teérico de zero. Nas fémeas ndo houve inducédo de averséo
no grupo veiculo + LiCl (t (7) =0,2944; p=0,7770).
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Fig. 17: O CBD (3, 10 e 30 mg / kg), n&o inibiu a aquisi¢do da ACL induzida por LiCl (100 mg / kg) em
camundongos fémeas e machos (n =8, 8, 8, 8, 8, 8, 8, 8), p=0,8971 em comparacéo ao grupo veiculo
+ LiCl. Os dados estédo expressos como média + erro padrdo da média, analisados por ANOVA de duas

vias.

4.8. Efeitosdo CBD (3,10e 30 mg/kg) sobre a ACL durante afase de expressao

da memoboria:

O CBD 30 min antes da fase de expressdo da ACL induzida por LiCl, 100
mg/kg. A injecao i.p. do CBD (3, 10 e 30 mg/kg), ndo impediu a expressado dessa
memoria induzida por LIClI em nenhuma das doses utilizadas (F 3, 27 = 0,0366;
p=0,9904), assim como ndo houve diferenca para o fator sexo (F 1,9 = 0,9481; p=
0,3557) e para interacgédo entre eles (F 2,070, 4,829 = 0,9010; p= 0,4581); ANOVA de duas

vias.

Mais uma vez, ndo houve indugao de aversao significativa nos grupos veiculo
+ LiCl tanto para fémeas (to) =0,8630; p=0,4084) quanto para machos (t () =0,05931;
p= 0,9540) na andlise de teste t de uma via em comparagdo a um valor teorico de

Zero.
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Fig. 18: O CBD (3, 10 e 30 mg / kg), ndo inibiu a expressédo da ACL induzida por LiCl (100 mg/kg) em
camundongos machos e fémeas (n =10, 9,9, 9, 10, 9, 9, 9); p=0,9904 em comparacgao ao grupo veiculo
+ LiCl. Os dados estédo expressos como média + erro padrdo da média, analisados por ANOVA de duas
vias.

4.9. Caracterizacdo quimica do CBD:

Por dltimo, em colaboragdo com o laboratério de quimica farmacéutica da
Farmacia (UFMG), foi realizada pelo aluno Gabriel Lima orientado pela professora
Renata Barbosa, a caracterizacédo do CBD utilizado por nés no presente trabalho.

Através das técnicas de espectroscopias de infravermelho (IV) e de
ressonancia magnética nuclear (RMN), foi confirmada a ndo degradacdo desse
composto quando comparado ao composto padréo.

F.M.: C25H3802

M.M.: 370,4 g/mol

F.F.: 66,4-67,5 °C; lit.: 66,0-67,0 (MALFAIT et al., 2000)

[a]D24,9 = - 124° (1,00, MeOH); lit.: - 127° (1,32, 95% EtOH) (AFAQ et al., [s.d.])

I.V., Gmax /cm-1: 3519 (m, O-H, est.); 3407 (m, O-H, est.); 3075 (m, C-H sp2, est.); 2964-2829
(f, C-H sp3, est.); 1623 (m, C=C, olef., est.); 1581 (F, C=C, arom., est.); 1442 (F, C-H2, def. ang.); 1374
(m, C-H3, def. ang.); ~1200 (F, Carom-O, est.).
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RMN 1H (600 MHz, acetona-d6), &/ppm: 6,16 (2 H, s, H-14 e H-16); 5,30 (1 H, s, H-2); 4,50-
4,49 (1 H, m, Hb-9); 4,44-4,43 (1 H, m, Ha-9); 4,02-3,99 (1H, m, H-3); 2,92 (1 H, td J4,3 = 10,5 Hz, J4,5
=4,2Hz e 4,5 Hz, H-4); 2,36 (2 H, t, J17,18 = 7,6 Hz, 2x H-17); 2,23-2,18 (1 H, m, 1x H-6); 2,02-1,99
(1 H, m, 1x H-6"); 1,76-1,71 (2 H, m, 2x H-5); 1,68 (3 H, s, 3x H-7); 1,66 (3 H, s, 3x H-10); 1,52 (2 H, qt,
J18,17 e 19 = 7,4 Hz, 2x H-18); 1,35-1,25 (4 H, m, 2x H-19 e 2x H-20); 0,87 (3 H, t, J21,20 = 7,1 Hz, 2x
H-21).

RMN 13C (150 MHz, acetona-d6), 6/ppm: 157,3 (C-11 e C-13), 149,8 (C-8); 142,3 (C-15); 134,4
(C-1); 126,9 (C-2); 115,3 (C-12); 110,6 (C-9); 108,3 (C-14 e C-16); 46,0 (C-4); 36,9 (C-3); 36,2 (C-17);
32,3 (C-6); 31,7 (C-19); 31,3 (C-18); 30,3 (C-5); 23,7 (C-7); 23,2 (C-20); 19,5 (C-10); 14,4 (C-21).

Espectro de infravermelho de CBD
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5. Discussao

Neste estudo, observamos que o Canabidiol, ndo foi capaz de alterar, no
presente protocolo e doses, as memdrias contextuais recompensadoras e aversivas,
tanto de camundongos fémeas quanto machos, no modelo de condicionamento ao
lugar. Apesar disso, nele mostramos a validade do estudo do condicionamento ao
lugar no protocolo de cinco dias para a PCL induzida por cocaina (15 mg/kg). Essa
atualizacdo do modelo tem sido cada vez mais utilizada (JOHNSON et al., 2010;
MULDOON et al., 2020) e aqui mostramos sua validade pela primeira vez para
camundongos machos e fémeas da linhagem C57BL/6J.

A cocaina é uma droga com alto potencial de abuso, como ja discutido
anteriormente. Por isso, é possivel estudar seus efeitos em diversos paradigmas de
condicionamento. Porém, diferencas tém sido mostradas em relacdo a cada
paradigma, uma vez que eles parecem induzir mecanismos moleculares especificos
dentro da ATV, além de modificagBes a longo prazo na expressao génica e alteracdes
em fatores relacionados a plasticidade sinaptica, como o BDNF e células da glia, o
gue pode justificar o ndo efeito do CBD nessa intervencédo proposta (CAMPBELL et
al., 2021).

Relacionado a isso, neste estudo, a intervencdo com o CBD foi realizada nas
fases de aquisicdo e expressdo da memoria, tanto a recompensadora quanto a
aversiva. Porém, resultados positivos tém sido descritos durante as fases de extingao
e recaida dessas memdrias contextuais, além de periodos maiores de tratamento. Por
exemplo, o CBD (30 e 60 mg/kg) foi efetivo em atenuar respostas recompensadoras
guando administrado durante a fase de extingdo da PCL induzido por cocaina (10
mg/kg), ao evitar seu restabelecimento induzido pelo priming da droga (5 mg/kg), em
camundongos machos C57BL/6J. Por outro lado, esse efeito ndo foi encontrado
guando administrado nas fases de aquisicdo e expressdo do condicionamento
(LEDESMA; MANZANEDO; AGUILAR, 2021). Além disso, suprimiu a PCL induzida
por cocaina (10 mg/kg), especificamente, na dose de 7,5 mg/kg, em ratos Wistar, em
um protocolo em que o tratamento foi realizado durante 4 dias antes da PCL. O CBD
produziu efeitos supressores em forma de U na ativagdo neuronal no cortex pré-
limbico, mas ndo no infralimbico ou NAc. Além de ter suprimido a sinalizagcéo

glutamatérgica e GABAérgica no coértex pré-limbico, o que eles sugerem ser um
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possivel mecanismo celular para a atenuagédo da PCL induzida por cocaina por CBD
(ZHOU et al., 2020).

O CBD (10 mg/kg) quando administrado durante a aquisicdo da PCL induzida
por cocaina (15 mg/kg), em camundongos C57BL/6J, reduziu sua expressao 20 dias
apos o fim do tratamento. Além de, quando administrado apds o condicionamento, ter
reduzido a consolidacdo da memoria da cocaina, evidentemente um dia apds o
tratamento, indicando que nessa dose ele é capaz de modular a consolidacéo e
expressdo da PCL em um protocolo com condicionamento consecutivo como 0
proposto aqui, porém de quatro dias (CHESWORTH; KARL, 2020).

Também foi capaz de reduzir a recaida de cocaina (10 mg/kg), nas doses de
30 e 60 mg/kg, apbés um periodo de abstinéncia em camundongos CD-1 submetidos
a PCL, protocolo com quatro dias consecutivos de condicionamento, com extingdo
apos trés a quatro semanas. Revertendo também o aumento da expresséo do gene
DAT na ATV provocado pelo priming de cocaina (5 mg/kg) (CALPE-LOPEZ et al.,
2021). Em camundongos CD-1, expostos a um modelo de abstinéncia esponténea de
cocaina, o CBD (40 mg/kg) blogueou o aumento da expressao génica de DAT, da
tirosina hidroxilase (TH) na ATV e dos receptores canabinoides 1 (CNR1) e 2 (CNR2),
além de ter regulado a diminuicdo de CNR1 e induzido uma sobrerregulacéo adicional
da expressao génica de CNR2 e também ter diminuido a hiperlocomocéo e ansiedade
desses animais (GASPARYAN et al., 2020). Em complemento, estudos recentes
mostraram que apos a retirada de psicoestimulantes, como a cocaina, ocorre uma
modulacéo dificultada de novas redes neurais, ou seja, as regides envolvidas neste
transtorno ficam desreguladas a ponto de favorecer a abstinéncia, tornando dificil a
remodulag&o por outros compostos (KIMBROUGH et al., 2021), o que pode explicar
o papel mais evidente do CBD apds a extingdo, uma vez que como discutido
anteriormente, ele parece exercer seus efeitos também ao aumentar fatores

envolvidos a plasticidade sinaptica.

Uma revisao sistematica sobre o potencial do CBD no tratamento de abuso de
cocaina concluiu que ele promove reducéo na autoadministracédo de cocaina, interfere
na estimulacdo da recompensa cerebral e na liberacdo de dopamina, promove
alteracbes nas memorias contextuais associada a ela e as neuroadaptacoes,
hepatotoxicidade e convulsées induzidas por essa substancia (RODRIGUES et al.,

2020). Em camundongos swiss, o CBD (30, 60, e 90 mg/kg) reduziu a inflamacao
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aguda do figado e os danos induzidos por cocaina (75 mg/kg) além de prevenir as
convulsdes induzidas por ela (VILELA et al.,, 2015). Esse efeito protetor desse
canabinoide contra a convulsado induzida por cocaina foi revertido pela rapamicina (1
e 5 mg/kg), um inibidor da via intracelular alvo da rapamicina em mamiferos (MTOR),
além de promover uma diminuicdo de liberagdo de glutamato (GOBIRA et al., 2015).

J& em humanos, um ensaio clinico randomizado foi realizado em adictos em
cocaina, com o objetivo de verificar os fatores antiinflamatérias do CBD, uma vez que
0 uso cronico de drogas como a cocaina aumenta esses indices no cérebro. Os
participantes tratados com CBD (800 mg/kg) tiveram niveis significativamente mais
baixos de interleucina-6, fator de crescimento endotelial vascular, mondcitos
intermediarios CD14*CD16* e natural killer CD56"9CD16" em comparacdo com 0s
participantes que receberam placebo. Esses fatores quando em excesso sdo capazes
de aumentar a permeabilidade da barreira hematoencefélica, promovendo uma
neuroinflamacdo podendo resultar em processos psicolégicos como ansiedade,
depressao e psicose (MORISSETTE et al., 2021).

Por ultimo, o CBD (10-40 mg/kg) inibiu a autoadministragdo de cocaina de
maneira dependente da dose e atenuou de forma dependente da dose (3—20 mg/kg)
a recompensa por estimulacao cerebral (BSR) em ratos. Esse efeito foi bloqueado por
AM630 (antagonista do receptor CB2), WAY 100135 (antagonista do receptor 5-HT1A)
ou capsazepina (um bloqueador do canal TRPV1), mas nao por AM251 (antagonista
do receptor CB1), CID16020046 (antagonista de GPR55) ou naloxona (antagonista do
receptor opioide), sugerindo o envolvimento dos receptores CB2, 5-HT1A e TRPV1 na
acao do CBD. Aléem disso, foi realizada a microdialise in vivo a qual indicou que o pré-
tratamento com CBD (10-20 mg/kg) atenuou os aumentos induzidos pela cocaina na
dopamina extracelular (DA) no NAc (GALAJ et al., 2020).

Muitas ainda séo as controvérsias encontradas em estudos com o CBD, uma
vez que este composto pode ser eficaz em diferentes doses, possivelmente devido ao
seu complexo mecanismo de acdo. Contudo, se mostra importante, relatar cada efeito
encontrado em diferentes condicdes, para que seja possivel estabelecer uma
homogeneidade de resposta, uma vez que esse composto é um dos que mais tem
mostrado potencial no tratamento do abuso de cocaina, o que torna esse trabalho

também relevante para a literatura.
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Quanto aos efeitos do CBD em respostas aversivas, nao foi possivel obter
resultados consistentes, uma vez que a propria validacdo do modelo nao foi
consistente. No entanto, a induc&o aversiva foi observada em trabalhos utilizados de
base para este, na dose de 130 mg/kg (JOHNSON et al., 2010) e na dose de 150
mg/kg em camundongos da linhagem ICR (MULDOON et al., 2020), no protocolo
também de cinco dias. Assim como, recentemente, na dose de 96 mg/kg em ratos da
linhagem Long-Evans (DOOBAY et al., 2021).

Além disso, o CBD (5 mg/kg) ja havia suprimido a aversdo condicionada
induzida por LIiCl (127,2 mg/kg) em ratos, resultado esse atenuado pelo pré-
tratamento com antagonistas do receptor 5-HT1A (ROCK et al., 2012). E, mais
recentemente, o sistema endocanabinoide também se mostrou importante no
tratamento da nausea produzida por quimioterapicos em humanos (ROCK et al.,
2016). Assim como foi capaz de interferir, na dose de 5 mg/kg, no estabelecimento de
nausea induzida por A9-THC (10 mg/kg), efeito também mediado por receptores 5-
HT1A (DEVUONO et al., 2020).

Além disso, o papel dos receptores CB:1 j& havia sido mostrado para o
aprendizado de estimulos aversivos no hipocampo dorsal no modelo de aversao
condicionado ao sabor com LiCl, em que, micro infusdes (semelhante ao sistema
endogeno) no cortex insular de agonistas CBi1 se mostraram capazes de inibir a
aquisicdo e provavelmente a reconsolidacdo, enquanto o antagonista promoveu a

aquisicdo e bloqueio da extingdo dessas memorias (KOBILO; HAZVI; DUDAI, 2007)

Como dito antes, neste trabalho, optamos por trabalhar com machos e fémeas
e considerar que seus respectivos ciclos alterariam sim, diferentemente, o
comportamento desses animais a fim de ver o que encontrariamos para poder assim
investigar melhor cada situacdo. Essas diferencas observadas, de acordo com a
literatura, ainda séo discutidas, porém alguns pontos se mostram relevantes no estudo
do dimorfismo sexual, uma vez que, existe uma diferenca nas vias relacionadas a
memoaria consolidada apds o PCL, induzido por cocaina, em camundongos C57BL/6J.
Fémeas tratadas com o agonista inverso do receptor CB1, Rimonabanto, mostraram
efeitos diferentes dos machos, assim como, as vias de sinaliza¢éo pelas quais essa
consolidag&o acontece. Sendo a via receptores de estrogénio (ER-mGIuR5-CB:) para

fémeas e a via receptores glutamatérgicos tipo 5 (MGIuR5-CB1) para machos,
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mostrando, portanto, a necessidade de um tratamento especifico para os sexos em
casos de adiccdo (CHANG; DAI; HU, 2021).

Na mesma linha, o reforco da memdéria de cocaina provocado por pistas
contextuais parece ser maior durante o ciclo estral das fémeas. Havendo um aumento
da motivacéo apenas durante o estro e nao no diestro das fémeas, ou em machos.
Outra observacéao feita, foi que durante o estro ocorreu 0 aumento na expressao de c-
fos, principalmente nas regides estriatais, o que reforga o aumento do comportamento
de busca ou motivacdo que sao relacionados a essas regides cerebrais (JOHNSON
et al., 2019).

A maioria dos estudos sobre hierarquias de dominancia destacam ser maior
em camundongos e ratos machos, ao passo que uma menor hierarquia ou nenhuma
hierarquia é observada entre fémeas (FULENWIDER; CARUSO; RYABININ, 2021). A
hierarquia social em ratos machos também € capaz de influenciar a taxa de
autoadministracao de cocaina, mas nao a ansiedade ou impulsividade. E, semelhante
aos primatas ndo humanos, esses efeitos parecem ser mediados por sistemas
dopaminérgicos estriatais (JUPP et al., 2016). Porém neles destaca-se a importancia
em incluir ffmeas nos estudos para que seja possivel verificar se elas realmente nao

apresentam hierarquia ou se sofrem efeitos da hierarquia dos machos.

Levando em consideracao os fatores acima citados, poderiamos hipotetizar
gue na aversao (ACL) eles sejam mais proeminentes do que para recompensa,
fazendo com que as fémeas no ciclo estral relacionassem mais as pistas contextuais
ao medo gerado pelo LiCl do que as fémeas no ciclo no diestro, o que poderia explicar
a alta variabilidade nos grupos do nosso estudo e, principalmente, do grupo controle
das fémeas. Nesse sentido, estudos em ratas mostraram que elas exibem maior
condicionamento induzido por LiCl em comparacdo aos machos (CLOUTIER;
KAVALIERS; OSSENKOPP, 2017). Além de exibirem maior aversédo condicionada no
ponto alto de estrogénio de seu ciclo, na fase de pré-estro, em comparagdo com a
fase de baixo estrogénio, diestro (CLOUTIER et al., 2018). Por outro lado, essa
diversidade de respostas também foi observada nos machos, o que até entdo nao
seria relacionado ao ciclo de testosterona deles, de acordo com a literatura. Sendo,
portanto, preciso investigar um melhor modelo para o estudo da averséo induzida por
LiCl.
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Em doses muito altas o LiCl também é capaz de induzir uma hipolocomocgéao
no animal devido aos seus efeitos eméticos, outro ponto importante também em ser
investigado. Apesar disso as doses selecionadas vao de acordo com o que vem sendo
utilizado nos trabalhos com ACL (DOOBAY et al., 2021).

Por ultimo, através de uma colaboragdo com o grupo da quimica farmacéutica
da Farméacia — UFMG, confirmamos a ndo degradacdo do CBD utilizado neste
trabalho, através técnicas de espectroscopias de infravermelho (V) e de ressonancia
magnética nuclear (RMN). Descartando a possibilidade de os resultados encontrados

serem devidos a inatividade desse composto (item 4.9 em métodos).
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6. Conclusao

Primeiramente, fomos capazes de validar o protocolo de preferéncia
condicionada ao lugar induzido por cocaina, através do condicionamento consecutivo
por trés dias, em fémeas e machos da linhagem C57BL/6J. Em relac&o aos efeitos do
CBD, avaliamos o tratamento durante aquisicdo e expressao dessas respostas. Esse
composto, entretanto, ndo foi capaz de inibir a aquisicdo ou a expressao de PCL
induzidas pela cocaina. As analises quimicas realizadas descartam a possibilidade de

gue o CBD possa ter se convertido quimicamente em outra substancia.

Quanto ao objetivo de estudar os efeitos do CBD sobre a aversao
condicionada, nao houve sucesso na validagdo do ACL induzida pelo litio. Ajustes de
dose, tempo de administracao e duracao do protocolo poderéo ser realizados a fim de

se estabelecer este modelo.
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