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RESUMO

A ativacao do receptor CB: inibe a liberacdo de dopamina, representando uma
possivel abordagem para o tratamento de transtornos por uso de substancias.
Diante disso, esse trabalho teve objetivo testar a hipdtese de que farmaco que
ativa ou modula o receptor canabinoide CB: inibe a hiperlocomocéo induzida por
cocaina ou quetamina. Foram testados camundongos machos e fémeas
C57BL/6J no modelo de hiperlocomocéo induzida por cocaina (15 mg/kg) ou
guetamina (30 mg/kg), tratados com JWH-133 (0,3; 1 ou 3 mg/kg) ou B-CF (25,
50 ou 100 mg/kg) ou EC21a (1, 3 ou 10 mg/kg) por via i.p. 30 minutos antes da
administracdo de cocaina ou quetamina. Nenhum ligante do receptor CB:2
reverteu o efeito de hiperlocomocao induzido por cocaina ou quetamina em
camundongos, sendo nosso trabalho o primeiro a testar os efeitos do JWH-133,
B-CF ou EC21a na hiperlocomocéo induzida por quetamina e o primeiro a testar
o EC21a no protocolo de hiperlocomocéao induzida por cocaina. Os resultados
nao necessariamente refutam a hipétese de que o receptor CB2 possar ser um
alvo terapéutico para o tratamento do transtorno por uso de substancia. Mais
estudos séo necessarios para investigar os efeitos dos diversos ligantes desse
receptor em protocolos de tratamento cronico nas diferentes linhagens.

Palavras-chave: sistema endocanabinoide, transtorno por uso de substancias,

receptor CBa.



ABSTRACT

Activation of the CB:2 receptor inhibits the release of dopamine, representing a
possible approach to the treatment of substance use disorders. This study aimed
to test the hypothesis that a drug that activates or modulates the CB2 cannabinoid
receptor inhibits hyperlocomotion induced by cocaine or ketamine. Male and
female C57BL/6J mice were tested in the hyperlocomotion model induced by
cocaine (15 mg/kg) or ketamine (30 mg/kg), treated with JWH-133 (0.3, 1 or 3
mg/kg) or B-CF (25, 50 or 100 mg/kg) or EC21a (1, 3 or 10 mg/kg) i.p. 30 minutes
before cocaine or ketamine administration. No CB2 receptor ligand reversed the
hyperlocomotion effect induced by cocaine or ketamine in mice. Our study was
the first to test the effects of JWH-133, B-CF or EC21a on ketamine-induced
hyperlocomotion and the first to test EC2la in the cocaine-induced
hyperlocomotion protocol. The results do not necessarily refute the hypothesis
that the CB:2 receptor could be a therapeutic target for the treatment of substance
use disorders. Further studies are needed to investigate the effects of different

ligands of this receptor in chronic treatment protocols in different strains.

Keywords: endocannabinoid system, substance use disorder, CB2 receptor.
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1. INTRODUCAO
1.1Transtornos por uso de substancias

O uso de substancias com potencial de adiccdo é considerado um problema
social e de saude publica, gerador de elevado custo médico e econémico (Buck
et al., 2021; Jensen, Jensen e Madsen, 2022). Em 2019, essa pratica levou a
Obito quase meio milhdo de pessoas em todo mundo, e em 2022
aproximadamente 292 milhdes de pessoas, com idade entre 15 e 64 anos,
fizeram uso de drogas, refletindo um aumento de 20% em comparagao com o
ano de 2012. As projecdes sdo de que para 2030 havera um aumento de 11%
no numero de pessoas vivendo nessa condi¢cdo, em todo o mundo (United
Nations Office on Drugs and Crime, 2021; 2024).

A alta influéncia das drogas na mortalidade prematura se da pelos seus efeitos
diretos em um quadro de overdose e também pelos seus efeitos negativos em
longo prazo na saude do individuo (Volkow e Blanco, 2023). Seu uso pode levar
ao desenvolvimento de transtornos por uso de substancias (TUS), o que no ano
de 2019 resultaram na perda de 18 milhdes de anos de vida saudavel (United
Nations Office on Drugs and Crime, 2021). Esses transtornos sdo multifatoriais
e considerados condicfes cronicas de saude, que surgem a partir de alteracdes
nos circuitos cerebrais, resultando em sintomas cognitivos, comportamentais e
fisiol6égicos (American Psychiatric Association: Diagnostic and Statistical Manual
of Mental Disorders, 2022).

Dados atuais do United Nations Office on Drugs and Crime (Agencia das Nacdes
Unidas sobre Drogas e Crime) (2024) estimam que 64 milhdes, ou seja, 1 em 81
pessoas no mundo, foram acometidas por TUS no ano de 2022. Estes numeros
representam um aumento de 3% em relacéo a 2018. Os TUS se manifestam em
um ciclo repetitivo envolvendo uso abusivo, abstinéncia e fissura. Esses trés
estagios sao resultados da ruptura das redes neurais envolvidas na recompensa,

motivacédo, funcdo executiva e humor (Volkow e Blanco, 2023).

Os comportamentos relacionados aos TUS envolvem o sistema mesolimbico e
o cortex pré-frontal. Modificag6es nestas areas séo responsaveis principalmente

pela dificuldade em controlar ou cessar o uso da droga (Volkow e Boyle, 2018;
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Gobira, Joca e Moreira, 2022; Asth et al., 2023). De acordo com o American
Psychiatric Association: Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
(2022) o diagnostico dos TUS, em geral, é fundamentado pelo padrdo de
comportamentos pertinentes ao uso da droga e € organizado por grupos de
critérios que abrangem o baixo controle, a deterioracdo social, o uso arriscado e

0s aspectos farmacoldgicos.

O primeiro grupo de critérios se refere ao baixo controle do uso da substéncia,
no qual o individuo pode consumir maiores quantidades da droga ou utiliza-la
por um tempo mais longo do que havia planejado. Embora possa haver a
vontade de controlar ou cessar o uso da substancia, o sujeito fracassa ao tentar.
Muito tempo pode ser investido na obtencdo e consumo da droga como também
na recuperacao de seus efeitos. A fissura que se apresenta pelo desejo intenso
de usar a droga pode ocorrer principalmente quando exposto a estimulos a ela
relacionados (American Psychiatric Association: Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders, 2022).

O segundo grupo de critérios concerne ao prejuizo social. O individuo falha nas
obriga¢des do trabalho, do estudo ou do ambiente familiar e, mesmo assim, pode
continuar com o0 uso da substancia. As atividades relacionadas ao social, ao
profissional ou ao lazer sdo deixadas de lado enquanto o uso da substancia é
favoritado (American Psychiatric Association: Diagnostic and Statistical Manual
of Mental Disorders, 2022).

O uso arriscado da substancia € o terceiro grupo de critérios. O consumo da
droga pelo individuo pode ocorrer em situacdes que colocam até mesmo sua
integridade fisica em risco. A pessoa pode se frustrar em privar-se do uso da
substéncia apesar de estar ciente do risco fisico ou psicoldgico que ela o pode
causar (American Psychiatric Association: Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders, 2022).

O quarto e ultimo dos critérios compreende os farmacologicos. O individuo pode
apresentar tolerancia, ou seja, precisara de uma dose maior da substancia para
alcancar o efeito desejado, que antes era obtido por uma dose menor. Além

disso, quando a ag¢do da droga cessa apO0s 0 uso intenso, o individuo é
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acometido pela sindrome de abstinéncia. Diante dos sintomas negativos na
abstinéncia, o sujeito volta a consumir a substancia para suaviza-los (American
Psychiatric Association: Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders,
2022).

Em geral, toda droga com potencial de adiccdo aumenta a concentracdo de
dopamina no nacleo accumbens (NAcc), seja por ativar ou desinibir neurénios
dopaminérgicos na area tegmental ventral (ATV), seja por ativar mecanismos
sinapticos que resulta em mais dopamina nos terminais desses neurénios no
NAcc. Em outros termos, 0 mecanismo pelo qual cada classe de substancia atua
pode ser diferente (American Psychiatric Association: Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders, 2022; Volkow e Blanco, 2023).

1.2 Cocaina

A cocaina é uma droga psicoestimulante extraida das folhas de plantas que
pertencem a familia Erythroxylaceae, das principais espécies Erythroxylum coca
e Erythroxylum novogranatenese. Ha evidéncias de que essa planta seja
conhecida desde 500 a.C. Além disso, estudos arqueoldgicos revelaram que ha
3000 a.C os povos originarios no Peru mascavam suas folhas. Estes fatos
indicam o quéo antigo € o acesso do homem as substancias a base de cocaina
(Muakad, 2012).

Por volta do ano de 1860, o principal alcaloide dessa planta foi isolado a partir
de suas folhas pelo quimico alemé&o Albert Niemann. Na época, a substancia
recebeu o nome de cocaina, cujas caracteristicas de gosto amargo e capacidade
de anestesiar a lingua foram observadas (Ferigolo e Signor, 2007; Muakad,
2012).

A formula molecular da cocaina foi determinada por outro quimico aleméo W.
Lossen em 1862. Dois anos depois, o austriaco Sigmund Freud publicou um
artigo exaltando o uso da cocaina para tratar depressao e colicas, aléem de seu
emprego como anestésico local (Muakad, 2012). Em continuidade, no mesmo
ano o médico oftalmologista austriaco Karl Kéller realizou experiéncias com a
cocaina na cornea, descobrindo que seu efeito anestésico permitia até mesmo

a realizacao de cirurgia naquele local (Ferigolo e Signor, 2007; Muakad, 2012).



14

No entanto, em 1892 Sigmund Freud publicou uma atualizac&o para se retratar

do que havia informado na primeira publicacéo (Ferigolo e Signor, 2007).

Os achados de Karl Koller impulsionaram o emprego da cocaina como
anestésico local na area da oftalmologia e também na odontologia. Além do seu
usSo como substancia anestésica, era utilizada em preparo de remédios, cigarros,
gomas de mascar, doces e bebidas, embora nem sempre fosse declarada nos
rotulos. Devido seus efeitos deletérios, em 1914 a cocaina foi classificada como
droga perigosa, e seu uso restringido a anestesia topica. No entanto, devido seus
efeitos colaterais, foi substituida por derivados sintéticos mais seguros como

lidocaina e outros (Muakad, 2012).

Dados mais recentes revelam que a producdo de cocaina em todo o mundo
atingiu mais de 2.700 toneladas no ano de 2022, representando 20% a mais do
gue no ano anterior. Seu uso tem aumentado globalmente, sendo a quarta droga
mais consumida no ano de 2021, com uma populagéo de 23 milhdes de usuarios
(United Nations Office on Drugs and Crime, 2024).

A cocaina pode ser encontrada sob diversas formas e, portanto, administrada
por diferentes vias. Por via oral, a substancia pode ser consumida através da
mastigacéo das folhas ou cha. Na forma de p6, ou seja, o cloridrato de cocaina,
pode ser dissolvido e injetado por via endovenosa ou subcutédnea, embora a via
mais comum de administracao seja tépica intranasal, por meio da aspiracao do
pé. Além disso, gera o subproduto crack na forma de base livre transformada em
pedra. O crack volatiliza quando aquecido podendo ser fumado ou inalado.
Devido seu efeito rapido e de pouca duracéo, o crack causa adic¢cdo mais rapida
quando comparado a outras formas da cocaina (Ferigolo e Signor, 2007;
Muakad, 2012).

Uma vez absorvida, a cocaina alcanca o cérebro e impede a recaptagédo de
dopamina ao interagir com o transportador de dopamina (DAT) e blogquea-lo
(Figura 1). Este mecanismo resulta em maior concentragdo de dopamina nas
sinapses em todas as regides do cérebro que possuem DAT (Niedzielska-Andres
etal., 2021). O sistema dopaminérgico no Sistema Nervoso Central (SNC) possui
quatro vias principais: mesocortical, mesolimbica, nigrostriatal e

tuberoinfundibular. As vias mesocortical e mesolimbica partem da ATV e se
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projetam para o cortex pré-frontal e Nacc, respectivamente, regulando a
recompensa (Buck et al., 2021). As drogas de abuso ao hiper ativarem o sistema
dopaminérgico que regula a recompensa, causam prazer que excede aos
naturais produzidos no ato alimentar ou sexual, por exemplo (Nestler, 2005;
Baler e Volkow, 2006; Ferigolo e Signor, 2007).

A dopamina age em seus receptores acoplados a proteina G transmembrana,
desempenhando diversas funcbes (Mishra, Singh e Shukla, 2018). Os
receptores de dopamina sao classificados como receptor tipo D1 e receptor tipo
D2. O tipo D1 compreende D1 e D5, ambos acoplados a proteina G
estimulatéria/Gs que ativa a adenilato ciclase, levando a producédo do segundo
mensageiro AMPc, resultando em uma cascata de sinalizacdo que culmina em
transcricdo celular. O tipo D2 inclui os receptores D2, D3 e D4 acoplados a
proteina G inibitéria (Gi/0), que quando ativados inibem a adenilato ciclase
(Bhatia, Lenchner e Saadabadi, 2023).

O uso constante de cocaina parece aumentar o numero de receptores D1 e
reduzir o de receptores D2 (Ferigolo e Signor, 2007). Os receptores D1
desempenham funcédo importante na regulacdo do sistema de recompensa,
atividade locomotora, aprendizagem e memoria; enquanto os receptores D2
exercem acao nalocomocao, memoaria e aprendizagem (Mishra, Singh e Shukla,
2018; Bhatia, Lenchner e Saadabadi, 2023). Portanto, o desbalanco de
receptores D1 e D2 pela exposicdo a cocaina favorece o desenvolvimento da
adiccdo. Estudos com modelo animal sugerem que a reducédo do receptor D2
parece estar relacionada a atividade prejudicada do cortex pré-frontal e ao

aumento da ingestédo de cocaina (Caine et al., 2002; Volkow e Blanco, 2023).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Caine%20SB%22%5BAuthor%5D
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Figura 1. Mecanismo simplificado da cocaina que resulta em aumento da disponibilidade de
dopamina na fenda.

1.3 Quetamina

Diferentemente da cocaina, a quetamina é um farmaco que atua bloqueando os
receptores de glutamato N-metil-D-aspartato (NMDA), induzindo uma anestesia
dissociativa (Tan et al., 2012). Sintetizada pela primeira vez pelo quimico
americano Calvin Stevens da Parke-Davis em 1962 teve seu primeiro uso como
anestésico durante a guerra do Vietna, em soldados americanos (Liu et al., 2016;
Savic et al., 2024).

Sendo o glutamato o principal neurotransmissor excitatorio do SNC, os efeitos
produzidos pela quetamina sdo complexos (Niedzielska-Andres et al., 2021).
Nos cornos dorsais da medula espinhal, o bloqueio dos receptores NMDA
interrompe a transmissao da dor, causando analgesia intensa. No cérebro, a
guetamina dissocia o controle cortical e o controle do tdlamo, interferindo na
transmissao de estimulos perceptivos aos cortices sensoriais (Volkow e Blanco,
2023). Através desses mecanismos a quetamina exerce seus principais efeitos:

anesteésico dissociativo e analgésico (Savic et al., 2024).

Utilizada ha muito tempo como um farmaco anestésico em humanos e na

medicina veterinaria, a quetamina atualmente é aplicada principalmente na

inducdo e ha manutencao anestésica para procedimentos cirlrgicos em animais
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(Liu et al., 2016). Além dessas aplicagBes clinicas, tem sido estudada como

farmaco potencial para tratamento da depresséo e asma (Savic et al., 2024).

Seu emprego na anestesia geral em humanos foi descontinuado devido aos
efeitos adversos. Era comum que ao se recuperar da anestesia pacientes
relatassem sintomas como alucinacdes, experiéncias “fora do corpo” e sensagao
de “fusdao com o ambiente” (Savi¢ et al., 2024). Por provocar tais sintomas a
guetamina se tornou uma droga recreativa e seu uso nao médico tem aumentado
em muitas partes do mundo, mesmo sendo uma substancia controlada (Liu et
al., 2016).

Além de anestésico e analgésico, a quetamina é um psicoestimulante que produz
efeitos recompensadores e reforcadores. Os primeiros relatos de abuso da
quetamina datam do final da década de 1960. Seu uso recreativo tornou-se
generalizado na América do Norte, Europa e Asia durante as décadas de 1970
e 1980 (Savi¢ et al., 2024). Dados atuais revelam que o mercado ilegal de
guetamina estd ampliando para novas areas geograficas (United Nations Office

on Drugs and Crime, 2024).

Na América do Norte, Caribe, Oriente Médio, Africa Austral, Sudoeste Asiatico e
Europa ocorreu aumento nas apreensdes de quetamina. Em 2022, no Leste e
Sudeste Asiatico essas apreensfes aumentaram 70% em comparacdo com
2021, atingindo seu recorde (United Nations Office on Drugs and Crime, 2024).
Aumento de quetamina residual foi identificado em aguas de 12 das 15 cidades
monitoradas nos anos de 2022 e 2023, em paises ocidentais e Europa Central
(United Nations Office on Drugs and Crime, 2024).

No Reino Unido e na Australia, o monitoramento do uso ndo meédico da
guetamina revelou aumento nos ultimos anos, principalmente entre os jovens
(United Nations Office on Drugs and Crime, 2024). No Brasil, foi realizado um
estudo com objetivo de identificar o abuso de novas substancias psicoativas.
Nesse foram analisadas amostras de fluido oral coletadas em festas ao longo
dos anos 2018, 2019 e 2020. Foi identificado que dentre as 462 amostras
coletadas, 39,2% foram positivas para pelo menos uma substancia psicoativa,

sendo a guetamina a mais prevalente representando 29,4% (Cunha et al., 2021).
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Geralmente a quetamina, no contexto do abuso, é administrada por injecao
intravenosa ou intramuscular, inalacdo ou fumo (Liu et al., 2016; Savi¢ et al.,
2024). Uma vez absorvida e distribuida, a quetamina age bloqueando os
receptores de glutamato NMDA. Esses receptores sao do tipo ionotrdpicos, ou
seja, s&o canais catidnicos assim como 0s receptores do acido a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico (AMPA) e kainato, nos quais o glutamato
também atua (Tomita, 2016). O bloqueio do receptor NMDA pela quetamina
resulta na liberacdo excessiva de glutamato. Ligando-se a outros receptores pré
e pos sinapticos, o glutamato induz a ocorréncia de complexos mecanismos em
diferentes circuitos neurais, que influenciam na liberacdo de dopamina no NAcc
(Niedzielska-Andres et al, 2021; Savi¢ et al., 2024).

No mesencéfalo, os neurdnios dopaminérgicos que se projetam para o NAcc sdo
regulados por proje¢c@es glutamatérgicas corticais através de uma via facilitatéria
e uma via inibitoria. Os receptores NMDA e AMPA/kainato participam da via
facilitadora enquanto os receptores NMDA em interneurénios GABAEérgicos
controlam a via inibitéria (Tan et al., 2012). A quetamina bloqueia os receptores
NMDA presentes em neurbnios GABAérgicos dentro do ndcleo reticular
talamico, inibindo a liberacdo do acido y-aminobutirico (GABA) (Figura 2). Esse
mecanismo resulta na desinibicdo dos neurbénios dopaminérgicos e no aumento
da liberacdo de dopamina (Liu et al., 2016). J& a liberacdo excessiva de
glutamato ativa a via excitatéria. Portanto, a acdo da quetamina néo sé influencia
0 sistema glutamatérgico, como também o sistema GABAEérgico e 0 sistema
dopaminérgico (Tan et al., 2012). Portanto, quando usada de forma abusiva a
guetamina pode causar transtornos semelhantes aos TUS, nao existindo até o
presente momento tratamento eficaz para essa condi¢éo (Liu et al., 2016; United
Nations Office on Drugs and Crime, 2021; 2024; Savic et al., 2024).
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Figura 2. Mecanismo da quetamina simplificado que resulta em liberacdo de dopamina no NAcc.
Adaptado de Liu, et al., 2016.

1.4 Sistema Endocanabinoide

Apesar dos avangos no conhecimento sobre as alteragbes nos circuitos
cerebrais relacionados ao abuso de drogas, ndo existe ainda tratamento eficaz
para essa condicdo (Jensen, Jensen e Madsen, 2022). Dados atuais indicam
gue em 2022 apenas 1 em cada 11 pessoas com TUS recebeu tratamento. Nos
paises da américa os tipos de tratamento mais comuns S80 0S psicossociais e
comportamentais (United Nations Office on Drugs and Crime, 2024). No entanto,
diversos estudos tém sido realizados para melhor compreender a complexidade
molecular acerca dos TUS, no intuito de desenvolver tratamento medicamentoso
eficaz (Volkow e Boyle, 2018; Buck et al., 2021; Aracil-Fernandez et al., 2012).

Nesta perspectiva, o Sistema Endocanabinoide tem se destacado na busca de
tratamento dos TUS sendo este, promissor no campo da pesquisa (Aracil-
Fernandez et al., 2012; Canseco-Alba et al., 2019). O Sistema Endocanabinoide
€ composto pelos receptores canabinoides do tipo 1 (CB1) e do tipo 2 (CBz2), seus
agonistas endogenos (endocanabinoides) e as suas enzimas de sintese e

degradacéao (Figura 3) (Schurman et al., 2020).
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Os endocanabinoides mais bem estudados sdao a anandamida e 2-
araquidonoilglicerol (2-AG), sintetizados a partir de fosfolipideos de membrana e
liberados sob demanda, que agem retrogradamente (Spanagel, 2020; Schurman
et al., 2020). O influxo de célcio secundario a despolarizagdo neuronal é o fator
que leva a sintese de anandamida que ocorre pela acdo das enzimas N-
aciltransferase e fosfolipase D. Ja 0 2-AG é sintetizado em resposta a ativacéo
de receptores metabotrépicos, envolvendo a participacao da fosfolipase C e da
diacilglicerol lipase. ApGs liberagdo na fenda sinaptica e acdo nos receptores
canabinoides, a anandamida sofre hidrélise pela hidrolase de amida de &cido
graxo e o 2-AG é degradado pela monoacilglicerol lipase. A degradacdo de
ambos ocorre no interior da célula (Brunt e Bossong, 2020; Schurman et al.,
2020).

Os receptores canabinoides mais bem estudados até o momento sédo o CB1 e
CB:2 acoplados a Gi/0. A ativagédo deles em neurbnios pré-singpticos resulta na
inibicdo da liberacdo de neurotransmissores por mecanismos que envolvem:
inibicdo da adenilato ciclase, reducéo da producdo da adenosina monofosfato
ciclica (AMPc), inibicdo da proteina quinase A, ativacdo dos canais retificadores
internos de potassio e inibicdo de canais de célcio dependentes de voltagem

(Svizenska, Dubovy e Sulcova, 2008; Gobira, Joca e Moreira, 2022).

Portanto, o Sistema Endocanabinoide € um sistema neuromodulador da
transmissdo sinaptica de neurotransmissores como dopamina, glutamato e
GABA. Esse sistema exerce efeito em muitas funcdes fisiolégicas, como no
processamento de recompensa (Schurman et al., 2020; Spanagel, 2020; Brunt
e Bossong, 2020).

A funcéo dos receptores CB2 nas vias mesocorticolimbicas tem sido investigada,
havendo evidéncias de que sua ativacdo modula a liberacdo de dopamina pelos
neurénios dopaminérgicos da ATV. Esse achado indica que os receptores CB:2
exercem fungéo importante no cérebro sendo, portanto, um alvo promissor para
o tratamento de TUS (Jordan e Xi, 2019; Gobira, Joca e Moreira, 2022; Asth et
al., 2023).
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Estudos com modelo animal tém investigado o papel do Sistema
Endocanabinoide, principalmente dos receptores CB2, quanto aos efeitos da
cocaina, anfetamina, metanfetamina e nicotina (Aracil-Fernandez et al., 2012;
Canseco-Alba et al., 2019; Lopes et al., 2020). Nesse modelo, o protocolo de
hiperlocomocgéo induzida por drogas tem sido explorado no intuito de investigar
as respostas agudas de agonistas naturais e sintéticos dos receptores CB:2 (Delis
et al., 2017; Canseco-Alba et al., 2019; He et al., 2020).

O potencial farmacoldgico de ligantes sintéticos dos receptores CB:2 para tratar
os TUS também tem sido avaliado. Estudos realizados com o agonista total
seletivo sintético do CB2, JWH-133, identificaram que este ligante foi capaz de
inibir os neurénios dopaminérgicos da ATV (Zhang et al., 2017). Além disso,
identificou-se que o0 JWH-133 diminuiu a aquisicao e a expressao de preferéncia
condicionada ao lugar (CPP) e preveniu também a aquisicdo e a expressao da
sensibilizacdo, ambas induzidas por cocaina em modelo animal (Delis et al.,
2017; Lopes et al., 2020).

O B-cariofileno (3-CF) € um ligante natural dos CB:2 presente na Cannabis e em
outros vegetais. Utilizado como aditivo alimentar, aprovado pela Food and Drug
Administration e considerado seguro, suas propriedades farmacolégicas como
agonista nao seletivo do CB2, tém sido exploradas sobre os efeitos das drogas
de abuso como metanfetamina, cocaina, nicotina e alcool (He et al., 2021; Asth
et al., 2023).

Um dos mais recentes ligantes € o EC21a, primeiro modulador alostérico positivo
(MAP) do CB: (Ferrisi et al., 2023). O EC21a foi empregado em estudos com
modelo animal para dor neuropatica e para epilepsia, tendo tido resultados
positivos (Gado et al., 2019; Shapiro et al., 2021).



_w EINH, + AA
AA + glycerol o

Figura 3. Esquema representativo dos componentes do Sistema Endocanabinoide. 2-AG: 2-
araquidonoil glicerol, AEA: Anandamida, CB1: Receptor canabinoide do tipo 1, CB2: Receptor
canabinoide do tipo 2, FAAH: Hidrolase de amida de &cidos graxos, MAGL: Monoacilglicerol
lipase, T: Transportadores.

Fonte: Lopes, 2017.

2. JUSTIFICATIVA

Como destacado, o uso de drogas constitui-se um problema de saude publica,
qgue resulta em incapacidade laboral e comprometimento da saude levando a
morte de individuos. Considerando as projecdes de significativo aumento no
namero de pessoas vivendo nesta condicdo, faz-se necesséria a realizacéo de
pesquisas em busca de tratamentos capazes de reduzir a dependéncia as
drogas, visando melhores progndésticos (United Nations Office on Drugs and
Crime, 2024).

J4 se sabe que o Sistema Endocanabinoide atua como modulador de vias
envolvidas no processamento de recompensa, e que existem ligantes com
diferentes mecanismos de acdo dos receptores CB:2 (Figura 4). No entanto,
existe a necessidade de mais estudos que avaliem as respostas de novos
ligantes dos receptores CB2 na dependéncia as diferentes drogas (Gobira, Joca
e Moreira, 2022; Ferrisi et al., 2023).

Considerando as distintas vias de acéo da cocaina e quetamina, dopaminérgica
e glutamatérgica, respectivamente, a questdo que orientou o presente estudo é:
o B-CF, o JWH-133 e o EC2la se diferenciam na resposta sobre a

hiperlocomocéo induzida pela cocaina e quetamina?
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Figura 4. Diferentes ligantes do receptor CB:.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Testar a hipotese de que farmacos que ativam ou modulam 0s receptores

canabinoides CB:2 inibem a hiperlocomoc&o induzida por cocaina ou quetamina.
3.2 Objetivos especificos

a) Testar a hipotese de que o agonista total seletivo do receptor canabinoide

CB2, JWH-133, inibe a hiperlocomocé&o induzida por cocaina.

b) Testar a hipétese de que o agonista ndo seletivo do receptor canabinoide

CB2, B-cariofileno, inibe a hiperlocomocé&o induzida por cocaina.

c) Testar a hipétese de que o modulador alostérico positivo do receptor

canabinoide CB2, EC21a, inibe a hiperlocomoc¢éo induzida por cocaina.

d) Testar a hip6tese de que o agonista total seletivo do receptor canabinoide

CB2, JWH-133, inibe a hiperlocomogéo induzida por quetamina.
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e) Testar a hipotese de que o agonista ndo seletivo do receptor canabinoide

CB2, B-cariofileno, inibe a hiperlocomocé&o induzida por quetamina.

f) Testar a hipotese de que o modulador alostérico positivo do receptor

canabinoide CB2, EC21a, inibe a hiperlocomogé&o induzida por quetamina.
4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6J, machos (n = 6/grupo) e
fémeas (n = 6/grupo), pesando cerca de 25 gramas, com 8 a 10 semanas de
idade, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG). Os animais foram alojados em gaiolas plasticas e mantidos em
temperatura ambiente controlada de 24 + 2°C, com ciclo claro escuro de 12h
(7h00-19h00) e livre acesso a agua e comida. Todos os procedimentos foram
aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG sob o
namero 139/2023.

4.2 Drogas

A hiperlocomocéo foi induzida por cocaina (©Merck & Co., Inc.) (15 mg/kg) ou
por quetamina (©Syntec) (30 mg/kg). Tanto a cocaina quanto a quetamina foram
diluidas em solucao de cloreto de sddio a 0,9% (NaCl 0,9%). As drogas testadas
que interagem com receptor CB2 foram o agonista pleno seletivo, JWH-133
(©Cayman Chemical), nas doses de 0,3; 1 e 3 mg/kg; o agonista nao seletivo, -
cariofileno (Sigma-Aldrich®), nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg; e o modulador
alostérico positivo, EC21a (©Tocris Bioscience), nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg.
O JWH-133 foi solubilizado em 10% de dimetilsulféxido (DMSO) e solucéo de
NaCl 0,9%, o B-cariofileno foi diluido em 6leo de oliva e o0 EC21a foi solubilizado
em 5% de DMSO, 5% de Tween 20 e solucdo de NaCl 0,9%. Todas as drogas

citadas foram administradas no volume de 10 mL/kg por via intraperitoneal (i.p.).
4.3 Modelo comportamental

O protocolo experimental adotado nesse estudo foi 0 campo aberto, que consiste

em uma arena circular com parede de acrilico (30 cm de diametro e 50 cm de
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altura) aberta na extremidade superior e inferior. Sendo a base inferior encaixada
em uma base de acrilico branca. A distancia percorrida é o parametro mais
frequentemente estudado neste protocolo que permite uma avaliacao facil do
comportamento motor (Seibenhener e Wooten, 2015). Antes de iniciar o
experimento, os animais passaram por habituacdo na sala de experimentacéo

por cerca de uma hora.
4.4 Delineamento experimental
4.4.1 Efeitos dos ligantes do receptor canabinoide CB2 na locomogéao basal

Para o controle de efeito sobre a locomocao basal, diferentes grupos receberam
10 mL/kg de doses crescentes de JWH-133 (0,3; 1 e 3 mg/kg), B-CF (25, 50 e
100 mg/kg), EC2la (1, 3 e 10 mg/kg) ou veiculo e tiveram sua atividade
locomotora avaliada na arena. Ap6s 20 minutos os animais foram habituados na
arena por 10 minutos. Ap6s o periodo de habituacdo, foram administrados 10
mL/kg de solucdo salina e imediatamente apds a injecdo, os animais foram
alocados novamente na arena por 20 minutos. Os camundongos foram filmados
durante os 30 minutos com uma camera LG720p acoplada ao software de
andlise comportamental Any-Maze®.

4.4.2 Efeito do JWH-133 na hiperlocomocéo induzida por cocaina

Para avaliar o efeito do agonista total seletivo do receptor CB2, JWH-133, na
hiperlocomocéo induzida por cocaina, diferentes grupos receberam 10 mL/kg de
doses crescentes de JHW-133 (0,3; 1 ou 3 mg/kg) ou veiculo. Apds 20 minutos

os animais foram habituados na arena por 10 minutos.

Apo6s o periodo de habituagdo, foram administrados 10 mL/kg de cocaina na
dose de 15 mg/kg ou solucéo salina e imediatamente apds a injecéo, 0s animais
foram alocados novamente na arena por 20 minutos. Os camundongos foram
filmados durante os 30 minutos com uma camera LG720p acoplada ao software

de analise comportamental Any-Maze® (Figura 5).
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4.4.3 Efeito do B-cariofileno na hiperlocomocéo induzida por cocaina

Para testar o efeito do agonista ndo seletivo do receptor CB2, B-CF, na
hiperlocomocéo induzida por cocaina, diferentes grupos receberam 10 mL/kg de
doses crescentes de B-CF (25; 50 ou 100 mg/kg) ou veiculo. Apés 20 minutos

0s animais foram colocados na arena para habituacdo de 10 minutos.

Apébs o periodo de habituacdo, foram administrados 10 mL/kg de cocaina na
dose de 15 mg/kg ou solucdo salina e imediatamente apés a inje¢do, 0s animais
foram alocados novamente na arena por 20 minutos. Os camundongos foram
filmados durante os 30 minutos com uma camera LG720p acoplada ao software

de analise comportamental Any-Maze® (Figura 5).
4.4.4 Efeito do EC21a na hiperlocomocéo induzida por cocaina

Para avaliar o efeito do MAP do receptor CB2, EC21a, na hiperlocomocao
induzida por cocaina, foram injetados, em diferentes grupos, 10 mL/kg de doses
crescentes de EC21a (1, 3 ou 10 mg/kg) ou veiculo. Apds 20 minutos os animais

foram habituados na arena durante 10 minutos.

Apods o tempo de habituacéo, foi administrado nos animais 10 mL/kg de cocaina
na dose de 15 mg/kg ou solucédo salina. Apos a injecdo, os animais foram
colocados novamente na arena por 20 minutos. Os camundongos foram filmados
durante os 30 minutos com uma camera LG720p acoplada ao software de

analise comportamental Any-Maze® (Figura 5).
4.4.5 Efeito do JWH-133 na hiperlocomocéo induzida por quetamina

Para avaliar o efeito do agonista total seletivo do receptor CB2, JWH-133, na
hiperlocomocéo induzida por quetamina, diferentes grupos receberam 10 mL/kg
de doses crescentes de JHW-133 (0,3; 1 ou 3 mg/kg) ou veiculo. Apés 20
minutos os animais foram colocados na arena para se habituarem por 10

minutos.

Apés o periodo de habituagéo, foram administrados 10 mL/kg de quetamina na
dose de 30 mg/kg ou solucao salina e, imediatamente apds a injecao, 0s animais

foram colocados novamente na arena por 20 minutos. Os camundongos foram
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filmados durante os 30 minutos com uma camera LG720p acoplada ao software

de analise comportamental Any-Maze® (Figura 5).
4.4.6 Efeito do B-cariofileno na hiperlocomocéao induzida por quetamina

Para testar o efeito do agonista ndo seletivo do receptor CB2, B-CF, na
hiperlocomocéo induzida por quetamina, diferentes grupos receberam 10 mL/kg
de doses crescentes de B-CF (25; 50 ou 100 mg/kg) ou veiculo. Apés 20 minutos

os animais foram colocados na arena para habituacdo de 10 minutos.

Apés o periodo de habituagéo, foram administrados 10 mL/kg de quetamina na
dose de 30 mg/kg ou solucéo salina e imediatamente apds a injecdo, 0s animais
foram alocados novamente na arena por 20 minutos. Os camundongos foram
filmados durante os 30 minutos com uma camera LG720p acoplada ao software

de analise comportamental Any-Maze® (Figura 5).
4.4.7 Efeito do EC21a na hiperlocomocéo induzida por quetamina

Para avaliar o efeito do MAP do receptor CB2, EC21a, na hiperlocomocéo
induzida por quetamina, diferentes grupos receberam 10 mL/kg de doses
crescentes de EC21a (1, 3 ou 10 mg/kg) ou veiculo. Apés 20 minutos 0s animais

foram colocados na arena para habituacédo de 10 minutos.

Apés o periodo de habituagéo, foram administrados 10 mL/kg de quetamina na
dose de 30 mg/kg ou solucdo salina e imediatamente apés a injecdo, 0s animais
foram colocados novamente na arena por 20 minutos. Os camundongos foram
filmados durante os 30 minutos com uma camera LG720p acoplada ao software

de analise comportamental Any-Maze® (Figura 5).
4.5Analise estatistica

Todas as analises estatisticas e elaboracdes gréficas foram realizadas com o
software GraphPad Prism 8. A variavel dependente quantificada foi a distancia
percorrida. Os dados foram analisados por ANOVA unidirecional e bidirecional,
seguido de teste post-hoc de Tukey. O nivel de significancia considerado foi de
p <0,05. Os dados estdo apresentados em graficos com os valores individuais

sobrepostos as médias e erro padrdo da média (EPM).
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Figura 5. Esquema do protocolo experimental.

5. RESULTADOS

5.1Efeito dos ligantes do receptor canabinoide CB2 na locomocéao basal de

camundongos machos e fémeas

As administracdes de JWH-133 e B-CF (agonistas do receptor CB2) e EC21a
(MAP do receptor CB2) ndo modificaram a locomocao basal de camundongos
machos (JWH-133 F (3, 20) = 1,283; p = 0,3075; B-CF F (3, 20) = 0,3936; p =
0,7590; EC2l1a F (3, 20) = 1,725; p = 0,1941) e fémeas (JWH-133 F (3, 20) =
1,008; p = 0,4100; B-CF F (3, 20) = 1,344; p = 0,2883; EC21a F (3, 20) = 2,021;
p = 0,1433). Os dados estdo expressos como média + erro padrdao da média (n
= 6 animais/grupo). Nao ha diferenca estatistica entre os grupos (ANOVA de uma

via e teste post-hoc de Tukey) (Tabela 1).



Tabela 1. Distancia percorrida por camundongos machos e fémeas
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Distancia Percorrida (m)
Tratamento Dose (mg/kg)
Machos Fémeas
Veiculo 14,35+ 1,188 19,49+1,781
0,3 14,74 + 1,596 23,64 +2,621
JWH-133 1 12,97 £ 1,296 18,69 +£2,123
3 16,98+ 1,736 19,82 +2,185
Veiculo 28,19 + 3,603 17,48 + 3,076
25 28,19 +2,182 24,81 +2544
B-CF 50 31,08 + 2,564 21,87 +2,031
100 32,01 +£3,919 21,73+ 2,65
Veiculo 20,56 + 2,202 20,1+2,413
1 23,35+ 0,6532 23,32+ 1,264
EC21la 3 22,36 + 3,007 16,01+ 2,028
10 17,40 £ 1,245 19,96 £ 2,486

5.2Efeito do JWH-133 na hiperlocomocdo induzida por cocaina em

camundongos machos e fémeas

O agonista total seletivo do receptor CB2, JWH-133, foi testado tanto em
camundongos machos quanto em fémeas (n = 6/grupo). Os animais receberam
0,3; 1 ou 3 mg/kg de JWH-133 por via i.p. 30 minutos antes de receber 15 mg/kg
de cocaina. JWH-133 ndo apresentou efeito significativo em reduzir a
hiperlocomocéao causada pela cocaina em camundongos machos (fig. 6A e 6C)

e fémeas (fig. 6B e 6D).

A figura 6A representa a distancia total dos 20 minutos de teste de camundongos
machos sob efeito do JWH-133 e cocaina na arena [ANOVA unidirecional (F
(4,25) =8,299; p =0,0002)]. Teste post-hoc de Tukey: *p =0,0173 para 0s grupos
vei + vei versus vei + coca; **p = 0,0023 para os grupos vei + vei versus JWHO0,3
+ coca; "p = 0,4662 para os grupos vei + vei versus JWH1 + coca; *** = 0,0003

para os grupos vei + vei versus JWH3 + coca.

A figura 6B representa a distancia total de camundongos fémeas [ANOVA
unidirecional (F (4,25) = 14,94; p < 0,0001)]. Teste post-hoc de Tukey: ***p =

0,0002 para o grupo vei + vei versus vei + coca; ***p = 0,0002 para o0 grupo vei
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+ vei versus JWHO0,3 + coca; ****p <0,0001 para o grupo vei + vei versus JWH1

+ coca; ****p <0,0001 para o grupo vei + vei versus JWH3 + coca.

A figura 6C representa a distancia dos 30 minutos de teste na arena de
camundongos machos [ANOVA bidirecional (droga: F (4,25) = 7,849; p = 0,0003;
tempo: F (3,109, 77,71) = 12,62; p<0,0001; interagcédo: F (116,725) = 4,358;
p<0,0001)]. A figura 6D representa a distancia dos 30 minutos de teste na arena
de camundongos fémeas [ANOVA bidirecional (droga: F (4,25) = 13,31;
p<0,0001; tempo: F (3,573, 89,31) = 47,13; p <0,0001; interacdo: F (116,725) =
5,907; p<0,0001)].
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Figura 6. Efeito do agonista total seletivo CB2, JWH-133, na hiperlocomoc¢&o induzida por
cocaina. JWH-133 néo alterou a hiperlocomocéao de camundongos machos (A e C) e fémeas (B
e D) em campo aberto. Os dados estédo expressos como média + EPM (n = 6/grupo). Nao ha
diferenca estatistica significativa entre os grupos tratados com JWH-133 e o grupo tratado com
cocaina (ANOVA unidirecional e teste post-hoc de Tukey). Vei = veiculo, JWH = JWH-133, coca

= cocaina.

5.3 Efeito do B-cariofileno na hiperlocomoc¢do induzida por cocaina em

camundongos machos e fémeas

O B-CF, agonista ndo seletivo do receptor CB2, foi testado em camundongos
machos e fémeas (n = 6/grupo) nas doses de 25; 50 ou 100 mg/kg via i.p. 30
minutos antes de receber 15 mg/kg de cocaina. O B-CF né&o reverteu a
hiperlocomocéao induzida pela cocaina em machos (fig. 7A e 7C) e fémeas (fig.
7B e 7D).

A distancia total (20 minutos de teste na arena) de camundongos machos sob
efeito do B-CF e cocaina estd demostrada na figura 7A [ANOVA unidirecional (F
(4,25) = 5,989; p = 0,0016)]. Teste post-hoc de Tukey: *p = 0,0299 para o0 grupo
vei + vei versus vei + coca; &p = 0,0259 para o grupo vei + vei versus B-CF25 +
coca; #p = 0,0130 para o grupo vei + vei versus B-CF50 + coca; ***p = 0,0008
para o grupo vei + vei versus 3-CF100 + coca.

A distancia total de camundongos fémeas esta representada na figura 7B
[ANOVA unidirecional (F (4,25) = 22,28; p < 0,0001)]. Teste post-hoc de Tukey:
****p <0,0001 para o grupo vei + vei versus vei + coca; ***p = 0,0005 para o grupo
vei + vei versus B-CF25 + coca; ****p <0,0001 para o grupo vei + vei versus -

CF50 + coca; ****p <0,0001 para o grupo vei + vei versus 3-CF100 + coca.

A figura 7C representa a distancia dos 30 minutos de teste na arena de
camundongos machos [ANOVA bidirecional (droga: F (4,25) = 6,064; p = 0,0015;
tempo: F (1,728, 43,21) = 23,15; p<0,0001; interagédo: F (116,725) = 3,816;
p<0,0001]. A figura 7D representa a distancia dos 30 minutos de teste na arena
de camundongos fémeas [ANOVA bidirecional (droga: F (4,25) = 18,53;
p<0,0001; tempo: F (4,252, 106,3) = 50,95; p<0,0001; interagao: F (116,725) =
7,508; p<0,0001].
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Figura 7. Efeito do agonista nédo seletivo CB2, 3-CF, na hiperlocomocéo induzida por cocaina. 8-

CF ndo alterou a hiperlocomocéo de camundongos machos (A e C) e fémeas (B e D) em campo

aberto. Os dados estdo expressos como média + EPM (n = 6/grupo). Nao ha diferenca estatistica

significativa entre os grupos tratados com B-CF e o grupo tratado com cocaina (ANOVA
unidirecional e teste post-hoc de Tukey). Vei = veiculo, B-CF = B-cariofileno, coca = cocaina.
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5.4 Efeito do EC21a na hiperlocomoc¢ao induzida por cocaina em camundongos

machos e fémeas

O EC21a, MAP do receptor CBa, foi testado tanto em camundongos machos e
fémeas (n = 6/grupo) nas doses de 1; 3 ou 10 mg/kg via i.p. 30 minutos antes de
serem tratados com 15 mg/kg de cocaina. O EC2la n&o reverteu a
hiperlocomocéao induzida pela cocaina em machos (fig. 8A e 8C) e fémeas (fig.
8B e 8D).

A distancia total (20 minutos de teste na arena) de camundongos machos sob
efeito do EC21a e cocaina estd demonstrada na figura 8A [ANOVA unidirecional
(F (4,25) = 5,217; p = 0,0034)]. Teste post-hoc de Tukey: **p = 0,0097 para o
grupo vei + vei versus vei + coca; #“p = 0,0079 para o grupo vei + vei versus
EC21al + coca; "p = 0,0579 para o grupo vei + vei versus EC21a3 + coca; &p =

0,0068 para o grupo vei + vei versus EC21a10 + coca.

A distancia total de camundongos fémeas esta representada na figura 8B
[ANOVA unidirecional (F (4,25) = 9,551; p < 0,0001)]. Teste post-hoc de Tukey:
**p = 0,0029 para o grupo vei + vei versus vei + coca; “p = 0,0013 para o grupo
vei + vei versus EC21al + coca; ***p = <0,0001 para 0 grupo vei + vei versus

EC21a3 + coca; *p = 0,0329 para o grupo vei + vei versus EC21al10 + coca.

A figura 8C representa a distancia dos 30 minutos de teste na arena de
camundongos machos [ANOVA bidirecional (droga: F (4,25) = 4,420; p = 0,0077,;
tempo: F (2,412, 60,30) = 22,55; < 0,0001; interacdo: F (116,725) = 3,966; p <
0,0001]. A figura 8D representa a distancia dos 30 minutos de teste na arena de
camundongos fémeas [ANOVA bidirecional (droga: F (4,25) = 8,247; p = 0,0002;
tempo: F (3,560, 88,99) = 35,80; p < 0,0001; interacao: F (4,25) = 8,247; p =
0,0002].
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Figura 8. Efeito do MAP do CB2, EC21a, na hiperlocomoc¢é&o induzida por cocaina. EC21a nédo
alterou a hiperlocomoc¢éo de camundongos machos (A e C) e fémeas (B e D) em campo aberto.
Os dados estdo expressos como média + EPM (n = 6/grupo). Nao ha diferenca estatistica
significativa entre os grupos tratados com EC2la e o grupo tratado com cocaina (ANOVA

unidirecional e teste post-hoc de Tukey). Vei = veiculo, coca = cocaina.
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5.5 Efeito do JWH-133 na hiperlocomog¢ao induzida por quetamina em

camundongos machos e fémeas

Para avaliar o efeito do agonismo do receptor CB2 na hiperlocomoc¢éao induzida
pela quetamina, camundongos machos e fémeas (n = 6/grupo) receberam JWH-
133 nas doses de 0,3; 1 ou 3 mg/kg por via i.p. Os animais foram tratados com
30 mg/kg de quetamina 30 minutos apos a injecdo de JWH-133. O JWH-133 néo
reduziu a hiperlocomocéao induzida pela quetamina em camundongos machos
(fig. 9A e 9C) e fémeas (fig. 9B e 9D).

A figura 9A representa a distancia total dos 20 minutos de teste na arena de
camundongos machos sob efeito do JWH-133 e quetamina [ANOVA
unidirecional (F (4,25) = 17,78; p < 0,0001)]. Teste post-hoc de Tukey: ****p
<0,0001 para o grupo vei + vei versus vei + queta; ****p <0,0001 para o0 grupo
vei + vei versus JWHO0,3 + queta; ***p <0,0001 para 0 grupo vei + vei versus

JWH1+ queta; ****p <0,0001 para o grupo vei + vei versus JWH3 + queta.

A figura 9B representa a distancia total de camundongos fémeas [ANOVA
unidirecional (F (4,25) = 8,693; p = 0,0002)]. Teste post-hoc de Tukey: **p =
0,0070 para o grupo vei + vei versus vei + queta; *p = 0,0446 para o grupo vei +
vei versus JWHO,3 + queta; ****p = <0,0001 para o grupo vei + vei versus JWH1+

queta; *p = 0,0118 para o grupo vei + vei versus JWH3 + queta.

A figura 9C representa a distancia dos 30 minutos de teste na arena de
camundongos machos [ANOVA bidirecional (droga: F (4, 25) = 17,54; p < 0,0001;
tempo: F (5,395, 134,9) = 17,70; p < 0,0001; interacdo: F (116, 725) =4,072; p <
0,0001)]. A figura 9D representa a distancia dos 30 minutos de teste na arena de
camundongos fémeas [ANOVA bidirecional (droga: F (4, 25) =5,599; p = 0,0023;
tempo: F (5,539, 138,5) = 6,749; p <0,0001; interacéo: F (116, 725) = 3,085; p <
0,0001)].
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Figura 9. Efeito do agonista total seletivo CBz, JWH-133, na hiperlocomogé&o induzida por
quetamina. JWH-133 néo alterou a hiperlocomoc¢éo de camundongos machos (A e C) e fémeas
(B e D) em campo aberto. Os dados estdo expressos como média + EPM (n = 6/grupo). Nao ha
diferenca estatistica significativa entre os grupos tratados com JWH-133 e o grupo tratado com
quetamina (ANOVA unidirecional e teste post-hoc de Tukey). Vei = veiculo, JWH = JWH-133,

queta = quetamina.
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5.6 Efeito do p-cariofileno na hiperlocomocao induzida por quetamina em

camundongos machos e fémeas

O B-CF, agonista nao seletivo do receptor CB2, foi testado em camundongos
machos e fémeas (n = 6/grupo) nas doses de 25; 50 ou 100 mg/kg via i.p. 30
minutos antes de receber 30 mg/kg de quetamina. O B-CF nao reverteu a
hiperlocomocgéo induzida pela quetamina em machos (fig. 10A e 10C) e fémeas
(fig. 10B e 10D).

A distancia total (20 minutos de teste na arena) de camundongos machos sob
efeito do B-CF e quetamina estd demonstrada na figura 10A [ANOVA
unidirecional (F (4,25) = 18,77; p = < 0,0001)]. Teste post-hoc de Tukey: ****p
<0,0001 para o grupo vei + vei versus vei + queta; ****p <0,0001 para o grupo
vei + vei versus B-CF25 + queta; ****p <0,0001 para o grupo vei + vei versus [3-

CF50 + queta; ***p <0,0001 para o grupo vei + vei versus -CF100 + queta.

A distancia total de camundongos fémeas esta representada na figura 10B
[ANOVA unidirecional (F (4,25) = 15,77; p < 0,0001)]. Teste post-hoc de Tukey:
****p <0,0001 para o grupo vei + vei versus vei + queta; ****p <0,0001 para o
grupo vei + vei versus B-CF25 + queta; ****p <0,0001 para o grupo vei + vei
versus B-CF50 + queta; **p = 0,0016 para o grupo vei + vei versus 3-CF100 +

queta.

A figura 10C representa a distancia dos 30 minutos de teste na arena de
camundongos machos [ANOVA bidirecional (droga: F (4, 25) =11,30; p < 0,0001;
tempo: F (4,753, 118,8) = 13,03; p <0,0001; interacéo: F (116, 725) = 4,009; p <
0,0001)]. A figura 10D representa a distancia dos 30 minutos de teste na arena
de camundongos fémeas [ANOVA bidirecional (droga: F (4, 25) = 12,03; p <
0,0001; tempo: F (5,761, 144,0) = 20,76; p < 0,0001; interacdo: F (116, 725) =
4,630; p < 0,0001)].
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Figura 10. Efeito do agonista ndo seletivo CB2, B-CF, na hiperlocomocéao induzida por quetamina.

B-CF nao alterou a hiperlocomocgao de camundongos machos (A e C) e fémeas (B e D) em campo

aberto. Os dados estédo expressos como média £+ EPM (n=6/grupo). Ndo ha diferenca estatistica

significativa entre os grupos tratados com B-CF e o grupo tratado com quetamina (ANOVA

unidirecional e teste post-hoc de Tukey). Vei = veiculo, B-CF = B-cariofileno, queta = quetamina.
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5.7 Efeito do EC2la na hiperlocomog¢ao induzida por quetamina em

camundongos machos e fémeas

O EC21a, MAP do receptor CBa, foi testado tanto em camundongos machos e
fémeas (n = 6/grupo) nas doses de 1; 3 ou 10 mg/kg via i.p. 30 minutos antes de
serem tratados com 30 mg/kg de quetamina. O EC2la n&o apresentou
efetividade sobre a hiperlocomocéo induzida pela quetamina em machos (fig.
11A e 11C) e fémeas (fig. 11B e 11D).

A distancia total (20 minutos de teste na arena) de camundongos machos sob
efeito do EC2la e quetamina estd demonstrada na figura 11A [ANOVA
unidirecional (F (4,25) = 5,733; p = 0,0020)]. Teste post-hoc de Tukey: **p =
0,0097 para o grupo vei + vei versus vei + queta; #p = 0,0040 para o grupo vei +
vei versus EC21al + queta; *p = 0,0288 para o grupo vei + vei versus EC21a3 +
queta; ***p = 0,0010 para o grupo vei + vei versus EC21al0 + queta.

A distancia total de camundongos fémeas esta representada na figura 11B
[ANOVA unidirecional (F (4,25) = 7,363; p = 0,0005)]. Teste post-hoc de Tukey:
**p = 0,0029 para o grupo vei + vei versus vei + queta; “p = 0,0036 para 0 grupo
vei + vei versus EC2lal + queta; **p = 0,0009 para o grupo vei + vei versus
EC21a3 + queta; 4p = 0,0022 para o grupo vei + vei versus EC21a10 + queta.

A figura 11C representa a distancia dos 30 minutos de teste na arena de
camundongos machos [ANOVA bidirecional (droga: F (4, 25) =4,431; p = 0,0076;
tempo: F (4,644, 116,1) = 8,837; p <0,0001; interacéo: F (116, 725) = 2,746; p <
0,0001)]. A figura 11D representa a distancia dos 30 minutos de teste na arena
de camundongos fémeas [ANOVA bidirecional (droga: F (4, 25) = 7,090; p =
0,0006; tempo: F (4,429, 110,7) = 9,665; p < 0,0001; interacéo: F (4, 25) = 7,090;
p = 0,0006)].
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Figura 11. Efeito do MAP do CB2, EC21a, na hiperlocomog&o induzida por quetamina. EC21a,

ndo alterou a hiperlocomocdo de camundongos machos (A e C) e fémeas (B e D) em campo

aberto. Os dados estdo expressos como média + EPM (n = 6/grupo). Nao ha diferenca estatistica

significativa entre os grupos tratados com EC21a e o grupo tratado com quetamina (ANOVA

unidirecional e teste post-hoc de Tukey). Vei = veiculo, queta = quetamina.
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6. DISCUSSAO

As drogas de abuso exercem efeitos recompensadores facilitando a transmissao
dopaminérgica no sistema limbico, especificamente no Nacc, embora possam
atuar por diferentes mecanismos de ag&o. A cocaina por exemplo, age inibindo
os transportadores de dopamina. Ja a quetamina tem efeito mais complexo,
envolvendo principalmente o antagonismo dos receptores NMDA em
interneurdénios GABAérgicos dentro do nudcleo reticular talamico, inibindo a
liberacdo do GABA, facilitando a liberagéo de dopamina (Nestler, 2005; Liu et al.,
2016).

O aumento da transmissdo dopaminérgica no NAcc pode ser avaliado
comportamentalmente pela hiperlocomocéo, que pode refletir o estado da
euforia causada pela droga. Diante do consumo repetido pode ocorrer
neuroadaptacdes resultando em TUS. Nas Américas, as intervencdes mais
comuns para TUS é a abordagem psicossocial e comportamental, carecendo de
tratamentos farmacoldgicos eficazes (United Nations Office on Drugs and Crime,
2024).

Nesse contexto, o Sistema Endocanabinoide tem sido estudado na busca de
tratamento para TUS. O antagonismo do CB: localizado em sitio pré-sinaptico
inibe a liberacdo de dopamina, sendo que essa abordagem possui efeitos
deletérios para o individuo como ansiedade, depressdo e tendéncia suicida
(King, 2010). Em contraposi¢édo, a ativacdo do receptor CB2 também inibe a
liberacdo de dopamina sem efeitos negativos conhecidos até o momento (Jordan
e Xi, 2019; Gobira, Joca e Moreira, 2022; Asth et al., 2023).

Diante disso, nosso trabalho buscou avaliar se a ativagcdo ou modulacdo dos
receptores CB:2 reverteria a hiperlocomocé&o induzida por cocaina ou quetamina.
No entanto, nenhum dos ligantes do receptor CB2 (JWH-133, B-CF ou EC21a)
apresentou efeito significativo em reduzir a hiperlocomocdo causado por essas
drogas. Nao identificamos estudos com JWH-133, 3-CF ou EC21a no tratamento
dos efeitos psicoestimulantes da quetamina, o que impediu a comparagao entre
resultados. Aparentemente esse trabalho é o primeiro a investigar os efeitos

desses canabinoides no protocolo de hiperlocomocéao induzida por quetamina.
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O JWH-133 (agonista total, sintético e seletivo do receptor CB2) parece ter sido
0 mais bem estudado sobre os efeitos da cocaina em diferentes protocolos
(Hashiesh et al., 2021). Em estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa em
camundongos Swiss machos, o JWH-133 foi capaz de inibir a aquisi¢ao (0,3 e 1
mg/kg) e a expressédo (1 e 3 mg/kg) de sensibilizacdo e de CPP (10 mg/kg)
(Lopes et al., 2020). Além disso, preveniu a hiperlocomocéo induzida por cocaina
na mesma linhagem de camundongos machos na dose de 20 mg/kg (Gobira et
al., 2019). Outro estudo com JWH-133 apresentou resultado que diverge do
Nnosso, uma vez que o pré-tratamento com 20 mg/kg reverteu a locomogéao
aumentada pela cocaina em camundongos C57BL/6J machos (Xi et al., 2011).
Apesar de nenhuma dose do JWH-133 ter reduzido significativamente a
hiperlocomocé&o no presente trabalho, a dose de 1 mg/kg no grupo que recebeu
cocaina nao se diferenciou significativamente do grupo veiculo (Figura 6A). Esse
resultado indica que o JWH-133, nessa dose impediu, a hiperlocomocédo
exacerbada pela cocaina, conforme visto nos grupos que receberam a dose de

0,3 mg/kg e 3 mg/kg.

Em relacdo ao B-CF (agonista total ndo seletivo natural do receptor CB:2), até o
momento apenas um estudo o havia testado no protocolo de hiperlocomocao
induzida por cocaina, utilizando ratos Long-Evans machos. Nesse estudo o -
CF néo alterou a hiperatividade induzida por cocaina nas doses de 50 mg/kg e
100 mg/kg, assim como em nosso estudo. Além disso, o bloqueio farmacolégico
ou delecdo genética dos receptores canabindides [CBi1, CB2 ou receptor
acoplado a proteina G 55 (GPR55)] em camundongos C57BL/6J machos néo
alterou a acdo de 100 mg/kg do B-CF na reducdo da autoadministracdo de
cocaina, sugerindo o envolvimento de receptores ativados por proliferadores de

peroxissomos a e y (PPARaly) (Galaj et al., 2021).

A escassez de estudos com B-CF e cocaina ou quetamina limita a comparacao
dos nossos resultados. No entanto, as divergéncias de outros estudos com o
nosso, principalmente em relagdo ao JWH133 e cocaina, podem ser devidas a
diferentes espécies e linhagens dos animais usados nos estudos; expresséo dos
receptores CB2 nas diferentes regibes do cérebro; protocolos empregados e

doses experimentadas.
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Zhang et al. (2015) relataram em seus estudos que existe diferenca significativa
entre espécies (camundongos e ratos) no splicing e expressdo do RNAm do
receptor CB2 e sequéncias de proteinas. Em outro estudo, a analise comparativa
dos niveis de RNAmM do receptor canabinoide em trés linhagens de
camundongos (C57BL/6J, Balb/c e Swiss) ndo encontrou diferenca significativa
na expressao de receptores CB2 em 11 regides do cérebro investigadas. No
entanto, esse mesmo estudo identificou diferenca significativa na expressao do
RNAm do receptor CB:2 entre as regides. Os niveis medidos na ATV foram
significativamente menores do que aqueles do bulbo olfatério, do hipocampo, da

regido limbica ventral e da substancia negra (Grabon et al., 2024).

Além disso, diferencas podem também ser observadas devido ao protocolo
empregado no experimento. No estudo de Lopes et al. (2020), o receptor CB:2
modulou a sensibilizacdo e CPP induzidos por cocaina e preveniu ativacao
neuronal no hipocampo (expressao de c-Fos), regido relacionada a memoria

contextual.

As doses testadas também podem explicar as diferencas observados entre 0s
estudos. Nés usamos doses menores do JWH-133, enquanto Gobira et al. (2019)
empregou a dose de 20 mg/kg, que preveniu a hiperlocomocéao induzida por
cocaina em camundongos Swiss machos. Aqui observamos dois fatores que

diferem do nosso estudo, a dose e a linhagem.

Além de testar os agonistas de receptores CB2, JWH-133 (seletivo) e 3-CF (nédo-
seletivo), testamos também a hipétese de que um modulador alostérico positivo
do receptor CB2, EC21a, poderia modular os efeitos da cocaina e da quetamina.
O EC2la foi sintetizado e identificado em 2019, exibindo atividade
antinociceptiva in vivo em um modelo experimental de dor neuropatica em
camundongos. Também apresentou mecanismos semelhantes ao de um
modulador alostérico positivo in vitro, no qual a capacidade do ligante ortostérico
CP55940 em ativar CB:2 foi significativamente melhorado na presenca do EC21a,
em ensaio de ligacdo com [3*S] GTPyS. Além disso, 0 EC21a aumentou a ligacéo
de [3H] CP55940 ao CB:2. Por outro lado, na auséncia do ligante ortostérico, o

EC21a nado produziu qualquer efeito sobre CB2 (Gado et al., 2019).
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Além desse estudo, o EC21a também foi experimentado em camundongos
C57BL/6J expressando epilepsia, nos quais aumentou a resisténcia a
convulsdes induzidas (Shapiro et al., 2021). Nosso trabalho foi o primeiro a
investigar o efeito do EC21a no protocolo de hiperlocomoc¢ao induzida por
cocaina ou quetamina, porém o EC21a falhou em reduzir esse efeito. No entanto,
3 mg/kg de EC21a nos animais que receberam cocaina ndo se diferenciou
significativamente do grupo veiculo (Figura 8A). Nessa dose o0 EC21a impediu a
hiperlocomogédo acentuada pela cocaina diferentemente dos grupos que
receberam a dose de 1 mg/kg e 10 mg/kg.

Recentemente Qi et al. (2024) demonstram em ensaios in vitro que o EC21a se
comporta semelhante a um modulador alostérico tendencioso, com mecanismos
distintos a depender da via de sinalizacao investigada. Na avaliagdo da hidrélise
de fosfatidilinositol (PI) e da abertura de canais de potassio retificadores internos
acoplados a proteina G, o EC21a atuou como um agente alostérico agonista
inverso em CB2 em ambos os ensaios. Aléem disso, exibiu atividade agonista em
CBa1 na avaliacé@o de hidrdlise de PI e atividade moduladora alostérica negativa
em CB1 na avalicdo da abertura de canais de potassio.

Estes achados revelam que o EC21a exibe mecanismo de acdo complexo que
pode impactar na interpretacdo de estudos in vivo. Diante dessas descobertas
podemos hipotetizar que a falha do EC21a em reduzir a hiperlocomoc¢ao induzida
por cocaina ou quetamina pode ser devida a sua acdo como modulador
alostérico tendencioso, agindo como agonista inverso do CB:2 e/ou agonista do

CB1, a depender das distintas vias de sinalizagéo.

Em relagcdo aos nossos resultados em fémeas, a comparagcdo com outras
pesquisas ficou limitada, uma vez que os estudos anteriores utilizaram somente
animais machos. Um estudo recente analisou camundongos C57BL/6J machos
e fémeas na exploracdo livre em arena de campo aberto por 15 dias
consecutivos. Foi observado que cada camundongo fémea exibe padréo
caracteristico de exploracdo e que o ciclo estral ndo afeta significante o
comportamento. Observaram ainda que o comportamento exploratorio dos
machos é significativamente mais variavel do que nas fémeas, tanto globalmente

guanto individualmente (Graham, 2023; Levy et al.,, 2023). Embora nesses
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animais tenha sido estudados comportamentos espontaneos, ainda assim, da

suporte para a inclusdo de ambos 0s sexos em experimentos comportamentais.
7. CONCLUSAO

Coletivamente, os resultados apresentados nesse trabalho indicam que ativacéo
ou modulacdo alostérica positiva do receptor canabinoide CB2 ndo reverte o
efeito de hiperlocomocéao induzido por cocaina ou quetamina. Nossos resultados
com JWH133 e a cocaina contrastam com os de outros estudos devido,
possivelmente, pelas diferentes linhagens e pelas doses testadas. A escassez
de dados com gquetamina, EC21a e B-CF limitou a comparacdo com outros

estudos.

Apesar disso, a literatura prévia sugere que o Sistema Endocanabinoide possa
estar envolvido nos efeitos induzidos, principalmente, por cocaina em longo
prazo. Diante disso, 0s presentes resultados ndo necessariamente refutam a
hipotese de que o receptor CB2 possar ser um alvo terapéutico para o tratamento
do transtorno por uso de substancia. Mais estudos seriam necessarios para
investigar os efeitos dos diversos ligantes deste receptor em protocolos de

tratamento subcronico ou cronico nas diferentes linhagens.
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