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RESUMO

Individuos dependentes constantemente apresentam recaidas apds a
evocacdo de memorias relacionadas a experiéncia com a droga. O
sistema endocanabinoide estd criticamente envolvido em processos
especificos de memoria, motivacao e refor¢o induzido por drogas. Neste
sentido, o proposito deste estudo foi avaliar o impacto do sistema
endocanabinoide e os efeitos do canabidiol (CBD), um componente nado
psicotomimético da Cannabis sp., sobre a reconsolidacdo da meméria
relacionada a droga em ratos. Imediatamente apds a reativacdo da
memoria, grupos independentes de ratos previamente treinados no
protocolo de preferéncia condicionada ao lugar induzida pela morfina
(PCL-morfina), receberam uma Unica injecdo sistémica de diferentes
agentes canabinoides, incluindo: antagonista seletivo dos receptores
CB1 (rimonabanto) e CB2 (AMG630); agonista ndo seletivo (WIN
55,212-2); inibidor do catabolismo da anandamida (URB597); agonista
enddgeno 2-araquidonoilglicerol (2-AG, infusdo intra-hipocampal) ou
CBD; Também foram avaliados os efeitos do tratamento com CBD
sobre a reinstalacdo da PCL induzida pela morfina e na subsequente
abstinéncia motivacional precipitada pela naltrexona. Os testes
ocorreram 1 e 2 semanas poés-tratamento. O bloqueio dos receptores
canabinoides CB1 prejudicou de maneira persistente a PCL induzida
pela morfina, enquanto o agonista seletivo dos receptores CB2
(AM1241) apresentou uma tendéncia em reduzir o parametro de PCL. A
ativagdo direta pelo agonista WIN 55,212-2, assim como o bloqueio
seletivo dos receptores CB2, ndo produziram efeitos significativos sobre
a PCL. Entretanto, a inibicdo da degradagdo da anandamida promoveu
um aumento transitério da PCL, que foi mediado pelos receptores CB1.
A ativacdo intra-hipocampal dos receptores canabinoides, pelo 2-AG,
também aumentou a PCL. Adicionalmente, o CBD interrompeu a
reconsolidagdo da memoria relacionada a droga e enfraqueceu a
subsequente abstinéncia motivacional condicionada no mesmo contexto.
Nossos achados sugerem que os endocanabinoides sdo necessarios para
a desestabilizacdo da memoria heddnica, reativada pela reexposicao ao
contexto como parte do processo de reconsolidacdo. Adicionalmente,
fornece evidéncias do efeito do CBD em prejudicar as memorias
relacionadas a droga pelo bloqueio da reconsolidagéo, ressaltando seu
potencial terapéutico em atenuar as recaidas associadas as memérias
relacionadas a droga.



Palavras-chave: Dependéncia as drogas. Preferéncia condicionada ao
lugar. Reconsolidagdo da memoria. Morfina. Sistema endocanabinoide.
Canabidiol.



ABSTRACT

Drug addicts constantly relapse to drug seeking after recall of memories
linked to the drug experience. The endocannabinoid system is critically
involved in specific processes of memory, motivation and drug
reinforcement. The purpose of this study was to investigate the impact
of the endocannabinoid system, along with the effects of cannabidiol
(CBD), a non-psychotropic component of Cannabis sp., on
reconsolidation of drug-related memories in rats. Immediately post-
reactivation memory, independent groups of rats - previously trained on
morphine conditioned place preference (morphine-CPP) - received a
single systemic injection of different cannabinoid drugs including:
cannabinoid CB1 receptor antagonist (rimonabant); CB2-selective
agonist (AM1241) or antagonist (AM630); non-selective agonist
CB1/CB2 (WIN 55,212-2); inhibitor of catabolism of anandamide
(URB597); endocanabinod 2-arachidonoylglycerol (2-AG, intra-
hippocampal infusion, exceptionally) or CBD. We also investigate the
effects of CBD post-reactivation treatment on reinstatement of morphine
reward memory and on subsequent naltrexone-precipitated conditioned
withdrawal. Morphine-CPP was retested, most of time 1 and 2 weeks
later.  Blockade of CB1 cannabinoid receptors impaired CPP
reconsolidation of morphine-CPP at both tests 1 and 2 weeks post-
reactivation, whereas selective CB2 agonist (AM1241) tended to reduce
the morphine-CPP score. Neither the direct activation of receptors by
synthetic agonist WIN 55,212-2 nor selective blockade of CB2 receptors
produced significant effects on morphine-CPP. However, boosting
endocannabinoid signaling by inhibition of anandamide metabolism
promoted a transient CB1-dependent enhancement of CPP score.
Moreover intra-hippocampal activation of cannabinoid receptors by 2-
AG promoted an increase in morphine-CPP. Additionally, CBD
disrupted the reconsolidation of drug-memory, blocked the
reinstatement of morphine-CPP and weakened the subsequent
conditioned motivational withdrawal in the same context. Our findings
suggest that endocannabinoids are required for the destabilization of
hedonic memories during context re-exposure as part of the
reconsolidation process. Additionally, our study provide evidence for
the disruptive effect of CBD on drug-related memories by the blockade
of their reconsolidation, and highlight their therapeutic potential to
attenuate the relapse associated with drug-related memories.



Keywords: Addiction. Conditioned place preference. Memory
reconsolidation. Morphine. Endocannabinoid system. Cannabidiol
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1. INTRODUCAO

1.1 Cenaério atual das drogas de abuso

De acordo com o Il Levantamento Nacional de Alcool e
Drogas, realizado pelo INPAD (Instituto Nacional de Politicas Publicas
do Alcool e Outras Drogas) da Universidade Federal de S&o Paulo),
entre 0s anos de 2006 e 2012, aproximadamente 12% da populacdo
brasileira relatou algum problema relacionado ao uso abusivo de drogas
ou a dependéncia (LARANJEIRA et al., 2013). O alcool e o tabaco sdo as
drogas que apresentam maior prevaléncia de consumo na populagdo.
Entre as drogas ilicitas, a maconha é a que exibe maior prevaléncia de
consumo. Estima-se que cerca de 3% da populagdo consome maconha
pelo menos uma vez por més. Em relagdo & cocaina e seus derivados, o
percentual de consumo anual é de 0,7%. De acordo com a mesma
pesquisa, 0 uso abusivo de opioides foi considerado pouco frequente no
Brasil quando comparado a outros paises, sendo que aproximadamente
0,2% dos individuos relatou ter consumido opioides pelo menos uma
vez no UGltimo ano (LARANJEIRA et al.,, 2013). De acordo com o
Relatério Mundial sobre Drogas, publicado em 2013, a maconha e
outras preparac@es devivadas de plantas do género Cannabis ainda séo
as drogas ilicitas mais consumidas no mundo. O documento indica que
em alguns paises da Europa e nos Estados Unidos da América (EUA)
existe uma estabilidade no uso de drogas tradicionais, como a cocaina e
a heroina.  Entretanto, o mesmo documento destaca 0 aumento
substancial do consumo de cocaina no Brasil e aponta nosso pais como o
segundo maior consumidor de cocaina no mundo, atras apenas dos EUA
(UNODC, 2013). Segundo este estudo, o consumo de cocaina dobrou nos
Ultimos seis anos, sendo que 1,75% da populacdo brasileira com idade
entre 15 e 64 anos consome a droga pelo menos uma vez por ano. O
estudo também relata o uso ndo medicinal de farmacos psicotrdpicos,
incluindo psicoestimulantes e opioides, como um crescente problema de
salide em varios paises, entre eles o Brasil (UNODC, 2013). Em relacao
ao uso recreativo de opioides o Relatério Mundial sobre Drogas indica o
Brasil como o maior mercado da América do Sul, com cerca de 600 mil
usuarios. Isso corresponde a 0,5% da populacdo entre 12 e 65 anos, e
com o maior indice de prevaléncia anual (uso pelo menos uma vez ao
ano). Cabe ressaltar que a prevaléncia anual do uso de heroina é baixa
(0,05% da populagdo adulta), sendo que a maior parte dos individuos faz
uso de opioides sintéticos (UNODC, 2013).

Ao longo dos anos, a dependéncia as drogas vem sendo
considerada uma doenca psiquiatrica, ao invés de simplesmente um



desvio de personalidade ou a falta de forca de vontade em abandonar o
“vicio”. Enquanto alguns usudrios regulares de drogas deixam de usa-las
por conta prdpria, para muitos a dependéncia torna-se um problema
cronico. O desenvolvimento da dependéncia ocorre devido a uma
complexa interacdo entre fatores sociais, bioldgicos e genéticos
(ROBBINS & EVERITT, 1999).

Tabela 1. Critérios de diagnostico da dependéncia de acordo com o
DSMV.
Critérios de diagnéstico para os transtornos | Condicdes | CondicOes

relacionados ao uso de substancias | suficientes | necessarias
(dependéncia)
Falha recorrente em cumprir obrigacdes

. i (5}
importantes; _ _ _ Lo
Uso frequente da substdncia em situacBes D :
fisicamente perigosas; - Rt
Uso continuado da substancia, apesar de <§ =
.- . - - - S
problemas sociais ou interpessoais persistentes Tg
0u recorrentes; L g
Tolerancia; A

Sindrome de abstinéncia;

A substancia é frequentemente consumida em
maiores quantidades ou por um periodo mais
longo do que o pretendido;

Desejo persistente ou incapacidade de
controlar o desejo;

Fissura (“craving”);

Gasto importante de tempo na obtencdo da
substancia, ou no uso, ou se recuperando de
seus efeitos;

Negligenciar as atividades sociais,
ocupacionais ou familiares em detrimento do
uso da substéncia;

Uso continuado apesar do conhecimento de
problemas causados por ou agravados pelo uso
da substancia;

Condicbes suficientes e necessarias para caracterizar o transtorno psiquiatrico
conforme a presenca dos sintomas no periodo de 1 ano: (0-1) ndo acometido pela

doenca, (2-3) dependéncia leve, (4-5) moderada ou (6 ou mais) severa (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCATION, 2013).

Dependéncia severa (6-11)
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De acordo com a quinta versdo do Manual Estatistico para
Distarbios Mentais (do inglés DSM-V), os trantosnos relacionados ao
uso de drogas - terminologia utilizada para a dependéncia as drogas -
podem diferir quanto a gravidade da patologia entre os individuos
acometidos, em relacdo a uma mesma droga (Tabela 1). Assim, a
dependéncia as drogas é uma doenga cronica caracterizada pela perda de
controle sobre o uso da droga e pela presenca da “fissura”, ou seja, 0
desejo compulsivo pela droga (PIAZZA & DEROCHE-GAMONET,
2013). Além disso, o uso repetido da droga pode levar ao surgimento da
toleréncia (necessidade de doses maiores da droga para manter um efeito
estavel) e da sindrome de abstinéncia (sinais e sintomas que aparecem
qguando o uso da droga é interrompido) (PIAZZA & DEROCHE-
GAMONET, 2013; AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCATION, 2013).
Entretanto, cabe ressaltar que a probabilidade de desenvolvimento da
toleréncia e as manifestacbes da abstinéncia diferem marcadamente
entre as diferentes drogas de abuso.

1.2 Sistema de recompensa

O sistema de recompensa foi identificado na década de 1950
por Olds e Milner, quando investigavam mecanismos de aprendizagem
através da técnica de autoestimulacdo elétrica intracranial em ratos. Os
autores relataram que ratos em gaiolas de condicionamento
pressionavam continuamente a alavanca em troca de um breve pulso de
estimulacéo elétrica no feixe prosencefalico medial (OLDS & MILNER,
1954). Posteriormente, descobriu-se que um subgrupo de neurbnios
dopaminérgicos projeta-se diretamente da area tegmental ventral (ATV)
para o nucleus accumbens (NAc) através do feixe prosencefalico medial
(WISE, 2004).

A via mesocorticolimbica é constituida por neurdnios
dopaminérgicos que se projetam da ATV para o estriado ventral (NAc) e
dorsal e para o cortex pré-frontal (CPF), e interage com projecOes
glutamatérgicas provenientes de outras estruturas limbicas como
hipocampo e amigdala (WISE, 2004), que conjuntamente regulam
respostas aos reforcos naturais. A fungdo fisiologica do sistema de
recompensa é motivar acBes necessarias para a sobrevivéncia do
individuo ou para a perpetuacdo da espécie (por exemplo, consumo de
agua e alimentos e comportamento sexual). As drogas de abuso também
ativam a via mesocorticolimbica. Isso é crucial para os efeitos
reforcadores iniciais das drogas de abuso e contribui fortemente para o
desenvolvimento da dependéncia (NESTLER, 2005; HYMAN et al.,
2006; KAUER & MALENKA, 2007).



O principal componente celular, que compreende cerca de 95%
dos neurdnios do NAc e do estriado dorsal em roedores, sdo 0s
neurbnios GABAérgicos, denominados de neurdnios espinhosos médios
(do inglés medium-sized spiny neurons, MSN) que expressam receptores
dopaminérgicos (D1 ou D2). Os outros 5% remanescentes sao
interneurbnios GABAGérgicos e colinérgicos (TEPPER & BOLAM,
2004).

O NAc pode ser dividido em duas porgoes, a cortical e a central,
que sdo anatdbmica e funcionalmente distintas e cuja denominacdo em
inglés ¢é “shell” e “core”, respectivamente (HEIMER et al., 1991). A
porcdo central projeta-se para ATV e para a parte compacta/reticulada
da substancia negra, contém neurbnios GABAérgicos MSN que
expressam exclusivamente os receptores dopaminérgicos do subtipo D1.
O NACc core e esta mais relacionado com a fungdo motora, assemelhante
ao estriado dorsal (OLMOS & HEIMER, 1999). Ja a porcéo cortical esta
mais relacionada com estruturas limbicas e contém neurbnios
GABAGérgicos MSN que coexpressam receptores dopaminérgicos (D1 e
D2), sintetizam neuropeptideos opioides. Diferentemente do que ocorre
no NAc core e no estriado dorsal, os neurbnios GABAérgicos MSN da
porcdo shell do NAc projetam-se de maneira complexa e difusa
(OLMOS & HEIMER, 1999; MATAMALES et al., 2009).

Os neuropeptideos opioides B-endorfina, encefalina e dinorfina
originam-se a partir dos seus respectivos precursores proteicos: pro-
opiomelanocortina, proencefalina e prodinorfina. Esses peptideos
exibem diferentes afinidades pelos receptores opioides: a B-endorfina
exibe afinidade semelhante pelos receptores p e & opioides, a encefalina
apresenta afinidade maior pelo receptor & opioide, mas também se liga
ao receptor p, enquanto que a dinorfina apresenta maior afinidade pelo
receptor k opioide. Os receptores opioides u, k ¢ 8, sdo receptores com
sete algas transmembrana acoplados a proteina G e que inibem a adenil
ciclase. De modo geral, a ativa¢do dos receptores p e 6 medeiam efeitos
euforizantes, ao passo que a ativagdo do receptor k produz disforia
(MUCHA & HERZ, 1985). As encefalinas sdo amplamente expressas no
sistema nervoso central (SNC), particularmente em estruturas
implicadas na recompensa e na regulacdo do estresse, tais como 0 NAc,
a regido central da amigdala, o nlcleo do leito da estria terminal e o0 CPF
(WILLIANS & GOLDMAN-RACK, 1993). A neurotransmissao opioide
na porc¢do cortical do NAc parece ser crucial na geracdo das respostas
hed6nicas de recompensas fisioldgicas e induzidas por drogas (PECINA
& BERRIGE, 2005).
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Os receptores opioides e canabinoides sdo frequentemente co-
localizados em muitas estruturas encefalicas, incluindo a ATV e o
estriado, as quais modulam comportamentos motores e a recompensa
(PICKEL et al., 2004; RODRIGUEZ et al., 2001). Além disso, a formacgéo
de heterodimeros entre os receptores CB1 e p e & opioides também
sugere uma cooperacgdo entre os dois sistemas (MARCKIE, 2005; RIOS
et al., 2006). Estudos tém demostrado uma interagdo funcional entre os
sistemas canabinoide e opioide no que se refere a circuitaria neuronal
subjacente aos comportamentos motivacionais induzidos pelas drogas de
abuso (FATTORE et al., 2004; MALDONADO et al., 2006).

Os efeitos reforcadores primarios das diferentes classes de
drogas de abuso sdo decorrentes da ativagdo direta do prosencéfalo basal
(particularmente NAc e nlcleo central da amigdala) e/ou ativacdo
indireta da ATV, e consequente liberacdo de dopamina no NAc (KOOB,
2009). A ativacdo da via mesolimbica pode ser mediada por vérios
neurotransmissores, incluindo dopamina, serotonina, peptideos opioides
ou acido ry-aminobutirico (GABA) (KOOB & LE MOAL, 2005;
NESTLER, 2005; KOOB, 2009). A liberacdo de dopamina no NAc e na
ATV é influenciada por impulsos excitatorios, que incluem as projecdes
glutamatérgicas originadas no cortex, amigdala e hipocampo, bem como
pelos impulsos inibitérios que incluem projecfes de interneurbnios
GABAZérgicos (JOHNSON, 2004).

1.3 Dependéncia as drogas como distdrbio de memoria

Um corpo substancial de investigagdes pré-clinicas e clinicas
sugere que os fendmenos adaptativos, incluindo as adaptacGes
homeostaticas e o remodelamento sinaptico no sistema de recompensa
cerebral e em outras estruturas subjacentes aos processos de
aprendizagem e memoria sdo cruciais para o desenvolvimento da
dependéncia. Este conjunto de alteracbes adaptativas, associado a
fatores ambientais e sociais contribuem para as recaidas mesmo ap6s
longos periodos de abandono do uso. Isso dificulta o tratamento e a
manutencdo da abtinéncia e leva ao “ciclo vicioso” da dependéncia
(HYMAN et al., 2006; KOOB et al., 2009; MILTON, 2013).

Ao longo dos anos foram elaboradas diversas teorias para tentar
explicar o desenvolvimento da dependéncia. As teorias iniciais eram
baseadas em explicagbes mais intuitivas, focadas nos efeitos
reforcadores das drogas de abuso e nas alteracGes homeostaticas do
sistema de recompensa geradas pelo uso repetido da droga (WIKLER,
1948; KOOB & LE MOAL, 1997; KOOB et al, 1998; WISE, 2002). Neste
contexto, a dependéncia poderia ser considerada um ciclo em espiral



produzido pela “desregulacdo da homeostasia hedonica” no sistema de
recompensa e estruturas relacionadas. O ciclo em espiral aumentaria
progressivamente, resultando no uso compulsivo e na perda de controle
sobre o uso da droga. Inicialmente, os individuos utilizariam a droga
para obter um reforgco positivo. Com 0 uso repetido da droga ocorria
neuroadaptacdes duradouras na via mesocorticolimbica, promovendo
um “estado heddnico positivo” (KOOB et al., 2009). A interrupgao subita
do uso da droga reduziria a liberacdo de dopamina e serotonina a niveis
bem abaixo dos basais, o que levaria & manifestagdo de um “estado
hedonico negativo” (incluindo a sindrome de abstinéncia). Este estado
alostatico! persistiria por longos periodos, devido a combinagédo da (i)
atividade reduzida do sistema de recompensa, € (ii) do recrutamento do
sistema cerebral de estresse ou “anti-recompensa”. Segundo esta
vertente, tais adaptacfes alostaticas constituem uma poderosa fonte de
reforco negativo e contribuem para o comportamento compulsivo de
busca pela droga que leva as recaidas (KOOB & LE MOAL, 2005).

De fato, 0 uso de drogas inicia-se pelo aprendizado de que a
droga ¢ “gratificante” devido aos seus poderosos efeitos interoceptivos,
aumentando assim o desejo de usad-la novamente. O aprendizado
relacionado a recompensa e pistas ambientais é um fendmeno natural.
Entretanto, tem sido proposto que as drogas de abuso alteram e
melhoram estes processos normais de aprendizagem e memodria
(HYMAN et al., 2006). Assim, durante a dependéncia ocorre uma
“melhora” do aprendizado relacionado a obten¢do da droga e, também,
uma inibicdo da capacidade de controlar o uso, especialmente em
individuos wvulneraveis (JENTSCH & TAYLOR, 1999; HYMAN &
MALENKA, 2001). Isto sugere que a dependéncia as drogas envolva
uma aprendizagem aberrante, mediada particularmente pelo sistema de
recompensa (Di CHIARA, 1999; HYMAN et al., 2006; ROBBINS et al.,
2008; MILTON, 2013).

Cabe ressaltar que o termo “memoria da dependéncia” ndo ¢é tao
recente no meio cientifico. Ele foi introduzido pela primeira vez por
Mello (1972) em wuma discussdo acerca dos comportamentos
relacionados a dependéncia.

1. A alostase é uma adaptagdo prolongada frente a exposicéo cronica
de uma droga, que cria uma homeostase alterada dependente da
presenca continua da droga. O conceito de alostase oferece
explicacdo interessante para a persisténcia da dependéncia
(KOOB & LE MOAL, 2005).
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Contudo, naquele periodo ndo haviam evidéncias substanciais
gue sugerissem uma relacdo importante entre dependéncia e processos
de aprendizagem e memdria. Posteriormente, estudos pioneiros
mostraram que as pistas ou dicas ambientais previamente associadas ao
uso droga poderiam funcionar como um estimulo classicamente
condicionado, e induzir tanto efeitos heddnicos, como sintomas de
abstinéncia condicionada em animais e humanos (WIKLER & PESCOR,
1967; SIEGEL, 1975; O’BRIEN et al., 1977; SIEGEL et al., 1982). Os
estimulos condicionados consistem em estimulos sensoriais externos
(por exemplo, pessoas, parafernalia e locais relacionados ao uso das
drogas) e estimulos interoceptivos (por exemplo, incluindo sintomas
hedbnicos positivos e negativos). Estes estimulos condicionados a droga
podem produzir a “fissura”, bem como a busca pela droga em individuos
dependentes (KILTS et al., 2001; LI & SINHA, 2008). Posteriormente,
Norman White (1996) propds que as drogas de abuso poderiam
influenciar de maneira independente trés processos de aprendizagem de
incentivo condicionado, aprendizado declarativo, e aprendizagem
estimulo-resposta ou habito (WHITE, 1996).

Estudos apontam que as drogas de abuso compartilham os
mesmos substratos neuronais que estdo envolvidos nos processos de
aprendizagem e memoria, através de suas agdes farmacoldgicas (diretas
e indiretas) em diversos sistemas de neurotransmissdo (HYMAN et al.,
2006; ROBBINS et al., 2008; MILTON, 2013). Conforme mencionado,
uma caracteristica comum a todas as drogas de abuso é o aumento da
liberacdo de dopamina no NAc, que reforca o aprendizado e aumenta a
probabilidade de se usar a droga novamente (TORREGROSSA &
KALIVAS, 2008). O uso repetido das drogas de abuso também promove
alteragdes duradouras na plasticidade glutamatérgica e GABAérgica no
NAc, amigdala, hipocampo e CPF (KALIVAS & O’BRIEN, 2008;
SIDHPURA & PARSONS, 2011), que sdo imprescindiveis nos processos
de aprendizagem e memoria. Além disso, a disfuncdo glutamatérgica no
CPF compromete os comportamentos de autocontrole, como tomadas de
decisdo e impulsividade, resultando em comportamentos compulsivos
que favorecem a recaida (HYMAN & MALENKA, 2001; KALIVAS et
al., 2005).

De fato, o aspecto mais problematico do tratamento da
dependéncia sdo as recaidas contantes. A recaida consiste na retomada
de comportamentos de busca e consumo da droga apés um longo
periodo de abstinéncia, e pode ocorrer de maneira inconsciente,
automatica, e habitual (TIFFANY, 1990; EVERITT & ROBBINS, 2005).
Esse fenbmeno parece ser fortemente influenciado pelas dicas e



contextos ambientais previamente associados ao uso das drogas
(parafernalia utilizada como seringas e contato com individuos ou locais
especificos). Estes estimulos condicionados evocam memorias
marcantes da experiéncia com droga as quais podem induzir “fissura” e
ativar as circuitarias corticoestriatal e limbica nos individuos
dependentes em abstinéncia (KILTS et al., 2001; LI & SINHA, 2008). Os
estimulos condicionados associados a droga podem precipitar
comportamentos preditivos de recaida em diferentes modelos animais de
dependéncia, incluindo protocolos de autoadministracdo operante e a
preferéncia condicionada ao lugar (PCL). A liberacdo de dopamina
induzida por estimulos condicionados também ativa regides
corticoestriatais analogas em roedores (SCHIFFER et al., 2009).

Atualmente, um grande numero de observacdes clinicas e
laboratoriais tem convergido para a hipotese de que a natureza cronica
da dependéncia, parece estar intimamente ligada aos processos mal
adaptativos subjacentes a meméria associativa de longo prazo (O’BRIEN
et al., 1998; BERKE & HYMAN, 2000; ROBBINS & EVERITT, 2005;
HYMAN et al., 2006; MILTON & EVERITT, 2010; 2012). Memoérias de
longo prazo, ao contrario da maioria das adaptagdes homeostaticas,
podem durar muitos anos ou mesmo uma vida. Apesar disso, a
importancia e a persisténcia das memdrias associativas ndo excluem o
papel relevante das adaptacBes homeostéticas de longa duracdo na
dependéncia as drogas.

1.4 Memoérias relacionadas a droga

De um modo geral, os diferentes tipos de memdria podem ser
agrupados de acordo com o tempo que perduram, podendo ser
classificadas como memorias de trabalho, curta ou longa duracdo e
remotas (IZQUIERDO, 2011). Miller e Schumann (2011) propuseram
uma classificacdo para as memorias relacionadas a experiéncia da droga
a qual foi baseada na classificacdo das memorias de longa duracéo
proposta por Tulving e colaboradores na década de 1980 (MILNER et
al., 1998). As memodrias relacionadas a experiéncia da droga podem ser
classificadas em duas categorias distintas: memorias declarativas
relacionadas a droga e memérias ndo declarativas relacionadas a droga
(Figura 1). As memorias declarativas sdo adquiridas com plena
intervencdo da consciéncia e podem ser divididas em memodrias
semanticas e episodicas. A memoria semantica refere-se aos
conhecimentos gerais ou informagdes impessoais sobre a droga. Estudos
sugerem que a formacgdo de memorias semanticas relacionadas a droga
geralmente comeca antes que ocorra a primeiro episédio de consumo,
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quando o individuo adquire informacdes sobre a droga (MULLER,
2013).

As memorias episddicas compreendem as memorias de todos 0s
episodios vividos com a droga. Isso pode incluir desde memérias
formadas automaticamente a partir dos efeitos induzidos pela
intoxicacdo aguda, até os episddios de cunho emocional aversivo que
ocorrem durante a subsequente abstinéncia. Na pesquisa pré-clinica
existe uma limitagcdo experimental no que diz respeito a avaliagdo das
memorias episddicas relacionadas a droga, apesar da existéncia de
tarefas experimentais preditivas de memorias episddicas, como o teste
de reconhecimento de objetos (WINTERS et al., 2008).

Todas as memorias
ligadas & droga

Memorias
declarativas

/ Memdrias Memodrias néo
Memoérias ~ Semanticas ' declarativas

episodicas e ‘ .
R S - == -
g Memérias de Memodrias
© condicionamento  Pavlovianas .
S instrumental Memorias | Memérias de
E de habito = “desafio da
S droga”
w
=
o]
&)

Figura 1. Diagrama representativo de todas as memorias relacionadas a
droga, que inclui desde as memorias semanticas adquiridas antes mesmo da
primeira experiéncia com droga (linha tracejada azul) até as memdrias
episodicas e ndo declarativas estabelecidas durante o uso repetido de drogas
(modificada de MULLER, 2013).

As memdrias ndo declarativas, por sua vez, referem-se aquelas
memérias que sdo adquiridas de maneira inconsciente, automatica, sem
que o individuo perceba de forma clara que as est4 aprendendo. Elas
podem ser inferidas através de mudancas no comportamento e sua
avaliacdo ocorre geralmente por meio de demonstragdo (MULLER &



SCHUMANN, 2011). A classificacdo quanto ao contetido torna-se dificil
de aplicar na pesquisa pré-clinica, contudo existem varias tarefas
experimentais que avaliam memoérias ndo declarativas, as quais
envolvem um aprendizado associativo (tarefas de preferéncia
condicionadas ao lugar e de condicionamento operante ou instrumental)
e ndo associativo (sensibilizacdo) (IZQUIERDO, 2011).

De acordo com a classificagdo proposta por Miller e Schumann
(2011), as memdrias ndo declarativas relacionadas a droga englobam as
memorias classicas, memorias de condicionamento instrumental,
memoérias de habito, memorias de desafio da droga (do inglés “priming
drug memory”) e memorias de procedimento. Elas se expressam
normalmente mediante a execucdo de determinados comportamentos
gue, uma vez adquiridos, sdo realizados de modo automatico. As
memorias classicas se referem aquelas adquiridas através do
condicionamento Pavloviano em humanos e animais de experimentacdo
(BOUTON & MOODY, 2004), como exemplo respostas emocionais e
fisiolégicas condicionadas (FOLTIN & HANEY, 2000), preferéncia
condicionada ao lugar (BARDO & BEVINS, 2000; TZSCHENTKE,
2007), efeitos de abstinéncia condicionada (O’BRIEN et al., 1998;
TAUBENFELD et al., 2010) e sensibilizacdo aos efeitos agudos das
drogas (VANDERSCHUREN & KALIVAS, 2000; MULLER, 2013).

Memorias condicionadas instrumentalmente compreendem 0s
aprendizados relacionados a droga estabelecidos através do
condicionamento instrumental. Essas memdrias sdo dirigidas ao
estimulo e incluem aquelas relacionadas as dicas ambientais
previamente associadas a droga que sdo recompensadoras por Si
proprias. Um exemplo disso é o comportamento de busca pelo
compartimento pareado & droga no teste da preferéncia condicionada ao
lugar (HUSTON et al., 2013; MULLER & SCHUMANN, 2011).

As memorias de habito se referem ao comportamento
instrumental que ndo é voltado a um objetivo, e sim controlado pelo
estimulo. As memdrias de procedimento compreendem todas as
memérias de habilidades envolvidas na manipulacdo de droga; em
humanos seriam o equivalente as “habilidades adquiridas”, por exemplo,
nos rituais de preparacdo da droga, ou nas formas de uso. Por ultimo, as
memorias de “desafio” (do inglés priming drug memories) s&o
memérias que sdo evocadas apds a administragdo de uma pequena
guantidade da droga (dose desafio) em individuos sem experiéncia
prévia com a droga (MULLER & SCHUMANN, 2011).
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1.5 Formagéo e manutencdo da memoria

Tem sido proposto que a formacdo de memoria é constituida
por diferentes processos, 0s quais envolvem substratos neurobioldgicos
distintos e complexos. A formacdo da memodria de longa duracéo
compreende trés fases distintas: aquisicdo, consolidacdo e evocacao
(IZQUIERDO, 2011). A aquisi¢do refere-se ao periodo de tempo entre a
percepcdo do estimulo aprendido apés uma experiéncia prévia e o
momento que esse estimulo é convertido em uma memoria. A
consolidagdo consiste na conversdo do conhecimento/informacédo
adquirido e estabilizado para ser armazenado como uma memoria de
longa duragcdo (MCGAUGH, 1966). Apos a consolidacdo da memoria
ela permanece estivel e pouco sensivel a interferéncias (J1 et al., 2003).
Assim, quando a informagéo armazenada ndo agrega mais nenhum valor
ao individuo, a memoria € esquecida, priorizando o armazenamento de
novas informagBes. Desse modo, na consolidagdo ocorre o
fortalecimento das sinapses em diversas estruturas encefalicas. Os
principais mecanismos de plasticidade propostos para a manutencdo de
memorias sdo a potenciacdo de longa duracdo e a depressdo de longa
duragdo (do inglés long-term potentiation e long-term depression: LTP
e LTD, respectivamente) (BLISS & COLLINGRIDGE, 1993). Esses dois
fendmenos eletrofisioldgicos sdo mediados por diferentes sistemas de
neurotransmissao, incluindo 0s  sistemas: glutamatérgico,
noradrenérgico, dopaminérgico e 0 eCB (LIM et al., 2010; JACOB et al.,
2012). A LTP consiste no aumento persistente da atividade sinaptica em
frente a uma estimulacdo breve e repetida de um neurbnio ou conjunto
de ax6nios que fazem sinapse. Esse perfil de estimulacdo permite uma
reducdo do limiar de excitabilidade neuronal, o que facilita a
despolarizacéo da célula. Na LTD, ocorre um processo semelhante, mas
que culmina com a inibicdo da resposta neuronal (NAPOLITANO et al.,
1999).  Evidéncias experimentais demonstraram que esses dois
fenbmenos (LTP e LTD) podem durar horas ou semanas. Essa
observacdo levou a interessante analogia entre LTP/LTD e a
consolidacdo de memoérias de longa duracdo (BLISS &
COLLINGRIDGE, 1993).

A evocacdo ou recordagdo refere-se ao acesso a informagéo
armazenada. E o retorno da memoria ao estado em que a informagéo
pode ser acessada de maneira consciente e/ou utilizada na execucdo de
um comportamento. Com a evocacdo de uma determinada memoria dois
processos importantes podem ocorrer: a extingdo ou a reconsolidacdo da
memoria (Figura 2). Esses dois processos mnemonicos diferem
drasticamente entre si e dependem basicamente do tempo de evocacdo



da memoria. Assim, quando a evocagdo € prolongada na auséncia do
estimulo incondicionado a meméria é extinta (PAVLOV, 1927; HARRIS
et al., 2000).

A extingdo consiste no aprendizado de uma nova meméria que
coexiste com a memdria original e que é capaz de inibir, a0 menos
temporariamente, a evocacdo da memoria original (BOUTON, 2004),
conforme ilustrado na Figura 2. Cabe acrescentar que a extin¢do nao
implica no esquecimento da memoéria. Com o passar do tempo, ou
havendo mudangas no contexto ou no estado emocional, a meméria
original pode vir a dominar novamente o comportamento (QUIRK,
2002), e isso pode ocorrer espontaneamente, ou através da reexposicao
ao estimulo incondicionado, a dicas ambientais, ou ao estresse. No
ambito experimental, uma maneira classica de se observar esse processo
pode ocorrer através dos fendmenos de recuperacdo espontanea,
renovacdo e reinstalacdo. Assim, o sentido biol6gico da extincdo é
formar uma nova memodria com significado distinto da memoria
original.

ExposicBes curtas ao estimulo condicionado geralmente
desencadeiam o0 processo de reativagio (DEBIEC et al,
2002; EISENBERG et al., 2003), o qual induz a desestabilizagdo da
meméria previamente consolidada, tornando-a labil em estado ativo
temporario. A memoria labilizada precisa passar por um novo processo
de estabilizacdo, dependente de sintese proteica para ser novamente
armazenada. Assim, a reconsolidacdo da meméria (LEWIS, 1979;
NADER, 2003) consiste no processo pelo qual as memédrias que foram
desestabilizadas durante a evocacgdo precisam ser re-estabilizadas para
persistirem no encéfalo e serem atualizadas (RODRIGUEZ-ORTIZ et al.,
2005; ROSSATO et al., 2007; WINTERS et al., 2009), fortalecidas (LEE,
2008) ou funcionalmente integradas a outras memorias mais antigas
(LEE et al., 2009). Nesse contexto, a evocacdo pode mudar o contelido
da memoria original, podendo ser vista como um processo dinamico,
que confere uma propriedade adaptativa ao SNC (SARA, 2000).

A reativacdo refere-se ao processo de evocagdo da memdria que
induz a desestabilizacdo da memoria previamente consolidada,
tornando-a labil em estado ativo temporario (LEWIS, 1979; MILTON &
EVERITT, 2010). Assim, a memdria labilizada precisa passar por um
novo processo de estabilizacdo, dependente de sintese proteica. O termo
reativagdo foi proposto por Lewis (1979) e da uma conotagdo de que a
memoria estava no “estado inativo” e passou para um “estado ativo”.
Experimentalmente, o termo tem sido frequentemente empregado em
referéncia a sessdo de treino em que a memoria é “labilizada” pela



31

apresentacdo do estimulo condicionado, geralmente na auséncia do
estimulo incondicionado (MILTON & EVERITT, 2010). A interferéncia
por meios farmacolégicos, por exemplo, no intervalo de tempo
conhecido como “janela de reconsolidacao” altera 0 re-armazenamento

da memoria (CONKLIN & TIFFANY, 2002).
per

A)  aquisicio -3 consolidagiio -3 evocacio

B) C)
[ Meméria original (EC-Droga) ] Reconsolidacio/ re-estabilizacio

l sintese proteica

Novamemoria
( EC nao reforcado-Droga)

Estado inativo
* persistente
*estavel

Estado ativo
¢ transitorio

Reativacio/ desestabilizagiio

degradagao da proteina
Figura 2. Etapas do processo de memdria. Processos de formagéo e
manuten¢do da memdria de longa duragdo (A). Na extingdo o aprendizado
de uma nova memdria compete com a memdria original para a expressdo do
comportamento, inibindo a memdria original (B). Na reconsolidacdo uma
memoria previamente consolidada no “estado inativo” ¢é convertida
(reativada) ao "estado ativo” por meio de mecanismos de desestabilizacdo
via degradacdo de proteinas. Estas memorias "ativas" podem ser re-
estabilizadas ao estado "inativo" de uma maneira dependente da sintese de
proteica em um espaco temporal curto (janela de reconsolidacéo) (C). A
reconsolidacdo pode ser interrompida pela administracdo de agentes
aminésicos que impegam a restabilizagdo da memédria (Figura modificada de
MILTON 2013).

A desestabilizagdo da memdria original é o mecanismo pelo
qual a memoria torna-se labil (LEE et al., 2008). Esse processo requer a
degradacdo de algumas proteinas sintetizadas no processo de
consolidagdo dessa memoéria, além da ativacdo de receptores CB1,
canais de céalcio dependentes de tensdo do tipo L e receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA que contém a subunidade NR2B



(SUZUKI et al., 2004, 2008; KAANG et al., 2009). Enquanto a re-
estabilizacdo ap0s a evocacgdo requer a sintese de proteinas e fatores de
transcricdo de genes imediatos, assim como moléculas de sinalizagao
intracelular como a proteina quinase A (PKA) e o CREB em diversas
estruturas encefalicas. As proteinas necessarias para a re-estabilizacdo
da meméria sdo reguladas pela expressdo do gene imediato Zif/268,
relacionado a plasticidade, que é critico para que ocorra 0 processo de
reconsolidacg&o.

A consolidacdo tem sido demonstrada experimentalmente em
diversos tipos de memdrias de longa duracdo (DUDAI, 2004), enquanto
a reconsolidacdo ndo parece ser um fendmeno universal, uma vez que
diferentes pesquisadores falharam em detecta-la em paradigmas
comportamentais bem estabelecidos (CAMMAROTA et al., 2004;
HERNANDEZ & KELLEY, 2004; POWER et al., 2006). Muitas
intervencBes farmacol6gicas que bloqueiam a consolidagdo também séo
capazes de prejudicar a reconsolidacdo, o que levou a hipétese de que a
reconsolidacdo envolveria uma espécie de recapitulacdo dos
acontecimentos moleculares que ocorrem durante a consolidacéo
(SARA, 2000). No entanto, importantes diferencas bioquimicas e
farmacoldgicas entre os dois processos foram encontradas (LEE et al.,
2004; BUCHERELLI et al., 2006), indicando que, apesar de existirem
algumas semelhancas, consolidac&o e reconsolidacdo ndo séo processos
idénticos (LEE et al., 2004; ALBERINI, 20086).

No que diz respeito ao tratamento da dependéncia, tanto a
extincdo quanto a reconsolidagdo da memoria sdo 0s processos que
oferecem maiores oportunidades de serem manipuladas como estratégias
terapéuticas anti-recaidas ou pro-abstinéncia (SORG, 2012). Neste
contexto, a terapia de exposicdo de pistas tem sido empregada no
cenario clinico. Em termos gerais, ela consiste em reexpor os individuos
dependentes aos estimulos que remetem ao uso da droga, na tentativa de
reduzir a “fissura” e a recaida associada a experiéncia da droga.
Entretanto, devido a persisténcia das memdrias ligadas a droga e a
resisténcia ao processo de extingdo, as terapias baseadas na extin¢do tém
tido sucesso limitado na clinica.

1.6 Reconsolidagdo da memoéria em modelos animais de
dependéncia

Nos estudos pré-clinicos a reconsolidacao tipicamente envolve

trés etapas: treinamento, reativacdo e teste. A interferéncia por meios

farmacoldgicos ou comportamentais, no intervalo de tempo conhecido

como “janela de reconsolidagdo” altera o rearmazenamento da memoria
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(MILTON & EVERITT, 2010). Os estudos baseados na reconsolidacéo
da memoria foram originalmente descritos na década de 1960
(MISANIN et al., 1968; SCHNEIDER & SHERMAN, 1968) e ficaram
negligenciados por mais de 30 anos. Quando ressurgiram no inicio do
século XXI, foram primeiramente focados em memdrias de
condicionamento pavloviano aversivo (NADER et al., 2000; DEBIEC et
al., 2002; SUZUKI et al., 2004). Pesquisas posteriores passaram a
investigar a utilidade clinica de abordagens terapéuticas baseadas na
interrupcdo da reconsolidacdo da memoria para o tratamento de
distlrbios associados a memorias mal adaptativas, como o transtorno de
estresse pés-traumatico (DEBIEC & LEDOUX, 2006; BRUNET et al.,
2008; KINDT et al., 2009) e a dependéncia as drogas (MILLER &
MARSHALL, 2005; LEE et al., 2005). Contudo, cabe mencionar que 0
desenvolvimento de terapias pro-abstinéncia ou anti-recaida baseadas no
processo de reconsolidacdo ndo representam apenas um passo
incremental resultante da possivel aplicabilidade de tratamentos clinicos
baseados em reconsolidacdo para os transtornos de ansiedade, visto que
a dependéncia e os transtornos de ansiedade sdo doengas muito
diferentes no ambito psicoldgico e neurobiolégico.

Um dos trabalhos originais sobre a reconsolidacdo de memorias
associada a droga utilizou o procedimento de PCL (MILLER &
MARSHALL, 2005). Neste trabalho, os autores demonstraram que a
administracdo de inibidores da proteina quinase ERK durante a
evocacdo da memdria, preveniu a expressdao da PCL induzida pela
cocaina nos testes subsequentes. Com isso, foi sugerido que as terapias
baseadas na reconsolidacdo poderiam constituir um tratamento pré-
abstinéncia ou anti-recaida para dependéncia as drogas (MILLER &
MARSHALL, 2005; LEE et al., 2005). Apo0s estas demonstragdes
pioneiras, tem-se estabelecido que as memdrias induzidas por outras
drogas de abuso, incluindo anfetamina (SADLER et al., 2007) e morfina
(MILEKIC et al., 2006; VALJENT et al., 2006), também sdo susceptiveis
a interrupcdo da reconsolidacdo por agentes amnésicos (SORG, 2012).
A inibicdo da sintese de proteinas ap6s a reativacdo da memoria ndo s6
reduz a subsequente expressdo da PCL (VALJENT et al., 2006;
BERNARDI et al., 2007), mas também impede que o estimulo
condicionado a cocaina possa agir posteriormente como um reforco
condicionado em tarefas de autoadministracdo operante (LEE et al.,
2005).

A maioria dos estudos que investigam 0S mecanismos
neuroguimicos envolvidos na reconsolidacdo de memodrias associadas as
drogas de abuso é focada nos sistemas noradrenérgico e glutamatérgico,



especificamente nos receptores B-adrenérgicos (FRICKS-GLEASON &
MARSHALL, 2008; BERNARDI et al., 2009) e do subtipo NMDA,
respectivamente (BROWN et al., 2008; ITZHAK, 2008) (Figura 3).
Ambos o0s sistemas de neurotransmissdo estdo envolvidos na
consolidagdo da memdria e na plasticidade sinaptica na via
mesocorticolimbica (MALDONADO, 2006). Além disso, a ativagdo dos
receptores canabinoides CB1 (YU et al., 2009; FANG et al., 2011), assim
como mudancas na atividade GABAGérgica parecem ser cruciais na
reconsolidagdo de memdrias (CARBO TANO et al., 2009), inclusive em
humanos (RODRIGUEZ et al., 2013).

A reconsolidagdo parece ser dependente especificamente da
sinalizacdo noradrenérgica na amigdala basolateral (BERNARDI et al.,
2009) e da sinalizacdo mediada pela ERK na regido medular do NAc
(MILLER & MARSHALL, 2005). Tem sido também proposto que
durante a desestabilizacdo da memdria ocorre a ativagdo de vias
noradrenérgica e glutamatérgica, as quais podem levar ao aumento da
expressdo de fatores de transcrigdo de genes imediatos, como o Zif/268
gue estd envolvido na plasticidade e sintese proteica na amigdala
basolateral e regido medular do NAc (THEBERGE et al., 2010).

Neste contexto, nos Ultimos anos tem sido proposto que uma
disfungdo no processo de reconsolidacdo pode estar envolvido na
etiologia de distlrbios relacionados as memorias mal adaptativas,
incluindo a dependéncia as drogas. Ha diversas evidéncias bem
estabelecidas na literatura que reforcam essa hipétese, por exemplo: (i) a
reconsolidagdo ocorre em humanos (JAVADI & CHENG, 2013) e (ii) a
meméria pode ser fortalecida apds a evocacdo (JAVADI & CHENG,
2013). O uso repetido das drogas causa alteragBes duradouras na
plasticidade sindptica, por meio de mecanismos de transdugdo de sinal
gue envolvem segundos mensageiros como 0 AMP ciclico e as proteinas
quinases PKA e CREB (KAUER, 2004; JENHSCH et al., 2002; REN et
al., 2013), os quais parecem fortalecer o aprendizado e a memoria
relacionados a droga. Além disso, a sinalizacdo induzida por ERK
parece ser crucial para o desenvolvimento do fenémeno de “incubagio
da fissura” (do inglés craving incubation) que envolve a evocagdo
espontanea de memorias ligadas a droga (MILLER & MARSHAL, 2005).
Assim, o fortalecimento dessas memérias apds continuas evocagdes ao
longo do tempo poderia fortalecer ainda mais essas memérias, tornando-
as mais resistentes a extingao.
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Figura 3. Principais mecanismos neuromoleculares envolvidos na
reconsolidacdo de memorias apetitivas. A ativagdo dos receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA ou dos receptores [-adrenérgicos,
desencadeia cascatas de sinalizacdo intracelular que culminam com a
transcri¢do de genes e proteinas, cruciais no processo de reconsolidagdo. Os
simbolos (cheios e tracejados) representam proteinas com um papel
identificado na reconsolidacdo. As setas (cheias e tracejadas) representam as
principais vias de sinalizagdo que podem mediar esse processo.
Abreviaturas: pPKA, proteina quinase A fosforilada; pCaMKII, proteina
quinase dependente de calcio/calmodulina Il fosforilada; pERK, proteina
quinase regulada por sinais extracelulares fosforidada; AKAP, proteina
quinase de ancoragem; pCREB, proteina de ligacdo ao elemento de resposta
CRE fosforilada; CBP, proteina de ligagdo ao CREB; Egr-1, proteina de
resposta ao crescimento precoce-1 (Zif268); CDKS5, proteina quinase
dependente de ciclina 5; Gs, proteina G, que estimula a adenil ciclase;
cAMP, AMP ciclico; GluAl, subunidade do receptor AMPA
glutamatérgico (Figura reproduzida de TRONSON & TAYLOR, 2013).

1.7 Sistema endocanabinoide
O sistema endocanabinoide (eCB) é composto pelos
canabinoides end6genos, ou endocanabinoides (eCBs), seus receptores e



enzimas de sintese e degradacdo. Os eCBs sdo lipidios originados a
partir de ésteres, éteres e amidas de acidos graxos de cadeia longa
poliinsaturada (DI MARZO et al., 1998). Atualmente sdo conhecidos
cinco eCBs, sendo que os mais estudados a N-aracdoniletanolamina, a
anandamida e o 2-araquidonoilglicerol (2-AG) (PERTWEE, 2005). A
concentracdo no tecido cerebral do 2-AG, o agonista total dos receptores
canabinoides, é cerca de 200 vezes maior que a de anandamida,
considerada um agonista parcial dos mesmos receptores (SUGIURA et
al., 1995). Os eCBs séo sintetizados e liberados sob demanda, a partir de
estimulos fisiolégicos como a despolarizacdo neuronal (DI MARZO et
al., 1994), ou ainda em resposta ao estresse (O’SULLIVAN et al., 2012).
A maioria das agdes fisiologicas dependentes da atividade eCB séo
mediadas pelo 2-AG, particularmente na regulacdo da funcdo dos
neurdnios dopaminérgicos localizados na ATV (WANG & LUPICA,
2014).

Existem varias vias para a sintese e degradacdo da anandamida
e do 2-AG. A anandamida origina-se a partir de um precursor
fosfolipidico, o N-araquidonil-fosfatidil-etanolamina (NArPE). O
NATrPE € transformado em anandamida através de quatro vias distintas,
sendo que a mais estudada e direta (aquela que ndo produz
intermediarios) é a via catalisada pela enzima N-acil-
fosfatidiletanolamina fosfolipase D (NAPE-PLD). As outras trés vias
sdo catalisadas pelas seguintes enzimas: 1) fosfolipase C e tirosina
fosfatase; 2) fosfolipase A1/2 e fosfolipase D; 3) af-hidrolase e
glicerolfosfodiester-fosfodiesterase (LIU et al., 2008). Ao contrario da
anandamida, o 2-AG ¢ sintetizado predominantemente a partir do
diacilglicerol (DAG) através da acdo da enzima DAG-lipase. A
inativacdo dos eCB é dependente da recaptacdo destes para o interior da
célula. Apesar das caracteristicas lipidicas, as evidéncias sugerem que a
recaptacdo ocorre através da difusdo facilitada por transportador de
membrana (DI MARZO, 2008). Ap6s a recaptacdo, a anandamida é
metabolizada pela enzima amida hidrolase de &cidos graxos (FAAH, do
inglés fatty acid amide hydrolase), enquanto o 2-AG é metabolizado
preferencialmente pela monoacilglicerol lipase (MAGL) (DI MARZO &
PETROSINO, 2007; MUNRO et al., 1993).

Os receptores canabinoides CB1 sdo receptores pré-sindpticos
acoplados a proteina G, sendo amplamente expressos no SNC (DI
MARZO, 2009), incluindo diversas estruturas cerebrais como o NAc, o
cortex, a amigdala e o hipocampo (BERKE & HYMAN, 2000; ROBBINS
et al., 2008). Essas estruturas as sdo cruciais na regulacdo de diversos
processos fisiologicos, incluindo aprendizagem, memoria e motivagdo
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(MALDONADO et al., 2006). J& os receptores CB2 estdo expressos
perifericamente nas células do sistema imunoldgico, mas também s&o
expressos em menor quantidade no corpo celular de neurbnios e em
microglias de estruturas encefalicas como o coértex cerebral, o
hipocampo e o estriado, particularmente, em regifes pos-sindpticas
(ONAIVI et al., 2006) e NAc (XI et al., 2011; ARACIL-FERNANDEZ, et
al., 2012).

Além dos receptores de membrana, ha indicios de que os eCBs
possam agir em alvos nucleares para lipideos como o0s receptores
nucleares ativados por proliferadores de peroxissomos (PPAR), levando
a transcricdo génica (O'SULLIVAN, 2007). Embora os receptores de
potencial transitério TRPV1 (vaniloides) (canais idnicos ndo seletivos
permeaveis a Ca*?) ndo facam parte do sistema eCB, eles sdo um dos
alvos moleculares da anandamida. Cabe ressaltar que os efeitos
psicoativos do A®- tetrahidrocanabinol (A°THC) e do canabidiol (CBD),
os dois maiores constituintes quimicos extraidos da Cannabis sp., sdo
em grande parte mediados pela ativacdo de receptores CB1 (DI MARZO
et al., 2009).

De maneira geral, os receptores CB1 e CB2 apresentam um
sistema primario de transdugdo de sinal bastante semelhante. Ambos os
receptores sdo acoplados a proteina Gi e atuam inibindo a adenil ciclase
(que leva a diminuicédo dos niveis de AMP ciclico e reduz a atividade da
PKA), inibindo canais de Ca*? dependentes de tenséo e ativando canais
de K*. Os receptores canabinoides também ativam a via de quinases
ativadas por mitégeno (MAP) e da inositol-3-fosfato (IP3) quinase, entre
outras vias intracelulares (HOWLETT et al., 2004; PACHER et al., 2006).

Os eCBs agem como mensageiros retrogrados. Diferentemente
da sequéncia usual, o estimulo comeca no neurbnio pds-sinaptico e a
excitacdo neuronal leva a despolarizacdo e ao influxo de ions calcio que
estimulam vérias fosfolipases, iniciando assim a sintese dos eCBs
(Figura 4). Os eCBs, como 0 2-AG e a anandamida sdo produzidos sob
demanda e liberados na fenda sinaptica e se difundem livremente para
estimular os receptores canabinoides nos terminais neuronais pré-
sindpticos (WILSON & NICOLL, 2002). A consequéncia funcional da
ativacdo de receptores canabinoides é a reducdo da excitabilidade do
neurdnio pré-sindptico e inibicdo através da despolarizacdo, que leva a
reducdo da liberacdo de neurotransmissores, incluindo monoaminas,
aminoacidos excitatorios e inibitdrios, além de neuropeptideos
(HOWLETT et al., 2002). No entanto, ha evidéncias que sugerem que 0s
eCBs modulam a fung&o neuronal e a transmissdo sinaptica de maneira
ndo-retrégrada e também autdcrina (sinalizacdo neurdnio-astrcito). Na



sinalizacdo ndo-retrograda, os eCBs produzidos nos neurbnios pds-
sindpticos ativam o0s receptores vaniloides do tipo TRPV1 efou
canabinoides localizados nos neurdnios poés-sinapticos. Estudos
revelaram que a anandamida pode mediar a plasticidade de longa
duracdo através da LTD, pela da ativacdo de receptores TRPV1. Este
tipo LTD tem sido observado em neurdnios GABAEérgicosMSN do NAc
gue coexpressaam os receptores dopaminérgicos D2 (GRUETER et al.,
2010) e na regido do giro dentado do hipocampo (CHAVEZ et al., 2010).

Neurdénio pré-sindptico

Metabelismo de 2-AG
2-AG g Glicerol + dcido araquidanico
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Figura 4. Representacdo esquematica simplificada da biossintese e do
metabolismo dos eCBs nos neurdnios pré e pés sindpticos, assim como o
alvo dos agentes farmacoldgicos utilizados neste estudo. As enzimas de
biossintese do 2-AG, fosfolipase C (PLC) e diacilglicerollipase (DAGL)
estdo localizadas principalmente nas membranas plasmaticas de neur6nios
pos sindpticos. Enquanto a monoacilglicerol lipase (MAGL), que cataboliza
0 2-AG estd localizada em neurdnios pré-sinapticos. As enzimas de
biossintese de anandamida N-acil-transferase (NAT) e N-acil-
fosfatidiletanolamina fosfolipase D (NAPE-PLD) e de catabolismo a
FAAH, sdo localizadas em membranas intracelulares. A FAAH esta
localizada primordialmente em neurdnios pré-sindpticos. Os transportadores
de membrana dos eCBs (TeCB) localizados em neurbnios pré e poés
sindpticos facilitam a receptacdo dos eCBs. (Figura modificada de DI
MARZO et al., 2004).
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Adicionalmente, os eCBs liberados de neurdnios pds-sinapticos podem
estimular os receptores canabinoides de astrocitos, desencadeando a
liberacdo de glutamato por células gliais, o que poderia modular
indiretamente a funcdo sinaptica em curto e longo prazo (CASTILLO et
al., 2012).

Assim, 0s eCBs regulam a atividade neuronal e contribuem para
a plasticidade sinéptica de curto prazo conhecida como a supressdo da
inibicdo induzida por despolarizacdo (do inglés depolarization-induced
suppression of inhibition, DSI) e supressdo da excitacdo induzida por
despolarizacéo (depolarization-induced suppression of excitation, DSE),
conforme seja induzida em neurdnios inibitérios/excitatorios. Ambos
DSl ou DSE mediados pelos eCBs iniciam-se pelo aumento intracelular
de Ca*? em neur6nios pds-sinapticos (WILSON & NICOLL, 2002). O
influxo de Ca*? ocorre principalmente através dos canais de calcio
dependentes de tensdo e dos receptores glutamatérgicos metabotrépicos
do tipo 1 (mGIuR1) que mobilizam as reservas de Ca*? via fosfolipase
C, promovendo a formagéo dos eCB (2-AG e/ou anandamida) (WILSON
& NICOLL, 2002). A ligacdo do eCB no receptor CB1 ativa a proteina
Gino (provavelmente através das subunidades By). 1sso que leva a reducdo
do influxo de Ca*? e fechamento dos canais de Ca*? dependentes de
tensdo e consequentemente suprime a liberacdo do neurotransmissor
(CASTILLO et al., 2012).

Em relagdo as formas mais persistentes de plasticidade
sindptica, como na depressdo de longa duragdo (LTD), os receptores
CB1 sdo recrutados somente durante a indugdo, mas ndo na manutencdo
da LTD. O mecanismo de manutencdo da LTD ap0s a ativacdo dos
recptores CB1 dentro da escala de curta duragdo (minutos) ndo esta bem
estabelecido (CASTILLO et al., 2012). A inducdo da LTD mediada pelos
eCBs também requer um aumento intracelular de Ca*? e ativacdo de
receptores glutamatérgicos metabotrépicos pds-sinapticos e ja foi
demonstrada em diversas regides encefalicas como o estriado dorsal,
NAc, amigdala, hipocampo, CPF e ATV (MALDONADO et al., 2006;
SIDHPURA et al., 2011). A indugdo da LTD mediada pelos eCB, inicia-
se pela liberagdo pré-sinptica de glutamato que ativa os receptores
glutamatérgicos metabotrépicos pés-sinapticos, os quais estimulam a
sintese de 2-AG pelas enzimas fosfolipase (PLCP) e diacilglicerol lipase
(DGLa). Com isso, o 2-AG pode agir em receptores CB1 pré-sinapticos
localizados em terminais exitatdrios glutamatérgicos ou em receptores
CB1 pré-sinapticos localizados em terminais GABAérgicos (CASTILLO
et al., 2012). Isso promove a reducdo adenililato ciclase e da atividade da
PKA que suprime a liberacdo do transmissor através de mecanismo



dependente da subunidade i da proteina Gip acoplada ao receptor CB1
(CASTILLO et al, 2012). Os eCBs também podem promover,
indiretamente, a inducdo da LTP em sinapses glutamatérgicas através da
desinibicdo de neurdnios GABAérgicos pds-sinapticos (CARLSON et
al., 2002). Essas mudancas causam o enfraguecimento ou o
fortalecimento das sinapses sdo importantes para o remodelamento e
para a eficicia sindptica. Isso contribui para os mecanismos de
plasticidade sinaptica que ocorre na dependéncia (MALDONADO et al.,
2006; SIDHPURA et al., 2011).

1.8 Sistema eCB e refor¢o induzido por drogas de abuso

Os receptores de canabinoides CB1 estdo presentes em diversas
regibes do circuito cerebral de recompensa (Figura 5), incluindo o ATV
e NAc, e também em varias regifes que se projetam para estas duas
estruturas, tais como hipocampo, CPF e amigdala basolateral (LUPICA
& RIEGEL, 2005). No hipocampo, 0s receptores canabinoides CB1 séo
densamente expressos em terminais pré-sinapticos de neurdnios
GABAGérgicos (KAWAMURA et al., 2006), particularmente nas células
gue co-liberam colescistocinina (KATONA et al., 1999, WILSON &
NICOLL, 2002), assim como nos terminais pré-sinapticos de neurdnios
piramidais glutamatérgicos, ainda que em menor densidade (KATONA
et al., 2006; KAWAMURA et al.,, 2006). Os eCB agem através dos
receptores CB1 como moduladores retrogrados exencendo controle
sobre a neurotransmissdo dopaminérgica da via mesocorticolimbica,
através da supressdo dos impulsos excitatorios e inibitérios oriundos das
projecdes  glutamatérgicas e  GABAGérgicas, respectivamente
(MALDONADO et al., 2006). A ativacdo dos receptores CB; dos axdnios
terminais dos neurbnios GABAGérgicos presentes na ATV inibe a
transmissdo GABAaérgica, 0 que culmina com a desinibicdo dos
neurdnios dopaminérgicos (LUPICA & RIEGEL, 2005). De maneira
semelhante, a transmissdo sinaptica dos neurdnios glutamatérgicos no
CPF, NAc e ATV sdo igualmente inibidas pela ativacdo dos receptores
canabinoides

Os receptores de canabinoides CB1 estdo presentes em diversas
regides do circuito cerebral de recompensa (Figura 5), incluindo o ATV
e NAc, e também em vaérias regifes que se projetam para estas duas
estruturas, tais como hipocampo, CPF e amigdala basolateral (LUPICA
& RIEGEL, 2005). No hipocampo, os receptores canabinoides CB1 séo
densamente expressos em terminais pré-sinapticos de neurdnios
GABAérgicos (KAWAMURA et al., 2006), particularmente nas células
que co-liberam colescistocinina (KATONA et al., 1999, WILSON &
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NICOLL, 2002), assim como nos terminais pré-sinapticos de neurdnios
piramidais glutamatérgicos, ainda que em menor densidade (KATONA
et al., 2006; KAWAMURA et al., 2006).

CPF
eCB eCB Hipocampo
¥

L ol le
IDopamma () by
)

b
NAc A'N® ATV

Py s o eCB
() Neurdnios dopaminérgicos

Neurdnios glutamatérgicos

Neurdnios GABAérgicos

Neurdnios GABAérgicos que coexpressam CCK
» Receptores CB1

Figura 5. Esquema representativo do papel modulatério dos eCBs através
dos receptores CB1 na via mesocorticolimbica, em estruturas cruciais para a
regulagdo dos efeitos reforcadores induzidos por drogas de abuso. Na ATV
0s receptores CB1 estdo localizados em neurbnios pré-sindpticos
GABAEérgicos e glutamatérgicos. Na ATV, a ativacdo dos receptores CB1
pelos eCBs inibe a liberacdo de GABA, que culmina com a ativacdo dos
neurdnios dopaminérgicos e com o0 aumento da liberagdo de dopamina no
NAc. ProjecBes de outras estruturas como amigdala basolateral, hipocampo
e CPF, envolvidas nos processos de motivagcdo e memoria, também estéo
sob o controle de receptores CB1 através de um efeito inibit6rio sobre os
neurbnios GABAGérgicos pré-sinapticos que coliberam GABA e
colecistocinina (CCK). No NAc, os eCBs agem se como moduladores
retrogrados ativando os receptores CB1 nos terminais do axdnio dos
neurbnios glutamatérgicos. A subsequente inibicdo da liberacdo de
glutamato inibe os neurdnios GABAérgicos provenientes do NAc e que
projetam-se para o ATV, isso estimula indiretamente 0s neurdnios
dopaminérgicos da ATV (Figura reproduzida de MALDONADO et al.,
2006).

L 2
Amigdala
basolateral




Os eCBs agem através dos receptores CB1 como moduladores
retrégrados exencendo controle sobre a neurotransmissdo dopaminérgica
da via mesocorticolimbica, através da supressdo dos impulsos
excitatorios e inibitérios oriundos das projecdes glutamatérgicas e
GABAérgicas, respectivamente (MALDONADO et al., 2006). A ativacdo
dos receptores CB1 dos ax6nios terminais dos neurénios GABAérgicos
presentes na ATV inibe a transmissdo GABAGérgica, o que culmina com
a desinibicdo dos neurbnios dopaminérgicos (LUPICA & RIEGEL,
2005). De maneira semelhante, a transmissdo sinéptica dos neurénios
glutamatérgicos no CPF, NAc e ATV séo igualmente inibidas pela
ativagdo dos receptores canabinoides CB1 (ROBBE et al., 2001;
MALDONADO et al., 2006). Neste sentido, diversas evidéncias
experimentais tém indicado que o efeito primario de recompensa de
diferentes drogas de abuso ndo-canabinoides parece depender da
liberacdo de eCBs, especialmente o 2-AG na ATV, assim como da
plasticidade sindptica mediada pelos eCBs no SNC (MALDONADO et
al., 2006; MELIS & PISTIS, 2012; OLESON et al., 2012; WANG &
LUPICA, 2014).

Além disso, evidéncias recentes tém revelado que a ativacdo
dos receptores CB2 no NAc diminui a liberagdo de dopamina, assim
como os efeitos reforgadores de diferentes classes de drogas de abuso
(ISHIGURO et al., 2007; XI et al., 2011; ARACIL-FERNANDEZ, et al.,
2012). Desta forma, a liberacdo de dopamina também poderia ser
regulada pelos receptores CB2 expressos em (i) neurbnios
GABAGérgicosMSN; (ii) neurdnios GABAérgicos ou colinérgicos que se
projetam para o NAc; (iii) em terminais de sinapses glutamatérgicas
provenientes do hipocampo e cOrtex, ou ainda nos terminais
dopaminérgicos provenientes da ATV (MORALAES & BONCI, 2012).

1.9 Sistema eCB em modelos animais de dependéncia

Os modelos animais de dependéncia variam em sua relevancia
translacional, desde procedimentos que utilizam pareamentos limitados
entre o estimulo condicionado e a droga (PCL), a tarefas
comportamentais que envolvem centenas de pareamentos entre 0
estimulo condicionado e a droga (autoadministragdo operante)
(SANCHIS-SEGURA & SPANAGEL, 2006).
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Tabela 2. Modulagdo do sistema eCB, através dos receptores CB1, em

alguns modelos animais de dependéncia.

Modelo

Droga .
animal

PCL

AAO

Morfina ou heroina

AAO/
Reinstalacéo

Consumo
voluntario
(LEDG)

Alcool

AAO

Reinstalacdo
AAO

PCL

AAO

Nicotina

Reinstalacéo

AAO elou
Reinstalacdo

Cocaina

AAO

Metanfe-
tamina

Reinstalacdo

Droga

Rimonabanto
CP-55940
Rimonabanto

A°THC e
WIN55,212-2

Rimonabanto

Rimonabanto

AM404
Rimonabanto
ou AM251
Rimonabanto
Rimonabanto ou
AM251
Rimonabanto

Rimonabanto
ou AM251

Rimonabanto ou
AM251

AM251 ou
Rimonabanto

A°THC

Rimonabanto

Efeito

NA*

«—

NA*

— —

t
|

REECHNES

CHAPERON et al., 1998;
MAS-NIETO et al., 2001;
NAVARRO et al., 2001;
SINGH et al., 2004
BRAIDA et al., 2001
NAVARRO et al., 2001; 2004;
SOLINAS et al., 2003; 2004;
DE VRIES et al., 2003;
CAILLE & PARSONS, 2003

SOLINAS et al., 2004; 2005;
ELLGREN et al., 2007

DE VRIES et al., 2003

FREEDLAND et al., 2001;
WANG et al., 2003;
LALLEMAND & DE WITTE
2005; VINOD et al., 2008a
VINOD et al., 2008b
FREEDLAND et al., 2001;
ECONOMIDOU et al., 2006;
CAILLE et al., 2007
ECONOMIDOU et al., 2006
CIPPITELLI et al., 2005
LE FOOL & GOLDBERG,
2004, FORGET et al., 2005;
DE VRIES et al., 2005
COHEN et al., 2002
COHEN et al., 2005; DE
VRIES et al., 2005; FORGET
etal., 2009

DE VRIES et al., 2001;
SORIA et al., 2005; Xl et al.,
2006; 2007

VINKLEROVA et al., 2002,
ANGGADEREDJA et al.,
2004
ANGGADEREDJA et al.,
2004
ANGGADEREDJA et al.,
2004

Abreviaturas: PCL; AAO (autoadministracdo operante); LEDG (livre escolha entre
duas garrafas); A’THC, WIN 55,212-2 e CP-55940 (agonistas receptores CB1/CB2);
Rimonabanto e AM251 (antagonistas dos receptores CB1); AM404 (potencializa a
sinalizacdo dos eCB); *NA (ndo altera a reinstalagdo do comportamento).



O sistema eCB ndo é apenas o sitio de acdo primario para as
propriedades motivacionais e reforcadoras do A®-tetrahidrocanabinol
(A°THC), principal constituinte psicoativo de plantas do género
Cannabis. Diversos estudos com modelos animais demonstraram que 0s
eCBs estdo diretamente envolvidos nos efeitos reforgadores primarios de
diferentes classes de drogas de abuso ndo canabinoides, como o alcool
(MECHOULAM & PARKER, 2003), a cocaina (ARNOLD, 2005), a
metanfetamina (ANGGADIREDJA et al., 2004), a nicotina (FORGET et
al., 2009; SIMONNET et al., 2013) e os opioides (NAVARRO et al., 2001;
FATTORE et al.,, 2004; 2005; SPANO et al., 2004). Esses estudos
mostram que os efeitos dos eCB na modulagdo da Vvia
mesocorticolimbica sdo mediados principalmente pelos receptores CB1
(SOLINAS et al., 2008; TRIGO et al.,, 2010; MELIS & PISTIS, 2012;
OLESON et al., 2012; WANG & LUPICA, 2014) (Tabela 2). Porém, nos
Gltimos anos, tem sido descrita a influéncia dos receptores CB2 na
modulagéo dos efeitos reforcadores do alcool (ISHIGURO et al., 2007),
cocaina (XI et al., 2011; ARACIL-FERNANDEZ, et al., 2012) e nicotina
(NAVARRETE et al., 2013).

1.10 Canabinoides e memoria

Esta bem estabelecido que o uso abusivo e regular de derivados
da Cannabis sp. leva a um comprometimento cognitivo caracterizado
por apatia, letargia, morosidade, dificuldade de julgamento, problemas
de concentracdo e memoria (VOLKOW et al., 2014). No enttanto, o
envolvimento do sistema canabinoide em diferentes aspectos do
aprendizado e da meméria é bastante complexo.

Em geral, nos modelos experimentais de tarefas cognitivas, o
blogueio farmacol6gico dos receptores CB1 favorece 0s processos
cognitivos. Por outro lado, os agonistas canabinoides CB1 causam
prejuizos em processos de aprendizagem e memdria (ZANETTINI et al.,
2011). O sistema eCB tem sido implicado na extingdo de memédrias
aversivas previamente aprendidas (MARSICANO et al., 2002; SUZUKI et
al., 2004). Por exemplo, Marsicano e coautores (2002) relataram que
tanto os camundongos do tipo selvagem tratados um antagonista dos
receptores CB1, quanto os camundongos nocautes para o0s receptores
CB1, apresentaram um prejuizo na extingdo da memoéria de medo
condicionado, sem que a aquisi¢ao e a consolidacdo da memoria fossem
afetadas. Outros estudos observaram resultados semelhantes em
diferentes tarefas aversivas (SUZUKI et al, 2004; VARVEL &
LICHMAN, 2002; PAMPLONA et al., 2006). No entanto, evidéncias
indicam que os eCBs parecem modular seletivamente as memorias



45

aversivas (LUTZ, 2007), sem interferir na extincdo de memorias
associadas a estimulos recompensadores (HOLTER et al., 2005;
HARLOE et al., 2008; MANWELL et al., 2009).

O sistema eCB esta envolvido na reconsolidacdo de memorias
contextuais aversivas, através dos receptores CB1 (LIN et al., 2006;
KOBILO et al., 2007; DE OLIVEIRA ALVARES et al., 2008; SUZUKI et
al., 2008; STERN et al., 2012). Ademais, algumas evidéncias indicam
gue o bloqueio dos receptores CB1 apds a reativagdo prejudica a
reconsolidacdo de memérias associadas a droga (YU et al., 2009; FANG
et al., 2011) e das memdrias aversivas (BUCHERELLI et al., 2006).
Ademais, o CBD prejudica a reconsolidacdo da memdria por um
mecanismo mediado pela ativacdo dos receptores canabinoides (STERN
etal., 2012) (Tabela 3).

Tabela 3. Efeitos da manipulacdo farmacoldgica dos receptores
CBL1 na reconsolidacdo da memoria, utilizando diferentes tarefas de
condicionamento pavloviano.

Tarefa de Local de Efeito sobre a

aprendizado Droga administracdo  reconsolidacio Referéncias
. R BUCHERELLI
CcMC AM251 Amigdala Prejudica et al., 2006
PCL
metanfeta- Rimonabanto IP Preiudica YU et al.,,
mina g 2011
PCL- : - FANG et al.,
nicotina Rimonabanto IP Prejudica 2011
CMC WIN55,212-2 - -
(sobressalto) ou HU Amigdala Prejudica NG At
WIN55,212-2 . Prejudica KOBILO et al.,
CAP Rimonabanto  #*Migdala Nao afeta 2007
Hipocamp - DE OLIVEIRA
CcMC AM251 o Facilita etal., 2008
cMC Rimonabanto IP Facilita SUZLZJOK()ISEt al.,
CBD
(mediado pela S STERN et al.,
cMC ativacio de IP Prejudica 2012
CB1)

CAP (condicionamento aversivo de paladar); CMC (condicionamento de
medo contextual); PCL (preferéncia condicionada ao lugar); CBD
(canabidiol); AM251 e rimonabanto (antagonistas CB1) e WIN 55,212-2 e
HU210 (agonistas canabinoides ndo seletivos) e IP (intraperitoneal).



1.11 Potencialidades terapéuticas do canabidiol

O CBD é o segundo constituinte majoritario da Cannabis sp. e
ndo promove os efeitos psicotrépicos e psicotomiméticos tipicos do
A°THC (PARKER et al., 2004; CRIPPA et al., 2004; ZUARDI et al.,
2006). Além disso, diversos estudos tém mostrado que as propriedades
do CBD sdo opostas as do ASTHC especialmente em relacdo ao
potencial efeito como agente ansiolitico (ZUARDI et al., 1982; ONAIVI
et al., 1990; CAMPOS et al., 2012) e antipsictico (BHATTACHARYYA
et al., 2010).

Diferentes estudos in vitro e in vivo tém mostrado que o CBD
exerce seus efeitos por interferir em diferentes sistemas
neurotransmissores incluindo os sistemas eCB, serotoninérgico (RUSSO
et al., 2005), colinérgico (MAHGOUB et al., 2013), adenosinérgico
(CARRIER et al., 2006), entre outros (CAMPOS et al., 2012). O CBD
apresenta baixa afinidade pelos receptores canabinoides e estudos in
vitro mostraram que o CBD pode agir como antagonista dos receptores
CB1 e agonista inverso dos receptores CB2 (THOMAS et al., 2007), bem
como agonista dos receptores vaniloides TRPV1 e TRPV2 (QUIN et al.,
2008). Outras evidéncias indicam que o CBD pode inibir a enzima
FAAH que degrada a anandamida, potencializando os efeitos deste eCB
(CAMPOS et al., 2012).

Apesar da escassez de estudos na literatura, ha evidéncias que
demonstram que o CBD atenua os efeitos reforcadores induzidos por
psicoestimulantes e pela heroina em diferentes modelos animais de
dependéncia (PARKER et al., 2004; REN et al., 2009). Ren e
colaboradores (2009) mostraram que a administracdo do CBD preveniu
a reinstalagio do comportamento de autoadministracdo operante
induzido pela re-exposicdo a pistas previamente associadas a heroina, o
gue sugere que o tratamento com CBD é capaz de prevenir
comportamentos preditivos de recaida em ratos previamente treinados a
autoadministrar heroina (REN et al., 2009). Em outro estudo foi
demonstrado que o CBD facilita a extincdo da PCL induzida pela
cocaina e pela anfetamina, sem afetar a aquisicdo ou a expressdo da
meméria associada a ambos, por um mecanismo que nao depende da
ativacdo dos receptores canabinoides (PARKER et al., 2004).
Adicionalmente, o0 CBD também facilita a extincio de memorias
aversivas tanto em ratos como em humanos (BITTENCOURT et al.,
2008; DAS et al., 2013; DO MONTE et al., 2013), além de prejudicar a
reconsolidacdo da memdria de medo contextual em ratos (STERN et al.
2012), por mecanismos que parecem envolver a sinalizagdo eCB
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(BITTENCOURT et al. 2008; STERN et al. 2012; DO MONTE et al.
2013).

Devido a inexisténcia de efeitos psicotrépicos do CBD
(BHATTACHARYYA et al., 2009) em roedores e humanos, este fArmaco
apresenta-se como uma alternativa em potencial para o tratamento de
alguns disturbios psiquiatricos (CAMPOS et al., 2012), especialmente
aqueles relacionados a memorias mal adaptativas com um forte
componente emocional, como o transtorno de estresse pds-traumatico
(STERN et al., 2012) e a dependéncia as drogas (REN et al., 2009).



2. JUSTIFICATIVA

Conforme exposto anteriormente, a sobreposicdo entre o0s
processos de aprendizagem e memoria e 0 remodelamemento sinaptico
gue ocorrem na dependéncia, tem levado os cientistas a suporem que a
dependéncia as drogas se desenvolve, pelo menos em parte, devido aos
processos de aprendizagem e memdria que ocorrem de forma aberrante.
A persisténcia das recaidas, mesmo apds longos periodos de abstinéncia,
também reforca a hipdtese de que essas memodrias ligadas a droga sdo
bastante estveis e resistentes a extingdo. Se essas memédrias
associativas, estabelecidas pelo uso repetido da droga, contribuem com a
persisténcia da depenéncia, entdo, a interrupcdo dessas memorias
poderia reduzir o seu impacto sobre a recaida.

A investigacdo dos processos envolvidos na manutengdo de
memorias associadas a droga poderia auxiliar na compreensdo da
neurobiologia da dependéncia, bem como sugerir novas possibilidades
terapéuticas para o desenvolvimento de tratamentos anti-recaida
baseados na reconsolidacdo da memoria. Neste sentido, a investigacdo
do possivel efeito do sistema eCB e do fitocanabinoide canabidiol
parece uma aborgadem promissora, tendo em vista (i) as evidéncias do
papel modulatério do sistema eCB nos processos de aprendizagem,
memoria e recompensa; e (ii) a escassez de estudos acerca do possivel
envolvimento deste sistema, bem como do CBD, na reconsolidacéo de
memorias relacionadas as drogas de abuso.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos da manipulacdo farmacoldgica do sistema
eCB, assim como o efeito do CBD, sobre a reconsolidacdo da memoria
heddnica em ratos, utilizando o paradigma da preferéncia condicionada
ao lugar.

3.2 Objetivos Especificos

e Padronizar o procedimento de reconsolidacdo da PCL induzida
pela morfina, as condi¢des do nosso laboratdrio;

e Auvaliar os efeitos da manipulagdo do sistema endocanabinoide,
imediatamente apds a reativacdo, sobre a reconsolidacdo da
meméria heddnica condicionada ao lugar;

e Avaliar os efeitos da administracdo do CBD imediatamente
ap6s a reativacdo, sobre a reconsolidacdo da memoria
contextual ligada a droga em ratos;

e Auvaliar se os efeitos do CBD sobre a reconsolidacdo da
meméria podem ser mediados pelos receptores canabinoides;



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar adultos (60 - 90 dias de
idade; 180 — 230 g, ao inicio dos experimentos), provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina
(Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil). Os animais foram mantidos em
gaiolas de moradia coletiva em uma sala com temperatura (23 + 2 °C) e
luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 h, fase clara 07:00 h - 19:00 h)
controladas. Os animais tiveram livre acesso a agua e ragdo. Todos 0s
procedimentos experimentais foram realizados entre as 07:30 - 18:30
horas para minimizar as variagdes comportamentais circadianas dos
roedores. A manipulacdo experimental dos animais ocorreu de acordo
com as normas de conduta com animais experimentais e 0
consentimento prévio do Comité de Etica para o Uso de Animais da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA-UFSC) (nimeros dos
projetos PP00505/2011 e PP00816/2012).

4.2 Drogas

Os cloridratos de morfina (Merck) e de cocaina (Sigma-
Aldrich), cloreto de naltrexona (Tocris Bioscience) e (5S,10R)-(+)-5-
Metil-10,11-dihidro-5H-dibenzo [a,d]ciclohepten-5,10-imine maleato
(MK801, Tocris Bioscience) foram dissolvidos em solucéo de cloreto de
sodio 0,9 % (salina). Os outros farmacos: rimonabanto (Sanofi-Aventis);
3'-(aminocarbonil)[1,1'-bifenil]-3-il)-ciclohexilcarbamato (URB597,
Cayman Chemical Company); 2-[(1R,6R)-3-metil-6-(1-metiletenil)-2-
ciclohexen-1-il]-5-pentil-1,3-benzenediol; 6-iodo-2-metill-1-[2-(4-
morfolinil)etil]-1H-indol-3-il](4-metoxifenil)  metanona;  (2-iodo-5-
nitrofenil)-(1-(1-metilpiperidin-2-ilmetil)-1H-indol-3-il) metanona; (R)-
(+)-[2,3-dihidro-5-metil-3-(4-morfolinilmetil)pirrolo[1,2,3-de]-1,4-
benzoxazin-6-il]-1-naftalenilmetanona  mesilato  (respectivamente
canabidiol, AM630, AM1241, WIN 55,212-2; Tocris Bioscience) foram
dissolvidos em solucdo salina (NaCl 0,9%) ou solucdo fosfato-salina
(PBS, Sigma-Aldrich) contendo 10% de dimetilsulféxido e 0,1 % de
Tween 80. Para as administragdes sistémicas, o volume de injecdo da
cocaina e da morfina e seus respectivos controles foi de 1,0 ml/kg, sendo
que os demais agentes farmacoldgicos foram injetados a um volume de
2,0 ml/kg pela via subcutanea (s.c.), exceto a cocaina que foi
administrada pela via intraperitoneal (i.p.). O 2-araquidonoilglicerol,
(52,82,112,147)-5,8,11,14- &cido eicosatetraenoico, 2-hidroxi-1-
(hidroximetil) etil éster (2-AG, Tocris Bioscience), foi diluido em
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solucdo 0,1 M de tampdo fosfato-salina (PBS, do inglés phosphate
buffered saline) contendo 10% de dimetilsulfoxido. O farmaco (2R, 3S,
4S)-4-hidroxi-2-(4-metoxibenzil)-pirrolidin-3-il acetato (anisomicina,
Sigma-Aldrich) foi dissolvido em PBS contendo &cido cloridrico (HCI 1
M), que foi posteriormente neutralizada com hidroxido de sodio (NaOH
1 M) até a obtencdo de pH proximo de 7,0. As doses dos farmacos
utilizados neste trabalho foram escolhidas com base na literatura ou
definidas através de experimentos piloto (Tabela 4).

Tabela 4. Farmacos utilizados no presente estudo, seu mecanismo de acdo
simplificado, assim como o0s estudos utilizados como referéncia para

escolha da dose (ou faixa de dose).

Farmaco

Mecanismo de agao

proposto

Dose: referéncia (s) para a
escolha da (s) dose (s)

1, 3 e 10 mg/kg:

AM1241 Agonista CB2 seletivo GARCIA-GUTIEREZ et al., 2010;
GAMALEDING et al., 2012
. . 1,5 e 3 mg/kg:
AM630 Antagonista CB2 seletivo GAMALEDINGgetgaI., 2012
125 pg/ pl/ hemisfério: MILEKIC
Anisomicina Inibidor de sintese proteica etal., 2006, TAUBENFELD et al.,
2010
2-AG Agonista total CB1/CB2 36 pg/ pl/ hemisfério: Piloto
Canabidiol ? 5 e 10 mg/kg: REN et al., 2009
Inibidor a recaptagdo de
Cocaina dopamina, noradrenalina e 10 mg/kg: BROWN et al., 2008
serotonina
MK801. Antagonista ndo competiti_vo 0,20 mg/kg:
dos receptores glutamatérgicos MILEKIC et al., 2006; BROWN
NMDA etal., 2008
Morfina Agonista opioide y, kK € & 10 mg/kg: MILEKIC et al., 2006

Rimonabanto

Antagonista CB1

1 e 3 mg/kg:

(SR141716A) YU et al. 2009; FANG et al., 2011

URB597 Inibidor da enzima FAAH 0,3 mg/kg: MANWELL et al.,2009

Naltrexona Antagonista opioide p, x e & 0.3 mg/kg: TAZ%?(ENFELD etal,
WIN55,212-2 Agonista CB1/CB2 W25 025 .48 LG

PANDOLFO et al., 2009




4.3 Procedimentos experimentais

Todos os procedimentos experimentais foram planejados com
intuito de minimizar o nimero de animais utilizados, seguindo normas
internacionais de cuidado e manuseio de animais de experimentagédo
cientifica. Todos os animais foram manipulados ao experimentador, pelo
menos 5 dias antes do inicio de cada experimento. Os animais eram
habituados a sala de experimenta¢do por pelo menos 30 min antes de
cada sessdo experimental. As salas de experimentacdo foram mantidas
com temperatura (23 +2 °C) e luminosidade controladas durante o
experimento.

4.3.1 Preferéncia condicionada ao lugar (PCL)

Os protocolos envolvendo a PCL tém sido extensamente
utilizados para investigar as bases neuroquimicas da reconsolidacdo das
memorias associadas a drogas (TAYLOR & TRONSON, 2013). O
paradigma da PCL é baseado na capacidade do animal em associar o
“efeito da droga” com dicas do ambiente. Tal associacdo leva o animal a
apresentar um comportamento de busca pelo efeito da droga quando nao
estd sob o efeito desta (TZSCHENTKE, 2007). Assim, um efeito
reforcador positivo induzido pela droga manifesta-se através de um
aumento relativo no tempo gasto no ambiente pareado a droga, e um
efeito reforcador negativo manifesta-se através de uma reducéo relativa
no tempo gasto no ambiente pareado a droga (TZSCHENTKE, 2007).

As sessbes de PCL foram conduzidas sob iluminacéo baixa
(aproximadamente 10 lux no compartimento central da caixa de PCL)
em quatro caixas retangulares idénticas feitas de madeira revestida com
formica. Cada caixa era constituida por dois grandes compartimentos de
condicionamento (30 x 25 x 40 cm) separados por um compartimento
central “neutro” (15 x 25 x 40 c¢cm) através de portas de guilhotina (10 X
10 cm). Os dois compartimentos de condicionamento apresentavam
diferentes pistas visuais e tateis. Um compartimento tinha paredes e
assoalho lisos e pretos e o outro tinha paredes com listras verticais pretas
e brancas e assoalho de aluminio (Figura 6). O comportamento de cada
animal foi registrado através de uma cadmera de video posicionada acima
do aparato de PCL e monitorado a partir de uma sala adjacente por um
circuito fechado de TV, por um experimentador que ndo tinha
conhecimento do tratamento dos grupos experimentais durante a
avaliacdo comportamental.
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Figura 6. Fotogfafia da caixa de PCL (fonte do autor)

4.3.1.1 Agquisicao da preferéncia condicionada ao lugar

O protocolo de aquisicdo da PCL consistiu em varias sessfes
consecutivas, sendo elas: pré-teste (dia 1), condicionamento (dias 2-5) e
teste pds-condicionamento ou teste de preferéncia inicial (dia 6). No
pré-teste cada animal foi colocado no compartimento central e apos
cerca de 10 segundos as portas das guilhotinas foram abertas e o animal
teve livre acesso aos trés compartimentos, durante 15 min. O tempo
gasto por cada animal nos compartimentos maiores foi registrado e os
animais que apresentaram uma preferéncia “ndo-condicionada” por
qualquer compartimento de condicionamento, ou seja, 0s animais que
permaneceram por 540 segundos ou mais em um dos compartimentos,
foram eliminados do experimento (aproximadamente 5% dos animais)
(WANG et al., 2001).

No dia seguinte, cada animal foi submetido a primeira sessao de
condicionamento, a qual foi conduzida utilizando um protocolo
enviesado. Os animais foram sempre condicionados/pareados com a
droga no compartimento que eles gastaram menos tempo no dia anterior.
Em cada sessdo de condicionamento, o animal recebia uma injecdo
subcutanea (s.c.) de morfina (5 ou 10 mg/kg) ou intraperitoneal (i.p.) de
cocaina (10 mg/kg) e era imediatamente confinado no compartimento de
condicionamento por 30 min. Na sessdo seguinte, o animal recebia uma
injecdo de solucéo salina e era confinado no compartimento oposto. Na
maioria dos experimentos, o condicionamento foi conduzido através de
duas sessdes diarias com intervalo de 6 h entre elas. A ordem das
injecbes foi contrabalanceada entre os grupos e entre os dias de
condicionamento. Assim, cada animal recebeu uma inje¢do da droga
(cocaina ou morfina) e foi imediatamente confinado no compartimento
de condicionamento por 30 min. No dia seguinte, o animal recebeu uma
injecdo de solucdo salina e foi confinado no outro compartimento. Cada
animal recebeu 4 pareamentos com salina alternados com 4 pareamentos
com a droga, exceto para 0 grupo controle que recebeu apenas injecoes
de salina em todas as sessfes do condicionamento.



Posteriormente, 24 h apds a Ultima sessdo de condicionamento,
os animais foram colocados no aparato e foi avaliada a expressdo da
PCL induzida pela droga (teste de preferéncia inicial). De modo
semelhante a sessdo de pré-teste, foi registrado o tempo gasto pelo
animal em cada compartimento grande durante 15 min. Na maior parte
dos experimentos, o parametro de PCL induzido pela droga foi
representado pela diferenca (em segundos) entre o tempo gasto no
compartimento pareado & droga nos testes apds o condicionamento e o
tempo gasto no mesmo compartimento durante o pré-teste (FANG et al.,
2011).

Neste estudo, todos os animais condicionados com morfina
permaneceram mais tempo no compartimento pareado com a droga no
dia do teste de preferéncia inicial (tempo gasto no compartimento
pareado a droga — tempo gasto no compartimento pareado a salina > 0).
Ademais, 0s animais que ndo apresentaram um aumento de pelo menos
10% (90 s) no tempo gasto no compartimento pareado com a droga no
teste de preferéncia inicial, comparado com o mesmo compartimento
durante o pré-condicionamento, foram excluidos do estudo
(aproximadamente 5%). Este critério de exclusdo tem sido usado para
garantir uma maior robustez da PCL induzida pela droga (PAOLONE et
al., 2009).

4.3.1.2 Reconsolidac¢do da PCL

O protocolo de reconsolidagdo utilizado neste estudo foi
modificado a partir do estudo de Milekic e colaboradores (2006). A
reconsolidacdo é o processo pelo qual as memorias formadas podem ser
novamente estabilizadas ou desestabilizadas apds a evocacdo, por
estimulos previamente associados com a droga. O protocolo de
reconsolidacdo da PCL é constituido pela aquisicdo da PCL, reativacdo
da PCL e testes pos-reativagdo para avaliar a reconsolidagdo da memoria
condicionada a droga.

A etapa de aquisicdo consistiu em pré-teste (dia 1),
condicionamento (dias 2-5) e teste de preferéncia inicial (dia 6),
conforme descrito no item 4.3.1.1. Uma semana apds o teste de
preferéncia inicial, foi realizada a reativacdo da memoria relacionada a
droga. Neste estudo, a reativacdo da meméria contextual condicionada a
droga foi conduzida utilizando dois protocolos distintos:

(1) Cada rato foi confinado por 10 minutos no compartimento em
que foi condicionado a droga durante a aquisi¢do da PCL, para
reativar seletivamente a memoria heddnica condicionada a droga
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(na auséncia do efeito da droga) (MILEKIC et al., 2006; FANG

etal., 2011).

(2)  Cada rato foi submetido a uma sessdo extra de condicionamento
com a droga (LXCOND), ou seja, recebiam uma Unica injecéo de
morfina (10 mg/kg s.c.) e foram confinados por 30 min no
compartimento pareado a droga, de acordo com o protocolo
adaptado de Milekic e coautores (2006).

Com excec¢do do experimento 2, 0S grupos experimentais sempre
receberam seus respectivos tratamentos farmacoldgicos imediatamente
apos a sessdo de reativacdo. Em seguida retornaram para suas gaiolas de
moradia onde permaneceram até os dias em que foram testados para
avaliacdo da reconsolidacdo da memdria. Cada teste pos-reativagdo foi
conduzido na auséncia de qualquer tratamento farmacolégico em
diferentes tempos (dias ou semanas). Durante o0s diferentes
testes/retestes assim como no pré-teste e no teste de preferéncia inicial,
cada rato teve livre acesso aos trés compartimentos da caixa de PCL por
15 min.

A representacdo do pardmetro comportamental de preferéncia ou
aversdo condicionada ao lugar induzido pela droga, foi obtida pela
diferenca (em segundos) entre o tempo gasto no compartimento pareado
a droga no dia do teste e 0 tempo gasto no mesmo compartimento
durante o pré-teste (FANG et al., 2011), exceto nos experimentos 8 e 10.
Nestes experimentos, o parametro de PCL em cada teste foi determinado
pela diferenca (em segundos) entre o tempo gasto no compartimento
pareado com salina e o tempo gasto no compartimento pareado com
morfina no dia do teste (TAUBENFELD et al., 2010).

4.3.1.3 Reinstalagdo da PCL

A reinstalacdo da PCL consiste no restabelecimento de uma
resposta aprendida quando o animal é exposto a um estimulo estressor
ou a uma dose desafio da droga (SANCHIS-SEGURA & SPANAGEL,
2006). O protocolo experimental consistiu em quatro etapas distintas:
aquisicao, reativacdo, extincdo e reinstalacdo da PCL. A aquisi¢do da
PCL induzida pela morfina foi conduzida em 6 dias consecutivos. Apés
sete dias de intervalo foi realizada a reativacdo, pela reexposicdo ao
contexto previamente pareado a morfina. O procedimento de extincdo
foi conduzido de maneira muito semelhante as sessdes de
condicionamento para aquisicdo da memdria original, exceto pelo fato
gue em cada sessdo de extingdo o rato foi confinado em um dos dois
compartimentos grandes, durante 30 min, na auséncia de qualquer
tratamento (morfina ou salina) (HEINRICHS et al., 2010). No total, cada



rato foi submetido a 16 sessdes de extingdo (8 re-exposi¢Bes ao contexto
previamente pareado com morfina alternadas com 8 re-exposicfes ao
contexto previamente pareado com salina), configurando duas sessGes
diarias com intervalo de 6 h entre elas, por 8 dias consecutivos (35° - 42°
dia). Apo6s 24 h da ultima sessdo de extingdo (42° dia), cada rato teve
livre acesso aos trés compartimentos durante 15 min, a fim de verificar
se havia ocorrido a extin¢do da PCL condicionada a morfina (teste pds-
extincdo). A PCL é considerada extinta quando ndo ocorre diferenca
significante entre 0s tempos gastos no compartimento condicionado com
morfina ou com salina no teste de extingdo (AGUILAR et al., 2009).
Foram utilizados dois protocolos diferentes de reinstalacdo da PCL a
morfina: (i) a reinstalacdo induzida por uma dose desafio de morfina, e
(ii) a reinstalacdo induzida pelo estresse agudo. No primeiro protocolo
0s animais receberam uma injecdo de morfina na dose de 2,5 mg/kg
(s.c.), 15 min antes do teste PCL (teste de reinstalacdo 1). A escolha da
dose desafio para a reinstalagdo da PCL induzida pela droga foi baseda
no estudo de Mueller e colaboradores (2002).

Na reinstalacéo induzida pelo estresse foi utilizado o estresse de
contencdo. O procedimento de contencéo foi realizado em tubos de PVC
opacos (20 cm de comprimento e 8 cm de didmetro, contendo pequenos
furos ao longo da sua extensdo que permitiam a respiracdo do animal).
Cada rato foi cuidadosamente introduzido no tubo e as duas
extremidades permaneceram fechadas de modo a ndo permitir a
movimentacdo do animal dentro do tubo durante os 15 min. Esse
procedimento de contencdo fisica € considerado um forte estimulo
estressor agudo (PATEL et al., 2005) e tem sido utilizado nos estudos de
reinstalagdo do comportamento de busca pela droga em roedores (LU et
al., 2003; SANCHEZ et al., 2003). Logo ap6s a exposi¢do ao estresse de
contencdo os animais tiveram livre acesso aos trés compartimentos do
aparato de PCL durante 15 min (teste de reinstalacdo 2).

4.3.2 Tarefa de reconhecimento de objetos

A tarefa de reconhecimento de objetos (RO) é baseada na
observacdo de que os roedores despendem maior tempo explorando um
objeto novo, quando apresentados simultaneamente a um objeto familiar
e outro novo (ENNACEUR & DELACOUR, 1988). Este comportamento
tipico tem sido utilizado na tarefa de reconhecimento de objeto, para
investigar os mecanismos subjacentes &s memorias declarativas em
roedores (WINTERS et al., 2008; DAVIS et al., 2010).

A tarefa de reconhecimento de objetos foi realizada em uma
caixa de campo aberto (50 cm x 50 cm x 50 cm), localizada numa sala
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com luminosidade intensa (250 lux no centro do campo aberto) e poucas
dicas ambientais. Os objetos estimulo utilizados na tarefa de
reconhecimento eram constituidos de aluminio ou pléstico, com
formatos e cores distintos e dimens@es similares (uma lata de energético
de 300 ml, uma garrafa plastica de 250 ml, uma piramide e uma torre
feitas de Lego®). Nenhum dos objetos possuia significancia
comportamental para 0s animais experimentais, 0s quais nao
demonstraram preferéncia por algum deles durante estudos piloto
realizados previamente. Cada objeto foi preso ao assoalho do campo
aberto com fita adesiva, sendo posicionados a cerca de 10 cm das
paredes do aparato e a 30 cm do outro objeto. Os objetos, assim como
todo o aparato, foram limpos com solucdo de etanol 70% ap6s cada
teste, a fim de minimizar possiveis pistas olfativas.

O tempo de investigagdo, definido como o tempo em que o
animal permanece com o focinho posicionado em dire¢do ao objeto a
uma distancia igual ou inferior a 2 cm ou tocando ou cheirando o objeto,
foi registrado (em segundos) e utilizado como indice de membria.
Comportamentos como sentar no objeto ou permanecer ao redor dele
ndo foram considerados comportamentos exploratérios. O tempo gasto
explorando cada objeto foi mensurado por um observador e expresso
como porcentagem do tempo total de exploracdo (ROSSATO et al.,
2007).

O protocolo experimental de reconhecimento de objetos foi
adaptado de um estudo previamente descrito por Rossato et al. (2007) e
consistiu de quatro etapas: habituagdo, apresentacdo dos objetos,
reativagdo e teste. (i) Habituagdo ao campo aberto: durante quatro dias
consecutivos, 0s animais foram expostos ao campo aberto para o
explorarem livremente na auséncia de objetos por 20 min. Esse
procedimento foi realizado com o objetivo de familiarizacdo dos
animais ao contexto, para que a exploracdo do campo aberto néo
interferisse na investigacdo dos objetos ao longo do experimento. (ii)
Apos 24 h da dltima sessdo de habituacdo, os animais foram submetidos
a apresentacdo dos objetos (Dia 1). Nesta etapa os animais foram
individualmente colocados no campo aberto de costas para os dois
objetos estimulos, para que explorassem livremente os dois objetos
distintos (nomeados de A e B) durante 5 min. (iii) No dia seguinte a
apresentacdo dos objetos, 0s animais foram submetidos a
reativacdo/atualizagdo dos objetos (Dia 2), um dos objetos previamente
apresentados (A ou B) foi aleatoriamente substituido por um objeto
novo (objeto C). Os animais foram individualmente colocados no campo
aberto para explorarem livremente os dois objetos (um familiar e outro



novo) durante 5 min. Imediatamente ap0s a reativagdo, 0s animais
receberam o tratamento farmacoldgico e, em seguida, foram mantidos
em suas respectivas gaiolas até o dia do teste, que ocorreu apds sete
dias. (iv) No dia do teste de retencdo (73° dia), os animais foram
aleatoriamente divididos em quatro grupos experimentais, e cada grupo
foi que foi exposto a um dos objetos familiares (A, B ou C) e um novo
objeto (nomeado D), exceto o grupo 4: Grupo 1 (A e D); Grupo 2 (B e
D); Grupo 3 (C e D) e Grupo 4 (A e B) (Figura 7).

T-=0 min
(injecdos.c. CBD ou veiculo)

. - . 24h . ,,, ﬂ 5di
(sem objetos) A B A J A n

20 min/ sessdo
4 dias consecutivos B n
=]

A| B
Figura 7. Esquema representativo do procedimento experimental de reconsolidacdo
da memoria na tarefa de reconhecimento de objetos.

4.3.3 Labirinto em cruz elevado

O teste do labirinto em cruz elevado (LCE), baseado no conflito
de roedores entre explorar um ambiente novo e o medo de areas
elevadas abertas, foi utilizado para mensurar comportamentos
relacionados a ansiedade em ratos (PELLOW et al., 1985). O aparato do
LCE foi feito de madeira e revestido com férmica preta e impermeavel,
possuindo quatro bracos elevados (52 c¢cm de altura) com 50 cm de
comprimento e 10 cm de largura (Figura 8). Os bragos estdo dispostos
perpendicularmente, formando uma cruz, com dois bracos opostos
fechados por paredes de 40 cm de altura e dois bragos abertos. A
interseccdo dos quatro bragos forma uma plataforma central (10 x 10
cm) que da acesso a qualquer um dos bragos. Os testes foram
conduzidos sob iluminagdo moderada (50 lux na plataforma central),
sendo 0 comportamento registrado por uma cadmera de video acoplada a
um aparelho de DVD instalado na sala adjacente a sala de experimentos.
Cada animal foi colocado nessa plataforma, com a face voltada para um
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dos bracos abertos, e observados durante 5 min. Foi considerada
“entrada” toda vez que o animal permanecia com as quatro patas no
brago. Os pardmetros comportamentais avaliados foram: o nimero de
entradas nos bragos fechados, tempo gasto nos bracos abertos em
relacdo aos bracos fechados e entradas nos bragos abertos em relacdo
aos bragos fechados. Os dois Gltimos parametros formam considerados
como medidas do comportamento do tipo ansiedade e foram expressos
como percentual do total.

—
e

Figura 8. Fotografia representativa do labirinto em cruz elevado

4.3.4 Cirurgia estereotaxica e microinfuséo hipocampal

Todo o procedimento cirdrgico foi realizado com os animais
previamente anestesiados com uma mistura de cetamina (75 mg/kg) e
xilazina (10 mg/kg), administrada pela via intramuscular (i.m.). Apés a
tricotomia e assepsia da parte superior da cabega, foi injetada uma
solucéo de lidocaina 3% com adrenalina 1:50000 (Lidostesim®, Brasil)
pela via subcutanea no local da incisdo. Foi realizada uma incisao local,
com posterior raspagem do periésteo, que permitiu a visualizagdo do
cranio e das suturas lambdoide e coronal. Em seguida, os animais foram
submetidos a cirurgia estereotaxica para implantacdo de canulas guia de
calibre 0,2 mm, que foram posicionadas seguindo as coordenadas da
regido do hipocampo (anteroposterior = -4,0 mm e médio-lateral = +
2,60 mm a partir da bregma; dorsoventral = 2,0 mm a partir da
superficie do cranio) de acordo com o Atlas de Paxinos e Watson (1998)
(Figura 9). Foi utilizada uma resina acrilica auto-polimerizante de
secagem rapida (p6 e liquido, Classico®) para fixar as canulas-guia no
cranio dos animais e foi inserido em cada canula um fio de ago
inoxidavel para evitar obstrucdo. Apds recuperacdo da anestesia, todos
0s animais receberam o analgésico antinflamatério ndo esteroidal de uso
veretinario, flunixina meglumina (Banamine®, 1,1 mg/kg s.c.), e 0
antibiético  contendo  dihidroestreptomicina e  estreptomicina



(Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte®, 0,1 ml para cada 100 g de
peso corporal, i.m.).

Durante a microinfusdo o animal foi cuidadosamente
imobilizado, os fios de aco foram retirados e ap6s a desobstrucdo, uma
agulha de infusdo (0,3 mm de diametro) foi acoplada a uma
microseringa Hamilton (10 pl) por meio de um tubo de polietileno PE10
(Clay Adams®, EUA), e inserida dentro de cada canula. Com o auxilio
de uma bomba de infusdo (Insight®, Brasil), cada animal recebeu o
volume de 1,0 pl/hemisfério durante 90 s. As agulhas foram removidas
apenas 60 s ap6s o término da infusdo para evitar o refluxo da solugéo.

Figura 9. Esquema dos ilustrativo dos locais de infusdo no hipocampo em plano
rostrocaudal. As estrelas representam os locais aproximados das infusbes. Os
nameros (-3,8mm e -4,16mm) representam as coordenadas posteriores a partir do
bregma de acordo com Paxinos e Watson (1998).

4.3.5 Controle histologico do local da infuséo

Ap6s o término dos experimentos comportamentais, foi feita a
avaliacdo histoldgica dos animais previamente operados, para verificar a
posicdo de suas canulas e a regido cerebral atingida pela infuséo,
visando garantir que apenas os dados comportamentais de animais que
efetivamente receberam a administracdo correta dos farmacos fossem
incluidos na anélise estatistica final. Para isso, ap6s a conclusdo dos
procedimentos comportamentais, os animais foram submetidos a infuséo
bilateral de uma solucdo de azul de metileno a 4% através das canulas.
Cerca de 15 min depois, foi realizada a eutanasia por decaptacdo e a
remogdo dos encéfalos, os quais foram colocados em uma solugdo de
formol 4% por um periodo de 4 dias, quando entdo se procedeu a analise
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histologica, considerando-se somente 0s animais com a localizagéo
dentro de 2 mm? do sitio de posi¢do da canula.

4.3.6 Dosagem dos niveis plasmaticos de corticosterona

Logo apés a exposicdo ao LCE, os animais foram
individualmente anestesiados e apds a eutanasia foi coletada uma
amostra de sangue por puncdo intracardiaca. Cada amostra coletada foi
imediatamente armazenada em um eppendorf contendo uma solucéo
aquosa do anticoagulante etileno diaminotetracetato de potassio (EDTA)
a 10%. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3000 RPM
durante 10 min (4°C) para a obtencdo das amostras de soro, o qual foi
armazenado em freezer (-20 °C) até a realiza¢do do ensaio. Nesse dia, as
amostras foram descongeladas e reconstituidas por agitacdo em vortice.
Em seguida, foram diluidas na proporcéo de 1:10 e a concentracdo de
corticosterona em cada amostra foi avaliada em duplicata por conjunto
para ensaio imunoenzimatico (ELISA - Enzyme Linked Immuno
absorbent Assay; Corticosterone ELISA, IBL International®,
Alemanha). No ensaio foram utilizados 20 pl da solucdo padrdo ou de
da cada amostra. A construcdo das curvas padrdo foi feita através de
concentrac@es padrdo de 0,5, 15, 30, 60, 120 e 240 nmol/L providas pelo
conjunto ELISA. A densidade Optica (450 nm) para cada pogo das
placas do conjunto foi medida utilizando um leitor de placa (TECAN
Group Ltd., Switzerland) dentro de 10 min apds a adicdo de solugdo de
parada para o encerramento da reacdo enzimética. A determinacdo das
curvas de concentracao foi feita por método automatizado utilizando um
programa de computador especifico (MasterPlex® 2010; Hitachi
Software Engineering Co. Ltd. EUA). O célculo dos resultados foi feito
apos a construcdo de curvas padrdo e plotagem das absorbancias médias
dentro das curvas padrdo. Todas as concentragdes mensuradas nas
amostras ficaram dentro dos limites das curvas padrao.

4.4 Delineamento experimental

Os experimentos listados a seguir foram agrupados em quatro
blocos, os quais foram desenvolvidos para responder diferentes questdes
pertinentes ao nosso estudo utilizando as metodologias anteriormente
mencionadas.  Primeiramente, padronizamos o protocolo de
reconsolidacdo da memoria hedénica as condi¢bes do nosso laboratério
e, logo iniciamos a investigacdo do envolvimento do sistema eCB na
reconsolidacdo de memdrias condicionada a morfina. Em seguida,
avaliamos os efeitos da administracdo aguda do CBD sobre a
reconsolidacdo a reconsolidacdo de memorias contextuais ligadas a



droga em ratos. Finalmente, investigamos se os efeitos do CBD sobre a
reconsolidagdo da memoria contextual ligada & droga poderiam ser
mediados pelo sistema eCB.

4.5 Analises estatisticas

Os dados experimentais estdo expressos como média + erro
padrdo da média (média + E.P.M.), com o nimero da amostra (n)
expresso na legenda de cada figura. A verificacdo da distribuicdo normal
dos dados coletados foi feita por meio do teste de Kolmogorov Smirnov.
Conforme o tipo de experimento e 0S grupos experimentais, a analise
estatistica dos dados foi realizada através da analise de variancia
(ANOVA) de uma via com medidas repetidas quando necessario. Os
diferentes testes da PCL foram considerados “fatores de repeticdo” e os
diferentes grupos experimentais como fator “tratamento”. Na analise
dos dados paramétricos da tarefa de reconhecimento de objetos foi
utilizado o teste t de Student para a determinagdo do desempenho no
teste, ou seja, a avaliagdo se o percentual de exploracédo do objeto novo
diferia significativamente de um valor tedrico de 50%. O teste post hoc
de Tukey foi empregado para multiplas comparagdes ponto a ponto. O
nivel minimo de significancia considerado para todos os testes foi p<
0,05. As analises estatisticas foram realizadas com o programa Statistica
7 (Statsoft Inc, EUA) e os graficos elaborados através do programa
GraphPad 5 (GraphPad Inc, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Padronizagdo do protocolo de reconsolidacdo da memoria
condicionada a morfina.

5.1.1 Experimentos 1: Padronizacdo do procedimento de
reconsolidacdo da PCL.

O objetivo deste experimento foi reproduzir os procedimentos
experimentais de reconsolidagdo da PCL previamente descritos na
literatura (MILEKIC et al., 2006; TAUBENFELD et al., 2010; FANG et al.,
2011) nas condi¢Bes do nosso laboratério, para posterior investigacdo
das questOes pertinentes ao nosso estudo. Inicialmente, os ratos foram
submetidos ao procedimento de aquisi¢cdo da PCL induzida pela morfina
(pré-teste, condicionamento e teste de preferéncia inicial) que foi
conduzido durante seis dias consecutivos, conforme descrito
anteriormente. Sete dias apds o teste de preferéncia inicial, os animais
condicionados com morfina foram divididos em 4 grupos experimentais:
(1) Morf/ndo-reativado, permaneceram na gaiola de moradia; (2)
Morf/morf, foram injetados com morfina (10 mg/kg) e em seguida
foram colocados na gaiola de moradia; (3) Morf/AXCOND, receberam
uma sessdo extra de condicionamento com morfina; (4) Morf/lado
pareado, foram brevemente confinados (10 min) no compartimento onde
foram condicionados com morfina. O grupo controle, recebeu somente
salina durante o condicionamento e permaneceu na gaiola de moradia
durante a sessdo de reativacdo. Os animais foram testados 7 dias ap6s
essa manipulacéo.

A Figura 10A mostra os resultados referentes & padronizacgao da
reconsolidacdo da memoria associada a morfina no paradigma da PCL.
A ANOVA de uma via com medidas repetidas revelou um efeito
significante do tratamento (Fs, 40=28,77; p<0,0001) e do fator repetigéo
(F2, 84 =22,09; p<0,00001) e uma interagdo entre os dois fatores (Fg,
8=5,16; p<0,001). A analise post hoc revelou que os quatro grupos
condicionados com morfina adquiriram PCL em relacdo ao grupo
controle (p<0,00001) no teste de preferéncia inicial e mantiveram a
preferéncia ao longo dos outros testes (p<0,05). A analise post hoc
também mostrou que ambos os grupos Morf/ndo-reativado e Morf/Morf
apresentaram pardmetros de PCL menores comparados aos grupos
condicionados com morfina que tiveram a memoria reativada no lado
pareado a droga (p<0,05; para ambos) ou que receberam uma sessio
extra de condicionamento (p<0,05; para ambos). Nao foram observadas



diferencas significativas entre os seguintes grupos: Morf/lado pareado
vs. Morf/IXCOND e Morf/ndo reativado vs. Morf/morf) durante o teste
pos-reativagcdo. Conjuntamente, os resultados sugerem que tanto a breve
reexposicdo ao contexto quanto uma sessdo extra de condicionamento
sdo capazes reativar a memoria condicionada a morfina.
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Figura 10. Padronizacdo do protocolo de reconsolidagdo da PCL induzida pela
morfina. O efeito de diferentes manipulagGes experimentais para sobre a reativacdo
da PCL em ratos previamente condicionados com morfina que foram avaliados na
semana seguinte (A). Efeito amnésico temporal do MK801 sobre a reconsolidagdo
da memdria condicionada a morfina (B). * p< 0,05 vs. grupo (no mesmo teste); & p<
0,05 vs. Morf/Morf; # p< 0,05 vs. Morf/ndo reativado ou Morf/VE. As linhas e
barras verticais representam a média + EPM da diferenca entre o tempo gasto no
compartimento pareado a droga no dia do teste o tempo gasto durante o pre-teste
(ANOVA de uma via com repeticdo/teste de Tukey; N=9-10/grupo).

5.1.2. Experimento 2: Efeito amnésico da administracdo do MK801
apos a reativacao se restringe a janela de reconsolidacéo.

A reconsolidacdo da memoria é um processo dindmico que dura
em torno de 6 horas (DUDAI, 2004). Estudos anteriores mostraram que o
blogueio dos receptores glutamatérgicos NMDA, pelo antagonista
MK801, prejudica a reconsolidacdo da memdria associada a droga no
paradigma da PCL (SADLER et al., 2007; BROWN et al., 2008). Neste
sentido, os animais foram treinados para desenvolverem PCL induzida
pela morfina. Uma semana depois, 0s ratos condicionados com morfina
foram reexpostos ao contexto pareado a droga (10 min), a fim de
reativar a memdria contextual ligada a droga, com excecdo do grupo
controle. Em seguida, os grupos condicionados com morfina foram
divididos em trés grupos: (1) os que receberam uma Unica inje¢do de
solucdo salina logo apds a reativacdo (t = 0); (2) ou 0s que receberam



65

MK801, na dose de 0,20 mg/kg, imediatamente (t=0) ou (3) 6 h apds a
reativacdo da memaria. Todos os animais foram testados 24 h e 7 dias
apos a sessdo de reativacao.

Os dados do experimento 2 estdo ilustrados na Figura 10B. A
ANOVA de uma via com medidas repetidas comparando o parametro de
PCL através dos grupos experimentais e dos testes revelou um efeito
significante do tratamento (Fs, 36 =28,34; p< 0,0001), da repetigéo (F2, 72
=23,06; p<0,01) e uma interacdo entre esses fatores (F ¢ 72=10,90;
p<0,05). As comparac¢des post hoc relevaram no teste de preferéncia
inicial todos os grupos condicionados com morfina adquiriram PCL
induzida pela morfina, quando comparados com 0 grupo controle
(p<0,01). Os grupos Morf/VE e o grupo tratado com MK801 6 horas
apos a reexposicdo ao contexto pareado a droga, mantiveram a PCL nos
testes seguintes, quando comparados com o grupo controle (p<0,05).
Somente 0 grupo que recebeu a injecdo de MK801 imediatamente apds
a reativacao, apresentou uma reducdo significativa no PCL em relacédo
aos demais grupos experimentais condicionados com morfina (p<0,05)
nos testes 24 h e 7 dias apos a reativagdo, comparado aos demais grupos
condicionados com a droga. Além disso, ndo foram observadas
diferencas significantes entre o grupo que recebeu a inje¢do de MK801
(t=0) e o grupo controle. Deste modo, esses resultados sugerem que 0
efeito amnésico do MK801 néo e observado quando a administragéo €
feita 6 h apds o término da etapa de reconsolidacdo. Tendo em vista 0s
resultados obtidos nesses dois experimentos, na maioria dos
experimentos seguintes o procedimento de reativacdo foi conduzido
através da reexposicdo ao compartimento pareado a droga. Além disso,
todas as intervengdes farmacoldgicas foram realizadas imediatamente
apos a reativagdo da memoria.

5.2 Envolvimento do sistema eCB na reconsolidacdo de memérias
associadas a droga.

Neste bloco de experimentos, foi utilizado o mesmo
procedimento experimental de aquisicdo e reativacdo da memoria e
testes apos a reativacgao, conforme esquematicamente representado como
na Figura 11. Uma semana ap6s a aquisicdo da PCL induzida pela
morfina (teste de preferéncia inicial), os animais foram reexpostos por
10 min ao contexto previamente pareado & droga, para reativar a
meméria contextual condicionada a droga.
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Figura 11. Esquema ilustrativo do protocolo de reconsolidacdo da
memoria condicionada a droga (*) utilizado na maioria dos experimentos:
aquisicdo (pré-teste, condicionamento e teste de preferéncia inicial),
reativacdo e testes pds-reativacdo da PCL induzida pela droga, conforme
detalhado nos itens 4.3.1.1 e 4.3.1.2 de Material e Métodos (Figura
modificada de HUSTON et al., 2013).



67

Toda a manipulacdo farmacolégica pds-reativacao foi realizada
de maneira sistémica pelas vias subcutanea ou intraperitoneal e todos o0s
grupos foram testados 7 e 14 dias apds a reativagdo/tratamento (ver
Figura 11), exceto no experimento 6. Cada experimento foi conduzido
com grupos experimentais independentes. Para cada experimento havia
um grupo controle que s& recebeu solucdo salina durante o
condicionamento e solucao veiculo logo apés a reativacgao.

5.2.1. Experimento 3: Investigar a participacdo dos receptores
canabinoides do tipo CB1 e CB2 na reconsolidacdo da memoria
condicionada & morfina em ratos.

Os experimentos de antagonismo farmacologico foram
realizados para investigar a participacdo dos receptores canabinoides do
tipo CB1 e CB2 na reconsolidacdo da memoria contextual associada a
morfina. Os experimentos foram conduzidos de maneira idéntica ao
experimento anterior (ver Figura 11). Os animais condicionados com
morfina (N =9-10/grupo) foram injetados com rimonabanto (1,0 ou 3,0
mg/kg), um antagonista dos receptores canabinoides CB1; ou MK801
(0,20 mg/kg.), um antagonista dos receptores glutamatérgicos do subtipo
NMDA usado como controle positivo ou solucdo veiculo,
imediatamente apds a sessdo de reativacdo. De modo similar, grupos
independentes de ratos condicionados com morfina (N =9-10/grupo)
receberam uma injecdo de AM630 (1,5 ou 5,0 mg/kg), um antagonista
seletivo dos receptores canabinoides CB2 ou solugdo veiculo, logo ap6s
a sessdo de reativagao.

Conforme mostrado na Figura 12A, a ANOVA de uma via com
medidas repetidas comparando o parametro de PCL através dos fatores
tratamento e repeticdo (testes) revelou efeitos significantes dos
diferentes tratamentos (Fa, 42=23,73; p<0,00001) da repeticdo (F,
84=23,22; p<0,00001) e uma interacdo entre ambos os fatores (Fs,
84=4,26; p<0,001), no experimento com o antagonista CB1 rimonabanto.
As analises post hoc revelaram que, depois do condicionamento, todos
0s grupos condicionados com morfina apresentaram um aumento
significativo no tempo de permanéncia no compartimento pareado a
droga ap6s o condicionamento, comparados ao grupo controle (p<0,01),
mas ndo houve diferenca significante no pardmetro de PCL entre esses
quatro grupos durante o teste de preferéncia inicial. O grupo
experimental que recebeu MK801 mostrou uma redugdo significante no
tempo gasto no compartimento pareado a droga, em relagcdo aos grupos
Morf/VE e Morf/Rimonabanto 1 mg/kg nos testes de 7 dias (p<0,05 e
p<0,03; respectivamente) e 14 dias (p<0,002 e p<0,004;



respectivamente) apds o tratamento. Ambos os grupos Morf/VE e Morf/
Rimonabanto 1 mg/kg continuaram apresentando diferencas
significantes no parametro de PCL em relacdo ao grupo controle,
quando avaliados 7 dias (p<0,005 e p<0,002; respectivamente para cada
grupo) e 14 dias (p<0,02 e p<0,01; respectivamente para cada grupo)
ap6s o tratamento. Além disso, ndo foram observadas diferencas
significantes entre esses dois grupos experimentais em nenhum dos
testes. A analise post hoc revelou que, de maneira semelhante ao que
ocorreu com o grupo Morf/MK801 (controle positivo), o grupo que
recebeu a dose de 3 mg/kg de rimonabanto apresentou uma reducdo
significativa do tempo gasto no compartimento pareado a morfina, em
ambos os testes de 7 e 14 dias apds a reativagdo (p<0,005) em relagéo ao
teste de preferéncia inicial. Conjuntamente, estes resultados indicam que
0 bloqueio dos receptores canabinoides CB1 prejudica a reconsolidacéo
da memoria associada & morfina no modelo da PCL.

A Figura 12B mostra os resultados do experimento com
AMG630, antagonista seletivo CB2. A ANOVA de uma via com medidas
repetidas comparando o parametro de PCL através dos diferentes
tratamentos, revelou efeito significativo do fator tratamento (Fs,
36=42,40; p<0,00001). Ndo houve efeito significativo do fator repeticéo
(testes) e nem interacdo entre os esses fatores. As andlises post hoc
revelaram que depois do condicionamento, todos 0s grupos
condicionados com morfina apresentaram um aumento significante no
compartimento pareado a droga ap6s 0 condicionamento, comparados
ao grupo controle (p<0,03). Além disso, ndo houve diferenca
significante no pardmetro de PCL entre os grupos condicionados com
morfina durante o teste de preferéncia inicial, assim como nos
subsequentes testes ap0Os a reativagdo. Esses achados sugerem que a
administracdo do antagonista seletivo dos receptores canabinoides CB2,
AMG630, parece ndo interferir na reconsolidacdo da memoria
condicionada a morfina no modelo de PCL.
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Figura 12.  Efeitos dos antagonistas canabinoides CB1 e CB2 sobre a
reconsolidacdo da memdria condicionada a morfina. Imediatamente ap6s a
reativacdo, grupos independentes foram injetados com os antagonistas seletivos (A)
CB1 rimonabanto (Rimo, 1 ou 3 mg/kg) ou (B) CB2 (AM630, 1,5 ou 5 mg/kg) ou
seus veiculos correspondentes. Todos os grupos foram reavaliados 7 e 14 dias pos-
tratamento. Os dados estdo expressos como a diferenca entre o tempo gasto no
compartimento pareado a droga no dia do teste e durante o pré-teste (média + EPM).
* p<0,05 vs grupo controle; # p<0,05 vs grupo Morf/VE (ANOVA de uma via com
repeticdo/teste de Tukey; N=9-10/grupo).

5.2.2. Experimento 4: Investigar o impacto da ativacado direta e indireta
dos receptores canabinoides na reconsolidacdo da memoria
condicionada & morfina em ratos.

Estes experimentos tiveram como objetivo investigar os efeitos
da ativacdo direta e indireta dos receptores canabinoides através
administracdo de agonistas canabinoides ou de um inibidor do
catabolismo da anandamida, logo apo6s a reativacdo da memoria. Os
experimentos foram conduzidos de maneira idéntica ao experimento



anterior (ver protocolo na Figura 11). Contudo, imediatamente ap6s a
reativagdo, grupos independentes de ratos previamente condicionados
com morfina foram injetados com um potente agonista canabinoide
CB1/CB2 ndo seletivo (N =10-11/grupo), o WIN 55, 212-12 (0,0;
0,125; 0,25 ou 2,5 mg/kg); ou com o agonista seletivo dos receptores
CB2 (N =9-10/grupo), o AM1241 (0,0; 1, 3, ou 10 mg/kg); ou com um
inibidor da enzima amido hidrolase de &cidos graxos (FAAH), que
potencializa o efeito da anandamida, o URB597 (0,0; 0,3; ou 1,0
mg/kg).

A Figura 13A ilustra os efeitos da administragdo sistémica do
agonista canabinoide, WIN 55,212-2, sobre a reconsolidacdo da
memoria associada & morfina na PCL. A ANOVA de uma via com
medidas repetidas comparando o parametro de PCL através dos
diferentes tratamentos revelou efeitos significantes do tratamento (F4,
45=25,09; p<0,00001), da repeticdo (F2,90=4,21; p<0,02) e uma interacdo
entre ambos os fatores (Fs, 90=2,07; p<0,05). As analises post hoc
revelaram que depois do condicionamento, todos 0s grupos
condicionados com morfina apresentaram um significativo aumento no
compartimento pareado a droga quando comparados ao grupo controle
(p<0,02) durante o teste de preferéncia inicial. Ademais, ndo houve
diferenca significativo no pardmetro de PCL entre esses quatro grupos
no teste de preferéncia inicial nem no teste 7 dias ap6s a
reativacdo/tratamento. O teste de Tukey também indicou que 0 grupo
Morf/WIN 2,5 apresentou uma reducdo significativa no parametro de
PCL no ultimo teste (14 dias) ap0s o tratamento, quando comparado
com os dois testes anteriores (p<0,01). Em relacdo ao teste 14 dias ap6s
a reativacdo, ndo foram encontradas diferencas significativas nos
parametros de PCL entre os grupos Morf/VE, Morf/WIN 0,125 ou
Morf/WIN 2,5. Esses resultados sugerem que a administracdo do WIN
55,212-12, em diferentes doses (0,125-2,5 mg/kg), parece nao
influenciar na reconsolida¢do da memoria associada & morfina na tarefa
de PCL.
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Figura 13. Efeito da ativacdo direta e indireta dos receptores canabinoides sobre a
reconsolidacdo da memdria condicionada a morfina. Imediatamente ap6s a
reativacdo, grupos independentes receberam foram injetados com o agonista
canabinoide ndo seletivo CB1/CB2 (A), WIN55,212-2 (0,0-2,5 mg/kg) e seletivo
dos receptores CB2 (B), AM1241 (0,0-10 mg/kg) ou com o inibidor da enzima de
degradacgdo da anandamida URB597 (C), (0,0-1,0 mg/kg). Todos os grupos foram
reavaliados 7 e 14 dias ap0s a reativacdo. Os dados estdo expressos como diferenca
entre o tempo gasto no compartimento pareado a droga no dia do teste e durante o
pré-teste (média + E.P.M). * p<0,05 vs grupo controle; # p<0,05 do mesmo grupo
nos testes anteriores (ANOVA de uma via com repeticio/teste de Tukey; N=8-
11/grupo).



A Figura 13B ilustra os efeitos da administragdo sistémica do
agonista canabinoide seletivo CB2, AM1241, sobre a reconsolidacdo da
memoria associada & morfina na PCL. A ANOVA de uma via com
medidas repetidas comparando o parametro de PCL através dos
diferentes tratamentos, revelou efeitos significantes do tratamento (F,
45=24,29; p<0,0001) e uma interacdo entre os fatores tratamento e
repeticdo (testes) (Fs 90=2,21; p<0,01). As andlises post hoc revelaram
que depois do condicionamento, todos os grupos condicionados com
morfina apresentaram seus respectivos pardmetros de PCL
significativamente maiores do que o grupo controle (p<0,00001) no teste
de preferéncia inicial. Subsequentes analises post hoc revelaram que
esse perfil apresentado pelos 4 grupos condicionados com morfina se
manteve nos retestes pds-reativacdo, quando comparados com grupo
controle na mesma sessdo (p<0,01). O teste de Tukey também indicou
que o grupo que recebeu a maior dose (10 mg/kg) do agonista seletivo
CB2, AM1241, apresentou uma reducdo significativa do tempo gasto no
compartimento pareado a droga nos testes 7 e 14 dias apés a
reativacao/tratamento, quando comparados ao teste de preferéncia inicial
(p=0,048 e p=0,041; respectivamente). Outras comparac¢des indicaram
gue durante o primeiro reteste, 0 grupo que recebeu a maior dose de
AM1241 (10 mg/kg), apresentou uma leve, porém ndo significante
(p=0,062), reducdo da PCL em relacdo ao grupo morf/VE. No entanto,
ndo foi detectada diferenca entre esses dois grupos Morf/AM1241 (10
mg/kg) vs Morf/VE no teste seguinte. Esses resultados indicam que a
ativacdo dos receptores canabinoides CB2 pode atenuar a preferéncia
condicionada a morfina em ratos.

A Figura 13C, ilustra os resultados do experimento com o
inibidor da enzima FAAH, que degrada a anandamida. A ANOVA de
uma via com medidas repetidas comparando o parametro de PCL
através dos diferentes tratamentos, revelou efeitos significantes dos
fatores tratamento (Fs, 35=31,11; p<0,0001), repeti¢do, (F2 70=6,90;
p<0,002) e uma interagdo entre ambos os fatores (Fs,70=8,02; p<0,0001).
As andlises post hoc revelaram que depois do condicionamento todos 0s
grupos condicionados com morfina apresentaram um aumento
significativo no compartimento pareado a droga, quando comparados ao
grupo controle (p<0,005). Ademais, ndo houve diferencas significativas
no pardmetro de PCL entre os trés grupos durante o teste de preferéncia
inicial. Outras comparagdes através do teste de Tukey mostraram que 0
grupo que recebeu a maior dose de URB597 (1,0 mg/kg) teve um
aumento significativo da PCL, comparado as medidas de PCL dos
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grupos Morf/VE (p<0,01) e Morf/URBO,3 (p<0,004) durante o reteste, 7
dias ap6s a reativacdo. Ndo ha diferenca estatistica entre 0s grupos
Morf/VE e Morf/lURB 0,3 mg/kg no primeiro reteste. Além disso, no
teste 14 dias apds a reativagdo os trés grupos treinados com morfina
continuaram apresentando diferencas significativas em relacdo ao grupo
controle (p<0,005). Ademais, ndo houve diferencas significativas entre
eles neste teste. [Esses achados sugerem que a potencializacdo da
sinalizacdo eCB imediatamente ap0s a reativacdo da memdria, promove
um aumento transitério na PCL induzida pela morfina.

5.2.3. Experimento 5: Investigar se os receptores CB1 estdo envolvidos
no aumento da reconsolidacdo da memdria condicionada a morfina
induzida pelo URB597 em ratos.

Este experimento também foi conduzido de maneira similar aos
anteriores (ver Figura 11), exceto pelo fato que logo apds a reativacdo os
animais condicionados com morfina (N =8-10/grupo) foram injetados
com antagonista dos receptores CB1, rimonabanto (0,0; 1,0 ou 3,0
mg/kg) e apds 30 min, cada grupo experimental recebeu uma injecdo de
URB597 na dose de 1,0 mg/kg ou solugéo veiculo.

Conforme ilustrado na Figura 14, a ANOVA de uma via com
medidas repetidas comparando o parametro de PCL revelou efeitos
significantes dos fatores tratamento (Fs, 63=27,99; p<0,00001), repeticao
(F2, 106=33,68; p<0,00001) e uma interacdo entre ambos (Fi2, 106=12,99;
p<0,001). Na sequéncia, analises post hoc revelaram que apds o
condicionamento, todos os grupos condicionados com morfina
apresentaram parametros de PCL significativamente maiores em relacéo
ao grupo controle (p<0,005), e ndo houve diferenca significante entre os
seis grupos, durante o teste de preferéncia inicial. O teste de Tukey
revelou que entre os grupos condicionados com morfina, somente os
grupos (Morf/Rimo3+VE e Morf/Rimo3+URB) que receberam a maior
dose (3 mg/kg) do antagonista CB1 ndo diferiram estatisticamente do
grupo controle durante os dois testes pos-reativacdo. Os demais grupos
(Morf/VE+VE, Morf/VE+URB, Morf/Rimol+VE e
Morp/Rimol+URB1) continuaram apresentando indices de PCL
significativamente maiores, quando comparados ao grupo controle,
durante os testes de 7 dias (p<0,000001) e 14 dias (p<0,003) pds-
reativacdo/tratamento. ComparacGes adicionais revelaram somente no
primeiro teste, 7 dias apés a reativacdo, o parametro de PCL do grupo
Morf/VE+URBL difere significativamente dos demais grupos (p<0,002
até p<0,000001). Reproduzindo os resultados anteriores, a administracéo
per se de URB597 (1 mg/kg) promove um aumento transitério na PCL,



enquanto a maior dose de rimonabanto promoveu uma redugéo da PCL,
em relacdo ao considerado controle do teste (Morf/VE+VE),
considerado controle do teste (p<0,001 e p<0,01; respectivamente). O
pré-tratamento com rimonabanto em uma dose sem efeito aparente (1
mg/kg), assim como a dose efetiva (3 mg/kg), foi capaz de prevenir o
aumento da PCL induzidas pela administracdo de URB597 (p<0,01 e
p<0,0001, respectivamente) no primeiro teste pds-reativacdo. Deste
modo, os resultados sugerem que o aumento transitério da PCL induzido
pelo URB597 parece ser mediado pela ativacdo dos receptores CB1.
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Figura 14. O antagonista dos receptores CB1 previne os efeitos da administracdo
do inibidor da enzima FAAH (URB597) sobre a reconsolidagdo PCL associada a
morfina. Imediatamente apds a reativagcdo os ratos condicionados com morfina
receberam uma injecdo do antagonista canabinoide rimonabanto (Rimo: 0,0-3,0
mg/kg) e 30 mim depois foram tratados com o URB597 (0,0 ou 1,0 mg/kg). Os
dados estdo expressos como diferenca entre o tempo gasto no compartimento
pareado a droga no dia do teste e durante o pré-teste (média + EPM). * p<0,05 vs.
grupo controle; # p<0,05 vs. Morf/VE+VE; + p<0,05 vs. Morf/VE+URB (ANOVA
de uma via com repeticdo/teste de Tukey; N=8-11/grupo).

5.2.4. Experimento 6: Avaliar os efeitos da infusdo intra-hipocampal do
eCB 2-AG sobre a reconsolidacdo da meméria condicionada a morfina
em ratos.

Estudos anteriores mostraram que o hipocampo desempenha um
papel importante na reconsolidacdo da memoria contextual ligada a
droga. Neste sentido, o objetivo deste experimento foi avaliar o efeito da
microinfusdo do 2-AG, agonista total dos receptores canabinoides, nesta
estrutura, imediatamente apds a reativagdo da meméria condicionada a
morfina.
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Para isso, 0s ratos foram operados para insercdo bilateral de
canulas guia na regido do hipocampo. Cinco dias ap6s a recuperacdo da
cirurgia, os animais foram submetidos ao procedimento de aquisi¢do da
PCL e reativagdo da memoria, de maneira idéntica aos experimentos
anteriores. Imediatamente apds a reativacdo, os animais canulados que
foram previamente condicionados, foram divididos em dois grupos
(n=5-6/grupo). Metade recebeu infusdo bilateral no hipocampo do
inibidor da sintese proteica, anisomicina (125 pg/pl/hemisfério), e a
outra metade recebeu a infusdo do agonista canabinoide enddgeno, 2-
AG (36 pg/ul/hemisfério). Aqui, todos os grupos foram testados 24 e 48
horas ap6s a reativagdo. Os grupos controle/SHAM e Morf/SHAM
passaram pelo procedimento cirdrgico, mas nao foram inseridas as
canulas guia. Ambos os grupos, receberam somente inje¢des sistémicas
de solugdo salina apoés a reativacdo. Estudos anteriores mostraram que a
infusdo de anisomicina no hipocampo, nessa dose, bloqueia a
reconsolidacdo da meméria associada a morfina na PCL em ratos
(MILEKIC et al. 2006; TAUBENFELD et al. 2010).

A Figura 15 ilustra os efeitos da infusdo intra-hipocampal do
agonista total dos canabinoides, 2-AG, sobre a reconsolidacdo da
memoéria induzida pela morfina na PCL. A ANOVA de uma via com
medidas repetidas comparando o pardmetro de PCL, revelou efeito
significante do fator tratamento (Fs, 23=96,97; p<0,000001) e uma
interacdo entre os fatores tratamento e repeticdo (Fe 46=25,09;
p<0,00001). As analises post hoc revelaram que depois do
condicionamento, todos os grupos condicionados com morfina
permaneceram significativamente mais tempo no compartimento
pareado a droga ap6s o condicionamento, quando comparados ao grupo
controle (p<0,01) no teste de preferéncia inicial. A analise post hoc
indicou que grupo que recebeu a infusdo de anisomicina (controle
positivo) no hipocampo apds a reativacdo da memdria, apresentou uma
reducdo significativa no pardmetro de PCL em relagdo ao grupo
Morf/SHAM em nos testes de 24 e 48 horas apds a reativacao (p<0,04 e
p<0,05; respectivamente). O teste de Tukey indicou que o grupo que
recebeu a infusdo intra-hipocampal de 2-AG apresentou um aumento
significativo da PCL, nos retestes de 24 e 48 horas pés-reativacao,
guando comparado ao proprio grupo no teste de preferéncia inicial
(p<0,0001 para ambos os testes). Outras compara¢des indicaram que o
grupo que recebeu a infusdo de 2-AG no hipocampo, difere
significativamente do grupo morf/SHAM, tanto no primeiro quanto no
segundo teste pds-reativacdo (p<0,0001 e p<0,0001; respectivamente).
Além disso, os grupos Morf/SHAM e Morf/2-AG continuaram



apresentando PCL durante os dois testes pos-reativagdo, comparados
com o grupo controle (p<0,0001 e p<0,0001; respectivamente). Esses
resultados indicam que a infusdo do 2-AG, imediatamente apds a
reativagdo da memoria, pode facilitar a reconsolidacdo da memdria
condicionada a morfina em ratos.
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Figura 15. Efeito da infusdo bilateral do agonista dos receptores canabinoides 2-AG
no hipocampo, sobre a reconsolidacéo associada a morfina. Imediatamente apds a
reativacdo os ratos condicionados com morfina receberam infusdo bilateral de 2-AG
(36 pg/pl/hemisfério) ou anisomicina (ANI, 125 pg/pl/hemisfério), utilizado como
controle positivo. Todos os grupos foram reavaliados 24 e 48 horas ap6s a
reativacdo. Os dados estdo expressos como diferenca entre o tempo gasto no
compartimento pareado a droga no dia do teste e durante o pré-teste (média + EPM).
* p<0,05 vs. grupo controle; # p<0,05 vs. Morf/SHAM, utilizado como controle no
experimento (ANOVA uma via com repetigdo/teste de Tukey; N=6-7/grupo).
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5.3 Efeitos do CBD sobre a reconsolidacdo de memdrias contextuais
ligadas & droga em ratos.

5.3.1. Experimento 7: Avaliar os efeitos da administracao sistémica do
CBD, pds-reativacao, sobre a reconsolida¢do da memdria condicionada
a morfina em ratos.

Inicialmente, os animais foram treinados para devolverem a
PCL induzida pela morfina. Sete dias apds a expressdo (teste de
preferéncia inicial) da PCL, os ratos condicionados com morfina tiveram
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a memoria reativada pela reexposicdo ao contexto previamente pareado
a droga, conforme descrito no segundo bloco de experimentos (Figura
11). Imediatamente apds essa sessdo, 0s animais condicionados com
morfina receberam uma injecdo de CBD (5 ou 10 mg/kg) ou solugédo
veiculo. Todos os grupos experimentais foram reavaliados no teste da
PCL 24h, 7 e 14 dias ap0s a reativagao/tratamento.

Conforme mostrado na Figura 16, a ANOVA de uma via com
medidas repetidas comparando o pardmetro de PCL, revelou efeitos
significantes dos fatores tratamento (Fs 34=61,57; p<0,000001),
repeticdo (F2, 6s=25,95; p<0,00001) e uma interacdo entre ambos 0s
fatores (Fs, 65=12,57; p<0,001). As analises post hoc revelaram que
depois do condicionamento, todos os grupos condicionados com
morfina apresentaram um aumento significativo no compartimento
pareado a droga apds o condicionamento quando comparados ao grupo
controle (p<0,0003), porém ndo houve diferenca significativa entre os
trés grupos durante o teste de preferéncia inicial. Apenas 0 grupo
experimental que recebeu a maior dose de CBD (10 mg/kg) mostrou
uma reducdo significativa do tempo gasto no compartimento pareado a
droga, em relagéo aos grupos Morf/VE e Morf/CBD 5 mg/kg, nos testes
de 24h (p<0,05 e p<0,03; respectivamente), 7 dias (p<0,002 e p<0,004;
respectivamente) e 14 dias (p<0,002 e p<0,004; respectivamente) apés o
tratamento. Ambos o0s grupos Morf/VE e Morf/[CBD 5 mg/kg
continuaram apresentando diferencas significativas no parametro de
PCL em relacéo ao grupo controle, quando avaliados nos trés testes pos-
reativagdo (p<0,001). Além disso, ndo foram observadas diferencas
significantes entre esses dois grupos experimentais em nenhum dos
testes. Estes resultados sugerem que a administragdo sistémica do CBD,
na dose de 10 mg/kg, imediatamente apds a reativacdo, prejudica a
reconsolidacdo da PCL induzida pelo opioide em ratos.
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Figura 16. Efeitos do CBD sobre a reconsolidagdo memoria condicionada a
morfina. Sete dias ap6s a expressdo da preferéncia inicial, os ratos foram reexpostos
ao contexto previamente condicionado a droga (10 min). Imediatamente apds a
reativacdo eles receberam uma inje¢do de CBD (10 mg/kg) ou veiculo e foram
reavaliados 7 e 14 dias depois. Os dados estdo expressos como diferenca entre o
tempo gasto no compartimento pareado a droga no dia do teste e durante o pré-teste
(média + E.P.M.). * p<0,05 vs. grupo controle; # p<0,05 vs. grupo Morf/VE
(ANOVA de uma via com repeticdo/teste de Tukey; N=10-11/grupo).

5.3.2. Experimento 8: Avaliar o efeito da administracdo aguda do CBD
pos-reativacdo, sobre a reinstalacdo da preferéncia condicionada a
morfina, parametros do tipo ansiedade e niveis plasmaticos de
corticosterona em ratos.

O objetivo desse experimento foi confirmar se a administracio
aguda do CBD interfere na reconsolidacdo da meméria condicionada a
morfina na tarefa de PCL. Paralelamente a isso, também o propdsito de
avaliar o efeito desse tratamento sobre os comportamentos relacionados
a ansiedade, ap6s a extensa manipulacdo experimental.

Foram utilizados ratos adultos jovens (60 dias de idade), devido
a longa duracéo do protocolo experimental. Neste experimento, 0 grupo
controle ndo foi incluido nas analises estatisticas. Além disso, 0
pardmetro de PCL em cada teste foi determinado pela diferenca entre o
tempo gasto no compartimento pareado com morfina e o tempo gasto no
compartimento pareado com salina na mesma sessdo de teste
(HEINRICHS et al., 2010).
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Os procedimentos de aquisicdo e reativagdo da memoria
condicionada & droga foram conduzidos de maneira idéntica aos
experimentos anteriores (Figura 11). Imediatamente apds a reativacéo,
0s ratos receberam uma injecdo de CBD na dose selecionada (10 mg/kg
s.c.) ou solucdo veiculo imediatamente apds a reexposicdo ao contexto.
Neste experimento, todos os ratos foram testados na PCL 21 dias depois
da sessdo de reativacao/tratamento (34° dia de experimento).

No dia seguinte, os dois grupos experimentais que treinados
com morfina e que receberam tratamento (CBD ou veiculo) pds-
reativacdo foram submetidos a duas sessdes diarias de extin¢do, durante
8 dias consecutivos (35° - 42° dia) e 24h ap0Os a Ultima sessdo de
extingdo (42° dia), cada rato foi testado, a fim de verificar se havia
ocorrido a extingdo PCL condicionada a morfina (teste pos-extincao).

No 43° dia de experimento, todos 0s grupos experimentais
receberam uma inje¢cdo morfina de 2,5 mg/kg, 15 min antes de serem
reavaliados na PCL (teste de reinstalacdo 1). Sete dias ap6s a
reinstalacdo induzida pela dose desafio (50° dia de experimento), cada
grupo experimental foi dividido em dois grupos (n=9-10/grupo). Metade
dos animais de cada grupo foi submetida ao estresse agudo e a outra
metade permaneceu na gaiola de moradia (controle). Logo apés a
exposicdo ao estresse de contencdo, os animais foram testados durante
15 min (teste de reinstalacdo 2). Cerca de 30 minutos apds o ultimo teste
de reinstalagho da PCL induzida pelo estresse, o0s animais dos
Morf/\VVE/controle, Morf/VE/estresse, Morf/CBD/controle e
Morf/CBD/estresse (n=6/grupo), foram avaliados no teste do LCE
durante 5 min. Em seguida, foi coletada uma amostra de sangue para
posterior dosagem dos niveis de corticosterona.

Conforme mostrado na Figura 17, uma anélise global dos dados
pela ANOVA de uma via com medidas repetidas comparando o
pardmetro de PCL, revelou efeito significante dos fatores tratamentos
(F334=16,44; p<0,0001), repeticdo (F1, 136=60,48; p<0,0001) e uma
interacdo entre ambos os fatores (Fi2,136=25,60; p<0,01). O teste post
hoc ndo apontou diferenca significante no parametro de PCL entre os
grupos quatro grupos no teste de preferéncia inicial. Além disso, a
ANOVA de uma via revelou que no teste de preferéncia inicial, todos 0s
quatro grupos experimentais apresentaram diferenca significante entre o
tempo gasto no compartimento pareado com salina vs. compartimento
pareado com droga: Morf/VE/controle: Fi ¢=72,13 p<0,0001;
Morf/VE/estresse:  F1,10=62,14;  p<0,0001; Morf/CBD/controle:
F111=12,7; p<0,05 e Morf/CBD/estresse F1,10=19,0; p<0,001. Todos eles
permaneceram mais tempo no compartimento condicionado com a droga



neste teste. Esses resultados indicam que apds o condicionamento, todos
0s quatro grupos experimentais (que sdo idénticos entre si),
desenvolveram PCL induzida pela morfina.

Durante o primeiro teste, a analise post hoc revelou diferencas
significativas (p<0,008) entre os grupos que receberam o CBD
(Morf/CBD/controle e Morf/CBD/estresse) e 0s grupos que receberam
veiculo (Morf/VE/controle e Morf/VE/estresse). Além disso, ambos 0s
grupos que receberam o CBD  (Morf/CBD/controle e
Morf/CBD/estresse) apresentaram uma reducdo significativa do
parametro de PCL durante o primeiro teste pds-reativacdo, em relacdo
ao teste de preferéncia inicial (p<0,0001 para ambos). Conjuntamente,
estes resultados sugerem que a administragdo aguda do CBD,
imediatamente ap6s a reativacdo, é capaz de prejudicar a reconsolidagéo
da memoria condicionada a morfina, 21 dias apds o tratamento (Figura
17).

No teste de extincdo, as analises post hoc dos parametros de
PCL ndo apontou diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais
que receberam o CBD, mas indicou uma reducdo significativa dos
pardmetros de PCL nos outros dois grupos experimentais
Morf/VE/controle (p<0,0001) e Morf/VE/estresse (p<0,0007), em
relacdo ao teste pds-reativacdo. Adicionalmente, a ANOVA de uma via
comparando o tempo gasto no compartimento pareado com morfina vs.
tempo gasto no compartimento pareado com salina para cada grupo
experimental, no teste de extingdo, indicou que ndo h& diferenga
significativa em nenhum dos grupos experimentais, no teste de extingéo.
O que revela que os quatro grupos experimentais adquiriram o critério
de exting¢do da PCL (Figura 17).

O teste de Tukey revelou que apds todos os grupos terem
recebido a dose desafio de morfina, somente 0s grupos
Morf/VE/controle  (p<0,00001) e Morf/VE/estresse (p<0,00001)
apresentaram aumento significativo nos seus respectivos parametros de
PCL, em relacdo ao teste de extingdo. No teste de reinstalacdo induzida
pela administracdo da droga (reinstalacdo 1), ambos 0s grupos que
receberam o CBD apresentaram diferencas significativas em relagéo aos
outros dois grupos que receberam veiculo: Morf/CBD/controle vs.
Morf/VVE/controle e Morf/CBD/controle vs. Morf/\VVE/estresse (p<0,02
para ambos). Conjuntamente, esses dados sugerem que a administracéo
aguda do CBD, imediatamente apés a reativagdo, é capaz de prevenir a
subsequente reinstalacdo da PCL extinta, promovida pela administracdo
uma dose desafio de morfina antes do teste (Figura 17).
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Figura 17. Efeito da administragdo do CBD pds-reativacéo, sobre a reinstalagdo da
PCL. Diagrama representativo do protocolo experimental: Imediatamente apds a
reativacdo eles receberam uma inje¢do de CBD (10 mg/kg) ou veiculo e foram
reavaliados 21 dias depois. Em seguida foram submetidos extincdo da PCL e
posteriormente a reinstalacdo da PCL promovida pela injecdo de uma dose desafio
de morfina e pelo estresse de contengdo (reinstalacdo 1 e 2, respectivamente). Os
dados estdo expressos como diferenca entre o tempo gasto no compartimento
pareado com droga e o compartimento pareado com salina no mesmo teste (média +
EPM). * p<0,05 vs. respectivo grupo controle no mesmo teste; # e & indicam p<0,05
vs. do mesmo grupo em relacdo aos testes de extincdo e preferéncia inicial,
respectivamente  (ANOVA de uma via com repeticdo/teste de Tukey; N=9-
11/grupo).

Apos a reinstalacdo induzida pela exposicdo ao estresse de
contengdo (reinstalagdo 2), a analise post hoc revelou que o grupo
Morf/VVE/estresse apresentou um aumento significativo da PCL, em
relacio  aos  grupos  Morf/VE/controle  (p<0,05),  grupos
Morf/CBD/controle (p<0,0001) e Morf/VE/controle (p<0,001). O teste
de Tukey também indicou que o pardmetro de PCL do grupo
Morf/VVE/controle foi estatisticamente diferente dos grupos que



receberam o CBD (Morf/CBD/controle e Morf/CBD/estresse; p<0,01 e
p<0,001; respectivamente). Além disso, ndo houve diferencas
estatisticas entre os Morf/CBD/controle e Morf/CBD/estresse. Em
conjunto, os dados indicam que a administragdo aguda do CBD, logo
apos a reativacao, preveniu a subsequente reinstalacdo da PCL induzida
pela exposicdo ao estresse agudo antes do teste. Em conjunto, esses
resultados sugerem que uma Unica injecdo do CBD, imediatamente apds
a reativacdo, é capaz de prevenir a posterior reinstalagdo da PCL
induzidas por nova administracdo da droga ou por exposi¢ao ao estresse
de contencéo.

A Tabela 5 mostra os parametros comportamentais avaliados no
teste do LCE, cerca de 30 min apds o teste de reinstalagdo da PCL
induzida pelo estresse. A ANOVA de uma via revelou diferenca
significante entre os grupos experimentais (Fs, 20=5,04; p<0,05) apenas
em relacdo ao percentual de tempo de permanéncia nos bragos abertos
(Fs, 20=5,04; p<0,05). A analise através do teste de Tukey revelou que o
grupo Morf/VE/controle apresentou um percentual de tempo de
permanéncia nos bragos abertos significativamente maior (p<0,05) do
que os grupos Morf/VE/estresse e Morf/CBD/estresse. Contudo, ndo
houve diferenca significativa entre 0s grupos experimentais
Morf/CBD/controle e Morf/CBD/estresse. A ANOVA de uma via néo
detectou diferencgas significantes entre os diferentes tratamentos, no
percentual de entradas nos bracos abertos e nem no nimero de entradas
nos bragos fechados. Conjuntamente, os resultados indicam que a
injecdo aguda do CBD, imediatamente apés a reativacdo, ndo alterou o
comportamento do tipo ansiedade ap6s a extensa manipulacdo
experimental dos animais condicionados com morfina.

Tabela 5. Comportamentos do tipo ansiedade avaliados no LCE, ap6s o
teste de reinstalacdo da PCL induzida pelo estresse.

% Tempo nos

% Entradas nos N2de entradas

Grupos BA (Média + A nos BF (Média
experimentais EPM) (I\I/—lee;:\l/la) + + EPM)
Morf/VE/controle 40,6 +5,7 29276 76+£3,1
Morf/VE/estresse 31,7+ 8,4 132+55* 54+3,7
Morf/CBD/controle 38,2+6,1 22,7t 4,4 93+£2,5
Morf/CBD/estresse 33,7t 4,3 15,6+£38* 8,7£2,6

Abreviaturas: BA (bragos abertos) e BF (bragos fechados). * p<0,05 vs. grupo
Morf/VE/controle (ANOVA de uma via/teste de Tukey/n=6).
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A Figura 18, ilustra os niveis plasmaticos de corticosterona
diferentes grupos experimentais Morf/\VE/controle, Morf/VE/estresse,
Morf/CBD/controle e Morf/CBD/estresse, ap6s o teste de reinstalacdo
da PCL induzida pelo estresse. A ANOVA de uma via revelou efeito
significante do tratamento (Fs, 20=6,15; p<0,001). As comparacdes pelo
teste de Tukey, indicam que os niveis plasmaticos de corticostenona nao
foram alterados pela administracdo aguda de CBD apds a reativacao.
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Figura 18. Niveis plasméticos de corticosterona dos ratos submetidos & reinstalacéo
induzida pelo estresse e em seguida, ao teste do LCE. A coleta da amostra de
sangue ocorreu aproximadamente 30 min apds o teste de reinstalagdo induzido pelo
estresse. As barras e linhas verticais representam a média + EPM. * p<0,05 vs.
respectivo controle (ANOVA de uma via/teste de Tukey; N=6/grupo).

5.3.3. Experimento 9: Avaliar o efeito da administracdo aguda
do CBD, ap6s a reativacdo da memdria heddnica, sobre a subsequente
abstinéncia motivacional condicionada no mesmo contexto.

Evidéncias demonstram que a interrupcdo da memdria
contextual hedbnica, estabelecida no modelo da PCL induzida pela
morfina, interfere na subsequente abstinéncia motivacional precipitada
pela naltrexona no mesmo contexto (TAUBENFELD et al., 2010). Tal
observacdo indica que existe uma ligacdo entre a memoria contextual
induzida pela experiéncia com droga e a abstinéncia motivacional
(TAUBENFELD et al., 2010).

Neste sentido, o objetivo desse experimento foi avaliar se o
prejuizo da reconsolidacdo da memoria original, promovido pela
administracdo aguda do CBD, ap6s a reativacdo, interfere na
subsequente abstinéncia motivacional precipitada pela naltrexona no
mesmo contexto. Os procedimentos de aquisicdo da PCL induzida pela
morfina foram conduzidos de maneira idéntica aos experimentos
anteriores (Figura 11). Contudo, a meméria foi reativada através de uma
Unica sessdo de condicionamento com morfina, 7 dias ap6s o teste de



preferéncia inicial. Na sessdo de reativacdo, cada rato recebeu uma
injecdo de morfina (10 mg/kg, s.c.) e foi confinado no compartimento
pareado a droga por 30 min. Imediatamente ap6s a reativacdo
(condicionamento extra), os animais foram injetados com CBD (10
mg/kg s.c.) ou veiculo. No dia seguinte, ambos os grupos (Morf/VE e
Morf/CBD) receberam uma sessdo extra de condicionamento com
morfina e, 4 h apds o condicionamento, metade dos animais de cada
grupo recebeu uma injecdo de naltrexona (0,3 mg/kg, s.c.) e a outra
metade recebeu veiculo. Em seguida, todos os ratos dos quatro grupos
experimentais  (Morf/VE/VE, Morf/VEINTX, Morf/CBD/VE,
Morf/CBD/NTX) foram novamente confinados no compartimento
pareado & droga por 30 min. Os animais foram testados 48 h e 7 dias
depois. Este procedimento foi descrito por Taubenfeld e colaboradores
(2010). Os testes foram conduzidos de maneira idéntica aos outros
testes. O pardmetro de PCL foi determinado pela diferenca entre o
tempo gasto no compartimento pareado com droga e 0 tempo gasto no
compartimento pareado com salina na mesma sessdo de teste
(HEINRICHS et al., 2010).

A Figura 19 ilustra os resultados desse experimento. A
ANOVA de uma via com medidas repetidas comparando o parametro de
PCL através dos fatores tratamento e teste revelou efeito significante dos
diferentes tratamentos (Fs, 27=28,42; p<0,00001), teste (F254=92,54;
p<0,00001) e wuma interacdo entre esses fatores (Fes54=37,27;
p<0,00001). O teste post hoc revelou que os parametros de PCL do
grupo Morf/VE/VE mantiveram-se estaveis ao longo dos testes. Além
disso, houve diferencas significantes dos trés grupos Morf/VE/NTX
(p<0,0001), Morf/CBD/VE (p<0,01) e Morf/CBD/NTX (p<0,0001) em
relacdo ao grupo Morf/VE/VE nos testes 1 e 2. O teste de Tukey
também apontou diferencas significativas entre o0s dois grupos
Morf/CBD/VE vs. Morf/CBD/NTX em ambos os testes (p<0,004 e
p<0,01; respectivamente). Esses, resultados indicam que a administragédo
do CBD pos-reativacdo da memoria, atenua de maneira persistente, a
subsequente aversdo condicionada ao lugar precipitada pela naltrexona
em ratos.
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Figura 19. Efeito da administragdo do CBD apds a reativacdo da meméria sobre a
subsequente aversdo condicionada ao contexto. Sete dias apds a expressdo da
preferéncia inicial, a memoria foi reativada através de uma sessdo extra de
condicionamento com a morfina. Imediatamente apds a reativacdo eles receberam
uma injecdo de CBD (0,0-10 mg/kg). No dia seguinte, 4 h ap6s outra sessdo de
condicionamento com morfina, os ratos foram injetados com naltrexona (NTX 0,3
mg/kg, s.c.) ou veiculo e foram reavaliados na PCL ap6s 24h e 8 dias ap6s a indugdo
da “abstinéncia motivacional” pela naltrexona. Os dados estdo expressos como
diferenca entre o tempo gasto no compartimento pareado com droga € o
compartimento pareado com salina no mesmo teste (média + EPM). * p<0,05 vs.
Morf/VE/VE; # p<0,05 vs. Morf/INTX/VE (ANOVA de uma via com repeticdo/teste
de Tukey; N=8-9/grupo).

5.3.4. Experimento 10: Avaliar o efeito da administracdo aguda
de CBD, ap6s a reativacdo, sobre a reconsolidacdo da memoria
condicionada a cocaina.

O objetivo desse experimento foi avaliar se o efeito do CBD
sobre a reconsolidacdo da memoria de PCL se estende a outras drogas



de abuso, como a cocaina. O procedimento de aquisicdo da PCL
induzida pela cocaina foi conduzido, durante 10 dias consecutivos
(conforme detalhado em em 4.3.1.). Sete dias depois, a memoria foi
reativada pela reexposi¢do (10 min) ao compartimento pareado com a
cocaina. Imediatamente apds a reativagdo, os ratos condicionados com
cocaina foram injetados com uma dose selecionada de CBD (10 mg/kg
s.c.) ou com veiculo. O grupo controle recebeu somente injecdes do
veiculo durante todo o experimento. Os trés grupos experimentais
(controle, COCA/VE e COCA/CBD) foram reavaliados na PCL aos 7 e
14 dias depois da reativacao/tratamento.

Conforme mostrado na Figura 20, a ANOVA de uma via com
medidas repetidas, revelou efeitos significantes do tratamento (F,
27=28,59; p<0,001) e dos testes (F2, 54=9,35; p<0,005) e uma interacéo
entre ambos os fatores (Fs, 54=3,16; p<0,01). As analises post hoc
revelaram que depois do condicionamento, todos 0s grupos
condicionados com cocaina apresentaram um aumento significativo do
gasto no compartimento pareado a droga, comparados ao grupo controle
(p<0,0001), mas ndo houve diferenga significante entre os trés grupos
durante o teste de preferéncia inicial. O grupo que recebeu o CBD (10
mg/kg), mostrou uma reducdo significativa da PCL, em relagdo ao grupo
COCA/VE nos testes 7 e 14 dias ap6s o tratamento (p<0,01 e p<0,03;
respectivamente). O post hoc também detectou diferencas entre os
grupos controle e COCA/CBD e o grupo controle nos dois testes
(p<0,05 em ambos). Conjuntamente, estes resultados sugerem que a
administragdo aguda do CBD, imediatamente apds a reativacdo da
memoéria, atenua a reconsolidacdo da memoria condicionada a cocaina
no modelo da PCL.
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Figura 20. Efeito do CBD sobre a reconsolidacdo PCL induzida pela cocaina. Sete
dias apds a expressdo da preferéncia inicial, os ratos foram reexpostos ao contexto
previamente associado a droga (10 min). Imediatamente apds a reativagdo eles
receberam uma injecdo de CBD (0,0 ou 10 mg/kg) e foram reavaliados 7 e 14 dias
depois. Os dados estdo expressos como diferenca entre o tempo gasto no
compartimento pareado a droga no dia do teste e durante o pré-teste (média +
E.P.M.). * p<0,05 vs. grupo controle e # p<0,05 vs. grupo COCA/VE mesma sessdo
de teste (ANOVA de uma via com repetigao/teste de Tukey; N=8/grupo).

5.3.5. Experimento 11: Investigar os efeitos da administra¢gdo aguda do
CBD, apés a reativacdo, em ratos mantidos sob tratamento crénico com
a morfina durante a etapa de aquisicAo da memoria condicionada ao
opioide.

Os resultados anteriores mostraram que o tratamento agudo com
0 CBD pos-reativacdo prejudicou a reconsolidacdo da memoria
condicionada a droga e que esse efeito persistiu ao longo dos testes e
ndo foi reinstalado por diferentes estimulos. O objetivo deste
experimento foi avaliar os efeitos da administracdo aguda do CBD pds-
reativacdo, quando a reativagdo ocorre durante a descontinuagdo de um
tratamento crénico com a morfina.

O procedimento de inducdo e manutencdo do tratamento
cronico com morfina utilizado foi modificado do estudo de Robinson e



Franklin (2010). O mesmo consistiu na administracdo diaria de morfina
por 10 dias, periodo que coincidiu com os 10 dias de aquisicdo da PCL
(pré-teste, 1° dia; condicionamento, 2°-9° dia; teste de preferéncia
inicial, 10° dia). A fim de reduzir a possibilidade de overdose, 0s
animais recebiam o tratamento crénico com a morfina (s.c) por volta das
8:00 h, e eram condicionados diariamente com morfina (5 mg/kg, s.c.)
ou solugdo salina no periodo da tarde, aproximadamente 6 h depois. No
primeiro dia, os animais receberam 10 mg/kg de morfina e a dose foi
aumentada diariamente em 5 mg/kg, nos cinco dias subsequentes, até
atingir a dose de 30 mg/kg no quinto dia de tratamento (do pré-teste até
a 4° sessdo de condicionamento). Nos quatro dias seguintes, 0s ratos
foram mantidos sob o tratamento de 30 mg/kg, no periodo da manha, e
condicionados com morfina (5 mg/kg) a tarde. No décimo dia de
tratamento, os animais foram injetados com morfina (30 mg/kg) no
periodo da manhd, e & tarde foram submetidos ao teste de preferéncia
inicial. O grupo controle foi tratado cronicamente com morfina e
recebeu somente injecdes de solugdo veiculo durante todo o
condicionamento. Sete dias apds a interrupcdo abrupta do tratamento,
0s dois grupos experimentais (morfina e grupo controle) foram
reexpostos ao contexto previamente pareado a morfina e, em seguida,
injetados com uma dose selecionada de CBD (10 mg/kg i.p.) ou do
veiculo. Os trés grupos experimentais (Controle, Morf/VE e Morf/CBD)
foram testados na PCL aos 7 e 14 dias ap0s a reativacao.

A Figura 21 ilustra os resultados desse experimento. A ANOVA
de uma via com medidas repetidas comparando o parametro de PCL,
revelou efeito significante apenas do fator tratamento (Fz, 21=58,43;
p<0,0001). Néo foi observado efeito do teste nem uma interacdo entre
ambos os fatores. O teste post hoc apontou diferenca estatistica do grupo
controle em relagdo aos outros dois grupos (p<0,001, para ambos). Os
resultados indicam que a administracdo aguda do CBD, logo ap6s a
reativagdo, ndo alterou a expressdo PCL induzida pela morfina, nos
animais condicionados enquanto eram mantidos sob regime de
tratamento crdnico com o opioide.
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Figura 21. Efeito da administracdo aguda de CBD pds-reativagdo memdria
sobre a expressdo da PCL induzida pela morfina, em animais que receberam
tratamento crénico com o opioide concomitante a etapa de aquisi¢do da
PCL. Todos os grupos foram testados 7 e 14 dias depois. Os dados estdo
expressos como diferenga entre o tempo gasto no compartimento pareado a
droga no dia do teste e durante o pré-teste (média + E.P.M.). * p<0,05 vs.
grupo controle mesma sessdo (ANOVA de uma via com repeticdo/teste de
Tukey; N=8/grupo).

5.3.6. Experimento 12: Investigar os efeitos da administracdo aguda de
CBD, apds a reativacdo, sobre a reconsolidacdo da memoria de
reconhecimento de objetos.

Estudos sugerem que uma possivel fungdo bioldgica do
processo de reconsolidacdo seria a integracdo de novas informacdes as
memorias j& consolidadas (RODRIGUEZ-ORTIZ et al., 2005; ROSSATO
et al., 2007). Neste sentido, o objetivo desse experimento foi avaliar se o
CBD afeta a retencdo da memoria de reconhecimento de objetos quando
a reativacdo ocorre junto com a adi¢do de novas informagGes a memoria
consolidada.



Para isso, ratos foram expostos a dois objetos diferentes (A e B)
por 5 minutos (Sessédo de treino, Dia 1); 24 horas depois foram expostos
por 5 minutos (Sessdo de reativacdo, Dia 2) a um dos objetos que havia
sido apresentado durante a sessdo de treino (A) e um objeto novo (C).
Imediatamente ap0s a reativacdo, os animais foram injetados com CBD
(10 mg/kg s.c.) ou com veiculo. Sete dias depois, ambos 0s grupos
foram divididos em quatro grupos, e testados durante 5 min, na presenga
de diferentes combinacBes de objetos como descrito a seguir: Grupo 1=
Objetos A + D; Grupo 2= Objetos B + D; Grupo 3= Objetos C + D e
Grupo 4= Objetos A + B, sendo “D” um objeto novo (Figura 7).

A figura 22 mostra os resultados do efeito do CBD sobre a
reconsolidagdo da memoria na tarefa de reconhecimento de objetos. O
teste t de Student ndo revelou uma diferenca significante no percentual
de exploragdo dos objetos A e B durante a sesséo de treino, o que indica
gue os animais exploraram, igualmente, ambos 0s objetos. Na sessdo de
reativacdo, o teste t de Student revelou uma diferenga significante no
percentual de investigacdo dos objetos (t=6,32; p<0,0001), de maneira
gue os animais exploraram significativamente mais o objeto novo C, em
relacdo ao objeto familiar B. No dia do teste, a analise através do teste t
de Student apontou que todos os grupos expostos ao objeto novo “D”,
apresentaram um  percentual de exploracdo desse  objeto
significativamente maior em relacdo aos seus respectivos objetos
familiares (Grupo 1: t=2,91 e p<0,001; Grupo 2: t=5,01 e p<0,005;
Grupo 3: t=3,58; p<0,003; Grupo 4: t=17,24; p=1,00). Adicionalmente,
a analise individual de cada grupo através da ANOVA de uma via nao
apontou efeito significante do tratamento (VE vs. CBD) durante no dia
do teste. Esses resultados sugerem que a administracdo do CBD,
imediatamente ap0s a reativagdo, ndo interfere na reconsolidacdo da
meméria no teste de reconhecimento de objetos.
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Figura 22. Efeito da administracdo aguda do CBD p0s-reativagdo sobre a
memdria de reconhecimento de objetos. Ratos foram expostos a dois
objetos diferentes (A e B) por 5 minutos (Treino; Dia 1). No dia seguinte,
(Reativacdo; Dia 2) os animais foram expostos a um objeto familiar (A) e a
um objeto novo (C). Imediatamente apds a sessdo de reativa¢do os ratos
foram divididos em quatro grupos e receberam uma injecdo sistémica de
CBD (10 mg/kg) ou veiculo. Apés 5 dias os animais foram novamente
testados durante 5 min (Teste; Dia 7) na presenca de diferentes combinacGes
dos objetos familiares e de um novo objeto “D”. As barras e linhas verticais,
representam o percentual de exploracdo do referido objeto (média + E.P.M).
*p<0,01 em teste t de Student para amostra Unica, valor de referéncia =50
(n=10/ grupo).

5.4 Investigacdo do envolvimento do sistema eCB nos efeitos do
CBD sobre a reconsolidacdo da memdria contextual ligada a
morfina.

5.4.1. Experimento 13: Avaliar se o pré-tratamento de uma dose
subefetiva de CBD, reverte o aumento da PCL promovido pela
administracdo do URB597, ap0s a reativacédo da meméria.

Os experimentos anteriores mostraram que o CBD e 0 URB597
causaram um perfil de efeitos contrérios sobre a reconsolidagdo da
meméria condicionada a droga. Em vista disso, o objetivo desse
experimento foi avaliar se o pré-tratamento com o CBD, em uma dose
baixa insuficiente para causar esse efeito, poderia prevenir a facilitacdo



subsequente da reconsolidacdo da memaria promovida pelo inibidor do
catabolismo da anandamida o0 URB597.

Para isso, 0s animais foram submetidos aos procedimentos de
aquisicao e reativacdo da meméria, na modelo PCL, de maneira idéntica
aos experimentos anteriores (ver Figura 11). Imediatamente apos a
reativacao, os ratos condicionados com morfina foram divididos em dois
grupos experimentais e receberam uma injecao (i.p.) de CBD (5 mg/kg)
ou do veiculo. Depois de 30 min, metade dos animais de cada grupo
recebeu uma inje¢do (1,0 mg/kg, via s.c.) do URB597, inibidor da
enzima amido hidrolase de &cidos graxos (FAAH). As doses do CBD
sem efeito aparente, assim como a dose efetiva do URB597 foram
selecionadas com base nos experimentos anteriores. Todos 0S grupos
(Controle,  Morf/VE/VE,  Morf/VE/URB, Morf/CBD/VE e
Morf/CBD/URB) foram reavaliados apenas 7 dias apds a reativagdo e
manipulacdo farmacoldgica, devido ao efeito transitério do URB597,
demonstrado nos experimentos anteriores.

A Figura 23 ilustra os resultados desse experimento. A ANOVA
de uma via com medidas repetidas, revelou efeito significante do fator
tratamento (Fa, 38=61,32; p<0,0001) e uma interacdo entre os fatores
tratamento e repeticdo (Fs 3s=12,53; p<0,0001). As analises post hoc
revelaram que depois do condicionamento (teste de preferéncia inicial),
todos os grupos condicionados com morfina apresentaram um aumento
significativo do tempo gasto no compartimento pareado a droga, quando
comparados ao grupo controle (p<0,0001). N&o houve diferenca
significativa entre esses quatro grupos neste teste. O teste de Tukey
também indicou que o grupo Morf/VE/URB apresentou um aumento
significativo da PCL no teste poOs-reativacdo, quando comparado aos
outros dois grupos condicionados com morfina (Morf/VE/VE e
Morf/CBD/URB; p <0,001 para ambos). Estes dados replicam as
evidéncias anteriores, em relacdo ao efeito do URB neste protocolo.
Ademais, as comparagdes post hoc ndo apontaram diferenca significante
entre 0s grupos Morf/VE/URB e Morf/CBD/URB. Esses resultados
sugerem que a administracdo prévia do CBD ndo modificou o aumento
da PCL promovido pela administragdo do inibidor da degradagdo da
anandamida URB597.
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Figura 23. O pré-tratamento com uma dose subefetiva de CBD ndo altera os
efeitos da administragdo do URB597, inibidor da FAAH. Sete dias apds a
expressao da preferéncia inicial, a memoria foi reativada e em seguida os ratos
foram injetados com CBD (5 mg/kg) ou veiculo e 30 min depois receberam o
tratamento com o URB597 (1 mg/kg) ou com veiculo. Os animais foram
testados 7 dias depois. Os dados estdo expressos como a diferenca entre o tempo
gasto no compartimento pareado a droga no dia do teste e durante o pré-teste
(média + E.P.M.). * p<0,05 vs. grupo controle mesma sesséo e # p<0,05 vs. em
relacdo ao mesmo grupo na sessdo anterior (ANOVA de uma via com repeticdo/
teste de Tukey; N=7-10/grupo).

10080

<

Q@

A lado pareado a droga
no teste e no pré-teste (s)

5.4.2. Experimento 14: Investigar se a coadministracdo de diferentes
combinagdes do CBD com um agente canabinoide seletivo, em doses
inefetivas isoladamente, logo apds a reativacao, poderia interferir na
reconsolidagdo da memoria condicionada a morfina em ratos.

Para isso, 0s animais foram submetidos aos procedimentos de
aquisicao e reativacdo da memoria condicionada na PCL, de maneira
idéntica aos experimentos anteriores (Figura 11). Imediatamente apés a
reativacdo, os animais condicionados com morfina foram divididos em
quatro grupos experimentas, e cada grupo recebeu ao mesmo tempo
duas inje¢des: uma contendo CBD (i.p.) e outra injecdo com um agente
canabinoide seletivo ou solucdo veiculo (s.c.). As doses sem efeito
aparente do CBD (5 mg/kg), antagonista seletivo CB1 (rimonanbanto, 1
mg/kg), antagonista seletivo ou CB2 (AM630, 1,5 mg/kg) e agonista



CB2 (AM1241, 3 mg/kg) foram selecionadas a partir dos experimentos
anteriores. Todos o0s grupos experimentais: Morf/CBD+VE,
Morf/CBD+Rimonabanto, Morf/CBD+AM630, Morf/CBD+AM1241 e
controle, foram reavaliados na PCL 7 e 14 dias ap6s a reativacao.

A Figura 24 ilustra os resultados desse experimento. A ANOVA
de uma via com medidas repetidas, revelou efeitos significantes do fator
tratamento (Fs, 22=28,35; p<0,00001), repeticdo (F2, 84=12,92;
p<0,00001) e uma interacdo entre eles (F8, 84=2,75; p<0,01). As
analises post hoc revelaram que, depois do condicionamento (teste de
preferéncia inicial), todos os grupos condicionados com morfina
apresentaram um aumento significativo do tempo gasto no
compartimento pareado a droga, comparados ao grupo controle
(p<0,0001) e ndo foram apontadas diferencas significativas entre esses
quatro grupos neste teste. O teste de Tukey indicou que no primeiro
teste  pos-reativagdo, o  grupo  Morf/CBD+AM1241  foi
significativamente  diferente dos grupos controle (p<0,0001)
Morf/VE+VE (p<0,05). Embora esse grupo tenha apresentado uma sutil
reducdo da PCL na segunda semana, ndo foi detectada diferenca
significante entre os grupos Morf/CBD+AM1241 e Morf/VE+VE. As
analises post hoc ndo mostraram diferencas entre os grupos que foram
coadministrados com CBD e com os antagonistas canabinoides seletivos
CBL1 e CB2. Esses achados sugerem que a coadministracdo de doses sem
efeito aparente do CBD e do agonista canabinoide CB2, logo ap6s a
reativacdo da memdria, parece reduzir a reconsolidacdo da memoria.
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Figura 24. Efeitos da coadministracdo de doses subefetivas de CBD e dos
antagonistas seletivos CB1, CB2 ou com o0 agonista canabinoide seletivo
CB2, sobre a reconsolidagcdo da memdria condicionada a morfina. Logo
apos a reativagdo, os ratos grupos receberam duas inje¢des: uma com o
CBD (5 mg/kg) e a outra com um dos antagonistas CB1 (rimo, 1 mg/kg) ou
CB2 (AMG630, 1,5 mg/kg); ou com o agonsta CB2 (AM1241, 3 mg/kg).
Exceto grupos controle e Morf/VE/VE que receberam duas injecBes de
veiculo. Os animais foram testados 7 e 14 dias depois. Os dados estdo
expressos como diferenca entre o tempo gasto no compartimento pareado a
droga no dia do teste e durante o pré-teste (média + E.P.M.). * p<0,05 vs.
grupo controle mesma sessdo e # p<0,05 vs. Morf/VE/VE na mesma sessao
(ANOVA de uma via com repeticéo/teste de Tukey; N=9-10/grupo).



5.5. Sumario dos resultados.
A tabela 6 resume os principais resultados obtidos no presente
trabalho.
Tabela 6. Sumario dos principais resultados obtidos com os diferentes
agentes farmacol6gicos, administrados imediatamente apés a reativacdo da
memoria.
Farmaco Mecan|§mo Resultados obtidos
de acéo
Antagonista  Reduz a PCL pds-reativagao, prejudica a
seletivo CB1  reconsolidacdo;

Antagonista  Nenhuma das doses alterou a PCL p6s-

Rimonabanto

AMB30 seletivo CB2  reativacdo;
WIN 55, Agonista Nenhuma das doses alterou a PCL p0s-
212-2 CB1/CB2 reativacéo;
Agonista Tendéncia a reduzir a PCL p6s-reativacéo,
AM1241 g S
seletivo CB2  atenua a reconsolidacdo;
Inibe a Aumento transitério da PCL, facilita a
IRz FAAH reconsolidacéo;
2-AG Ag[ggls a Aumenta} a PCL pos-reativacdo, facilita a
CB1/CB2 reconsolidacéo;
-Prejudica a reconsolidagdo da memoria
condicionada a cocaina e a morfina;
-Previne a reinstalagdo da PCL induzida por
diferentes estimulos (droga e estresse) mas nao
altera emocionalidade nem os niveis de
corticosteroide noplasma;
- Prejudica a memdria original e a subsequente
aversdo condicionada ao mesmo contexto;
CBD Agonista - Nao afeta a reconsolidagdo da memoria de
CB2? reconhecimento de objetos;

-Né&o altera a reconsolidac¢do quando a
reativacdo ocorre 7 dias ap6s a descontinuacéo
do tratamento croénico com o opioide;

- Atenua a PCL/prejudica a reconsolidacao
quando coadministrado em doses subefetivas
juntamente com o agonista seletivo CB2 e ndo
com os antagonistas seletivos CB1 ou CB2.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo foi desenvolvido para investigar duas
questdes principais, utilizando a tarefa de PCL em ratos. A primeira,
avaliar o papel do sistema eCB na reconsolidacdo da memoria
contextual condicionada a droga. A segunda, investigar os efeitos do
CBD, fitocanabinoide ndo psicotomimético, sobre a reconsolidacdo da
memoria heddnica em ratos. No presente trabalho, apresentamos
evidéncias de que o sistema eCB € necessario para o processo de
reconsolidacdo da memoria condicionada a morfina: (i) o blogqueio
sistémico dos receptores CB1 prejudicou a reconsolidagdo da memoéria
de condicionada & morfina; (ii) o incremento da sinalizacdo eCB, pelo
inibidor da degradacdo da anandamida, promoveu um aumento
transitorio da PCL induzida pela droga, sendo que esse efeito parece ser
dependente da ativacdo dos receptores CB1; e (iii) a ativagdo dos
receptores canabinoides CB1/CB2 no hipocampo, pelo eCB 2-AG,
também promoveu um aumento da PCL induzida pela droga. Contudo,
nem a ativagdo direta dos receptores canabinoides CB1/CB2, pelo
potente agonista sintético WIN 55, 212-2 nem o bloqueio seletivo dos
receptores CB2 pelo antagonista AM630 produziram efeitos
significativos sobre a PCL induzida pela morfina. Por outro lado, a
maior dose do agonista seletivo CB2 apresentou uma tendéncia a reduzir
a PCL. Em conjunto, os resultados deste estudo demonstram que o
sistema eCB, particularmente através da ativacdo dos receptores CB1,
parece ser necessario para a reconsolidacdo da memoria hedonica
induzida por opioides em ratos.

O aspecto central do nosso protocolo experimental foi induzir a
PCL por meio da administracdo de um forte refor¢o positivo (morfina
ou cocaina), através da associacdo das pistas contextuais com a
percepcdo de recompensa relacionada com a droga. Na sequéncia, 0s
animais foram colocados no contexto previamente pareado com o
reforco positivo com o intuito de desestabilizar a meméria heddnica
(reativacdo da meméria), tornando-a susceptivel a intervencdes dentro
da janela temporal da reconsolidacdo. Cabe ressaltar que, no presente
trabalho, o efeito amnésico do antagonista glutamatérgico NMDA
(MK801) foi observado apenas quando administrado imediatamente
apos a reativagcdo da memaria, mas ndo ap6s 6 horas. Isso corrobora o
aspecto temporal da reconsolidacdo ja& bem estabelecido na literatura
(NADER et al., 2000; DUDAI, 2004). Assim, todas as manipulagdes
farmacoldgicas foram realizadas logo ap6s a reativagdo do trago da



meméria original e o impacto do tratamento sobre a meméria foi
avaliado pela mudanca do comportamento de PCL durante o teste.

A administracdo pés-reativacdo do antagonista dos receptores
CB1, rimonabanto, prejudicou a reconsolidacdo da memoéria
condicionada a morfina de maneira dose-dependente. Esse efeito parece
ser duradouro, uma vez que persistiu por duas semanas. Este resultado
sugere que receptores canabinoides CB1 estdo envolvidos no processo
de reconsolidacdo da memdria hedbnica, corroborando estudos
anteriores que utilizaram o mesmo modelo animal, porém com reforcos
positivos diferentes (YU et al., 2009; FANG et al., 2011). Tais estudos
demonstraram que bloqueio seletivo dos receptores CB1 pelo
rimonabanto, na mesma dose utilizada em nosso estudo (3,0 mg/kg),
prejudicaram a reconsolidacdo da memoria condicionada de ratos a
metanfetamina (YU et al., 2009) e & nicotina (FANG et al., 2011). Além
disso, esses resultados também se alinham aos de Bucherelli e
colaboradores (2006). Nesse trabalho foi que mostraram que a micro
infusdo deste antagonista dos receptores CB1 na amigdala, prejudicou a
memoria de condicionamento contextual aversivo em ratos.

Curiosamente, nenhuma das doses testadas do agonista
canabinoide ndo seletivo, WIN 55,212-2, alterou significativamente a
PCL induzida pela morfina nos testes de 7 e 14 dias ap0s a reativacao.
Além de ndo ser seletivo aos receptores canabinoides, o agonista
canabinoide WIN 55,212-2, apresenta afinidade por outros receptores
(DI MARZO, 2009). Por exemplo, estudos tém demonstrado que o WIN
55,212-2 é capaz de influenciar a atividade dos receptores vaniloides do
tipo TRPV1 por vias que ndo envolvem a ativagdo de receptores CB1 ou
CB2 (WANG et al., 2012). Além de ativar receptores do tipo PPAR vy
(GIULIANO et al., 2009), de maneira que a falta de seletividade desse
farmaco poderia justificar os resultados obtidos.

Por outro lado, os ratos tratados apds a reativacdo da memoria
com URB597 (1,0 mg/kg) apresentaram um aumento no indice de PCL
no teste realizado 7 (mas ndo 14) dias depois. Esse efeito transitdrio do
URB597 parece ser mediado pela ativagdo dos receptores CB1, pois o
pré-tratamento com o antagonista dos receptores CB1 em uma dose sem
efeito per se (1,0 mg/kg), foi capaz de prevenir o aumento da PCL
promovido pelo URB597. Adicionalmente, a ativagdo dos receptores
canabinoides no hipocampo pelo 2-AG, agonista total de ambos os
receptores canabinoides, também promoveu um aumento da PCL
induzida pela morfina. Conjuntamente, essas observacOes reforcam a
hipotese de que os eCBs parecem exercer facilitar a reconsolidacdo da
meméria condicionada ao opioide.
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Por outro lado, tanto os resultados referentes ao antagonismo
dos receptores CB1 pelo rimonabanto, quanto aqueles concernentes a
ativacdo dos receptores CB1 pelo agonista WIN 55,212-2, sdo de certo
modo contrérios aos de estudos prévios envolvendo memdrias aversivas
(SUZUKI et al., 2004; LIN et al., 2006; KOBILO et al., 2007; DE
OLIVEIRA ALVARES et al, 2008). Por exemplo, Kobilo e
colaboradores (2007) mostraram que a ativacdo dos receptores
canabinoides CB1/CB2 por meio da infusdo do WIN 55,212-2 na regido
cortical da insula, inibiu a aquisicdo e a reconsolidacdo da memoria
aversiva condicionada pelo paladar. Ademais, o bloqueio dos receptores
canabinoides CB1, na mesma estrutura, pelo rimonabanto ndo
influenciou a reconsolidacdo da meméria aversiva. De modo
semelhante, a infusdo de diferentes agonistas canabinoides (WIN
55,212-2 ou HU210), na amigdala, apds a reativacdo da memoria,
blogueou a reconsolidacdo da memdria aversiva de sobressalto em ratos
(LIN et al., 2006). Por outro lado, de Oliveira Alvares e colaboradores
demonstraram que a infusdo intra-hipocampal de outro antagonista
canabinoide CB1, AM251, potencializou a reestabilizacdo da memodria,
enquanto que a infusdo de anandamida no hipocampo dorsal de ratos
prejudicou a reconsolidacdo da memdria de medo ao contexto (DE
OLIVEIRA ALVAREZ et al., 2008). Apesar das diferencas encontradas,
os trabalhos mencionados demonstraram a importancia dos receptores
CBL1 hipocampais para a labilizagdo da memoria (SUZUKI et al, 2004;
2008), bem como que os receptores CB1 presentes no hipocampo,
amigdala, e coOrtex sdo importantes para a reestabilizagdo da memoria
(LIN et al., 2006; KOBILO et al., 2007; DE OLIVEIRA ALVARES et al.,
2008; SUZUKI et al., 2008). A discrepancia entre 0s nossos resultados e
o0s estudos anteriormente citados pode ser devido a natureza emocional
das tarefas comportamentais empregadas (hed6nicos vs. medo). Além
disso, podem refletir os efeitos eCBs em diferentes estruturas
enceféalicas envolvidas em cada uma dessas memorias.

Conforme abordado na Introducéo, a investigacdo do papel do
sistema eCB sobre os efeitos reforcadores induzidos por drogas de abuso
tem sido focada na atividade dos receptores canabinoides do tipo CB1.
Neste trabalho, foi avaliado, de maneira pioneira, os efeitos da
administracdo sistémica de farmacos seletivos para 0s receptores
canabinoides CB2 sobre a reconsolidacdo de memérias condicionadas a
morfina. A ativacdo dos receptores canabinoides CB2, pelo AM1241 (na
dose de 10 mg/kg) apresentou uma tendéncia em reduzir a preferéncia
condicionada & morfina. No entanto, nenhuma das doses testadas do
antagonista seletivo dos receptores CB2 AM630 foi capaz de alterar o



parametro PCL nos testes subsequentes ao tratamento. A primeira vista,
esses resultados, parecem estar de acordo com a literatura envolvendo o
sistema eCB em modelos animais de dependéncia. Por exemplo,
Gamaleddin e colaboradores (2012) mostraram que a administragdo
sisttmica de AM1241 ou de AMG630 ndo afeta o comportamento
preditivo de busca pela nicotina em ratos treinados a autoadministrarem
a droga (GAMALEDDIN et al., 2012). Por outro lado, outros trabalhos
apresentaram evidéncias interessantes acerca do envolvimento dos
receptores CB2 em modelos animais de dependéncia (ISHIGURO et al.,
2007; Xl et al., 2011; ARACIL-FERNANDEZ et al., 2012).

Ishiguro e colaboradores (2007) mostraram que camundongos
expostos ao estresse crénico moderado exibem um aumento da
preferéncia ao consumo voluntario de alcool, quando tratados com
JWHO015, um agonista canabinoide seletivo CB2, além de expressarem
menos o gene que codifica os receptores CB2 no mesencéfalo ventral, se
comparados com o grupo controle (ISHIGURO et al., 2007). O
tratamento com o antagonista seletivo dos receptores CB2 (AM630),
prevene o desenvolvimento da preferéncia ao alcool. O mesmo estudo
também detectou um polimorfismo funcional no gene que codifica a
expressdo dos receptores CB2 em japoneses alcoolistas. Os autores
sugerem que esse polimorfismo poderia aumentar a vulnerabilidade ao
alcoolismo (ISHIGURO et al., 2007). Ademais, outro trabalho
minucioso mostrou que a ativacdo central dos receptores canabinoides
CB2 diminui os efeitos reforcadores induzidos pela cocaina em ratos (XI
et al., 2011). A administracdo em diferentes locais (sistémica, intranasal
ou intra-NAc) de dois diferentes agonistas seletivos dos receptores CB2
(JWHO015 ou GW405833) inibiram a autoadministracdo endovenosa
operante e a hiperlocomoc¢do induzidas pela cocaina. Ainda, foi
demonstrado que a infusdo no NAc do antagonista seletivo CB2
(AM630), aumenta a liberacdo de dopamina e a locomogao em resposta
a administracdo de cocaina em camundongos de tipo selvagem ou
nocautes para os receptores CB1, mas ndo nos animais nocautes para 0s
receptores CB2. Contudo, a administragdo sistémica do AM630 néo
altera os niveis extracelulares de dopamina, nem o comportamento em
resposta ao psicoestimulante (X1 et al., 2011). Outro trabalho, também
mostrou que os receptores CB2 desempenham um papel importante no
desenvolvimento de sensibilizacdo locomotora e nos efeitos
reforcadores da cocaina em roedores (ARACIL-FERNANDEZ et al.,
2012). Camundongos que super expressam oS receptores CB2
apresentam diversas alteracdes frente a cocaina, as quais incluem: menor
resposta locomotora e menor sensibilizacdo locomotora apds a
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exposicdo aguda e repetida, aversdo condicionada ao lugar e menor
consumo  (autoadministracdo  operante).  Essas  observacOes
comportamentais foram acompanhadas de evidéncias de alteracGes
neuroquimicas relacionadas ao sistema de recompensa, como 0 aumento
na expressdo da enzima tirosina hidroxilase (60%) e dos transportadores
de dopamina (88%) na ATV, bem como a reducdo na expressdo do gene
do receptor p-opioide (25%) no NAc (ARACIL-FERNANDEZ et al.,
2012). Embora incipientes, esses estudos abrem novos precedentes para
a pesquisa na area, pois sugerem que os receptores CB2 podem estar
implicados na modulacdo dos efeitos refor¢adores induzidos por drogas
de abuso, de maneira distinta da atividade dos receptores canabinoides
CB1 (MORALES & BONCI, 2012).

Em vista destas evidéncias, é possivel hipotetizar que os efeitos
sutis do AM1241, assim como a auséncia de efeitos do AM630, sobre a
reconsolidagdo da memoria condicionada a morfina, possam estar
relacionados com propriedades farmacocinéticas desses farmacos,
incluindo a capacidade de penetrarem a barreira hematoencefalica. Além
disso, a luz de todas essas evidéncias, a auséncia de efeitos do agonista
canabinoide WIN 55,212-2 poderia ser consequéncia da ativacdo
conjunta de ambos os receptores canabinoides CB1 e CB2, ja que a
seletividade do agonista por CB2 é limitada. Portanto, o papel dos
receptores CB2 na modulacdo das propriedades refor¢adoras induzida
por drogas é ainda matéria de debate cientifico.

No presente estudo, tanto a potencializacdo do efeito da
anandamida, promovida pela administracdo sistémica do inibidor da
FAAH, quanto a ativacdo intra-hipocampal dos receptores canabinoides
pelo agonista total, 2-AG, promoveram um aumento da PCL quando
administrados imediatamente ap0s a reativagdo. Em conjunto, esses
achados indicam que ambos os eCB, anandamida e 2-AG, estdo
envolvidos na regulacdo da reconsolidacdo da memoria contextual
condicionada ao opioide. Estudos indicam que o0 2-AG é o principal eCB
envolvido na regulacdo da plasticidade sinaptica (KANO et al., 2009;
KIM & ALGER, 2010). Assim, estudos realizados com inibidores
seletivos da degradacdo do 2-AG (inibidores das enzimas DAGL ou
MAGL) ou através da ablacdo dos genes que codificam essas enzimas,
ressaltaram o papel fundamental do 2-AG na modulacdo da plasticidade
sinéptica de curto e longo prazo (LUCHICCHI & PISTIS, 2012). Novos
estudos utilizando essas ferramentas farmacoldgicas poderiam ajudar a
esclarecer melhor o papel dos eCB e dos receptores CB2 na
reconsolidacdo da meméria condicionada a droga.



Estudos de imageamento cerebral em individuos dependentes
de drogas revelaram que o desejo compulsivo pela droga envolve a
ativacdo dos circuitos de memdria, incluindo, hipocampo, amigdala e
estriado dorsal, 0s quais recebem inervacdo dopaminérgica
(MALDONADO et al, 2006) e também processam memdarias
declarativas, contextuais e espaciais (EICHENBAUM, 1999). Tem-se
proposto que o hipocampo é crucial no processamento das memdrias
contextuais ligadas as drogas (FERBINTEANU & MCDONALD, 2001,
MILECKIC et al., 2006) e esta implicado na “fissura” evocada pelo
contexto e no comportamento de busca por drogas (CHILDRESS et al.,
1999; KOOB, 2009).

Apesar do enfoque unicamente comportamental deste trabalho,
nossos resultados parecem estar em consonancia com as evidéncias
acerca do efeito neuromodulador do 2-AG na plasticidade sinaptica da
via mesocorticolimbica, uma vez que tanto a infusdo do 2-AG no
hipocampo quanto a potencializagdo da sinalizagdo da anandamida pelo
URB597, parecem facilitar a expressdo da meméria condicionada a
morfina. Os eCB agem como mensageiros retrogrados regulando a
plasticidade sinaptica em diversas estruturas encefalicas. Por exemplo, o
2-AG medeia a LTD em sinapses inibitérias na regido CAl do
hipocampo (CHEVALEYRE & CASTILLO, 2003), assim como a
plasticidade sinaptica dependente de receptores glutamatérgicos
metabotrépicos em fatias de hipocampo de roedores (OHNO-SHOSAKU
et al., 2002). Utilizando camundongos nocautes para a enzima MAGL,
0s quais apresentam niveis de 2-AG consideravelmente elevados, Pan e
colaboradores (2011) relataram o aumento da DSI na regido CAl do
hipocampo, que foi acompanhada pelo incremento na LTP e um
aumento no desempenho cognitivo, quando comparado com seu
respectivo controle genético. Outras evidéncias, obtidas em cultura de
neurdnios hipocampais, apontam que tanto o 2-AG, quanto os inibidores
da enzima MAGL, modulam a plasticidade sinaptica de curta duracéo
através da DSE (STRAIKER & MACKIE, 2005; STRAIKER et al., 2009)
e da DSI (STRAIKER & MACKIE, 2009; STRAIKER et al., 2011).

Assim, é possivel especular que, durante a desestabilizacdo da
memoéria, os eCB sejam liberados em estruturas especificas, como
amigdala basolateral, hipocampo e NAc, e influenciem a
neurotransmissdo noradrenérgica, através da modulacdo da atividade
GABAérgica (Figura 25). Assim, a liberago dos eCB culminaria com a
ativagdo dos receptores [-adrenérgicos, 0s quais estdo fortemente
envolvidos na reestabilizacdo de memdrias hed6nicas (TRONSON &
TAYLOR, 2007). O que parece consistente, com o fato que os receptores



103

CB1, presentes nos interneurdnios GABAérgicos podem suprimir a
liberacdo do GABA, e consequentemente aumentar a liberacdo de
noradrenalina (por desinibicdo), facilitando a consolidacdo da meméria
(ATSAK et al., 2012).

Neurdnio noradrenérgico

Liberagdo

PR

Neurénio noradrenalina

GABAérgico y
AMPc )

Anandamida l
ou2-AG? = PKA
Facilitaa
Reconsolidagdo

Figura 25. Mecanismo sugerido para o envolvimento dos eCBs na
reconsolidacdo da memoria condicionada a droga. Os eCBs liberados sob
demanda em algumas estruturas encefélicas inibiriam o0s neurdnios
GABAEérgicos, o que levaria ao aumento da liberacdo de noradrenalina e
consequentemente facilitaria a reconsolidacdo da memaria contextual ligada
& droga (Figura modificada de ATSAK et al., 2012).

A literatura em geral sugere que os eCB anandamida e 2-AG,
desempenham funcbes neuromodulatérias diferentes nos
comportamentos relacionados a droga em diferentes modelos animais.
Por exemplo, foi demonstrado que 0 URB597 ndo exerce per se efeitos
reforcadores em roedores e macacos (GOBBI et al., 2005; JUSTINOVA
et al, 2008). Além disso, a potencializacdo da sinalizagdo da
anandamida, pelo URB597, ndo produz a generalizagcdo dos efeitos
discriminatérios do A’THC em ratos (GOBBI et al., 2005), ndo causa
toleréncia cruzada com agonistas canabinoides, e também ndo promove
a dessensibilizacdo dos receptores CB1 apds a administracdo repetida



(SCHLOSBURG et al., 2010). Em contrapartida, a potencializacdo da
comportamentais que ndo sdo observados ap6s a inibigdo cronica da
enzima FAAH, tais como: reducdo da locomogdo (LONG et al., 2009;
2012), tolerdncia aos agonistas CB1, dessensibilizacdo e regulacdo
negativa dos receptores CB1 (SCHLOSBURG et al., 2010). Nesse
contexto, tem-se proposto que o 2-AG exerce maior impacto sobre a
modulacdo da recompensa induzida por drogas de abuso
(SCHLOSBURG et al., 2010). Cabe mencionar que a inibi¢do da FAAH
aumenta os niveis endégenos de anandamida, produzindo efeitos do tipo
ansiolitico (KATHURIA et al., 2003) e do tipo antidepressivo (GOBBI et
al., 2005) em roedores, sem produzir efeitos canabimiméticos classicos
de agonistas canabinoides, como o A°THC, conhecidos como tétrade
comportamental: hipolocomog&o, catalepsia, hipotermia e analgesia
(GIUFFRIDA et al, 2001; KATHURIA et al, 2003).

Poucos estudos tém investigado as interagdes entre 0 2-AG e a
anandamida sobre os efeitos reforgadores induzido por drogas de abuso.
Alguns trabalhos sugerem que a anandamida e o 2-AG podem exibir
perfis diferentes durante a exposicdo a droga. Por exemplo, foi
mostrado que durante a autoadministracdo de heroina ocorre um
aumento nos niveis de anandamida e uma reducdo de 2-AG na porcao
shell do NAc, medida através de microdiélise. Além de existir uma
correlagdo significativa entre conteddo de ambos os eCBs com a
quantidade de heroina consumida pelos ratos (CAILLE et al., 2007).
Outro estudo mostrou que os niveis de anandamida e 2-AG em algumas
estruturas da via mesocorticolimbica sdo alterados ap6s a administracéo
aguda de morfina, a retirada prolongada e a expressdo de sensibilizacdo
induzida pelo opioide eCB (VIGANO et al., 2004). De um modo geral,
houve um aumento dos niveis de anandamida no hipocampo, NAc e
caudado-putadmen e uma diminuicdo das concentracGes de 2-AG, nestas
regibes, sugerindo que a exposicao crbnica aos opioides pode promover
adaptacBes homeostaticas no sistema eCB (VIGANO et al., 2004). Além
disso, foi demonstrado que os niveis de 2-AG sdo fortemente reduzidos
em muitas areas limbicas durante a tolerancia a morfina (VIGANO et al.,
2003). Seguindo a mesma linha de raciocinio, foi demonstrado que os
inibidores da MAGL podem suprimir os sintomas de abstinéncia, no
modelo animal da abstinéncia precipitada pelo antagonista opioide
(naloxona) (RAMESH et al., 2011). Isso implica que o 2-AG pode
desempenhar um papel proeminente na abstinéncia aos opioides.
Embora nossos resultados provenham de uma abordagem distinta, eles
evidenciam o efeito facilitatério promovido pela potencializacdo do
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sistema eCB, seja pela anandamida ou pelo 2-AG, sobre a
reconsolidacdo de memérias ligadas a droga.

A literatura cientifica a respeito dos efeitos da inibigdo
farmacoldgica da enzima FAAH em modelos animais de dependéncia é
bastante controversa. Por exemplo, foi mostrado que a administracdo do
URB597 aumenta o consumo e a preferéncia pelo etanol em ratos
(BLEDNOV et al., 2007), enquanto em outro estudo o URB597 impediu
a aquisicdo da PCL induzida pela nicotina, bem como a
autoadministracdo e a reinstalacdo do comportamento operante de busca
pela droga (SCHERMA et al., 2008). Em outro estudo, 0 URB597 nédo
alterou os efeitos reforcadores da heroina em ratos treinados a
autoadministrar a droga em um esquema progressivo de resposta
(SOLINAS et al., 2005). Naquele estudo, os autores propuseram que a
modulagdo dos efeitos reforcadores da heroina produzidos pelo URB597
ndo se devia a liberacdo de eCBs em resposta ao opioide, mas em
resultado de interacGes nas vias de transducdo de sinal decorrentes da
ativacdo dos receptores opioide e canabinoide (SOLINAS et al., 2005).

A inibicdo da FAAH também aumenta os niveis endogenos de
duas outras N-aciletanolamidas: oleiletanolamida e
palmitoiletanolamida, as quais sdo estruturalmente muito semelhantes a
anandamida. Além disso, ambos 0s compostos sdo ligantes enddgenos
dos receptores nucleares ativados por proliferadores de peroxissomos
PPAR-a (O'SULLIVAN, 2007). Tendo em vista que a oleoletanolamina
facilita a consolidacdo da memoria aversiva através da ativacéo
noradrenérgica da amigdala basolateral, e que esse efeito é mediado pela
ativacdo dos receptores PPAR-a. (MAZZOLA et al., 2009), parece natural
considerar os efeitos da inibicio FAAH e a ativagdo do PPAR em
conjunto. Certamente sdo necessarios estudos adicionais para investigar
a participacdo dos receptores PPAR e de outros receptores como 0
TRPV1 na reconsolidacdo da memoria condicionada a droga.

Ainda em relacdo aos efeitos do URB597, deve-se considerar
gue o amplo espectro de efeitos causados pela inibicdo da degradacao de
uma familia de compostos seja diferente dos efeitos seletivos causados
pela manipulacdo de um Unico membro desta familia (KATHURIA et al.,
2003; FEGLEY et al., 2005). Por exemplo, camundongos nocautes para o
gene da FAAH, assim como animais do tipo selvagem que receberam
tratamento com o URB597, apresentaram niveis maiores de anandamida
(e outras N-aciletanolamidas) quando comparados aos respectivos
controles, mas o seu perfil comportamental de base ndo se assemelha ao
dos animais que receberam a anandamida exégena ou A°THC
(CRAVATT et al.,, 2001; FEGLEY et al., 2005). Isso pode justificar, em



parte, a0 menos a diferenca dos resultados obtidos com 0 URB597 e 0
WIN 55,212-2.

Assim, esses resultados contrastantes obtidos com o WIN
55,212-2 e com 0 URB597 parecem relacionados aos mecanismos de
acdo distintos de cada um. De tal modo, seria esperado que a
administragdo sistémica do agonista WIN 55,212-2 afetasse todas as
populacgdes de receptores canabinoides (CB1 e CB2) e, por conseguinte,
produzisse efeitos que pudessem ser bastante diferentes dos efeitos
especificos produzidos pelo bloqueio genético ou farmacoldgico da
enzima FAAH (KATHURIA et al.,, 2003; FEGLEY et al., 2005). Isso
porque, os efeitos da inibigdo da enzima causariam um incremento dos
efeitos da anandamida somente nos locais e nos momentos em que ela
seria liberada no encéfalo (KATHURIA et al., 2003; FEGLEY et al., 2005).

Em relacdo & segunda hipdtese deste estudo, esta resultou em
evidéncias inéditas de que o CBD interrompe de maneira persistente a
reconsolidagcdo da memoria heddnica condicionada a diferentes classes
de drogas de abuso (depressora e psicoestimulante) no modelo da PCL
em ratos, mas ndo interfere na reconsolidagdo da memoéria de
reconhecimento de objetos em ratos.

Em nosso entendimento existe apenas um estudo prévio
mostrando o efeito do CBD sobre a reconsolidagdo de memdrias
relacionadas a drogas de abuso. Trata-se de um recente estudo clinico
piloto randomizado duplo-cego e controlado por placebo, conduzido
com 24 tabagistas. Metade dos participantes recebeu um inalador
contendo CBD e a outra com placebo, e ambos foram instruidos a usar o
inalador quando sentissem o desejo de fumar. O tratamento com o
CBD, durante uma semana, reduziu em cerca de 40% o consumo de
cigarros e esse efeito se manteve apds o término do tratamento. Apesar
deste trabalho ndo ter investigado como o CBD produziu esse efeito, é
possivel que o efeito do CBD possa estar relacionado com um prejuizo
na reconsolidacdo (MORGAN et al., 2013). Além disso, um estudo
anterior do mesmo grupo mostrou que o CBD diminui os efeitos
hedonicos ou “apetitivos” do A®THC em humanos que fumavam
maconha (MORGAN et al., 2010). Apesar das diferentes abordagens,
esses estudos fornecem indicios acerca do potencial do CBD no
tratamento da dependéncia, particularmente por reduzir o desejo
compulsivo pela droga que frequentemente pode levar a recaidas.

Evidéncias indicam que exposi¢bes curtas ao estimulo
condicionado tendem a induzir a reconsolidacdo da memoria, enquanto
as sessbes de reativacdo mais prolongadas ou repetidas induzem a
extincdo da memoria estabelecida (SUZUKI et al., 2004; TRONSON &
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TAYLOR, 2007). Para minimizar a possibilidade da ocorréncia da
extincdo do aprendizado, neste estudo, as sessdes de reativacdo foram
breves (10 min) e espagadas, em geral com intervalo de 7 dias entre elas.
E pouco provavel que a extingao tenha ocorrido, por dois motivos: (i) os
eCBs ndo parecem estar envolvidos na extingdo do aprendizado
associado a estimulos recompensadores (drogas e reforcos naturais)
(LUTZ, 2007) e (ii) a ativacdo do sistema eCB facilita o processo de
extincdo em vez de prejudicar processos cognitivos (ZANETTINI et al.,
2011).

Apesar do efeito amnésico do CBD sobre a reconsolidagdo, o
fendmeno de recuperacdo espontanea nao exclui completamente a
possibilidade de ter ocorrido uma facilitacdo da extincdo. Afinal, o
CBD também pode promover a facilitacdo da extingdo de memédrias
pavlovianas (PARKER et al., 2004; BITTENCOURT et al., 2008; DO
MONTE et al., 2013). No ambito comportamental, a facilitacdo da
extingdo, assim como 0 prejuizo da reconsolidacdo, refletem uma
reducdo das respostas condicionadas. Entretanto, a extin¢do nao afeta a
memoéria original, tornando-a passivel de recuperacdo espontanea e de
reinstalacdo. No presente estudo, o efeito do CBD persistiu por até 21
dias e, convém salientar, preveniu a reinstalacdo do comportamento
extinto de busca pela droga, ap6s a subsequente exposi¢do dos ratos a
dose desafio da droga e ao estresse agudo. Esses achados reafirmam que
os efeitos do CBD séo decorrentes da interferéncia no processo de
reconsolidacdo e ndo na facilitacdo da extincdo da memédria ligada a
droga.

Um estudo conduzido por Parker e colaboradores (2004)
mostrou que o CBD e o A°THC, facilitam a extingdo da PCL induzida
pelos psicoestimulantes cocaina e anfetamina. Contudo, os efeitos de
ambos (CBD e A°THC) ndo sdo mediados pelos receptores CB1, pois
ndo foram revertidos pelo antagonista dos receptores CB1 rimonabanto.
Apesar daquele trabalho ter abordado a extingdo, e ndo a reconsolidagdo
da memdria, o mesmo fornece indicios de que o CBD interfere no
aprendizado condicionado & droga, 0 que vai de encontro aos nossos
resultados.

Os efeitos do CBD aqui apresentados parecem alinhar-se a um
estudo que avaliou o efeito do CBD durante as diferentes fases de
comportamento de autoadministracdo endovenosa operante de heroina,
incluindo a manutencdo, extincdo e recaida em ratos (REN et al., 2009).
Os autores salientaram que o CBD atenuou, de modo especifico e
persistente, o comportamento preditivo de busca pela heroina
reinstalado pela exposicdo a pistas condicionadas. Entretanto, o CBD



ndo interferiu em outros comportamentos, incluindo o consumo de
heroina, a extingdo do aprendizado operante, e a reinstalacdo do
comportamento preditivo de busca pela droga quando foi administrada
uma dose nova desafio de heroina. A reducdo do comportamento
preditivo de busca pela droga foi acompanhada por uma menor
expressdo de RNA mensageiro para os receptores CB1 no NAc. Esses
dados sdo consistentes com a observacdo de que o blogueio dos
receptores CB1 inibe o comportamento de busca pela droga induzido
por pistas (DE VRIES et al., 2003).

Tem-se proposto que uma das finalidades da reconsolidacédo
seria a de integrar novas informacGes ou novas experiéncias as
memérias previamente consolidadas (NADER et al., 2000; SARA, 2000;
ROSSATO et al., 2007). Quando a memédria de reconhecimento de
objetos é reativada na presenca de uma nova informacéo, este traco de
memoria torna-se susceptivel ao efeito amnésico de inibidores de sintese
proteica (AKIRAV & MAROUN, 2006; ROSSATO et al., 2007). O CBD
ndo interferiu na reconsolidacdo da memoria de reconhecimento de
objetos. O tratamento com o CBD ndo alterou a memaria do objeto novo
e nem a memoria do objeto familiar que foi apresentado durante as
sessdes de treino e reativagdo. Além disso, a memoria para 0 objeto
familiar, apresentado somente durante a sessdo de treino permaneceu
intacta. De maneira interessante, pode-se inferir que o efeito amnésico
do CBD néo se aplica a memdrias com carater emocional/motivacional
baixo. Neste sentido, o resultado negativo do CBD pode representar uma
certa vantagem em relag8o a outros agentes amnésicos que prejudicam a
reconsolidacdo da memaria de maneira inespecifica.

Alguns trabalhos anteriores mostraram o efeito do CBD sobre a
facilitagdo da extin¢do (BITENCOURT et al., 2008; DO MONTE et al.,
2013) ou o0 prejuizo da reconsolidacdo (STERN et al., 2012) de memérias
aversivas. Em comum, estes trabalhos mostram que o CBD atenua as
respostas de medo condicionado, frente ao contexto previamente
associado ao estimulo aversivo (choque nas patas). Além disso, nesses
trabalhos o efeito do CBD parece ser mediado pela ativacdo dos
receptores canabinoides CB1, uma vez que o efeito foi prevenido pelo
blogueio dos receptores CB1 (BITENCOURT et al., 2008; STERN et al.,
2012). Também tem sido proposto que o efeito do CBD envolve a
inibicdo da enzima FAAH, que degrada a anandamida (BISOGNO et al.,
2001; 1ZZO et al., 2009), 0 que se contrapde aos resultados do presente
estudo. Ainda assim, é possivel que os efeitos do CBD sobre a
reconsolidagdo de memorias hedbnicas envolvam a ativacdo dos
receptores CB2, e ndo CB1.
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Apesar das semelhangas no que se refere aos efeitos finais
inibitérios do CBD sobre reconsolidagdo das memorias pavlovianas
aversivas (STERN et al., 2012) e associadas a droga (presente estudo) é
pouco provavel que os seus efeitos envolvam o mesmo mecanismo. Tal
sugestdo advém da observacdo que a ativacdo direta ou indireta dos
receptores CB1 facilita a reconsolidacdo de memdrias heddnicas, ao
contrario do que fora proposto para as memdrias aversivas (DE
OLIVEIRA ALVARES et al., 2008; STERN et al., 2012).

Em culturas de neurdnios hipocampais de ratos, 0 CBD reduz o
potencial de ago espontdneo em da mesma maneira que 0s agonistas
CB1 (WIN55,212 e A°THC), além de reduzir a transmissdo sinaptica
dessas células, caracterizada pela reducdo do potencial pds-sinaptico
excitatério. Em ambos os casos, o efeito do CBD foi revertido pelo
antagonista dos receptores CB1 (AM251) e pelo agonista inverso e
antagonista do receptor serotonérgico do tipo 5-HT1A (LY320135 e
WAY 100135, respectivamente) (LEDGERWOOD et al., 2011). Também
foi relatado que o CBD pode atuar como agonista inverso de receptores
CB1 (THOMAS et al., 2007), agonista dos receptores CB2 (ARNOLD et
al., 2012), agonista dos receptores de potencial transitorio TRPV1 e
TRPV2 (ARNOLD et al., 2012) ou ainda, inibindo a fungdo dos
receptores de acetilcolina a7-nicotinicos (MAHGOUB et al., 2013). Esse
cenario, reflete um pouco o amplo espectro de acdo do CBD e nédo
descarta a possibilidade dos efeitos observados neste trabalho
envolverem outros mecanismos além da sinalizacdo eCB.

O presente estudo demonstra que a administracdo concomitante
de doses subefetivas do CBD juntamente com o agonista canabinoide
seletivo CB2, mas ndo com antagonista CB1 ou com antagonista CB2,
parece atenuar a preferéncia de lugar condicionada a morfina. Esses
resultados fornecem indicios de um possivel efeito sinérgico do CBD e
do AM1242 na ativacdo dos receptores CB2. Além disso, os efeitos do
CBD sobre a reconsolidacdo de memarias heddnicas parecem envolver a
ativacdo dos receptores CB2, e ndo CB1 (Figura 26). Contudo essa
questdo merece ser investigada com afinco, uma vez que o blogueio
seletivo dos receptores CB2 ndo promoveu mudancas significativas na
PCL e os efeitos do agonista canabinoide seletivo dos receptores CB2
ndo foram t&o pronunciados.



Terminal ™
GABAérgico glutamatérgico -
local

Projecoes do
hipocampo e
cortex

NAc

Neurdnios
GABAérgicos

Microglia

CB2 Lﬁ/\/
Q\ Terminal ehe ATV

colinérgico Terminal
dopaminérgico

Figura 26. Possivel envolvimento dos receptores CB2 nos efeitos do CBD
sobre a reconsolidacdo da memdria. A ativacdo dos receptores CB2 no NAc
diminui a liberagdo de dopamina, reduzindo os efeitos reforcadores de
drogas de abuso. Desse modo, a ativagdo dos receptores CB2 poderia
modular a fungdo dos neurdnios GABAérgicos MSN no NAc, assim como a
liberagdo de GABA, glutamato, acetilcolina da via mesolimbica exercendo
um forte impacto sobre a reconsolidacdo da memdria heddnica. Assim,
podemos especular que o CBD agindo sobre receptores CB2, poderia
prejudicar a reconsolidagdo da memdria associada & droga (Figura
modificada de MORALES & BONCI, 2012).

O CBD apresenta propriedades ansioliticas bem documentadas
na literatura (CRIPPA et al., 2004; ZUARDI et al., 2006; CAMPOS et al.,
2012). Diversos trabalhos demonstram que os efeitos ansioliticos e
antidepressivos do CBD sdo mediados pelos receptores 5-HT1A
(RUSSO et al., 2005; CAMPOS et al., 2012). Assim, um possivel efeito
ansiolitico do CBD poderia contribuir, potencialmente, para os efeitos
comportamentais observados, uma vez que farmacos com atividade
ansiolitica como o midazolam, agonista dos receptores GABAérgicos,
também prejudicam a reconsolidacdo da memoria condicionada a
morfina (ROBINSON et al., 2011). Entretanto, nossos resultados indicam
gue embora o tratamento agudo com o CBD prejudique a subsequente
reinstalacdo da PCL extinta em ratos, ele ndo altera o comportamento do
tipo ansiedade nem os niveis plasmaticos de corticosterona ap6s um
longo periodo de manipulagdo. Este fato sugere, que as propriedades
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ansioliticas do CBD parecem ndo estar relacionadas com os efeitos
observados no presente estudo.

Neste estudo, foi demonstrado que a administracdo do CBD,
apos a reativagdo da memoria hedonica, atenua a subsequente “memoria
motivacional aversiva” precipitada pela naltrexona no mesmo contexto.
Esses achados estdo de acordo com os de um interessante trabalho, no
qual a administracdo sistémica e intra-hipocampal de inibidores da
sintese proteica (anisomicina e ciclohexamida) ou a infusdo de um
inibidor da PKA (Rp-cAMP) no hipocampo de ratos, pos-reativacdo da
meméria heddnica, prejudicaram a aversdo condicionada no mesmo
contexto (TAUBENFELD et al., 2010). A partir dos estudos pioneiros de
O’Brien e colaboradores (1998), sabe-se que as pistas condicionadas a
abstinéncia frequentemente provocam “sentimentos de euforia” ou
“fissura” pela droga, que podem levar os individuos dependentes de
heroina & recaida (O’BRIEN et al., 1988). Deste modo, a abstinéncia
motivacional condicionada, contribui para a “fissura” pela droga,
aumentando o risco de recaida em individuos abstinentes (WIKLER &
PESCOR, 1967; TIFFANY, 1990; O’BRIEN et al., 1998). Além disso,
sugere que existe uma ligacdo entre a meméria hedbnica original,
estabelecida durante o uso repetido da droga e a meméria motivacional
condicionada & abstinéncia, e ambas favorecem a recaida (SIEGEL et al.,
2000; SCHULTEIS et al., 2004; TAUBENFELD et al., 2010). Assim,
pode-se inferir que ao prejudicar a reestabilizacdo da memoria hedénica
original, o CBD também tenha afetado o componente motivacional
aversivo associado a droga. No entanto, como o CBD também apresenta
propriedades “anti-aversivas”, ndo se deve descartar a possibilidade de
gue o efeito encontrado seja decorrente de outros efeitos que nao
envolvem a reconsolidacéo.

Por fim, nos ratos cronicamente expostos a morfina durante a
aquisicdo da PCL e que tiveram a memoria reativada apds a retirada da
droga, o CBD ndo interferiu na reconsolida¢do da memdria contextual
ligada a droga. Este resultado vai ao encontro de outros trabalhos que
mostraram que um histérico de exposicdo a morfina pode fortalecer a
meméria condicionada & droga, tornando-a menos susceptivel de ser
desestabilizada e interrompida por agentes amnésicos como propranolol
e midazolam (ROBINSON & FRANKLIN, 2010; ROBINSON et al.,
2011). Demonstrou-se também que a sensibilizacdo & morfina acelera o
condicionamento (LU et al., 2002). Deste modo, a exposi¢do cronica a
morfina pode ser considerada como uma espécie de sensibilizagdo
extrema, e seria de se esperar um fortalecimento no condicionamento,
onde os quatro ciclos de condicionamento convencionais com a morfina



produziriam uma forte memoria condicionada e resistente ao processo
de reconsolidacdo (NADER & EINARSON, 2010; AUBER et al., 2013).
Além disso, a exposicdo a um regime crénico de morfina induz
alteragdes na plasticidade sinaptica que poderiam contribuir para a perda
do efeito amnésico do CBD (ROBINSON & FRANKLIN, 2010). As
terapias baseadas na reconsolidacdo apresentam limitagfes, como a
intensidade e a idade da memdria, as quais podem reduzir o sucesso do
tratamento (NADER & EINARSON, 2010; AUBER et al., 2013).
Entretanto, isso ndo descarta o potencial do tratamento com CBD como
abordagem terapéutica anti-recaida, uma vez que a gravidade da
dependéncia pode variar consideravelmente entre individuos
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).

Conforme mencionado na Introducdo, existe uma vasta
literatura mostrando que a manipulacdo farmacolégica da sinalizacdo
eCB por meio do bloqueio dos receptores CB1 é capaz de suprimir a
autoadministracdo de opioides e comportamentos preditivos de busca
pela droga em animais de experimentacdo. Além disso, um estudo
clinico preliminar indicou a eficdcia do antagonista CB1 na terapia
antitabagista em relagdo ao grupo que recebeu tratamento placebo (LE
FOLL et al., 2008). Esse estudo clinico, denominado STRATUS
(STudies with Rimonabant And Tobacco USe), envolveu 6500 pacientes
da Europa e EUA desenvolvido para avaliar o papel do antagonista
seletivo de CB1 (rimonabanto), na interrupcdo do tabagismo, na
abstinéncia em longo prazo e na prevencdo de ganho de peso (apés o
paciente parar de fumar). Resultados preliminares do STRATUS nos
EUA demonstraram que a taxa de abandono do tabagismo foi
significativamente maior no grupo tratado com rimonabanto (20 mg/dia)
comparado ao placebo. Também houve uma reducdo significativa do
ganho de peso apo6s a interrupcdo do tabagismo nos individuos tratados
com rimonabanto (CAHILL & USSHER, 2011). Além disso, o perfil de
seguranca do antagonista seletivo dos receptores CB1 foi favoravel
neste estudo. Contudo, a comercializacdo do rimonabanto foi proibida
em 2007 devido ao aumento da incidéncia de disturbios de ansiedade,
depressdo e também pela maior incidéncia de tentativas de suicidio nos
pacientes que utilizavam este farmaco para o controle da obesidade
(FERNANDEZ & ALLISSON, 2004; NATHAN et al., 2011). Certamente
sd0 necessarios mais estudos para determinar estratégias alternativas
para modular a transmissdo eCB no sentido de prevenir os efeitos
psiquiatricos adversos promovidos pelo blogueio seletivo dos receptores
CB1.
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O tratamento atual da dependéncia de opioides compreende
abordagens multidisciplinares como psicoterapia, grupos de ajuda mutua
(Narcéticos Anbdnimos) e farmacoterapia. Embora o tratamento
farmacoldgico da dependéncia a opioides possua uma efetividade
superior sobre as outras formas de tratamento, a incidéncia de retomada
ao uso da droga é bastante elevada no primeiro ano de tratamento
(BALTIERI et al., 2004). A farmacoterapia convencional tem como alvo
os receptores p-opioides. A estratégia utilizada na etapa de
desintoxicacdo ¢ a substitui¢do da droga por outros agonistas p-opioides,
como a metadona e a buprenorfina, que possuem tempo de meia vida
mais longos que a heroina/morfina. Posteriormente, ja& na fase de
manutencdo da abstinéncia, é frequentemente indicado o uso de
antagonistas opioides como a naloxona (POTENZA et al., 2011). Apesar
disso, o tratamento farmacoldgico ndo inibe de forma eficaz o desejo
compulsivo pela droga na maioria dos pacientes e, de fato, sdo relatadas
altas taxas de recaida nesses individuos (WALTER et al., 2008). As
recaidas sdo frequentemente evocadas por memodrias relacionadas ao uso
da droga. Nesse contexto, a interrupcdo do processo de reconsolidacéo
de memodrias associadas a droga abre novas oportunidades terapéuticas
para a dependéncia as drogas.

O presente estudo fornece evidéncias de que o sistema eCB
participa da reconsolidagdo da PCL induzida pela morfina em ratos, uma
vez que a ativacdo direta e indireta dos receptores canabinoides,
particularmente dos receptores CB1, pelos dois principais agonistas
enddgenos facilita a reconsolidacdo da memoria heddnica. A ativacao
dos receptores CB2 também interferiu na desestabilizacdo da memoria
hedbnica, de maneira oposta e menos pronunciada. Em conjunto, nossos
resultados sugerem que a liberagdo dos eCB parece ser crucial para a
manutencdo da memdria ap6s a labilizacdo. Fornecem, ainda, indicios
do potencial dos receptores CB1 e CB2 como alvos interessantes de
terapias que possam atenuar as respostas condicionadas a droga, o que
pode ter uma repercussdo importante se aplicadas na clinica como
terapia anti-recaida.

Além disso, as evidéncias deste estudo ressaltam o potencial
terapéutico do CBD, dada a sua especificidade em atenuar a
reconsolidacdo de memorias heddnicas condicionadas a diferentes
classes de drogas de abuso (psicoestimulante e depressora), enfraquecer
as respostas motivacionais aversivas condicionadas a droga, sem afetar a
reconsolidacdo de uma memoria neutra. O CBD ndo exibe propriedades
reforcadoras proprias em animais de experimentacdo (PARKER et al.,
2004; KATSIDONI et al., 2013) e apresenta efeitos adversos fracos em



seres humanos (CONSROE et al., 1991; TOMIDA et al., 2006), 0 que
torna esse composto um agente terapéutico potencial para o tratamento
da dependéncia, utilizando estratégias baseadas na reconsolidacdo de
memérias estabelecidas entre a droga e os estimulos condicionados.
Apesar das limitacBes das terapias baseadas na reconsolidacdo que
podem limitar o sucesso do tratamento, como a forca e a idade da
meméria por exemplo.

Certamente, sdo necessarios estudos adicionais para investigar,
detalhadamente os substratos neurobioldgicos relacionados ao efeito
modulatério dos eCBs sobre a reconsolidacdo da memoria, assim como
0 mecanismo de agdo do CBD, e as possiveis alteracoes
neuromoleculares decorrentes do seu efeito.
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7. CONCLUSAO

Concluimos que o sistema eCB participa da reconsolidacdo da
PCL induzida pela morfina, particularmente através da ativagdo dos
receptores canabinoides do tipo CB1. Isso sugere que esses receptores
podem ser um alvo interessante na terapia farmacoldgica da
dependéncia as drogas. Além disso, o presente estudo fornece as
primeiras evidéncias do potencial terapéutico do CBD na interrupgédo
persistente de memorias mal adaptativas relacionadas a drogas de abuso
de diferentes classes (morfina e cocaina).

Extrapolando nossos resultados para a condi¢do humana com as
devidas cautelas, acreditamos que o0s tratamentos baseados na
interrupcdo da reconsolidagdo requerem menos sessfes terapéuticas e
conferem uma maior probabilidade de abstinéncia em longo prazo. 1sso
certamente seria uma vantagem sobre os tratamentos profilaticos anti-
recaida. A manipulacdo da sinalizagdo eCB no contexto da
reconsolidacdo poderia ajudar os individuos dependentes a lidar com o
desejo patoldgico de busca pela droga e com as recorrentes recaidas.
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