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RESUMO

Transtornos alimentares possuem uma forte relagdo com a desregulagdo da via de
recompensa e aumento da saliéncia motivacional por comida. Estes transtornos
acarretam prejuizos a saude fisica e/ou psicossocial. O sistema endocanabinoide esta
envolvido em processos de memoria, motivagao e reforgo induzido por recompensas,
podendo sua modulagéo, através de canabinoides exdgenos, ter um papel chave no
tratamento destes transtornos. O beta-cariofileno possui destaque dentre estes
canabinoides exdgenos por ser um agonista de receptores CB2 e também por atuar na
via de recompensa. Deste modo, o objetivo deste estudo foi avaliar as agcbes do beta-
cariofileno sobre as propriedades reforcadoras e motivacionais induzidas por alimento
palatavel em camundongos, investigando, ainda, se os efeitos foram mediados pela
ativacao dos receptores CB2. Neste estudo, camundongos da linhagem Swiss (machos
e fémeas) foram utilizados para: i) padronizar o protocolo de preferéncia condicionado
por lugar (PCL) induzida pela recompensa palatavel; ii) avaliar o efeito per se do beta-
cariofileno no protocolo de PCL,; iii) avaliar o efeito do beta-cariofileno sobre a expressao
da PCL induzida por recompensa palatavel; iv) e avaliar se os efeitos do beta-cariofileno
nos protocolos de PCL e runway sdo mediados pela ativagdo dos receptores CB2.
Através da aplicacido desses protocolos foi observado que o beta-cariofileno reverteu a
PCL induzida por recompensa alimentar e reduziu o comportamento motivado no teste
de runway. O antagonismo do receptor CB2 pelo AM630 bloqueou as propriedades
reforcadoras e motivacionais do beta-cariofileno na PCL e runway e o agonismo do
receptor CB2 pelo JWH133 mimetizou os efeitos do beta-cariofileno. Isto demostra que a
farmacodindmica do composto pode se dar pela ativacdo de receptores CB2. Assim,
conclui-se que o beta-cariofileno inibe as propriedades reforgcadoras e motivacionais
induzidas por alimento palatavel em camundongos fémeas através da ativagdo dos
receptores CB2.

Palavras-chave: Recompensa alimentar. Sistema endocanabinoide. Receptores

canabinoides do tipo CB2. Beta-cariofileno. Motivagao.



ABSTRACT

Eating disorders have a strong relationship with dysregulation of the reward pathway and
increased motivational salience for food. These disorders lead to consequential damage
to physical and psychosocial health. The endocannabinoid system is involved in specific
processes of memory, motivation, and reward-induced reinforcement, and its modulation,
through exogenous cannabinoids, may play a vital role in treating these disorders. Beta-
caryophyllene stands out among these exogenous cannabinoids for being an agonist of
CB2 receptors and acting in the reward pathway. Thus, this study aimed to evaluate the
actions of beta-caryophyllene on the reinforcing and motivational properties induced by
palatable food in mice, also investigating whether the activation of CB2 receptors
mediated the effects. In this study, Swiss mice (male and female) were used for: i)
standardize the Conditioned Place Preference (CCP) protocol induced by the palatable
reward; iij) evaluate the per se effects of beta-caryophyllene in the CCP protocol; iii)
evaluate the effects of beta-caryophyllene on CCP expression induced by palatable
reward; iv) and assess whether the activation of CB2 receptors mediates the effects of
beta-caryophyllene in CCP and runway protocols. It was observed that beta-
caryophyllene reversed the CPP induced by food reward and reduced the motivated
behavior in the runway test. CB2 receptor antagonism by AM630 blocked the reinforcing
and motivational properties of beta-caryophyllene in CCP and runway, and CB2 receptor
agonism by JWH133 mimicked the effects of beta-caryophyllene. The present results
demonstrate that the compound's pharmacodynamics can occur through the activation of
CB2 receptors. Thus, beta-caryophyllene inhibits the reinforcing and motivational
properties induced by palatable food in female mice through the activation of CB2
receptors.

Keywords: Food reward. Endocannabinoid system. Beta-caryophyllene. CB2
cannabinoid receptors. Motivation.
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1 INTRODUGAO

O presente trabalho tem como ponto de partida a modulacdo de um
comportamento motivado, a fome'. Provavelmente a fome é um dos impulsos
motivacionais mais fortes e ancestrais, que pode interagir com outros impulsos
motivacionais, incluindo interacdes sociais, ansiedade, medo e sono. A fome é um fator
importante na regulagao da ingestao alimentar (JENNINGS et al., 2019; BURNETT et al.,
2016; KEENE et al., 2010).

A ingestdo de alimentos também € regulada por vias de recompensa que
processam informagdes sobre o aspecto prazeroso (heddnico) e sobre o incentivo
(motivacional) da ingestao alimentar. Os circuitos homeostaticos e de recompensa que
participam do controle da ingestdo de alimentos estdo inter-relacionados: O famoso
ditado “a fome é o melhor tempero" assume que todos os alimentos tém um valor
gratificante, que é influenciado pela fome e pela disponibilidade de alimentos. De uma
perspectiva evolutiva, a recompensa alimentar tem um papel duplo: (i) promover a busca
e a ingestdo de alimentos quando a comida € escassa e, (ii) promover a ingestao
excessiva de alimentos quando eles estdo disponiveis, com o objetivo de estabelecer
estoques de energia suficientes. Se o alimento for gratificante, isso motivara os animais
a sair para o meio ambiente em busca dele, garantindo ndo apenas um suprimento
adequado de calorias, mas também que os alimentos consumidos sejam de composi¢cao
nutricional diversa. Em termos evolutivos, tais caracteristicas costumavam ser
vantajosas, pois garantiam com que os alimentos fossem consumidos quando
disponiveis, permitindo que a energia fosse armazenada no corpo, para futuras
necessidades em ambientes onde as fontes de alimentos eram escassas e/ou nao
confidveis. No entanto, nas sociedades modernas, onde a comida & amplamente
disponivel, essa adaptagao pode se tornar um problema (ZHENG et al., 2009), uma vez
que o consumo excessivo esta relacionado ao desenvolvimento de doengas, como a
obesidade, diabetes, hipertensao, dislipidemias, entre outras (HUME; JACHS; MENZIES,
2016; YU, 2017).

' A fome pertence as necessidades fisiolégicas e representa um deficit de energia que motiva a ingestéo
de alimentos: a principal fonte de energia do corpo humano (GOMEZ-MARTINEZ et al., 2021).
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O comportamento alimentar € caracterizado por um conjunto de acgdes
associadas ao ato de comer, desde a escolha do alimento até a sua ingestdo. A resposta
repetida do individuo frente ao alimento define o conceito de habito alimentar. Desse
modo, comportamento e habito alimentar sdo conceitos interligados, complementares e
essenciais para o éxito nos tratamentos, intervengdes, ou agdes preventivas em
individuos que apresentam disturbios alimentares (VAZ e BENNEMANN, 2014).

1.1COMPORTAMENTO ALIMENTAR E TRANSTORNOS DA ALIMENTACAO

Alteragbes persistentes na alimentagdo e no comportamento alimentar s&o
entendidos como transtornos alimentares, os quais podem causar prejuizos na saude
fisica e/ou psicossocial do individuo (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014).
O aumento nas taxas de transtornos alimentares em todo o mundo levou a um aumento
na atencéo aos fatores que afetam o comportamento alimentar (RIBEIRO et al., 2018;
COCCURELLO E MACCARRONE, 2018; BADO et al., 2019). Os transtornos alimentares
afetam principalmente individuos do sexo feminino, tem inicio na adolescéncia, sendo
que cerca de uma em cada dez adolescentes sdo acometidas por essas doengas (MICALI
et al., 2015; XIMENES et al., 2010; CASTRO; BRANDAO, 2018; NAPOLITANO et al.,
2019). Em relagdo ao grupo mais vulneravel, 13% s&o marcadas por angustias,
comprometimento funcional, aumento do risco de obesidade futura, depressao, suicidio,
abuso de substancias e mortalidade que sao alguns dos fatores de risco associados aos
transtornos alimentares (STICE, et al., 2019).

Em decorréncia da ingestdo alimentar excessiva ou restricdo alimentar, os
individuos podem desenvolver diferentes subtipos de transtornos. O Manual Diagndstico
e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5) classifica 8 subtipos de transtornos

alimentares, como pode ser observado no Quadro 1.
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Quadro 1 — Caracteristicas de transtornos alimentares de acordo com o Manual

Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais.

Transtorno alimentar

Caracteristicas

Transtorno de
Compulséo Alimentar

Episddios recorrentes do consumo, em um tempo determinado, de
uma quantidade de alimento maior do que a maioria das pessoas
consumiria em um mesmo periodo e sob condi¢cdes analogas.

Transtorno Alimentar
Restritivo Evitativo

Esquiva ou restricdo do consumo dos alimentos, causando um
insucesso consideravel em atender as demandas de nutrigdo, ou
ingestdo energética insuficiente pelo individuo.

Anorexia Nervosa

Restricdo continua da ingestdo caldrica, medo acentuado de
ganhar peso ou engordar, e perturbacdo na percepgao do préprio
peso ou da proépria forma.

Bulimia Nervosa

Associacdo de trés caracteristicas essenciais: (i) os episédios
regulares de compulsdo alimentar, (ii) comportamentos
compensatoérios inapropriados de maneira recorrente para
impossibilitar o ganho de peso e (iii) autoavaliagao indevidamente
influenciada pela forma e peso corporal.

Transtorno de
Ruminacao

Regurgitacao repetida de alimento de maneira constante.

Pica ou Alotriofagia

Ingestédo persistente de substéncias n&o nutritivas e né&o
alimentares, sendo esta ingestdo inadequada ao estagio de
desenvolvimento do individuo (por exemplo: gelo, farinha, terra,
cabelo e giz).

Outro Transtorno
Alimentar Especificado

Inclui os seguintes diagnoésticos: (i) anorexia nervosa atipica, onde
todos os critérios para anorexia nervosa sao preenchidos, exceto
que, apesar da perda de peso significativa, o peso do individuo esta
dentro ou acima da faixa normal. (ii) bulimia nervosa (de baixa
frequéncia e/ou duragao limitada), aqui todos os critérios para
bulimia nervosa sao atendidos, exceto que a compulsao alimentar
e comportamentos compensatorios indevidos ocorrem, em média,
menos de uma vez por semana e/ou por menos de trés meses. (iii)
transtorno de compulsdo alimentar (de baixa frequéncia e/ou
duracdo limitada), sendo todos os critérios para transtorno de
compulsdo alimentar preenchidos, exceto que a hiperfagia ocorre,
em média, menos de uma vez por semana e/ou por menos de trés
meses. (iv) transtorno de purgagéo, onde ha comportamento de
purgacao recorrente para influenciar o peso ou a forma do corpo
(por exemplo vémitos autoinduzidos; uso indevido de laxantes,
diuréticos ou outros medicamentos) na auséncia de compulsao
alimentar. (v) sindrome do comer noturno, nela ha episédios
recorrentes de ingestdo noturna, manifestados pela ingestdo ao
despertar do sono noturno ou pelo consumo excessivo de
alimentos depois de uma refeicdo noturna.

Transtorno Alimentar
Nao Especificado

Sao transtornos subclinicos que nao apresentam todos os critérios
diagnésticos.

Fonte: Adaptado de American Psychiatric Association (2014).

Os transtornos sumarizados no Quadro 1, particularmente aqueles que envolvem

a ingestao alimentar excessiva, possuem uma forte relacdo com a desregulacéo da via
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de recompensa cerebral e com aumento da saliéncia motivacional por comida (SEGURA-
SERRALTA et. al., 2019; BLUME; SCHMIDT e HILBERT, 2019). Além disso, evidéncias
sugerem que uma disfungcédo no sistema mesocorticolimbico, que representa a principal
via neural que impulsiona a alimentacdo heddbnica, pode ser um dos principais
mecanismos que contribuem ao desenvolvimento de disturbios alimentares que
envolvem o comer descontrolado e compulsivo. Por exemplo, individuos com transtorno
de compulsdo alimentar apresentam maior sensibilidade a recompensa alimentar
(SCHIENLE et al., 2009; GELIEBTER et al., 2016; SIMON et al., 2016).

1.2 COMPORTAMENTO ALIMENTAR INDUZIDO POR RECOMPENSA

A regulagdo do comportamento alimentar envolve uma complexa interagédo do
sistema nervoso central (SNC) com componentes periféricos (SCHWARTZ; ZELTSER,
2013). Conforme observado na Figura 1, podem ser identificados didaticamente dois
niveis de controle, um homeostatico (Figura 1a) e outro hedbnico (Figura 1b)
(BERTHOUD; MUNZBERG; MORRISON, 2017; HUME; JACHS; MENZIES, 2016;
STOJAKOVIC et al., 2017).
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Figura 1 — Diagrama de representacdo esquematica do controle do comportamento

alimentar.

f)

Fonte: Berthoud, Miinzberg e Morrison (2017); Hume, Jachs e Menzies (2016); Stojakovic et al. (2017);
Espel-Huynh, Muratore e Lowe (2018); Stopyra et al. (2021); Liu e Kanoski (2018); Reynaert et al. (2016);
Lenoir et al. (2007); Madsen e Ahmed (2015); Small, Jones-Gotman e Daghera (2003) e Volkow et al.

(2003).

Os mecanismos homeostaticos, a partir da privacdo caldrica prolongada,
impulsionam uma série complexa de processos fisioldgicos, como a sinalizagdo hormonal
€ a secrecao gastrica de grelina (produzida principalmente pelas células épsilon do
estdbmago quando o estdmago esta vazio), que estimulam o comportamento alimentar
(Figura 1c) (ESPEL-HUYNH; MURATORE; LOWE, 2018). Por outro lado, os processos
fisiologicos pds-prandiais, como mudangas nos sinais fisicos de distensao gastrica e
intestinal, bem como a sinalizagdo metabdlica via horménios peptidicos do trato
gastrointestinal, inibem o comportamento alimentar (Figura 1d) (STOPYRA et al., 2021).
A Figura 2 representa o mecanismo homeostatico no controle do comportamento
alimentar. Nela, podemos observar que os peptideos reguladores do apetite, incluindo a

grelina, sdo capazes de promover a fome e evocar o comportamento alimentar.
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Enquanto, a leptina, a adiponectina (produzidas principalmente pelo pelos adipdcitos) e
ainsulina (produzida nas células beta das ilhotas de Langerhans, do pancreas endécrino)
sinalizam saciedade. Esses sinais fazem interface com os circuitos de recompensa por
meio do hipotalamo lateral e por meio de receptores especificos localizados na area
tegmental ventral (ATV). Acredita-se que nucleo arqueado hipotalamico seja importante
na integracao de sinais de homeostase de energia circulante periférica. Neurénios dessa
regido que expressam neuropeptideo Y (NPY) e peptideo relacionado a agouti (AgRP)
sinalizam para aumentar o apetite, e neurénios pro-opiomelanocortina (POMC), que
expressam melanocortina, sinalizam para reduzir o apetite. O nucleo paraventricular
hipotalamico (NPH) é considerado um alvo critico desses neurbénios nucleo arqueado
hipotalamico. O NPH sinaliza para os centros cerebrais superiores e o sistema nervoso
simpatico, e regula o eixo da tireoide (e.g., secregao de hormdnio estimulante da tireoide
e horménio adrenocorticotréfico). Os neurbnios do nucleo arqueado hipotalamico
também se projetam para outros nucleos hipotalamicos que sinalizam, por sua vez, para
0 nucleo arqueado hipotalamico e o NPH para modular sua atividade (REICHELT;
WESTBROOK; MORRIS, 2015; MURPHY; BLOOM, 2006).
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Figura 2 — Diagrama de representagao esquematica do mecanismo homeostatico no

controle do comportamento alimentar.
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Legenda: Setas verdes indicam sinais orexigenos e setas vermelhas indicam sinais anorexigenos. NPV:
nucleo paraventricular hipotaldmico, NAH: Nucleo arqueado hipotaldmico, NPY: neuropeptideo Y, AgRP:
Proteina relacionada a Agouti, POMC: Pré-opiomelanocortina, PYY - Peptideo YY, GLP-1: Peptideo
semelhante a glucagon 1, CCK: Colecistocinina e OXM: oxintomodulina. Apés uma refei¢ao o PYY, GLP-
1, CCK e OXM séo liberados das células L do intestino. Eles podem estimular diretamente as vias
anorexigenas no hipotalamo e no tronco cerebral, e também podem atuar através do nervo vago. Apds
uma refeicdo o pancreas libera insulina e PP o que pode reduzir o apetite ao sinalizar diretamente para os
neurdnios no tronco cerebral. A grelina é liberada do estbmago em jejum e pode estimular a ingestdo de
alimentos através da sinalizagéo direta para o hipotalamo ou através do nervo vago. O Nucleo arqueado
hipotaldmico é importante na integragdo dos sinais da homeostase da energia do hormdnio intestinal. Os
neurdnios NPY / AgRP e os neurénios POMC sinalizam para o nucleo paraventricular hipotalamico e outros
nucleos hipotalamicos para aumentar ou diminuir o apetite, respectivamente. Fonte: Adaptado de Murphy
e Bloom (2006).
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Os mecanismos homeostaticos envolvem o controle do balango energético em
resposta ao balango energético geral ou outros tipos de necessidade metabdlica. Ja os
mecanismos hedodnicos, regulam a ingest&o alimentar com base no valor de recompensa
do alimento. Esse mecanismo envolve aprendizado, memdria e processos cognitivos,
que podem afetar a alimentagdo com base em experiéncias aprendidas e aspectos
heddbnicos dos alimentos palataveis — aqueles com alta densidade energética, ricos em
carboidratos simples, gorduras saturadas e sal — (Figura 1h-j) (LIU; KANOSKI, 2018).
Esses alimentos palataveis agem como recompensas potentes, promovendo seu
consumo (mesmo na auséncia de um requisito energético), através do desencadeamento
de associagdes aprendidas entre o estimulo e a recompensa estabelecidas através de
condicionamento pavloviano? (Figura 1j) (REYNAERT et al., 2016; LENOIR et al., 2007;
MADSEN; AHMED, 2015).

Nesse sentido, os mecanismos heddnicos sdo extremamente relevantes para o
consumo excessivo de alimentos palataveis, pois estimulam o comer compulsivo e/ou a
preocupagao com a comida em individuos que ja se encontram saciados, podendo
sobrepor-se a regulagcdo homeostatica (Figura 1a) e induzir consumo n&o pela
necessidade nutricional (BERTHOUD; MUNZBERG; MORRISON, 2017).

No mundo moderno, os seres humanos, geralmente, ingerem alimentos na
auséncia de uma retroalimentacdo metabdlica que indique uma diminuicdo das reservas
energéticas (VOLKOW et al., 2008). Esse padrao alimentar heddnico envolve percepgoes
psicofisiolégicas de recompensa alimentar. Os componentes psicolégicos da
recompensa envolvem (i) a aprendizagem (Figura 1j), que inclui conhecimentos
resultantes de processos associativos e cognitivos; (ii) a emogéao ou “gostar” (Figura 1h),
que reflete a experiéncia imediata ou a vontade de experimentar a sensacao de “prazer”,
ou seja, o valor heddnico de consumir um alimento; e (iii) a motivagdo para comer ou
“desejar” comer o alimento (Figura 1i) (SMALL; JONES-GOTMAN; DAGHERA, 2003;
VOLKOW et al., 2003).

Neste contexto, Berridge e colaboradores (2008), descreveram trés aspectos da

recompensa: gostar (“liking”), desejar (“wanting”) e a aprendizagem dirigida ao estimulo

2 O processo pelo qual a experiéncia com uma relagdo condicional concede a capacidade de promover padrdes de
comportamento adaptativos que ndo ocorreram antes da experiéncia (FANSELOW; WASSUM, 2015).
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reforcador (Figuras 2h-j). Apesar de estarem intimamente ligados, estes aspectos
podem ser dissociaveis. De modo que gostar e desejar refletem, respectivamente, o
carater hedbnico e a motivagado para obter uma recompensa, enquanto o processo de
aprendizagem compreende as associagdes e previsdes sobre recompensas adquiridas
através da experiéncia.

No ambito da pesquisa experimental, o "desejar" é normalmente medido em
humanos por classificagdes subjetivas de desejo. Em animais, este componente é
inferido por medidas que refletem o quanto o alimento € buscado, consumido ou preferido
(Figura 1i). Ja o “gostar” refere-se ao impacto hedodnico “prazeroso” induzido pelas
recompensas, que vém a tona na consciéncia, e sdo medidas através de critérios
subjetivos de sensagao de prazer em humanos adultos. Por outro lado, em animais e
bebés humanos, o “gostar” pode ser avaliado por meio das expressdes orofaciais
hedbnicas induzidas por estimulos palataveis (Figura 1h) (MORALES e BERRIDGE,

2020). Essas expressdes podem ser observadas na Figura 3.

Figura 3 — Expressdes hedbnicas positivas (“gostar”) induzidas em resposta a solugdes

de sacarose.

Fonte: Morales e Berridge (2020).

Componentes emocionais e motivacionais das recompensas alimentares podem
existir objetivamente, sem que haja consciéncia deles. Portanto, eles podem estar
implicitos, o que assume particular importancia, uma vez que os individuos podem reagir
a estimulo recompensador, sem que haja consciéncia do estimulo ou da resposta
hedonica a ele (SMALL; JONES-GOTMAN; DAGHERA, 2003).
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Os componentes do controle hedbnico da ingestao alimentar sdo traduzidos e
integrados através da via mesocorticolimbica, formada pelo nucleo accumbens (NAc),
estriado ventral, ATV, cortex pré-frontal, hipocampo e amigdala (BERTHOUD, 2012). O
caminho percorrido pela informacao palatavel € mais complexo, pois depende do valor
nutricional e sensorial do alimento. As informagbes alimentares que estimulam os
receptores sensoriais serao processadas em diferentes regides encefalicas. O local
desse processamento dependera do tipo de sentido, podendo ocorrer no cortex temporal
(visdo), no bulbo olfatorio (olfato), no talamo (textura) e no nucleo do trato solitario
(paladar). Em seguida, as informacgdes sensoriais se projetam para a ATV e NAc (ROLLS,
2006). A amigdala transforma as informacgdes recebidas dessas regides em estimulos
hedbnicos, enquanto o hipocampo registra a experiéncia (KELLEY; BERRIDGE, 2002).
Dessa forma, o NAc, a ATV, o hipotalamo lateral, a amigdala, e o cortex pré-frontal séo
regides cerebrais envolvidas no controle hedénico (SIMON et al., 2017). Além de
hormoénios e outras substancias mediadoras, diversos sistemas de neurotransmissores
estdo envolvidos com o controle heddnico do comportamento alimentar, tais como o
sistema dopaminérgico, sistema opioide, e sistema endocanabinoide (eCB)
(KONSTANTAKOPOULOS, 2018; BERRIDGE, 2009).

1.3 PAPEL DA DOPAMINA NA REGULACAO DO COMPORTAMENTO ALIMENTAR

O circuito de recompensa cerebral é constituido por neurénios, principalmente
dopaminérgicos, com corpos celulares localizados na ATV no mesencéfalo, projetando
seus axobnios para o NAc, tubérculo olfatério, cortex pré-frontal, hipocampo e amigdala
(JORDAN; Xl, 2019). Vale ressaltar que a ATV é uma area heterogénea que contém
neurénios dopaminérgicos (cerca de 60%), GABAérgicos, (cerca de 30%) e
glutamatérgicos (cerca de 10%) (MARGOLIS et al., 2006; NAIR-ROBERTS et al., 2008;
YAMAGUCHI et al., 2011). Os neurbnios dopaminérgicos da ATV, geralmente,
apresentam trés modos de disparo. Os neurbnios podem ser silenciosos, tonicamente
ativos, e disparar em rajadas. Quando estao tonicamente ativos, normalmente, disparam
potenciais de acdo em baixas frequéncias. Em comparagdo com outros
neurotransmissores, como o glutamato e o acido gama-aminobutirico (GABA), os niveis

de dopamina permanecem elevados por mais tempo, permitindo efeitos trans sinapticos
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generalizados (FIELDS et al., 2007). As fungdes fisiologicas desempenhadas pela ATV
envolvem a liberagcdo de dopamina e subsequente ligagdo aos receptores
dopaminérgicos nas areas-alvo, tais como o NAc. O sistema dopaminérgico participa de
diversos processos fisiologicos além da recompensa, tais como emogao, cognigao,
memoria, controle do movimento voluntario, entre outros (BERRIDGE et al., 2016;
WALKER et al., 2017; GARDANEH, 2010). A acdo da dopamina na via de recompensa
cerebral, leva a sensacdo de prazer e, através de conexdes entre este circuito e
estruturas relacionadas a formagcdo de memorias, desenvolvem-se respostas
reforgcadoras e formacgao de habitos (TOMAZI et al., 2017). As propriedades reforgadoras
de diferentes substancias, ou estimulos, estdo relacionadas com uma acgao direta ou
indireta no sistema dopaminérgico (VOLKOW; WISE; BALER, 2017). O sistema
dopaminérgico mesocorticolimbico é crucial para o desenvolvimento de comportamentos
de busca por sugestdes (dicas/pistas) associadas a recompensa que as predizem. Essas
associagdes sdo adquiridas através do pareamento de dicas/pistas ao estimulo
recompensador através do condicionamento Pavloviano. No contexto do comportamento
alimentar, é importante que os animais sejam capazes de avaliar o valor nutricional dos
alimentos quando encontram pistas relacionadas, como o0 cheiro ou a visdo de
determinado alimento. Com o tempo, as pistas especificas elicitam respostas
antecipatorias condicionadas que sdo associadas a recompensa que as pistas preveem.
Os neurdnios dopaminérgicos apresentam disparos em rajadas durante a exposi¢ao de
recompensas inesperadas, como comida, e essa taxa de disparos € maior para
recompensas maiores (TOBLER; FIORILLO; SCHULTZ, 2005). Quando uma pista ou
dica é associada a uma recompensa em varias sessdes de exposi¢cao (pareamento), 0s
animais aprendem que a sugestao prediz a recompensa e os disparos em rajada dos
neurdnios dopaminérgicos mudam para o inicio da exposi¢ao (SCHULTZ, 2010; WAELTI;
DICKINSON; SCHULTZ, 2001). Nesse contexto, neurénios dopaminérgicos codificam um
“erro de predigao/previsdo de recompensa” que impulsiona o aprendizado. O erro de
previsdo de recompensa codifica a diferenca entre um resultado previsto e o resultado
real (SCHULTZ, 2010). Consequentemente, o papel da dopamina na recompensa é mais
complexo do que a mera codificacdo do valor hedbnico (WISE, 2006). A exposicao

repetida a recompensa alimentar leva a uma redugéo da responsividade dopaminérgica
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que, gradualmente, é transferida para as dicas/pistas associados a essa recompensa (por
exemplo o cheiro da comida), o qual sdo, desta forma, processados como preditores de
recompensa, tornando-se um estimulo condicionado a recompensa (EPSTEIN; TEMPLE;
BOUTON, 2009; SCHULTZ, 2010). E importante ressaltar que quando a sinalizagéo da
dopamina no NAc é perturbada, o aprendizado associativo é prejudicado (NICOLA et al.,
2005). Além disso, o sistema mesocorticolimbico apresenta uma importancia na atengao
e na atribuicdo de valor reforcador e/ou aversivo a estimulos motivacionais, podendo
alterar a sinalizacdo dependente da dopamina, assim como da sua forga sinaptica
(COCCURELLO, 2019).

As acgbes da dopamina sdo mediadas pela ativacdo dos receptores
dopaminérgicos que sao receptores metabotropicos acoplados a proteina G, os quais sdo
divididos em 5 subtipos diferentes, didaticamente, subdivididos em duas familias: do tipo
D1 (D1 e D5) e do tipo D2 (D2, D3 e D4). A ativacao dos receptores do tipo D1 causa o
aumento da producdo de AMPc, promovendo a excitabilidade neural. Enquanto, a
ativacao de D2 reduz a producao de AMPc e, consequentemente, reduz a excitabilidade
neural (MISHRA; SINGH; SHUKLA, 2018). Os receptores do tipo D1 possuem uma maior
densidade de expressdo no estriado, NAc, substancia negra pars reticulata e bulbo
olfatério. Os receptores do tipo D2 sdao expressos, principalmente, no estriado, globo
palido externo (GPe), NAc, amigdala, cértex cerebral, hipocampo e glandula pituitaria
(MISHRA; SINGH; SHUKLA, 2018). Os neurdnios dopaminérgicos contém diferentes
subtipos de receptores de dopamina que apresentam afinidades distintas pela dopamina.
Devido a atividade tonica dos neurbnios dopaminérgicos da ATV, ha um nivel basal de
dopamina nas areas-alvo que age, preferencialmente, sobre os receptores D2 de alta
afinidade. O disparo em rajadas induz um aumento transitério nos niveis de dopamina,
que também promove a ativagéo de receptores D1 com menor afinidade (GONON, 1997;
WIGHTMAN; ROBINSON, 2002). O sistema dopaminérgico tem sido implicado em
diversas fungbes, sendo que os distintos padrdes de atividade neuronal contribuem com
diferentes aspectos fisioldgicos. Por exemplo, a atividade tonica desempenha um papel
importante na regulagdo da fungdo motora. Por outro lado, apesar de ambas as atividades
(tanto tbnica quanto a fasica) serem importantes para a motivagao, a atividade fasica
(disparo em rajadas) tem sido associada aos comportamentos dirigidos por recompensa
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(SCHULTZ, 2010; YUN et al., 2004). O consumo de alimentos palataveis pode
desencadear uma grande liberacdo de dopamina de maneira transitoria e ativar os
receptores do tipo D1. Ja os receptores do tipo D2 sdo sensiveis a niveis tonicos de
dopamina, relacionados a liberacéo basal da mesma (BAIK, 2013).

A regulagao do sistema dopaminérgico tem recebido muita atencéo nos ultimos
anos, devido as consequéncias que sua disfungao pode trazer, como o desenvolvimento
de comportamentos aditivos e obesidade relacionada a recompensa alimentar, dois
grandes problemas de saude publica (BAIK, 2013). Ambos, drogas de abuso e alimentos
altamente palataveis estao associadas a caracteristicas reforgadoras, motivadoras, e até
compulsivas, que sao codificadas pela neurotransmissdao dopaminérgica na via
mesocorticolimbica (SALAMONE; CORREA, 2012). O envolvimento da dopamina na
recompensa alimentar também tem sido associado a saliéncia motivacional, ou seja,
"desejar" comida em oposicado ao "gostar" de comida, um efeito que parece envolver o
estriado dorsal e o NAc (BERRIDGE, 2009). Nesse contexto, a sinalizagao
dopaminérgica é considerada essencial no processo de motivacdo para obter
recompensas alimentares, mas n&do para o consumo real dessas recompensas
(SALAMONE et al., 2001; COUSINS; SOKOLOWSKI; SALAMONE, 1993; NOWEND et
al., 2001). Projecbes dopaminérgicas dos neurdnios da substancia negra para o corpo
estriado dorsolateral também estdo envolvidas na regulacdo do consumo de alimentos.
Acredita-se que a antecipagdo das recompensas alimentares seja mediada por um
circuito neural mais amplo que, além do sistema de recompensa cerebral, inclui nucleos
hipotalamicos (WISE, 2006, SCHULTZ, 2010; KING; HENTGES, 2011). Em termos
gerais, o sistema mesocorticolimbico tem sido implicado nos efeitos reforcadores de
recompensas naturais, como comida ou sexo, e de drogas de abuso, uma vez que esses
estimulos aumentam a taxa de disparo de neurdnios dopaminérgicos da ATV e a
liberagdo de dopamina em areas-alvo (SCHULTZ, 2010; ADAMANTIDIS et al., 2011). O
disparo em rajadas dos neurénios dopaminérgicos na ATV tem efeito reforgador positivo,
uma vez que os animais “autoadministram” ativamente esses padroes de estimulagao
cerebral (WITTEN et al., 2011). Além disso, a ativacao direta desses neurdnios aumenta
a autoadministragao operante de recompensas alimentares (ADAMANTIDIS et al., 2011).

Vale ressaltar que animais sob jejum apresentam maior motivagao para comer durante a
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restricdo alimentar (ADAMANTIDIS et al., 2011; CARR, 2007), além de se esforgarem
mais para obter alimento com valor energético crescente, e apresentarem mais respostas
operantes vigorosas quando sao capazes de ganhar mais alimento (WISE, 2006; CARR,
2007). Animais sob restricdo alimentar podem apresentar niveis basais de dopamina
mais baixos no NAc (POTHOS; CREESE; HOEBEL, 1995), embora essas mudancgas
nem sempre sejam observadas (STUBER et al., 2002; CADONI et al., 2003). Contudo, a
maioria dos estudos mostra um aumento na liberacdo de dopamina quando os animais
recebem comida (VERHAGEN et al., 2009). Por outro lado, o bloqueio farmacologico
dos receptores dopaminérgicos, em ratos sob restricdo alimentar, diminui o
desempenho/esforgo para obter comida (ABERMAN; WARD; SALAMONE, 1998).
Também, ha um aumento da sinalizagdo dopamina quando animais sob restricdo
alimentar sdo expostos a dicas relacionadas a comida e uma maior motivacio para a

obtencao de alimento.

1.4 INTERACAO DA DOPAMINA COM OS HORMONIOS LEPTINA E GRELINA NA
REGULACAO DO COMPORTAMENTO ALIMENTAR

Conforme mencionado, o comportamento alimentar & regulado por diversos
circuitos neurais que controlam diferentes aspectos do comportamento alimentar, tais
como motivacao, saciedade, e recompensa por comida. Esses circuitos neurais estao
sob controle regulatério de hormoénios periféricos, como a leptina e a grelina, que
sinalizam informagdes sobre o estado metabdlico e atuam em neurdnios especificos da
circuitaria que participa do comportamento alimentar, tais como o0s neurbnios
hipotalamicos. Além da entrada hormonal nessa circuitaria, a leptina e a grelina também
atuam no sistema dopaminérgico mesolimbico (via de recompensa), que sinaliza
informacdes especificas relacionadas a recompensa que podem direcionar o
comportamento alimentar. Nao esta claro até que ponto o sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico contribui especificamente para os efeitos de ambos os hormonios no
comportamento alimentar. Contudo, sabe-se que o sistema de recompensa ¢é
influenciado pela agdo de ambos os horménios leptina e grelina. Esses horménios tém
acgdes diretas sobre a funcédo da ATV, e agem nos nucleos hipotaldmicos que se projetam
para a ATV.
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A leptina sinaliza informagdes sobre a adiposidade para o cérebro, facilitando o
aumento no gasto de energia e diminuindo a ingestao de alimentos. A leptina exerce suas
acgdes atraves da ligagéo ao receptor de leptina (LepR) que consiste num receptor do tipo
tirosina quinase. Os receptores LepR sao localizados em neurdnios do nucleo arqueado
do hipotalamo, neurdnios do neuropeptideo Y (NPY) / proteina relacionada com Agouti
(AgRP) (SCHWARTZ et al., 2000; VAN DEN TOP et al., 2004) e neurbnios pro-
opiomelanocortina (POMC). Cerca de 75-90% dos neurdnios dopaminérgicos da ATV
coexpressam receptores LepR (HOMMEL et al., 2006; FULTON et al., 2006; FIGLEWICZ
et al, 2003). A infusdo aguda de leptina em fatias cerebrais de ATV causa
hiperpolarizagdo dos neurbnios dopaminérgicos e diminui a frequéncia de disparos
neuronais (HOMMEL et al., 2006). Camundongos com déficit de leptina sdo obesos,
hiperfagicos e tém gasto de energia diminuido. Além disso, eles apresentam niveis
reduzidos de dopamina no NAc e expressam menos de tirosina hidroxilase na ATV
(FULTON et al., 2006). Ademais, assim como os pacientes obesos (WANG et al., 2001),
roedores obesos também apresentam reducédo na expressao de receptores D2 na ATV
(ROSEBERRY et al., 2007), a qual pode ser restaurada pelo tratamento com leptina
(PFAFFLY et al., 2010). No geral, esses estudos indicam que a sinalizagao
dopaminérgica na ATV é reduzida em animais com deficiéncia de leptina. Além disso, a
administracao de leptina na ATV também reduz a liberacdo de dopamina no NAc
(KRUGEL et al., 2003). Esse efeito que pode ser decorrente de um efeito inibitério direto
da leptina sobre os neurbnios dopaminérgicos da ATV (HOMMEL et al., 2006).
Similarmente, inje¢des de leptina no ventriculo cerebral diminuem a motivagao para obter
recompensa alimentar (FIGLEWICZ et al., 2006). Em conjunto, essas evidéncias
sugerem uma forte relagéo do sistema dopaminérgico mesolimbico nas ag¢des da leptina
sobre a reducao da ingestao de alimentos e a recompensa alimentar.

A grelina € um horménio que facilita a alimentagdo através da ativagcao dos
receptores de grelina (GHSR) que sao acoplados a proteina Gaq estimulatéria. Os
receptores GHSR sdo expressos em diferentes areas do cérebro envolvidas no
comportamento alimentar, incluindo hipotalamo (nucleo arqueado, hipotalamo
dorsomedial e hipotalamo ventromedial e nucleo paraventricular) e ATV (HORVATH,;
DIANO; TSCHOP, 2003; MONDAL et al., 2005). No nucleo arqueado, os receptores



31

GHSR sao expressos nos neurénios NPY e AgRP, sendo que a agao da grelina sobre
esses receptores estimula o comportamento alimentar aumentando a frequéncia, mas
ndo o tamanho das refeicdes (HORVATH; DIANO; TSCHOP, 2003; TSCHOP; SMILEY;
HEIMAN, 2000; DAVIS, 2018). A grelina esta envolvida na antecipacao das refeigdes. Os
niveis plasmaticos de grelina se correlacionam com a atividade antecipatoria que leva a
ingestao de alimentos (VERHAGEN et al., 2011; DAVIS, 2018), a qual esta diminuida em
animais cuja sinalizagdo da grelina € bloqueada farmacologicamente ou em animais
nocautes para o receptor GHSR (VERHAGEN et al., 2011; BLUM et al., 2009; DAVIS,
2018). Além disso, os receptores GHSR sao colocalizados com a tirosina hidroxilase em
cerca de 35-60% dos neurbnios dopaminérgicos da ATV (ABIZAID et al., 2006; ZIGMAN
et al., 2006; GUAN et al., 1997). Ao contrario do que ocorre com a leptina em fatias de
neurénios dopaminérgicos da ATV, a grelina aumenta a taxa de disparos dos neurdnios
dopaminérgicos. Curiosamente, esse efeito € abolido pelo bloqueio dos receptores de
glutamato, mas nao pela neurotransmissao GABAérgica (ABIZAID et al., 2006). Isso
indica que os efeitos da grelina s&o mediados por entradas glutamatérgicas pré-
sinapticas. A administragdo sistémica de grelina aumenta os niveis de dopamina no NAc
(QUARTA et al., 2009). Nessa mesma linha de raciocinio, a infusdo de grelina na ATV
aumenta a autoadministragao operante de sacarose, e também aumenta a liberagédo de
dopamina no NAc (JERLHAG et al., 2007). De modo semelhante, a infusao crénica de
grelina na ATV aumenta a ingestdo de alimentos de maneira dependente da dose. E
importante ressaltar que o aumento na ingestdo de alimentos por injecéo sistémica de
grelina sdo bloqueados pela injecao local de antagonista da grelina na ATV (KING et al.,
2011; HOMMEL et al., 2006). Esses resultados indicam que a ATV medeia, pelo menos
parcialmente, 0 aumento da motivagao e do consumo de alimentos induzidos pela grelina.
Em animais sob restricao alimentar, a ativagao dos receptores GHSR facilitam a atividade
antecipatoria da alimentacdo e aumenta a autoadministragcao de alimentos. Este aumento
no desempenho pode ser bloqueado pela injecdo de um antagonista de GHSR na ATV
(SKIBICKA et al., 2011). A sinalizacao da grelina na ATV também parece desempenhar
um papel no comportamento de escolha do alimento. Quando é dada a escolha entre
racao padrao e comida mais palatavel, ambos os camundongos nocaute dos receptores
GHSR, bem como ratos sistemicamente tratados com um antagonista da grelina,
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apresentam uma supressao na ingestao de comida palatavel, mas ndo na ingestao de
racao (EGECIOGLU et al., 2010). Concomitantemente, a administracdo de grelina na
ATV aumenta a ingestdo de alimentos palataveis, mas n&o de ragéo, durante uma hora
de exposigcdo a ambos os tipos de alimento (EGECIOGLU et al., 2010). Além disso, tem
sido demonstrada uma desregulagao da sinalizagao da grelina em pacientes magros que
sofrem de anorexia nervosa, bem como aqueles com compulsao alimentar periddica, os
quais apresentam niveis plasmaticos elevados de grelina (SHIIYA et al., 2002; TANAKA
etal., 2003). De modo que, esse perfil de restricdo na ingestao de alimentos concomitante
ao aumento da sinalizagdo da grelina, sugere que anorexia nervosa pode ser uma
condicdo associada a “resisténcia as ag¢des da grelina” (MILJIC et al., 2006).

O sistema eCB também participa de forma semelhante a da grelina na regulagao
do balango energético e do comportamento alimentar. Vale ressaltar, que os receptores
canabinoides (CB) sdo amplamente distribuidos em regides cerebrais cruciais para a
regulacdo do comportamento alimentar tais como, hipotalamo, e sistema de recompensa
(por vezes, sobrepostos aos receptores de grelina). Evidéncias experimentais, indicam
que o sistema eCB e a grelina interagem mutuamente na regulagcdo da ingestdo de
alimentos com base em principios homeostaticos e hedodnicos (TING et al., 2015; KOLA
et al., 2008).

1.5 SISTEMA ENDOCANABINOIDE

O sistema eCB (Figura 4) é peculiar por sua historia e aspectos fisiologicos.
Estudos fisiologicos e farmacoldgicos desse sistema foram realizados incialmente com
substancias extraidas de plantas do género Cannabis sp. (KANO, 2014). Em 1964, o
pesquisador israelense Rafael Mechoulam identificou e caracterizou o composto A9-
tetrahidrocanabinol (THC), principal responsavel pelos efeitos psicoativos da planta
Cannabis sp. Sabe-se que as agdes induzidas pelo A9 -THC sdo mediadas pela ativagao
dos receptores canabinoides (GAONI e MECHOULAM, 1964; MATHEW et al., 2021).

O sistema eCB é constituido pelas enzimas de biossintese e degradag¢ao dos
ligantes enddgenos (eCB — lipidios originados a partir de ésteres, éteres e amidas de
acidos graxos de cadeia longa polinsaturada). Diversos ligantes endégenos tem sido
apontado como eCBs, principalmente, porque compartilham semelhangas estruturais
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com os eCBs e interagem com o sistema eCB por vias candnicas ou ndo (GONCALVES
et al., 2020). Entretanto, os eCB 2-araquidonoilglicerol (2-AG) e a aracdonoil etanolamida
(anandamida) continuam sendo os representantes mais bem caracterizados.

Ambos os receptores do tipo CB1 e CB2 sao receptores metabotrépicos
acoplados a proteina G inibitérios, sendo expressos em diversos tecidos. Enquanto os
receptores CB1 sdo mais abundantes no SNC, os receptores CB2 sado expressos
predominantemente em tecidos periféricos (MACKIE, 2008; BATISTA et al., 2014;
GOBIRA et al. 2019; STERN et al., 2017). A anandamida e o 2-AG s&o produzidos sob
demanda a partir de fosfolipidios de membrana em terminais neuronais, mediante
elevagéo intracelular de Ca?*, apos ativagao concomitante dos receptores canabinoides.
A anandamida é sintetizada pela agao da fosfolipase-D, enquanto o 2-AG é sintetizado
pela diacilglicerol lipase. A anandamida e 2-AG se difundem para a fenda sinaptica, e
assim como o fitocanabinoide THC e os agonistas canabinoides sintéticos, sdo capazes
de ativar os receptores canabinoides. A anandamida e o 2-AG sao recaptadas nas
terminagdes nervosas pré ou pos-sinapticas, possivelmente, através de um transportador
especializado, em seguida, sdo catabolizados por enzimas amida hidrolase de acido
graxo e monoacilglicerol lipase, respectivamente (STERN et al., 2017). De modo
simplificado, a anandamida e o 2-AG sao liberados de neurdnios pds-sinapticos, apos
despolarizacdo neuronal, e ativam receptores canabinoides pré-sinapticos, atuando
como mensageiros retrogrados (produzido no neurdnio pos-sinaptico para agir em
receptores pré-sinapticos e inibir a liberacdo do neurotransmissor do neurbnio pré-
sinaptico onde ele foi produzido) (HOWLETT et al. 2002, PIOMELLI 2003, FITZGERALD,
SHOBIN et al. 2012). Contudo, os endocanabinoides também podem atuar de maneira
autécrina (agindo no proprio neurénio de origem e paracrina (agindo em neurdnios e
células vizinhas (GODOY-MATOS et al., 2006).

Os receptores CB1 acoplam-se, principalmente, a proteina Gi e Gq, enquanto
CB2 acopla-se apenas a Gi. Os receptores CB1 sao mais expressos nos axénios e
terminais pré-sinapticos de neurénios na amigdala, hipocampo, cortex, tratos de saida
dos ganglios da base e cerebelo. Em geral, associados a neurbnios GABAérgicos e
glutamatérgicos, onde sua ativacdo inibe a liberacdo de GABA e glutamato,
respectivamente (SHABAZI, 2020). Por outro lado, os receptores CB2 s&o expressos,
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principalmente, nas células imunes, bem como em tecidos periféricos, incluindo o figado
(MALLAT et al., 2006), tecido adiposo (STAROWICZ et al., 2008; SPOTO et al., 2006;
ROCHE et al.,, 2006) e células das ilhotas pancreaticas que expressam insulina
(BERMUDEZ-SILVA et al., 2006), onde destaca-se um possivel papel destes receptores
na homeostase energética. Além disso, os receptores CB2 também sao expressos em
regides encefalicas envolvidas na regulagdo do apetite (STEMPEL et al., 2016; VAN
SICKLE et al., 2005).

De forma geral, a ativagao de receptores canabinoides promove a reducao da
excitabilidade do neurdnio e reduz a liberagdo de neurotransmissores excitatorios e
inibitérios, neuropeptideos e outros mediadores quimicos (HOWLETT et al., 2002). A
ativacao dos receptores CB1 resulta na supressao da liberagdo de neurotransmissores.
Enquanto, a ativacdo dos receptores CB2 hiperpolariza a membrana pds-sinaptica
(ZHANG et al., 2014). Além dos receptores CB1 e do CB2, os eCB podem interagir com
outros alvos. Por exemplo, com receptor potencial transitério de vaniloide tipo-1 (TRPV1),
um canal ibnico localizado em terminais nervosos pos-sinapticos, cuja ativagdo pelos
eCB leva a despolarizagdo (TOTH; BLUMBERG; BOCZAN, 2009). A anandamida, assim
como outros acidos graxos de etanolamidas, oleoiletanolamida e palmitoiletanolamida,
interage com receptores ativados por proliferador de peroxissoma (PPAR) -
particularmente com o subtipo PPAR-a — um fator de transcricao ativado por ligante que
também pode desencadear eventos de sinalizagdo ndo genémica. Os receptores PPAR
estdo localizados no nucleo de diferentes tipos celulares na periferia e no SNC e
desempenham importante papel na regulacdo do balango energético e do

comportamento alimentar entre outras fungées (SIHAG; JONES, 2018).
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Figura 4 — Representacdo esquematica do sistema endocanabinoide.

6@ Fosfolipase c beta
-

,, b Inositol trlfosfato

=7

ey, f %
’f!/

% I

Canabinoides \
. @ o

Nape-fosfatase
D especifica )
N-acetiltranferase

; L
o R
° g.O. o
OO ° 0\
Sinalizagdo via receptores acoplados a proteina G cal/z S'“"::ﬁ:ﬁl'fe?u"“ Alvos intracelulares  Degradagao de endocanabionides

%%ﬂ\:\ B@ 8 35?

CB1 mitocondrial Hidrélise

ERK1/2 PPAR Conversdo em outras
moléculas bioativas
Monoacilglicerol Hidroxilase
g amida de acido
lipase
graxo
Monofosfato ciclico Transcrigdo de Respiracio

de adenosina genes alvos mitocondrial  12NScricao de genes Glicerol Etanolamina

Legenda: Os eCBs Anandamida (representado por AEA) e 2-AG sao produzidos sob demanda a partir de
precursores lipidicos e liberados no meio extracelular. Canabinoides endégenos e exdgenos agem através
dos mesmos sistemas de sinalizagédo: A ligagdo aos receptores CB1 ou CB2 acoplados a proteina Gi
regulacdo da transcri¢cdo através de quinases reguladas por sinal extracelular (ERKs). Os eCBs também
podem interagir com receptores acoplados a proteina GGPCRs como o TRPV1 e, intracelularmente, CB1
mitocondrial (mtCB1) e receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARSs). A sinalizagédo é
terminada por hidrélise, mas eCBs também podem servir como substratos para ciclooxigenases (COXs),
lipoxigenases (LOXs) ou citocromos P450, produzindo outros compostos bioativos. Observe que todos os
processos ilustrados n&o precisam ocorrer em células distintas, pois a sinalizagao autécrina eCB também
foi mostrada.

Fonte: Adaptado de Horn et al. (2018).

1.6 SISTEMA ENDOCANABINOIDE E RECOMPENSA ALIMENTAR
O sistema eCB desempenha um papel crucial na homeostasia, regulagcao do
balanco energético (uso e armazenamento de energia) e no controle do apetite (HORN
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et al., 2018). Os primeiros indicios foram os estudos demonstrando o aumento dos niveis
dos eCB, 2-AG e anandamida dentro do cérebro e da periferia de animais obesos
(ALVHEIM et al., 2012, DI MARZO et al., 2001, MATIAS et al., 2006). Da mesma forma,
a administragao central dos agonistas de receptores canabinoides promovem o consumo
excessivo de alimentos, sugerindo que os canabinoides podem ter um papel importante
no comportamento alimentar (JAMSHIDI; TAYLOR, 2001, WILLIAMS; KIRKHAM, 1999).

Os eCB (anandamida e 2-AG) estimulam a ingestdo de alimentos,
particularmente aumentando o consumo de alimentos palataveis, agindo através da
ativagao receptores CB1 expressos nas regides mesocorticolimbicas (LAU et al., 2017).
Além dos eCB classicos, os lipideos estruturalmente semelhantes aos eCBs, como
palmitoiletanolamida e oleoiletanolamida, sdo considerados ligantes dos receptores
PPARa, também desempenham um papel importante na modulagédo do comportamento
alimentar atuando como mediadores da saciedade (Romano et al., 2015). Disturbios na
sinalizacdo eCB tém sido implicados com transtornos alimentares (SCHERMA et al.,
2015). Por exemplo, niveis plasmaticos elevados de anandamida foram encontrados em
pessoas com sobrepeso / obesidade e pacientes com transtorno de compulsao alimentar
(Monteleone et al., 2005). A maior parte dos estudos acerca do papel do sistema eCB na
regulacao do apetite é focada nos receptores CB1, uma vez que, compostos que reduzem
a atividade dos receptores CB1 como o rimonabanto reduzem o apetite e o peso corporal
em roedores magros e obesos induzidos por dieta. Nesse sentido, o rimonabanto foi
considerado um agente anti-obesidade promissor. No entanto, em pouquissimo tempo o
rimonabanto foi retirado do mercado devido aos seus efeitos adversos psiquiatricos, os
quais incluiam ansiedade, depressao e ideacao suicida (DESPRES et al., 2005).

Por outro lado, o bloqueio farmacoldgico dos receptores CB2 via a injegéo
intracerebroventricular ou intraperitoneal (i.p.) do antagonista AM630 produz um aumento
significativo na ingestdo de alimentos em roedores ndao obesos (GONG et al., 2006;
WERNER et al., 2003; ONAIVI et al., 2008). Da mesma forma, a delegao dos receptores
CB2 gera um fendtipo obeso relacionado a idade, caracterizado pelo aumento na
ingestao de alimentos, peso corporal e hipertrofia do tecido adiposo (AGUDO et al., 2010;
ENGELI, 2012). Com relacdo a homeostase da glicose, a administracdo aguda do
agonista do receptor CB2, JWH-133, melhora a tolerancia a glicose em ratos nao obesos
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(BERMUDEZ-SILVA et al., 2007), o que indica um envolvimento do receptor na melhora
do diabetes associado a obesidade.

O sistema eCB desempenha um importante papel regulador da via de
recompensa cerebral, através da ativagao dos receptores canabinoides que modulam a
atividade dos neurbnios dopaminérgicos envolvidos nas respostas relacionadas a
recompensa (MALDONADO, VALVERDE et al. 2006). Atuando diretamente na via de
recompensa cerebral ou através da interagao com diferentes nucleos hipotalamicos, os
quais podem modular a transmissédo sinaptica na ATV e NAc (LAU et al., 2017). O
bloqueio dos receptores CB1 tém sido amplamente relacionados com a modulagao da
via de recompensa tanto pela inibicdo da sinalizagdo GABAérgica, quanto
glutamatérgica. As quais culminam com a redugao da liberagdo de dopamina, resultando
numa redugdo do consumo de drogas (alcool, tabaco, cocaina e etc...), bem como
reduzindo comportamentos de busca pela droga, os quais podem levar a recaidas
frequentes (HORN et al., 2018).

Diferentemente dos receptores CB1, a ativagcao dos receptores CB2, parece
modular negativamente a liberacdo de dopamina no NAc (Figura 5), reduzindo o
consumo de drogas de abuso e suprimindo os comportamentos reforgadores, tais como
o comportamento de busca pela droga e a fissura, os quais podem levar a recaida
(CANSECO-ALBA et al., 2019; LIU et al., 2017; MA et al., 2019; ONAIVI et al., 2008; XI
etal., 2011; ZHANG et al., 2017, 2014, 2015).
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Figura 5 — Diagrama apresentando como a ativagao dos receptores canabinoides

modulam o sistema dopaminérgico mesolimbico.
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Legenda: A ativagéo dos receptores CB2 pode exercer efeitos na recompensa por modular negativamente
os niveis de dopamina no NAc. A dopamina regula as cascatas de sinalizagdo nas células que podem
alterar a transcricdo de genes e podem desencadear alteracdes neuroadaptativas e comportamentais nas
estruturas cerebrais com alteragdes na sintese de proteinas.

Fonte: Adaptado de Jordan e Xi (2019).

Como alvo terapéutico, os receptores CB2 tém uma vantagem notavel sobre os
receptores CB1. Os receptores CB1 sdo os principais responsaveis pelos efeitos
psicotropicos e psicotomiméticos do THC, bem como pelos efeitos adversos psiquiatricos
de farmacos como o rimonabanto (CRISTINO; BISOGNO; DI MARZO, 2020; ZOU;
KUMAR, 2018). O antagonista CB1 (rimonabanto/SR141716A) foi desenvolvido para o
tratamento da obesidade, porém devido aos efeitos adversos relacionados ao humor, ele
foi prontamente retirado do mercado (ARRONE et al., 2010; PROIETTO et al., 2010;
MOREIRA; CRIPPA, 2009). Em contraste, acredita-se que os receptores CB2 sao um
alvo promissor para a descoberta de novos medicamentos para o tratamento de
disturbios que envolvem uma desregulagéo da via de recompensa cerebral, tais como
disturbios do comportamento alimentar e dependéncia de drogas, ao mesmo tempo que
evita os graves efeitos colaterais psiquiatricos associados ao CB1 (AN et al., 2020). Os

receptores CB2 podem ser ativadoss pelo beta-cariofileno, sendo considerado um
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composto potencial para o tratamento de disturbios que envolvem uma desregulagao da
via de recompensa (GERTSCH, 2008).

1.7 BETA-CARIOFILENO E RECOMPENSA ALIMENTAR

Sesquiterpenos sdo metabdlitos secundarios encontrados em uma grande
variedade de plantas, que apresentam diversos efeitos bioldgicos e farmacoldgicos (Dl
SOTTO et al.,2010; DUHAMEL et al., 2016). O beta-cariofileno, € um sesquiterpeno
biciclico, = conhecido  quimicamente = como  (trans-(1R,9S)-8-Metileno-4,11,11-
trimetilbiciclo[7.2.0](trans-(1R,9S)-8-Metileno-4,11,11-trimetilbiciclo[7.2.0]
(VIJAYALAXMI et al., 2015). Opticamente, B-cariofinelo e iso-cariofinelo sao isbmeros
trans e cis duplo, respectivamente, enquanto a-humuleno é um isbmero de anel aberto,
como pode ser visto na Figura 6. Nas plantas, o sesquiterpeno é comumente encontrado
em seus Oleos essenciais em combinagdo com iso-cariofilieno ou a-humuleno.
(BUDAVARI et al., 1996).

Figura 6 — Estruturas quimicas dos sesquiterpenos biciclicos (E)-beta-cariofileno, (Z) -
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beta-cariofileno, 6xido de cariofileno e o isbmero de anel aberto alfa humuleno (alfa-
cariofileno).
Fonte: Gertsch et al. (2008).

O beta-cariofileno tem origem natural e estda presente em muitos Oleos
essenciais, encontrado em diferentes plantas, especiarias e alimentos, como o orégano

(Origanum vulgare L.), canela (Cinnamomum spp.), pimenta preta (Piper nigrum L.),
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cravo-da-india (Syzygium aromaticum), alecrim (Rosmarinus officinalis), lapulo (Humulus
lupulus), germander (Teucrium spp.), 6leo de copaiba (Copaiba spp) e Cannabis spp.
(FIDYT et al., 2016; GHELARDINE et al, 2001; DE ALMEIDA et al., 2013;YANG; NIE,
2016; ANDRADE-SILVA et al., 2016). A planta Cannabis contém mais de 100 compostos
terpeno-fendlicos farmacologicamente ativos, conhecidos como canabinoides. O beta-
cariofileno € um dos principais constituintes (cerca de 35%) no 6leo essencial de
maconha (Cannabis sativa L.), que é considerada uma importante fonte tradicional de
canabinoides derivados de plantas ou fitocanabinoides (HENDRICKS et al., 1975;
CALLEJA et al., 2013). Geralmente, nas plantas, o beta-cariofileno apresenta maior
concentracdo nas partes aéreas, folhas, flores e florescimento e em tragos em raizes,
rizomas, caules e cascas de diferentes plantas (LUCCA et al., 2015; DIAS DDE et al.,
2012).

Como caracteristicas fisico-quimicas, a baixa solubilidade em agua é a mais
citada, o que sugere sua elevada afinidade pela membrana celular e capacidade de
transposicao da barreira hematoencefalica (FIDYT et al., 2016). Além disso, devido ao
seu sabor aromatico fraco, € usado comercialmente como aditivo alimentar e em
cosméticos. A toxicidade do beta-cariofileno vem sendo estudada in vivo e in vitro. Esta
substancia, atualmente, € considerada nao mutagénica, ndo genotdxica e a dose letal
oral aguda (DL50) em ratos é relatada como acima 5000 mg/kg de peso corporal
(SCHMITT; LEVY; CARROLL, 2016). O beta-cariofileno € uma substancia aprovada pela
Food and Drug Administration (FDA) e pela Autoridade Europeia para a Seguranga dos
Alimentos (EFSA) (VARGA et al., 2018; YAMAGUCHI; LEVI, 2017).

O beta-cariofileno é considerado um agonista seletivo dos receptores
canabinoides do tipo CB2 (Ki de 155 nmol/l para receptores CB2 humanos, sem afinidade
significativa para ligagdo ao receptor CB1) (GERTSCH, 2008). Dentre as atividades
farmacolégicas descritas na literatura, destacam-se a atividade antiproliferativa,
anestésica, antiviral, antifungica, antibacteriana, anti-inflamatéria, antioxidante e os
efeitos neuroprotetores em modelos de isquemia cerebral, convulsdo, hipéxia em células
da glia, doenga de Alzheimer e depresséao (LOIZZO et al., 2008; GHELARDINI et al.,
1999; DUKINC; BENZIC; VUKO, 2011; HO et al., 2011; SHAFAGHAT, 2011;
KOBAYASHI et al., 2011; CALLEJA et al., 2013; CHOI et al., 2013; LIU et al., 2015; GUO
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et al., 2014; CHENG et al., 2014; OLIVEIRA, 2018). Ademais, algumas evidéncias
sugerem o potencial terapéutico do beta-cariofileno no tratamento da dependéncia de
drogas (Al MANSOURI et al., 2014; HE et al., 2020, 2021; GALAJ et al., 2021). Por
exemplo, a administracéo sistémica de beta-cariofileno, diminui o consumo de alcool e a
preferéncia condicionada ao lugar induzida por alcool em camundongos (Al MANSOURI
et al., 2014), reduz a autoadministragao operante de cocaina, nicotina e metanfetamina,
bem como a motivagédo e os comportamentos de busca pelas drogas em roedores (HE et
al., 2020; 2021; GALAJ et al.,, 2021). Esses efeitos do beta-cariofileno sobre os
comportamentos reforgadores induzidos por diferentes drogas de abuso parecem
envolver a supressao da sinalizacdo dopaminérgica na via de recompensa (ZHANG et
al., 2014).

Diante do exposto, a hipotese desse estudo é que a ativagcdo seletiva dos
receptores canabinoides CB2, por meio da administracao sistémica do beta-cariofileno,
possa modular negativamente as propriedades reforgadoras e motivacionais induzidas

por recompensa palatavel, possivelmente, através da modulagao da via de recompensa.
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2 JUSTIFICATIVA

O sistema eCB participa da regulacao de diversos processos fisiolégicos, como
a ingestdo de alimentos, metabolismo energético e termogénese (AKBAS et al., 2009;
COTA et al., 2003; DI MARZO et al., 2001). Contudo, apesar do notorio potencial
terapéutico dos receptores canabinoides do tipo CB1, os efeitos colaterais psiquiatricos
graves decorrentes do seu bloqueio farmacoldgico parecem nao superar os beneficios
do seu uso clinico, justificando a necessidade de explorar novos alvos terapéuticos que
também possam modular a recompensa e motivacdo sem afetar o humor, tais como os
receptores CB2.

O beta-cariofileno € um composto aprovado pela FDA e EFSA como aditivo
alimentar. A ativacao dos receptores CB2 n&o esta associada aos efeitos psicotrdpicos e
psicotomiméticos tipicos de agonistas dos receptores CB1 como THC. Além disso, o
beta-cariofileno possui boa biodisponibilidade, baixa toxicidade e um o6timo perfil de
seguranga com efeitos colaterais minimos (AKBAS et al., 2009; GERTSCH, 2008; ROSSI
et al., 2018). Estas caracteristicas tornam o composto um excelente candidato para
abordagens terapéuticas envolvendo o sistema de recompensa, o que justifica o seu uso

neste trabalho.
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3 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as acdes do beta-cariofileno sobre as propriedades reforgcadoras e

motivacionais induzidas por alimento palatavel (creme de aveld com chocolate) em

camundongos, investigando, ainda, se os efeitos sdo mediados pela ativacdo dos

receptores CB2.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar o efeito do sexo no desenvolvimento da preferéncia condicionada ao lugar,
induzida pela recompensa, em camundongos;

Investigar se o beta-cariofileno apresenta propriedades refor¢gadoras per se, na tarefa
de preferéncia/aversao condicionada ao lugar em camundongos fémeas;

Investigar o efeito da administracéo sistémica de beta-cariofileno sobre a expressao
da preferéncia condicionada ao lugar, induzida pela recompensa, em camundongos
fémeas;

Avaliar os efeitos dos agonistas seletivos dos receptores CB2, beta-cariofileno e
JWH133, sobre o incentivo a saliéncia motivacional induzido pela recompensa em
camundongos fémeas treinados na tarefa do runway.

Investigar se os efeitos do beta-cariofileno sobre o incentivo a saliéncia motivacional
induzido pela recompensa na tarefa do runway s&do mediados pela ativagdo dos

receptores CB2.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 198 camundongos (180 fémeas e 18 machos) da linhagem Swiss, entre
3 e 6 meses de idade. Os animais foram provenientes do Biotério Central da UFSC e
mantidos no Neuroscience Coworking Lab (PsicowLab), situado no Departamento de
Ciéncias Fisiolégicas — Centro de Ciéncias Biologicas. Os animais foram alojados em
caixas plasticas (42 x 34 x 17 cm), com no maximo 10 animais por caixa. Estas foram
mantidas em estantes ventiladas (Nuvilab CR1, Nuvital; Quimtia Nutrientes SA, Colombo,
PR, Brasil), com livre acesso a agua e comida. As estantes foram programadas com
condicao controlada de temperatura (23 + 1°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12
horas, fase clara das 06:00 as 18:00 h). Os camundongos foram familiarizados com as
condi¢cdes da gaiola, da colénia e manuseio humano por sete dias antes de iniciar os
experimentos. Para a realizagdo dos estudos comportamentais, os animais foram
mantidos na sala de experimentacdo por, pelo menos, 1 hora antes do inicio dos
experimentos. Todos os procedimentos foram realizados seguindo normas internacionais
de bem-estar animal recomendadas pela diretriz brasileira para o cuidado e a utilizagao
de animais para fins cientificos e didaticos (CONCEA, 2013), estando de acordo com a
Lei Federal 11.794 de 2008 (BRASIL, 2008). Os protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal de Santa
Catarina - UFSC (CEUA-UFSC 7966250520). Utilizou-se o numero minimo de animais,

com uma duracdo minima de tempo para a obtencao de dados consistentes.

4.2 DROGAS E REAGENTES

O beta-cariofileno (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) foi suspenso em 5%
de tween e solugdo salina de NaCl 0,9% usando sonicagdo. Ambos antagonista e
agonista seletivos do receptor CB2 (respectivamente, AM630 e JWH133) (Tocris
Cookson, Bristol, Reino Unido), foram dissolvidos em 2,5% DMSO e solugéo salina de
NaCl 0,9%. Todas as drogas foram injetadas intraperitonealmente (i.p.) com volume de
10 ml/kg ajustado ao peso corporal. Foram escolhidas doses de cada farmaco com base
em estudos anteriores (AL MANSOURI, 2014; DE CARVALHO et al., 2014; ZHANG et
al., 2014) ou experimentos pilotos.
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4.3 PROTOCOLO DE JEJUM E HABITUACAO A RECOMPENSA PALATAVEL DOCE

Primeiramente, € importante salientar que, neste trabalho, o termo “jejum” refere-
se a um estado onde o animal € completamente privado de alimentos, mas tem livre
acesso a agua. Um dos objetivos do presente estudo foi a padronizagao dos protocolos
experimentais no PsicowLab. Na elaboragao dos protocolos foi considerada a premissa
de que o jejum pode estimular a ingestdo da recompensa palatavel, seja pelo aumento
da motivagdo pela busca de alimentos (ADAMANTIDIS et al., 2011; CARR, 2007), ou
pela indugdo de estresse. Sabe-se que tanto o estresse cronico quanto o agudo,
aumentam a busca por estimulos recompensadores em ambos 0s sexos, € esse efeito é
ainda maior em fémeas devido ao efeito do estradiol sobre o eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal e, consequente, estimulacdo da transmissdo dopaminérgica na via de
recompensa mesocorticolimbica (ECK; BANGASSER, 2020; QUIGLEY et al., 2021;
ADAM; SPEL, 2007).

Para aumentar a motivagdo da recompensa alimentar, todos os camundongos
jejuaram durante 4-6 horas por dia, trés dias antes do inicio dos experimentos e durante
o periodo experimental. Os animais foram habituados a recompensa por trés dias
consecutivos antes dos experimentos comecarem, afim de evitar a neofobia. Apds o
periodo de jejum, um recipiente contendo a recompensa (creme de avela com chocolate
da marca Ritter Alimentos S/A) foi introduzido na gaiola de moradia, por 30 minutos, para
habituar os animais a recompensa apresentada posteriormente. Os animais foram
pesados nos trés primeiros dias consecutivos e, depois desse periodo, foram pesados a
cada dois dias até o final dos experimentos. Nenhum animal apresentou mais de 10% de
perda de peso corporal durante nossas investigagdes, sendo tal perda considerada

abaixo dos endpoints humanitarios em diretrizes internacionais.

4.4 PROTOCOLO DE PREFERENCIA CONDICIONADA AO LOCAL

Esta tarefa é utilizada para avaliar a capacidade do animal em associar o efeito
reforgcador da substancia com dicas do ambiente apds a aprendizagem que envolve um
condicionamento associativo Paviloviano (SUN et al., 2018). O protocolo experimental de

preferéncia condicionada ao lugar (PCL) utilizado nesse estudo foi baseado no trabalho
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de Delamater et al. (2000) e padronizado através de experimentos-piloto, uma vez que
no estudo de Delamater e coautores foi realizado um protocolo de preferéncia
condicionada ao lugar (PCL) induzida por solugdes de sacarose em camundongos em
estado de jejum, e no presente estudo o estimulo reforgador e a forma de apresentagao
da recompensa foram completamente diferentes.

O procedimento de PCL consistiu em 3 fases: pré-teste, condicionamento e teste.
Os experimentos foram realizados em quatro caixas de madeira retangulares e idénticas,
formadas por dois compartimentos A e B (com dimensbdes de 20 x 30 x 40 cm),
conectados através de uma porta de guilhotina (5 x 10 cm). Os compartimentos A e B
continham diferentes dicas visuais (listras verticais pretas vs. Pretas e brancas), tateis
(duas texturas diferentes do piso), além de pistas olfativas (café vs. Odor de baunilha).
Durante as sessbes de condicionamento dentro de cada compartimento, havia um
recipiente circular de plastico (3 cm de didmetro) impregnado com odor de café ou de
baunilha fixado na parede, além de uma tampa de metal que continha a recompensa
doce (creme de aveld com chocolate da marca Ritter Alimentos S/A) ou que estava vazia
(sem recompensa). Assim, a recompensa alimentar sempre foi apresentada na presenca
do odor de café, enquanto no compartimento oposto, o recipiente que continha a
recompensa estava vazio (sem recompensa) € havia odor de baunilha. Estudos piloto
nao revelaram preferéncia basal para os compartimentos quando foram associados
apenas aos dois odores (café versus baunilha). Este fato sugere que nao ha preferéncia
por um odor em detrimento do outro entre os roedores. Todos os experimentos de PCL
foram realizados sob baixa iluminacao (20 lux). O comportamento de cada animal foi
registrado através de uma camera de video posicionada acima do aparelho e monitorada
em uma sala adjacente. Ao final de cada sessdo, os animais retornam as suas
respectivas gaiolas de moradia e os aparatos foram limpos com papel toalha embebidos
com solucao de etanol a 5%.

Devido a consisténcia pastosa da recompensa e as perdas (restos de recompensa
que grudavam nas patas e no focinho dos animais), o consumo durante as sessdes de
condicionamento foi arbitrariamente registrado com pontuagdes entre 1 e 7, conforme: 1
=< 5%, 2 =5-10%, 3 = 10-25%, 4 = 25-50%, 5 = 50-75%, 6 = 75-95% e 7 = 95-100%.

Considerando que os animais tinham o acesso voluntario a recompensa palatavel na



47

camara PCL durante os dias (alternados) de condicionamento, os camundongos que
consumiram pouca recompensa nos primeiros quatro dias de ensaio (< pontuagao 3) néo
foram incluidos nas analises estatisticas. Este critério de exclusdo foi baseado em um
experimento piloto, onde durante as trés primeiras sessées de condicionamento com
acesso a recompensa, 0S animais que apresentaram pontuagao de consumo igual ou
inferior a 3, ndo desenvolveram a PCL induzida pela recompensa associada ao aroma
de café, em comparagdo com o grupo de controle (sem recompensa/aroma de baunilha).
O indice de consumo de recompensas e 0s pesos corporais dos camundongos, em jejum,
foram aferidos afim de avaliar o impacto do jejum e da ingestao de recompensas durante
0 experimento.

No pré-condicionamento (dia 1, pré-teste), cada camundongo foi colocado no
aparato para explora-lo livremente por 15 minutos. Para o registro do tempo gasto em
cada camara, as quatro patas do animal deveriam permanecer dentro do local. Foram
excluidos do estudo os animais que apresentam forte preferéncia incondicionada (gastos
> 540 segundos) nesse dia. Conforme as preferéncias basais, os animais foram divididos
em dois grupos equivalentes. Em seguida, as diferentes combinagbes dos dois
compartimentos (A e B) foram contra balanceadas entre os grupos. Durante 20 dias
consecutivos (fase de condicionamento), cada animal foi submetido a uma sessao de
condicionamento que consistia em manter o animal confinado durante 30 min em um dos
compartimentos. Assim, cada camundongo foi submetido a 10 sessdes de
condicionamento na presenga da recompensa (creme de avelad com chocolate da marca
Ritter Alimentos S/A + aroma de café) e dez sessbes de condicionamento na camara
oposta (sem a recompensa + aroma de baunilha) em dias alternados. Apds o
condicionamento, os animais eram testados (24 h apds a Uultima sessdo de
condicionamento, no dia 22) para verificar se haviam desenvolvido a PCL. Os animais
tiveram acesso de 15 minutos ao aparelho para ambas as camaras do aparato de PCL,
ou seja, 0 mesmo procedimento foi utilizado no pré-teste. O parametro de PCL foi
representado pela diferengca (em segundos) entre o tempo gasto no compartimento
pareado com creme de avela com chocolate no teste apds o condicionamento e o tempo
gasto no mesmo compartimento durante o pré-condicionamento (SUN et al., 2018). O
indice PCL foi analisado pelo teste t de uma amostra para comparar a porcentagem de
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preferéncia (indice de PCL) com um valor arbitrario de 50%. A Figura 7 apresenta o

esquema ilustrativo do presente protocolo de PCL.

Figura 7 — Esquema ilustrativo do protocolo de preferéncia condicionada ao lugar

induzida por recompensa palatavel.
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Fonte: O proprio autor.

4.5 PROTOCOLO DO RUNWAY

A tarefa de runway consiste em um paradigma de aprendizagem instrumental,
onde se observa curvas de aquisicdo do aprendizado de incentivo a saliéncia
motivacional através de medidas da laténcia para atingir a recompensa, bem como
medidas de velocidade e trajetdrias indicativas de motivagdo e comportamento dirigido
ao reforgo. O protocolo experimental foi baseado no estudo de Pecifa et al., (2003). A
tarefa do runway foi utilizada para avaliar os efeitos do tratamento farmacoldgico sobre a
saliéncia motivacional para buscar a recompensa dos animais previamente treinados.

O aparato consistia em uma pista (10 x 100 x 60 cm) dividida em trés
compartimentos: uma regiao de partida (10 x 15 x 60 cm) onde foi colocada uma gaiola
movel de partida, uma pista central (10 x 65 x 60 cm) e uma area de recompensa (10 x
15 x 60 cm) fixa na extremidade distal e oposta a regido de partida. Duas portas
deslizantes do tipo guilhotina (10 x 60 cm e 2,5 cm de espessura) separavam as areas
de partida e de recompensa na pista. A area de partida era movida de lugar através da

pista, podendo estar de 15 a 75 cm da area de recompensa ao longo de cada sessao.
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Uma tampa metalica era colada na area de recompensa contendo, aproximadamente,
2,0 g de creme de avelda com chocolate. Ao longo dos treinos, em cada sessao era
apresentada uma recompensa “fresca” para cada animal, a fim de evitar pistas olfativas.
O registro dos paramétros era feito através de uma camera de video posicionada acima
do aparato. Além disso as laténcias para atingir a area de recompensa e para comer,
foram registradas por um experimentador em tempo real durante cada sessao de treino.

O protocolo do runway consistiu em 3 fases: (i) pré-exposigao/habituacao, (ii)
aquisicdo de aprendizagem e (iii) desempenho apos treinamento. Nas sessdes de pre-
exposicao/habituagao (dias 1-3), os camundongos foram mantidos confinados dentro da
area de recompensa com livre acesso a recompensa por 5 minutos. Foi registrada a
laténcia para comer a recompensa durante os 3 dias. A fase de aquisicdo de
aprendizagem ocorreu entre os dias 4 e 9. Na sessao de treino 4, a area de partida foi
colocada a 15 cm da area de recompensa e o animal foi mantido por 30 segundos com a
porta fechada. Apds esse periodo, a porta foi aberta para que o animal a prosseguisse
para a pista. Camundongos que n&o deixaram a area de partida dentro de 3 minutos,
eram conduzidos, suavemente, em direcdo a area de recompensa. Esse procedimento
foi repetido para os demais treinos, movendo-se apenas a area de recompensa. No treino
5, area de partida foi movida para 45 cm da area de recompensa, no treino 6 para 60 cm
e nos treinos 7 a 9 para 75 cm da recompensa. A fase de desempenho apods treinamento
comecou a partir do dia 10, fixando a area de partida a 75 cm da recompensa. Nos dias
10, 11 e 12, os animais receberam tratamentos farmacoldgicos de 30 a 60 min antes de
cada sessdo. No dia 13, os animais foram novamente testados, com tratamento, porém
na auséncia de jejum. A velocidade de conclusdo da tarefa foi calculada para cada
sessado, através da razao entre a laténcia para alcancar a area de recompensa e O
comprimento da pista. A saida da area de partida foi registrada quando as quatro patas
do animal estavam fora da area de partida e vice-versa para a entrada na area de
recompensa. Foi permitido que cada animal comesse a recompensa por um periodo de
30 segundos, apods iniciar a comer a recompensa dentro da area de recompensa. Em
seguida, o animal era retirado, e colocado na sua gaiola de moradia e o aparato foi limpo

com papel toalha embebidos com solugéo de etanol a 5%.
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Uma caémera de video registrou o comportamento no protocolo de runway para a
andlise subsequente da (i) laténcia para deixar a caixa de partida; (ii) laténcia para
alcangar a caixa de metas; (iii) velocidade média (cm/s) enquanto corre em dire¢do a
recompensa (incluindo pausas e reversodes) e (iv) laténcia para o camundongo comer
apos alcancgar a area de recompensa. A laténcia para iniciar o consumo da recompensa
e o tempo gasto durante o seu consumo foram pontuados manualmente por um
experimentador cego as condigdes experimentais. A Figura 8 apresenta o esquema

ilustrativo do presente protocolo de runway.

Figura 8 — Esquema ilustrativo do protocolo runway.
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Fonte: O préprio autor.
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4.6 DELINIAMENTO EXPERIMENTAL

Os experimentos citados a seguir foram agrupados em blocos, os quais foram
desenvolvidos para responder diferentes questdbes deste estudo utilizando as
metodologias descritas anteriormente. A sequéncia de apresentacdo desses blocos foi

esquematizada na Figura 9.

Figura 9 — Esquema ilustrativo da sequéncia de apresentagao dos blocos experimentais.
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Fonte: O préprio autor.

4.6.1 Padronizagao da PCL induzida recompensa palatavel em camundongos Swiss
machos e fémeas sob jejum.

O objetivo desse experimento foi, inicialmente, padronizar o protocolo descrito no
item 4.4. nas condi¢des experimentais do PsicowlLab e, em seguida, comparar o efeito
do sexo na aquisicdo da PCL induzida por chocolate ao leite da marca Nestlé S.A. Os
animais foram submetidos ao esquema de jejum e habituacédo a recompensa descrito no
item 4.3.

4.6.2 Avaliar se o beta-cariofileno pode induzir efeitos reforcadores per se em
camundongos fémeas na tarefa de PCL.

O objetivo desse experimento foi investigar se a administragao sistémica do beta-
cariofileno seria capaz de induzir efeitos reforgadores (positivos ou negativos) per se, ou

seja, preferéncia ou aversao condicionada ao lugar, respectivamente. Para isso, os
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animais passaram pelo protocolo de jejum e habituagdo a recompensa. Em seguida,
foram submetidos a um protocolo enviesado de PCL, diferente daquele descrito no item
4.4. O protocolo de PCL utilizado foi adaptado de DE CARVALHO et al., (2016) e consistiu
em (i) pré-condicionamento (dia 1), (ii) condicionamento (dias 2-5) e (iii) teste pos-
condicionamento (dia 6). No pré-condicionamento, o animal foi colocado em um dos
compartimentos com as portas das guilhotinas abertas, tendo livre acesso aos dois
compartimentos, durante 15 minutos. Durante as sessbes de condicionamento, os
animais foram randomizados e divididos em 2 grupos: beta-cariofileno na dose de 100
mg/kg e solugao veiculo. Os animais que receberam beta-cariofileno (100 mg/kg, i.p.)
eram sempre imediatamente confinados, por 45 minutos, no compartimento em que eles
permaneceram menos tempo no pré-condicionamento. Na sessdo seguinte, o animal
recebeu o tratamento com solugao veiculo e foi confinado no compartimento oposto ao
realizado. O condicionamento foi conduzido através de duas sessdes didarias, com
intervalo de 6h entre elas, totalizando 8 sessbes de treinamento (4 sessdes com a droga,
alternadas por 4 com veiculo, exceto para o grupo veiculo que recebeu apenas solugao
veiculo em todas as sessdes do condicionamento). A ordem das injegbes foi
contrabalanceada entre os grupos e entre os dias de condicionamento. No dia seguinte,
o animal recebeu uma injecao de solugao salina e foi confinado no outro compartimento.
Apos 24 horas da ultima sessao de condicionamento, os animais foram colocados no
aparato e foi avaliado se eles desenvolveram a memdéria associativa induzida pelo beta-
cariofileno, através da expresséo ou n&o de preferéncia / aversao condicionada ao lugar.
Ambos os testes de pré- e pods-condicionamento foram conduzidos na auséncia de
qualquer tratamento. Cada animal foi colocado em um dos compartimentos e teve livre
acesso ao aparato, durante 15 minutos, onde foi registrado o tempo gasto pelo animal
em cada compartimento. O parametro de PCL foi representado pela diferenga (em
segundos) entre o tempo gasto no compartimento pareado com beta-cariofileno durante
o pré-condicionamento e no teste (SUN et al., 2018).
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4.6.3 Avaliar os efeitos do beta-cariofileno sobre a expressao da PCL induzida por
recompensa palatavel em camundongos fémeas sob jejum.

Diferentemente dos demais experimentos, este experimento ndo foi conduzido
com animais naive, mas com animais que ja haviam sido testados no runway. Para isso,
apés um periodo de descanso de 7 dias, os animais previamente submetidos aos
protocolos de jejum e runway (descritos no item 4.3 e 4.4) foram treinados na tarefa de
PCL induzida por recompensa palatavel, sendo que cada animal recebeu 10 sessdes de
pareamento com a recompensa alternados por 10 sessdes sem recompensa, conforme
ja descrito. Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos: metade recebeu
uma unica administragao intraperitoneal de beta-cariofileno (50 mg/kg) e outra metade
que recebeu o tratamento com o veiculo, 30 minutos antes da realizagao do teste da PCL.
O objetivo desse experimento era avaliar se o pré-tratamento com o beta-cariofileno seria
capaz de interferir na expressdao da PCL induzida por recompensa palatavel em

camundongos fémeas sob jejum.

4.6.4 Investigar os efeitos dos agonistas seletivos dos receptores canabinoides
CB2, beta-cariofileno e JWH133, sobre a saliéncia motivacional para obter a
recompensa em animais sob jejum treinadas na tarefa do runway.

Grupos independentes de camundongos fémeas foram submetidas ao protocolo
de jejum e habituacdo apresentado no item 4.3 e, em seguida, ao protocolo de runway
(item 4.5). Durante os dias 10, 11 e 12 do protocolo de runway, cada animal recebeu uma
injecao intraperitoneal de beta-cariofileno (nas doses de 50 ou 100 mg/kg), JWH133 (10
mg/kg) ou solucdo veiculo 30 min antes de cada sess&o. Os animais foram reavaliados

24h depois, na auséncia do jejum e na presenga de tratamento farmacologico.

4.6.5 Avaliar se os efeitos do beta-cariofileno sobre a saliéncia motivacional para
obter a recompensa em animais sob jejum treinados na tarefa do runway sao
mediados pela ativagdo dos receptores canabinoides CB2.

Camundongos fémeas foram submetidas ao protocolo de jejum e habituacao
descritos no item 4.3, em seguida, foram treinadas no protocolo de runway (descrito no

item 4.5.). Durante os dias 10, 11 e 12 do protocolo runway, os animais foram divididos
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em 4 grupos, sendo que a metade dos animais recebeu pré-tratamento com o antagonista
seletivo dos receptores CB2 (AM630, 1 mg/kg i.p) e a outra solugao veiculo 30 min antes
de serem tratados com beta-cariofileno (50 mg/kg, i.p) ou veiculo. Apds 30 min, apds a
segunda injecdo o desempenho dos animais foi mensurado através da laténcia para
atingir a area da recompensa e velocidade média (cm/s) para completar a tarefa de

incentivo a saliéncia motivacional pela recompensa.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sédo apresentados como a média + erro padrao da média (E.P.M.).
As comparacgdes estatisticas foram realizadas utilizando analise de variancia (ANOVA)
de uma ou duas vias, com medidas repetidas quando necessario. Na sessao resultados,
os testes estatisticos realizados estdo explicitados de acordo com cada metodologia
experimental. Quando significante a ANOVA, multiplas comparagbdes post hoc foram
feitas utilizando o teste de Bonferroni. O nivel de significancia aceito para os testes foi de
5% (p < 0,05). A analise dos dados foi realizada usando o software Statistica 7 (Statsofft,
Inc., EUA), e os graficos foram elaborados por meio do software GraphPad 7 (GraphPad
Inc., EUA).
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5 RESULTADOS
5.1 PADRONIZACAO DA PCL INDUZIDA PELA RECOMPENSA PALATAVEL EM
CAMUNDONGOS SWISS MACHOS E FEMEAS.

O objetivo deste experimento foi comparar o efeito do sexo no desenvolvimento
da preferéncia condicionada ao lugar, induzida pela recompensa, em camundongos. Para
tanto, foi aplicado o teste estatistico ANOVA de duas vias (sexo e chocolate) para o indice
de PCL induzida pela recompensa palatavel. A analise nao detectou diferenca
significante entre no fator sexo, porém revelou um efeito significativo do chocolate (F1, 27
= 14,867; p < 0,01) e uma interacao entre chocolate e sexo (F 1,27 = 6,7342; p < 0,05
Figura 10a). O teste post hoc revelou que as fémeas expostas a recompensa
apresentaram um aumento no indice de preferéncia quando comparadas aos machos
(p<0,05), bem como, em relagédo ao seu respectivo controle (p < 0,001).

A ANOVA de uma via com repeticdo, avaliando o escore de consumo da
recompensa, revelou diferencga significativa entre os grupos (F1, 17 = 5,0220, p = 0,03867,
Figura 10c) e no fator repeticao (Fo,153= 5,8768, p = 0,00001, Figura 10b). A analise post
hoc revelou que as fémeas expostas a recompensa apresentaram um aumento no escore
de consumo quando comparadas aos machos (p < 0,05). Quando os resultados foram
comparados ao primeiro dia de consumo, péde-se observar que 0s animais expostos
apresentaram um aumento no escore de consumo (p < 0,01).

Para a variavel peso corporal, obtida ao longo do periodo experimental, foi
aplicado o teste estatistico ANOVA de uma via com repeticdo. O teste revelou diferenca
entre os sexos (F 1,34=4,9698; p < 0,05), variavel repeti¢cao (F 12,408 = 9,1738; p < 0,001
Figura 10d) e interacao entre os fatores (F 12,408 = 1,8046; p < 0,05). O peso dos animais
no dia 1 foi significativamente menor comparado aos demais dias de estudo (p < 0,01).
O teste post hoc revelou que as fémeas apresentaram menor peso estatisticamente
significativo quando comparadas aos machos (p < 0,05).

Conforme estabelecido no protocolo de PCL (vide Material e Métodos), para este
experimento foram excluidas as 3 fémeas que, no total de 10 sessdes, comeram menos
de 25% da recompensa. Os machos nado foram excluidos porque, no geral, eles
apresentaram um baixo escore de consumo da recompensa (entre 2 e 3) nas 3 primeiras

sessoes e, possivelmente, por isso ndo desenvolveram PCL pela recompensa palatavel,
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uma vez que a baixa quantidade/intensidade das exposi¢cdes a recompensa pode ter
prejudicado a aquisicdo do aprendizado associativo. Os resultados desse teste
confirmam que o protocolo de PCL, nas condi¢gbes de padronizagdo no PsicowlLab, &
mais favoravel a indu¢ado de PCL em camundongos fémeas. Desta forma, foram utilizados

camundongos fémeas nos experimentos subsequentes.

Figura 10 — Desenvolvimento de PCL induzida por recompensa palatavel em

camundongos machos e fémeas.
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Legenda: O indice de PCL representado pelo percentual de tempo gasto no compartimento associado a
recompensa versus compartimento sem recompensa, média + erro padrao da média (EPM), durante o pré-
teste e teste dos grupos machos e fémeas. (a) * indica uma diferenga significativa (p< 0,01) em comparagéo
ao grupo controle do respectivo grupo e # indica diferenga significativa (p< 0,05) em comparagao ao grupo
controle de animais machos. (b) *indica diferenga significativa (p< 0,01) comparado com o dia 1 (c) * indica

diferenca significativa (p< 0,05) comparado ao grupo de machos. (d) Pesos corporais médios (+ EPM)
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através do protocolo de PCL. * Indica diferenca significativa (p< 0,01) comparado com os demais dias. N=7-

9/grupo.

5.2 ADMINISTRACAO SISTEMICA DE BETA-CARIOFILENO APARENTEMENTE NAO
INDUZ EFEITOS REFORCADORES PER SE EM CAMUNDONGOS FEMEAS SOB
JEJUM NA TAREFA DE PCL.

O objetivo deste experimento foi investigar se o beta-cariofileno apresenta
propriedades reforgadoras per se, na tarefa de preferéncia/aversao condicionada ao lugar
em camundongos fémeas. Conforme definido no protocolo de PCL (vide Material e
Métodos), foi excluido 1 animal que apresentou preferéncia por um dos compartimentos
antes do condicionamento. O beta-cariofileno administrado na dose de 100 mg/kg
durante as sessdes de condicionamento n&o induziu PCL em camundongos fémeas. A
ANOVA de uma via ndo detectou diferenga significativa entre os grupos em relagao ao
indice de preferéncia (F 1,17 = 2,6488; p = 0,12202, Figura 11a).

Para a variavel peso corporal, obtida ao longo do periodo experimental, foi
aplicado o teste estatistico ANOVA de uma via com repeticdo. Nao houve diferenca entre
os grupos (F 1,17=0,00179; p = 0,96677), porém o teste revelou diferenga na interagao
entre os fatores (F 4,68 = 5,8183; p = 0,00044, Figura 11b) e na variavel repeticéo (F 4,68
= 49,549, p = 0,00001). O teste post hoc aponta que os animais perderam peso no
decorrer do estudo. O peso dos animais no dia 9 foi estatisticamente menor que nos
demais dias (p < 0,01). Nao houve diferenga entre os grupos e ambos 0s grupos
apresentaram perda de peso ao longo do periodo experimental, sendo o peso do dia 9

menor que nos demais dias (p < 0,05).
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Figura 11 — O beta-cariofileno per se nao induz o desenvolvimento de PCL em

camundongos fémeas.
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Legenda: A PCL foi expressa pelo tempo gasto no compartimento associado ao beta-cariofileno (média +
EPM) durante o pré-teste e teste dos camundongos fémeas. (a) A ingestao da recompensa em sessdes de
condicionamento é expressa por um indice (vide Material e Métodos). (b) Pesos corporais médios (+ EPM)
através do protocolo de PCL. * e # indicam diferenga significativa comparado com as demais variaveis do
seu respectivo grupo. N= 9-10/grupo.

5.3 O BETA-CARIOFILENO ATENUA A EXPRESSAO DA PCL INDUZIDA POR
RECOMPENSA PALATAVEL EM ANIMAIS SOB JEJUM

O objetivo deste experimento foi investigar o efeito da administracao sistémica de
beta-cariofileno sobre a expressao da preferéncia condicionada ao lugar, induzida pela
recompensa, em camundongos fémeas. Em relagdo aos dados brutos da PCL, foi
aplicado ANOVA de uma via, onde as analises estatisticas do tempo gasto nos
compartimentos durante o pré-condicionamento e teste revelaram um efeito significativo
apenas para a interagao entre os grupos (F3, 48 = 9,14; p < 0,00001; Figura 12a). Nao foi
identificado efeito significativo do tratamento (beta-cariofileno x veiculo), nem uma
interacdo entre tratamento e fator repeticdo. O grupo controle apresentou uma
preferéncia significativa pela cAmara pareada com a recompensa palatavel associada ao
aroma de café (p < 0,002) durante o teste, mas nao no pré-condicionamento.

Considerando que a PCL pode ser estabelecida quando os grupos permanecerem
mais tempo na cadmara pareada com recompensa palatavel em relagdo ao tempo gasto

no mesmo compartimento no dia do pré-condicionamento, o grupo tratado com beta-
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cariofileno nao exibiu nenhuma preferéncia consideravel por nenhum dos
compartimentos durante o pré-condicionamento e o teste. Além disso, os camundongos
tratados com beta-cariofileno passaram menos tempo na camara pareada com a
recompensa associada ao aroma de café (p < 0,0003) quando comparados com o grupo
controle no teste, indicando supressao da PCL.

Também foi analisado o tempo gasto no compartimento associado a recompensa
antes e apos o condicionamento. O grupo controle exibiu uma PCL significativa (F1, 16 =
13,02; p < 0,002) e a diferenga entre o tempo gasto no compartimento pareado com a
recompensa e tempo gasto no compartimento oposto, revelou que o grupo controle
permaneceu mais tempo no compartimento associado a recompensa no teste. Enquanto,
0s animais que receberam uma unica dose de beta-cariofileno antes do teste deixaram
de exibir PCL e gastaram menos tempo (-60,33 + 30 segundos) no compartimento
associado a recompensa no teste. A analise estatistica realizada (ANOVA de uma via)
para o indice PCL revelou uma diferenca significativa entre o beta-cariofileno e o grupo
controle (F1, 16 = 13,5; p < 0,002; Figura 12b). Por fim, apenas o grupo controle diferiu
consideravelmente no indice PCL em comparagédo com a porcentagem arbitraria do valor
de preferéncia de 50% dada pelo teste t de Student de uma amostra (t=-3,67; p < 0,002,
Figura 12b). Em conjunto, estes resultados indicam que o tratamento com beta-
cariofileno antes do teste pode prevenir a expressdo de PCL induzida por recompensa
palatavel em camundongos fémeas sob jejum.

Os dados de ingestao durante as sessdes de condicionamento foram registrados
como um indice de consumo de recompensa. Houve aumento no consumo de
recompensa ao longo das sessdes de condicionamento (Fo, 153 = 5,55; p < 0,000001,
Figura 12c), principalmente, quando comparado ao consumo nas duas ultimas sessdes
em relagdo as duas primeiras. Nao foi detectada diferenga significativa entre os grupos
para o consumo de recompensa durante o PCL.

A Figura 12d mostra as diferencas nos pesos corporais dos animais em jejum ao
longo do protocolo de PCL. Em relagéo ao fator repetigao (F11,242 = 4,1177, p =0,00001),
0s animais apresentaram diminuicdo expressiva no peso corporal nos ultimos dois dias

em comparagao com o primeiro, durante a PCL, mas nenhuma diferenca significativa foi
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encontrada entre os grupos (F1, 22 = 1,4449, p = 0,24213) ou interagdo entre grupos

(controle, beta-cariofileno) e repetigao foram observadas (F11, 242 = 0,28989, p = 0,98738).

Figura 12 - Efeito do beta-cariofileno sobre a expressdo da PCL induzida por

recompensa palatavel em animais sob jejum.
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um efeito principal significativo da repeti¢cao (dias). N=9-10/grupo.
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5.4 OS AGONISTAS SELETIVOS DOS RECEPTORES CB2, BETA-CARIOFILENO E
JWH133, SUPRIMEM A SALIENCIA MOTIVACIONAL PARA OBTER A RECOMPENSA
EM CAMUNDONGOS FEMEAS SOB JEJUM TREINADAS NA TAREFA DO RUNWAY.

O objetivo deste experimento foi avaliar os efeitos dos agonistas seletivos dos
receptores CB2, beta-cariofileno e JWH133, sobre o incentivo a saliéncia motivacional
induzido pela recompensa em grupos independentes de camundongos fémeas treinados
na tarefa do runway (Figuras 12 e 13).

A Figura 13 ilustra o desempenho de camundongos fémeas sob jejum na tarefa
do runway que receberam beta-cariofileno na fase de testes. Nao houve tratamento
farmacolégico durante as sessdes de pré-exposi¢cao a area de recompensa (dias 1-3)
nem nas fases de incentivo ao aprendizado (dias 4-9). Portanto, ndo foi detectado efeito
significativo nas analises de comparagdo entre os seguintes grupos experimentais
independentes: beta-cariofileno 50 mg/kg versus Veiculo e beta-cariofileno na dose de
100 mg/kg versus Veiculo, nessas duas etapas de treinamento.

Os animais em jejum apresentaram uma diminuicdo no tempo para comer a
recompensa durante as sessdes de pré-exposi¢ao ao longo de 3 dias de exposi¢ao (beta-
cariofileno 50 mg/kg versus Veiculo: F2,36= 11,6, p < 0,0001 e beta-cariofileno na dose
de 100 mg/kg versus Veiculo: Fz2, 36 = 9,90, p < 0,0004). No geral, as comparagdes post
hoc indicaram que todos os grupos exibiram uma diminuicdo significativa p< 0,05 na
laténcia para comer a recompensa no dia 3 em comparagao com o dia 1.

A ANOVA de uma via com medidas repetidas para os parametros de laténcia para
comer a recompensa e velocidade média (cm/s) para atingir a area de recompensa nao
revelou efeito significativo para ambos os fatores tratamento (beta-cariofileno 50 mg/kg x
veiculo) e repeticédo, durante a fase de aprendizado por incentivo a saliéncia motivacional
da recompensa palatavel.

No entanto, na fase de testes de desempenho pdés-treinamento, a ANOVA de uma
via com medidas repetidas revelou um efeito significativo do tratamento (beta-cariofileno
50 mg/kg x veiculo) na laténcia para comer a recompensa (F1,17= 9,95, p < 0,006; Figura
13a) e na velocidade média (cm/s) para atingir a area de recompensa (F 1,17=19,37; p <
0,0004; Figura 13b). No fator repeticao, foi encontrado efeito significativo apenas para a

laténcia para comer a recompensa (F3,54 = 3,03, p = 0,05) e ndo houve interagédo entre
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tratamento versus fator repeticdo para nenhum desses parametros. Os animais que
receberam beta-cariofileno 50 mg/kg apresentaram um aumento na laténcia para comer
a recompensa em comparagdo com o grupo controle nos dias 11 (p < 0,02) e 12 (p =
0,05), porém, os resultados n&o diferiram significativamente entre estes grupos nos dias
10 e 13. Estatisticamente, o grupo beta-cariofileno 50 mg/kg apresentou um aumento
expressivo da laténcia para comer a recompensa no dia 11 em comparagao com o dia
10 (p < 0,006). Ademais, os animais que receberam beta-cariofileno 50 mg/kg
apresentaram uma menor velocidade média para atingir area de recompensa do que o
grupo controle nas sessdes 11 e 12 (p = 0,01 e p < 0,04, respectivamente).

Em relagdo aos animais tratados com beta-cariofileno na dose de 100 mg/kg seu
respectivo grupo controle, a ANOVA de uma via com medidas repetidas, indicou um efeito
significativo do fator de repetigao (sessdes 4-9) para a laténcia para comer a recompensa
(Fs, 90 = 3,95; p < 0,003; Figura 13c) e para a velocidade média (cm/s) para alcangar a
area de recompensa (Fs, 90 = 12,22; p < 0,000001; Figura 13b) ao longo da fase de
aprendizado por incentivo. N&o foi detectado efeito significativo do tratamento nem
interacao entre as variaveis tratamento e repeticdo. As comparagdes post hoc revelaram
uma diferenga significativa na laténcia para comer a recompensa do dia 4 em relagao ao
dia 6 (p <0,04) e do dia 6 em relagao aos dias 8 e 9 (para ambos p <0,005). Os resultados
demonstraram que a partir do dia 7 em diante, houve um aumento na velocidade média
(cm/s) dos dias 7-9 em relagédo a sessao 4 (p < 0,04; p < 0,0007 e p < 0,0000001,
respectivamente) e a sessao 5 (p = 0,05; p < 0,001 e p < 0,000001, respectivamente).

Durante a fase de testes de performance pos-treinamento, a ANOVA de uma via
com medidas repetidas revelou um efeito significativo de tratamento (F1, 18=18,64; p <
0,0004), repeticao (Fs, 54 = 15,75; p < 0,00001) e uma interagdo entre os dois fatores F3,
54= 6,71; p < 0,001) na laténcia para comer a recompensa. Os animais que receberam
beta-cariofileno na dose de 100 mg/kg tiveram um aumento na laténcia para comer a
recompensa em comparagao com o grupo controle nos dias 12 (p < 0,002) e 13 (p <
0,0003), mas nao ha diferenga entre esses grupos nos primeiros dois dias de tratamento.
Também foi demonstrado que o grupo beta-cariofileno na dose de 100 mg/kg apresentou
laténcia significativamente maior para comer a recompensa a partir do dia 12 em
comparagao com o 10 (p < 0,0000001) e o 11 (p < 0,000002). Além disso, um efeito
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significativo do tratamento (F1, 18 = 53,92, p < 0,000001) e uma interagcdo entre o
tratamento e os fatores de repeti¢do Fs,54 = 11,56; p < 0,0001) foram detectados para a
velocidade média (cm/s). Os animais que receberam beta-cariofileno na dose de 100
mg/kg apresentaram, significativamente, menor laténcia que o grupo controle apenas nos
dias 11, 12 e 13 (p < 0,000001, p < 0,00001 e p < 0,04, respectivamente).

O peso corporal dos animais tratados com beta-cariofileno na dose de 50 mg/kg
esta apresentado na Figura 14a. Nesta analise foi aplicado o teste ANOVA de uma via
com medidas repetidas e a analise diferenga significativa no fator repeticdo (Fs, 108 =
9,3031, p = 0,00001), sem diferenca entre os grupos (F1, 18 = 0,07451, p = 0,78799) ou
interacdo entre os grupos (Fs, 108 = 0,96705, p = 0,45114). O peso dos animais foi
significativamente menor comparado ao dia 1 (p < 0,04) (teste post hoc de Bonferroni).

Ja a Figura 14b representa o peso corporal no protocolo de runway utilizando 100
mg/kg de beta-cariofileno. Para analise foi aplicada a ANOVA de uma via com medidas
repetidas e a analise apontou diferenca significativa no fator repeticéo (F7, 126 = 19,848, p
= 0,0001) e interac&o entre os grupos (F7,126 = 2,8757, p = 0,00807), sem diferenga entre
os grupos (F1,18=0,58356, p = 0,45482). Os animais apresentaram reducao significativa
do peso (p = 0,000003) (teste post hoc de Bonferroni). Também foi observado que os
animais tratados com beta-cariofileno apresentaram reducao significativa de peso nos
dias 13 e 15 comparado ao dia 1 do grupo beta-cariofileno e grupo controle (p = 0,009)

(teste post hoc de Bonferroni).
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Figura 13 — Efeitos do beta-cariofileno sobre o incentivo a saliéncia motivacional para

comer a recompensa em camundongos fémeas sob jejum treinadas na tarefa do runway.
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controle no mesmo dia. N=7-10/grupo.
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Figura 14— Peso corporal dos animais na avaliagdo do beta-cariofileno sobre o incentivo
a saliéncia motivacional para comer a recompensa em camundongos fémeas sob jejum

treinadas na tarefa do runway.
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Legenda: O desempenho no runway foi medido pela laténcia para comer recompensa e velocidade média
(cm/s) para atingir a area de recompesa. ¢ indica diferenca significativa dos grupos comparado ao dia 1.
N=7-10/grupo.

A Figura 15 ilustra o desempenho de camundongos fémeas sob jejum na tarefa
do runway que receberam tratamento com agonista seletivo dos receptores CB2,
JWH133, na fase de testes. Camundongos fémeas em jejum desenvolveram o
aprendizado nas primeiras 9 sessoes (Figura 15a). Nao houve tratamento farmacoldgico
durante as sessdes de pré-exposicao a area de recompensa (dias 1-3) e as fases de
incentivo ao aprendizado (dias 4-9). Consequentemente, a ANOVA de uma via com
medidas repetidas nao revelou nenhum efeito significativo do fator de tratamento nas
analises comparativas entre JWH133 versus Veiculo. Os animais em jejum apresentaram
uma diminuigdo na laténcia para comer a recompensa durante as sessdes de pre-
exposicao a area de recompensa ao longo dos 3 dias de exposi¢cao (JWH133 versus
Veiculo: F2,18= 7,80, p < 0,004). As comparagdes post hoc indicaram uma diminuigao
significativa (p < 0,05) em todos os grupos na laténcia para comer a recompensa no dia
3 em comparagao com o dia 1.

Durante o treinamento (sessdes 4-9) da fase de aquisicdo da aprendizagem por

incentivo dos grupos JWH133 e seu respectivo controle, a ANOVA de uma via com
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medidas repetidas revelou efeito significativo do fator de repeticdo para ambas as
medidas: laténcia para obter a recompensa alimentar (Fs, 45 = 3,64, p <0,08; Figura 15a)
e velocidade média (cm/s) para atingir a area de recompensa (Fs, 45 = 7,12, p <0,00006;
Figura 15b). Para ambos os parametros, nenhum efeito significativo do tratamento nem
interacédo entre eles foram observados. Camundongos fémeas em jejum apresentaram
uma expressiva diminuicdo da laténcia nos dias 7-9 em comparagao com o dia 4 pelo
teste post hoc de Bonferroni (p = 0,05, p < 0,02 e p < 0,05, respectivamente). Além disso,
0s animais em jejum exibiram um aumento da velocidade média das sessdes 6-9 em
comparagao com a sessao 4 (p < 0,03; p < 0,004, p < 0,008 e p < 0,00004,
respectivamente/teste post hoc de Bonferroni).

Na fase de teste (sessbes 10-13), os animais receberam uma inje¢ao (i.p.) 30
minutos antes das primeiras trés sessdes. No dia seguinte, os animais foram novamente
testados na auséncia de jejum. A ANOVA de uma via com medidas repetidas revelou um
efeito significativo do tratamento com o JWH133, agonista seletivo de receptores CB2,
em comparacdo com o Veiculo (F1,9 = 6,88, p < 0,03). Nenhum efeito significativo de
repeticdo (sessdes 10-12), nem interagdo entre repeticdo e tratamento foram
encontrados.

A Figura 15 ilustra o peso corporal durante a tarefa de runway. A ANOVA de uma
via com medidas repetidas apontou diferenga significativa no fator repeticao (Fs, 66 =
2,7900, p = 0,01765) sem diferenga entre os grupos (F1, 11 = 0,78386, p = 0,39491) e
interagéo entre os grupos (Fs,66=0,61170, p = 0,72009). Os animais dos grupos JWH133
e Controle apresentaram reducao significativa de peso ao longo do periodo experimental

(p = 0,009) (teste post hoc de Bonferroni).
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Figura 15 — Efeitos do agonista seletivo CB2, JWH133, sobre o incentivo a saliéncia

motivacional para comer a recompensa em camundongos fémeas sob jejum treinadas na

tarefa do runway.
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Legenda: O desempenho no runway foi medido pela laténcia para comer recompensa e velocidade média
(cm/s) para atingir a area de recompesa. Os simbolos @, # e & indicam diferenga significativa (p < 0,05)
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5.5 0 PRE-TRATAMENTO COM ANTAGONISTA DOS RECEPTORES CANABINOIDES
CB2 PREVINE OS EFEITOS DO BETA-CARIOFILENO SOBRE O DESEMPENHO DOS
ANIMAIS NA TAREFA DE RUNWAY.

O objetivo deste experimento foi investigar se os efeitos do beta-cariofileno sobre
o incentivo a saliéncia motivacional induzido pela recompensa na tarefa do runway eram
mediados pela ativagao dos receptores CB2. Durante as sessdes de pré-exposi¢cao na
area de recompensa (dias 1-3) e incentivo a aprendizagem (dias 4-9), ndo houve efeitos
significativos dos grupos (Veiculo / Veiculo, Veiculo / beta-cariofileno, AM630 / Veiculo
ou AM630 / beta-cariofileno) através da ANOVA de duas vias com medidas repetidas. Foi
detectada diferenga significativa apenas no fator repeticdo na laténcia para comer a
recompensa ao longo de 3 dias de habituagao (F2,54 = 34,48, p <0,00001) e nos 6 dias da
fase de incentivo a aprendizagem (Fs,135 = 5,32, p < 0,00017) e para a velocidade média
em cm/s (Fs, 135 = 23,54, p < 0,000001) (Figura 16).

Camundongos fémeas em jejum apresentaram uma diminuicdo na laténcia para
comer a recompensa durante as sessdes de pré-exposicdo na area de recompensa ao
longo de 3 dias de exposigao (F2,54 = 34,48, p < 0,00001). No geral, os animais em jejum
apresentaram uma diminuigao significativa (p < 0,05) na laténcia para comer recompensa
no dia 3 em comparagdo com o dia 1 e também reduziram as laténcias para comer
recompensa no dia 4 versus dias 8 € 9 (p < 0,0005 e p < 0,003) e do dia 5 contra os dias
8 e 9 (para ambos p < 0,03 e p = 0,05).

Por outro lado, os animais em jejum exibiram um aumento na velocidade nos dias
6-9 em comparagao com os dias 4 (p < 0,00004; p < 0,00004, p < 0,0000001 e p <
0,0000001, respectivamente) e de 8-9 em comparagdo com o dia 5 (p < 0,00001 e p <
0,000001, respectivamente). Durante a fase de teste, a ANOVA de uma via com medidas
repetidas revelou um efeito significativo dos grupos (F1, 18 = 18,64, p < 0,0004) e do fator
repeticao (Fs, 54 = 15,75, p < 0,00001), mas nenhuma interagao entre os dois fatores foi
encontrada na laténcia para comer a recompensa (Figura 16a). Os animais do grupo
Veiculo / beta-cariofileno apresentaram um aumento no tempo para comer a recompensa
em comparagao com os outros grupos nos dias 11 e 12, respectivamente: Veiculo /
Veiculo (p < 0,0005 e p < 0,004), AM630 / Veiculo (p < 0,0001 e p < 0,01) e AM630 /
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beta-cariofileno (p < 0,000007 e p < 0,009). Além disso, nenhuma diferenga significativa
entre esses grupos foi encontrada nos 3 dias.

A ANOVA de uma via com medidas repetidas da velocidade média revelou um
efeito significativo dos grupos (Fs, 37 = 16,94, p < 0,0001; Figura 16b). N&o foram
observadas diferengas consideraveis no fator repeticdo e interagao entre os fatores. O
grupo Veiculo / beta-cariofileno apresentou velocidade média inferior nos dias 11 e 12
em comparacgéo aos demais grupos, respectivamente: Veiculo / Veiculo (p < 0,006 e p <
0,007), AM630 / Veiculo (p < 0,007 e p < 0,02) e AM630 / Veiculo (p < 0,02 para ambos).
Além disso, a ANOVA de duas vias (pré-tratamento versus tratamento) revelou efeito
significativo do pré-tratamento (F127 = 9,62, p < 0,0001 e F127 =19,08, p < 0,001),
tratamento (F1,27= 10,23, p < 0,0001 e F127=15,79, p < 0,05) e uma interagao entre eles
(F127=7,41, p < 0,001 e F127 =14,48, p < 0,01) na laténcia para comer a recompensa e
na velocidade média, respectivamente entre os dias 10-12. As comparagdes post hoc
revelaram que o grupo Veiculo / beta-cariofileno apresentou maior laténcia para atingir a
area de recompensa em comparagao com os grupos Veiculo / Veiculo (p <0,034), AM630
/ beta-cariofileno (p < 0,01) e AM630 / beta-cariofileno (p < 0,04). Foi observado que o
grupo Veiculo / beta-cariofileno apresentou maior laténcia para comer a recompensa do
que outros grupos na fase de teste (Veiculo / beta-cariofileno versus Veiculo / Veiculo, p
< 0,05; Veiculo / beta-cariofileno versus AM630 / beta-cariofileno, p < 0,001 e Veiculo /
beta-cariofileno versus AM630 / beta-cariofileno, p = 0,05). Além disso, n&o foi observada
diferencga significativa dos grupos Veiculo / Veiculo, AM630 / beta-cariofileno e AM630 /
beta-cariofileno entre si. Esses resultados confirmam os nossos achados anteriores, e
sugerem que o pré-tratamento com AM630, antagonista seletivo do receptor canabinoide
CB2, preveniu os efeitos do beta-cariofileno sobre a motivacao para obter a recompensa
na tarefa runway, indicando que os efeitos do beta-cariofieleno sdo mediados pela
ativagao dos receptores CB2.

A Figura 16¢c apresenta os dados do peso corporal. Aqui foi aplicado o teste

ANOVA de duas vias com medidas repetidas e a analise apontou diferencga significativa

no fator repeticao (Fs, 168 = 35,496, p = 0,00001) e interagdo entre os grupos (F24, 168

1,6711, p = 0,03268), sem diferenga estatistica entre os grupos (F4, 28 = 0,33565, p
0,85159). O peso dos animais nos dias 11 e 13 foi significativamente menor comparado
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aos demais dias (p < 0,01) (teste de Newman Keuls). O teste post hoc também revelou
que o peso dos animais do grupo AM630 e beta-cariofileno, no dia 13, foi menor que os

outros dias do mesmo grupo (p < 0,01) (teste post hoc Bonferroni).

Figura 16 — O pré-tratamento com o antagonista dos receptores canabinoides CB2,
AMG630, previne os efeitos do beta-cariofileno sobre a motivagao e aprendizagem durante

fase de desempenho apds treinamento dos animais na tarefa do runway.
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Legenda: Desempenho de quatro grupos medidos através da laténcia para atingir a recompensa durante
as fases de pré-exposicéo, aquisicdo de aprendizado e teste da tarefa de runway. Simbolos @, # e &
indicam diferenca significativa (p < 0,05) em comparagédo com os dias 1, 4 e 5, respectivamente. * indica
uma diferenca significativa em relagéo ao grupo Veiculo/beta-cariofileno em relagéo aos dias 11 e 12. N=7-

8/grupo. Fonte: O préprio autor.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo foi desenvolvido para investigar os efeitos do beta-cariofileno
sobre as propriedades reforgadoras e motivacionais induzidas por alimento palatavel em
camundongos em jejum, utilizando as tarefas de PCL e runway. No presente estudo foi
demonstrado que o beta-cariofileno suprime as propriedades motivacionais e
reforgadoras induzidas por recompensa palatavel, uma vez que o beta-cariofileno reduziu
o0 comportamento motivado por recompensa no teste de runway e prejudicou a expressao
da PCL induzida por alimento palatavel. Também foi demonstrado que as a¢des do beta-
cariofileno sobre o incentivo a saliéncia motivacional induzido pela recompensa na tarefa
do runway envolvem a ativacdo de receptores CB2, visto que antagonismo dos
receptores CB2 preveniu os efeitos do beta-cariofileno sobre a motivagao para buscar a
recompensa. Além disso, o agonista seletivo CB2, JWH-133, promoveu efeitos
semelhantes aos do beta-cariofileno nessa tarefa. Tomados em conjunto, nossos
achados demonstram de maneira pioneira que o beta-cariofileno reduz o reforgco e a
saliéncia motivacional por comida palatavel em camundongos sob jejum.

Os dados da padronizacdo da PCL demonstraram um efeito dimérfico entre os
sexos. Apenas as fémeas desenvolveram preferéncia significativa pelos compartimentos
condicionados a recompensa e apresentaram maior consumo de recompensa em
comparagao com os machos, sendo este um fator determinante para a aquisicao de PCL.
Sinclair et al. (2017) obtiveram resultados similares aos do presente estudo. Os autores
avaliaram as diferengcas sexuais em respostas comportamentais e neuroquimicas
relacionadas com recompensa palatavel em ratos Sprague-Dawley, além de demonstrar
que apenas as fémeas desenvolveram PCL induzida por recompensa palatavel. As
analises comportamentais revelaram que a duragdo média do tempo gasto no consumo
da recompensa, durante as sessdes de emparelhamento, foi mais longa nas fémeas do
que nos machos. Essas observagdes sdo semelhantes aos resultados do nosso estudo,
uma vez que no presente estudo as fémeas apresentaram maior escore de consumo de
recompensa médio ao longo do protocolo experimental de PCL quando comparadas aos
machos. Os autores justificam essa diferencga pelo resultado do seu segundo protocolo,
onde marcadores neuroquimicos indicativos de ativagcdo da via de recompensa

mesocorticolimbica foram, significativamente, maiores nas fémeas do que nos machos.
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Sabe-se que existem diferengcas nos comportamentos motivados entre machos e fémeas,
sendo que as fémeas parecem mais responsivas para aquisigdo de comportamentos
motivados do que os machos. A etiologia dessas diferengas pode estar relacionada a
influéncia dos horménios gonadais nas respostas comportamentais e neurais aos
alimentos palataveis, onde o estradiol parece facilitar a aquisicdo de comportamentos
motivados (QUIGLEY et al., 2021; SONG; KALYANI; BECKER, 2018). Essa influéncia
hormonal foi demonstrada no estudo de Babbs, Wojnicki e Corwin (2011), onde os
autores demonstraram que o 2-hidroxestradiol, um metabdlito do estradiol, aumenta a
sinalizagdo da dopamina, assim como a ingestdao de recompensa palatavel em ratos
machos e fémeas. Apesar das fémeas serem mais responsivas a alimentos palataveis
nos protocolos de PCL, os machos também podem desenvolver PCL induzidas por
recompensas palataveis (TUPLIN; HOLAHAN, 2019; ONAOLAPO; ONAOLAPOQO, 2018).
Isso vai depender do tipo de protocolo experimental utilizado, tais como o tipo de
recompensa palatavel utilizada, numero de sessbdes de condicionamento, tempo de
condicionamento, presenga de estimulos contextuais (pistas visuais, tateis e de odor) e
nivel de estresse dos animais (SUN et al., 2018). Visto que os animais machos nao
desenvolveram a PCL com o protocolo utilizado no presente estudo, os demais
experimentos foram conduzidos apenas em camundongos fémeas.

Foi observado que os animais apresentaram uma ligeira perda de peso nas ultimas
sessdes de ambos os protocolos de PCL e runway. Contudo, essa perda de peso corporal
parece nao estar associada aos tratamentos farmacoldgicos e sim ao protocolo de jejum
pelo que os animais passaram. Em estudo de Mousavi, Ali; Askari, Nayere e Vaez-
Mahdavi (2020), a restricao alimentar também gerou perda significativa de peso corporal
de ratos Wistar machos adultos. Durante a elaboracdo dos protocolos foi levado em
consideragao a premissa de que a restricdo alimentar facilita a ingestao de alimentos
através de mecanismos homeostaticos envolvidos na regulagdo do comportamento
alimentar, como a elevacao nos niveis de grelina, que é capaz de promover a fome e
evocar ingestdo de alimentos. Além disso, a restricao alimentar repetitiva produz varias
neuroadaptagdes cerebrais relacionadas a recompensa (HABERNY et al., 2005; ZHENG
et al., 2006; 2012; STAMP et al., 2008; VIALOU et al., 2011). Estes incluem a diminuigcao

da velocidade maxima de captagao de dopamina (ZHEN et al., 2006), regulagao negativa
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da expressao do gene da pré-prodinorfina basal, regulagdo positiva da atividade de
proteinas quinases (MAPK) induzida pela estimulagdo do receptor de dopamina D1 e
fosforilagdo CREB (HABERNY et al., 2005) e acumulo de o fator de transcrigdo estavel
AfosB (STAMP et al., 2008; VIALOU et al., 2011). Essas mudangas no cérebro e no
comportamento observadas em individuos em estado de restricao alimentar podem estar
relacionadas com alteragbes de horménios que regulam o comportamento alimentar e
horm&nios relacionados ao estresse, os quais modulam os circuitos de recompensa do
cérebro. Por exemplo, dependendo do tipo de regime de restricdo alimentar pode-se
induzir um aumento de 5 a 10 vezes na corticosterona plasmatica e um aumento de 75%
nos niveis de grelina. Todos esses sinais periféricos interagem com a via de recompensa
cerebral. Horménios de estresse, em particular, o cortisol/corticosterona tem sido
implicados em comportamentos de busca por drogas de abuso em individuos sob
restricdo alimentar (CARR, 2002). Tanto o estado de alimentagdo quanto o estresse
podem aumentar a sensibilidade comportamental aos efeitos de drogas de abuso,
mesmo em individuos que nunca tiveram contato com as drogas. Em modelos animais
de dependéncia de drogas, o estado de alimentacao tem efeitos diretos e profundos nos
comportamentos relacionados as drogas. Por exemplo, a restricdo alimentar aumenta a
PCL induzida por anfetaminas (STUBER et al. 2002) também favorece a
autoadministracdo de diferentes classes de drogas de abuso (CARROLL et al. 1979;
CARROLL et al. 1981).

O beta-cariofileno na dose de 100 mg/kg nao foi capaz de induzir reforgo positivo
ou negativo per se na tarefa de PCL. Isso sugere que o beta-cariofileno ndo apresenta
efeitos hedodnico/aversivo, diferentemente, do fitocanabinoide THC que apresenta efeitos
reforcadores bifasicos hedonico/aversivo (SPILLER et al., 2019). Além disso, a
administragao aguda de beta-cariofineno na dose de 50 mg/kg aboliu a PCL induzida pela
recompensa palatavel, sem alterar a atividade locomotora (Apéndice A). Levando em
consideragao as diferengcas metodoldgicas e conceituais, esse resultado pioneiro, se
assemelha aos estudos que demonstram que ligantes que ativam os receptores CB2, tais
como o beta-cariofileno e o JWH-133, reduzem o consumo e as propriedades
reforcadoras de diferentes drogas de abuso (DELIS et al., 2017). Por exemplo, o JWH133
inibe de uma maneira dependente da dose a autoadministragao operante de cocaina e
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os niveis de dopamina no NAc em camundongos selvagem e nocaute para os receptores
CB1, mas ndo em camundongos nocaute para os receptores CB2 (Xl et al., 2011). O
agonista CB2, JWH133, inibe a aquisicdo e a expressdo da sensibilizagdo
comportamental induzida pela cocaina em camundongos (DELIS et al., 2017). De modo
semelhante, o beta-cariofileno prejudica a autoadministracdo operante de nicotina,
metanfetamina ou cocaina, bem como os comportamentos de busca induzidos por
drogas de abuso (HE et al., 2019, 2021; GALAJ et al. 2021). Além disso, foi demonstrado
que o tratamento com beta-cariofileno (na faixa de 30-50 mg/kg) reduziu o consumo
voluntario de alcool e inibiu a aquisicado da PCL induzida por etanol em camundongos (AL
MANSOURI et al., 2014; OPPONG-DAMOAH et al., 2019). Apesar das diferengas
metodoldgicas desses trabalhos em relagdo aos achados do presente estudo, de certa
forma existe uma semelhancga entre eles, uma vez que 0s nossos resultados sugerem
que o beta-cariofileno - através da ativacao de receptores CB2 - diminui a saliéncia
motivacional induzida por uma recompensa natural, a qual é refletida pela reducao de
comportamentos de busca pela recompensa palatavel na tarefa do runway, assim como
pela reducdo da expressdo da memoria associativa condicionada a recompensa
alimentar na tarefa da PCL. Apds demonstrar que o beta-cariofileno na dose de 50 mg/kg
suprimiu os comportamentos motivados pela recompensa palatavel na tarefa do runway,
foi demonstrado que os efeitos do composto sdo mediados pela ativagcao de receptores
CB2, visto que o bloqueio seletivo desses receptores através do antagonista AM630,
reverteu o efeito do beta-cariofileno no mesmo teste. O estudo de He et al. (2020)
corrobora os achados do presente estudo. Os autores demonstraram que o beta-
cariofileno, inibiu um comportamento motivado de maneira dependente da dose,
enquanto o pré-tratamento com AM630 reverteu esse efeito. O que indica que os efeitos
do beta-cariofileno sdo mediados pela ativacdo dos receptores CB2. A inibicdo do
comportamento motivado induzida pela ativagao dos receptores CB2 através de outros
agonistas também foi demonstrada em outros trabalhos. Martin-Sanchez et al. (2019)
demonstraram que o JWH133 reverteu a PCL induzida tanto por alcool quanto por
recompensa palatdvel em camundongos C57BL. Ja no estudo de Canseco-Alba et al.
(2019), utilizando camundongos C57BL machos, os autores demonstraram que o pré-
tratamento com o JWH133 prejudicou o desenvolvimento da PCL induzidas tanto por
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cocaina quanto pela nicotina. Enquanto, Delis et al. (2017), observaram que o pré-
tratamento com JWH133, reverteu a aquisicdo e a prejudicou a expressao da PCL
induzida por cocaina em ratos Sprague-Dawley.

De um modo geral, os animais apresentaram uma diminuigdo nas laténcias para
comer a recompensa e um aumento na velocidade média para alcangar a area de
recompensa, ao longo das etapas de habituagdo e aquisicdo de aprendizagem nas
diferentes levas do protocolo de runway. Esse resultado indica que, conforme os animais
aprendem que a entrada na area de recompensa esta associada a presenca da
recompensa palatavel (creme de avela com chocolate), seu comportamento dirigido pela
motivacdo para acessar ao local da recompensa se fortalece. Esses dados sao
consistentes com as pesquisas de Khan e Pand (2020), Akhiary et al. (2018) e
Spangenberg e Wichman (2018), onde os animais desenvolveram aprendizagem para
obter a recompensa no paradigma de runway. No presente estudo foi demonstrado que
tratamento repetido com os agonistas seletivos dos receptores canabinoides CB2, beta-
cariofileno e JWH-133, atenuou o incentivo a saliéncia motivacional ("querer") para obter
a recompensa palatavel em camundongos fémeas em jejum alimentar treinadas na tarefa
do runway. Além disso, os efeitos do beta-cariofileno foram prevenidos pelo pré-
tratamento com o antagonista seletivo dos receptores CB2 (AM630). A ativacdo dos
receptores canabinoides do tipo CB2, por ambos os agonistas, ao longo das sessdes
desempenho apds treinamento, diminuiu o incentivo a saliéncia motivacional para o
creme de avela com chocolate em camundongos fémeas em estado de jejum. No geral,
0s animais que receberam o tratamento com os agonistas seletivos CB2 pareciam estar
menos focados em obter uma recompensa alimentar durante as sessdes de treino
(particularmente, apds o segundo dia de tratamento) do que os seus respectivos grupos
controle. Isso porque tanto os grupos tratados com beta-cariofileno (ambas as doses),
quanto o grupo que recebeu JWH-133 exibiram menores velocidades médias (cm/s) para
alcangar a area de recompensa e/ou apresentam maiores laténcias para comer
recompensa apos atingirem a area de recompensa quando comparados aos seus
respectivos grupos de controle. Portanto, eles completaram as sessdes de treinamento
mais lentamente do que os animais de controle em pelo menos um dos dias de

tratamento. Esse atraso para conclusado da tarefa por parte dos animais que receberam
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tratamento com agonistas canabinoides CB2 (beta-cariofileno ou JWH-133) pode ser
atribuido ao maior tempo gasto com “distragcées” na pista. O tempo gasto com “distragdes”
foi atribuido ao tempo total gasto na manifestacdo comportamentos tais como pausas na
pista (incluindo comportamento de autolimpeza); reversdes investigativas; e regressées
no trajeto, ou seja, locomover-se em direcao oposta ao local da recompensa (apéndice
A). Vale ressaltar que os tratamentos farmacolégicos com agonistas CB2 nao afetaram
o desempenho motor dos animais. Isso significa que, quando descontarmos o tempo
gasto com as distragdes na pista, a velocidade dos animais tratados com beta-cariofileno
ou JWH-133 nao foi maior do que os seus respectivos grupos controle que receberam
veiculo durante o treinamento (apéndice A, quadro 2). Uma das interpretagdes possiveis
para o maior atraso para obter a recompensa apresentado pelos animais tratados com
0s agonistas dos receptores canabinoides CB2, comparado com seus respectivos grupos
controles, é que esse atraso relativo poderia ser reflexo de déficits atengdo ou memoria
decorrentes do tratamento farmacolégico. Nesse caso, se a premissa fosse verdadeira,
0s animais com déficits de atengdo e memoaria ndo lembrariam da recompensa disponivel
no final da pista e, provavelmente, se dirigiriam ao local mais devagar. Além disso, o
déficit de atencdo também poderia aumentar a distracdo dos animais durante o
treinamento devido a maior dificuldade de distinguir entre os aspectos relevantes e
irrelevantes presentes no ambiente durante os testes (AGMO et al., 1997). No entanto,
alguns argumentos refutam contra essa interpretacdo. Por exemplo, tanto o beta-
cariofileno, como outros agonistas de CB2, parecem ter efeitos benéficos sobre a
cognicao e a memoria (CHENG et al., 2014; RATANO et al., 2017; LINDSEY et al., 2019).
Além disso, a ativacado dos receptores CB2 reverte os déficits de ateng¢ao induzidos pela
administragcao do antagonista glutamatérgico, MK-801, na tarefa de inibigcdo do pré-pulso
do reflexo de sobressalto em camundongos (KHELLA et al., 2014). Essas evidéncias nos
permitem descartar a possibilidade de que os efeitos dos agonistas dos receptores CB2
(beta-cariofileno e JWH-133) na tarefa do runway possam estar relacionados prejuizo
cognitivo induzido pelo tratamento farmacolégico.

Curiosamente, tanto para os animais que receberam beta-cariofileno (na dose de
50 mg/kg) quando os que receberam o JWH-133, a interrupgao do jejum no dia 13 parece

abolir as diferencgas entre esses grupos em comparagdo com seus respectivos grupos de
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controle. A auséncia de jejum pode ter contribuido para diminuir o incentivo a saliéncia
motivacional para obter a recompensa nos animais tratados com os agonistas CB2.
Consequentemente, esses dados reforcam a hipétese de que os efeitos dos agonistas
CB2 sao devidos a supressao da motivacao decorrente do estado de saciedade dos
animais, uma vez que o “desejo” por obter comida € determinado ndao apenas pelo alto
teor reforgador (caldrico ou palatavel) dos alimentos, mas também pelo balango
energético (ZELLNER et al., 2009).

Apesar do presente estudo ter demonstrado o envolvimento dos receptores CB2
neste efeito nas acbes do beta-cariofileno sobre as propriedades reforgcadoras e
motivacionais induzidas por alimento palatavel em camundongos fémeas, a participagao
de outros alvos nao foi explorada nesse estudo. Os receptores PPAR desempenham um
importante papel na regulagdo do balango energético e do comportamento alimentar
(SIHAG; JONES, 2018). Sabe-se que o beta-cariofileno pode interagir com receptores
PPAR, conforme demonstrado no estudo de GALAJ et al. (2021), uma vez que o bloqueio
dos receptores PPAR-a e PPAR-y revertem o efeito do beta-cariofileno sobre a
manifestacdo de comportamentos reforgcados pela cocaina em roedores. Além disso, as
acdes do beta-cariofileno, possivelmente, envolvem uma interagdo com a
neurotransmissao dopaminérgica na via de recompensa. Embora no presente trabalho o
papel da dopamina nao tenha sido investigado, existem dados na literatura que apoiam
essa perspectiva (JORDAN; Xl, 2019; VERHAGEN et al., 2009; ABERMAN; WARD;
SALAMONE, 1998). Ademais, uma das limitagbes do presente estudo foi a utilizagéo
apenas de animais sob jejum. Considerando que a obesidade é altamente correlacionada
ao comer compulsivo, seria interessante investigar futuramente, os efeitos do beta-
cariofileno sobre a saliéncia motivacional induzida por recompensa palatavel em animais
obesos, bem como o impacto do tratamento repetido sobre efeitos metabdlicos e perda
de peso em modelos experimentais.

Kelley e Berridge (2002) argumentam que as recompensas sao incentivos
hedbnicos essenciais, ndo apenas reforcadores de habitos. Nesse sentido, o ato de
comer pode reduzir a experiéncia negativa da fome, porém o ato de comer quando se
esta saciado ndo necessariamente cumpre essa funcdo. A ingestdo de alimentos

palataveis €, frequentemente, um comportamento aprendido motivado e direcionado a
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um objetivo, as vezes associado a desejos intensos, quiga compulsivos por comida
(GREENO et al., 2000). Os alimentos palataveis sao, muitas vezes, percebidos como
"alimentos que trazem conforto", e sdo consumidos para reduzir o estresse ou estados
afetivos negativos (DALLMAN et al., 2003). Assim, os comportamentos alimentares
refletem n&o apenas o estado de fome/saciedade, mas também estados afetivos ou
comportamentos aprendidos motivados por memorias ou por dicas ambientais que
remetem a sensacao de prazer e conforto.

A exposicdo a alimentos palataveis € capaz de ativar a via de recompensa
cerebral e os resultados do nosso estudo corroboram, indiretamente, essa questao.
Diversas evidéncias nao clinicas indicam que os receptores CB2 estdo presentes na via
de recompensa e outras estruturas que participam da regulagdo do comportamento
alimentar (ISHIGURO et al., 2012, KIM e LI, 2015; SPILLER et al., 2019; SViZENSKA;
DUBOVY e SULCOVA, 2008). Os receptores CB2 parecem ser expressos, em neurénios
dopaminérgicos (Xl et al., 2011; ZHANG et al., 2014, 2015), enquanto os receptores CB1
sdo expressos, principalmente, em neurbnios glutamatérgicos e GABAérgicos (HAN et
al., 2017; SZABO et al., 2002). Assim, a ativagédo farmacologica dos receptores CB2 inibe
o disparo neuronal na ATV e a liberacao de dopamina no NAc (Xl et al., 2011; ZHANG et
al., 2014, 2015). Esses estudos demonstram que os receptores CB2, expressos na ATV,
podem modular a excitabilidade neuronal dopaminérgica na via de recompensa.
Considerando que os neurénios dopaminérgicos do mesencéfalo desempenham papéis
cruciais na recompensa cerebral, na motivagao e em diferentes comportamentos dirigidos
por reforgo, nés especulamos que os efeitos dos agonistas canabinoides CB2 envolvam,
ao menos em parte, a supressao da atividade de neurbnios dopaminérgicos, que
codificam a saliéncia motivacional relacionada a recompensa alimentar. Contudo, séo
necessariosestudos para investigar o papel da sinalizagdo dopaminérgica nas agdes do
beta-cariofileno sobre a supressdo da motivacao e reforco induzidos por alimentos
palataveis em roedores.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram de forma pioneira que o
beta-cariofileno apresentou eficacia farmacoldgica na redug¢ao da saliéncia motivacional
e no reforgo positivo induzido por alimentos palataveis em animais sob jejum. Isso torna

o composto um promissor candidato para o desenvolvimento de novas estratégias
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terapéuticas voltadas para o tratamento de disturbios alimentares que envolvam o

consumo compulsivo de alimentos palataveis.
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7 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que o beta-cariofileno inibe as
propriedades reforgadoras e motivacionais induzidas por alimento palatavel em
camundongos fémeas em jejum. O composto estudado ndo apresenta propriedades
reforcadoras/aversivas per se, mas suprime a PCL induzida por alimento palatavel em
camundongos. Ambos os agonistas seletivos dos receptores CB2, JW133 e beta-
cariofileno, inibiram a saliéncia motivacional (“querer”) induzida por alimento palatavel, e
os efeitos do beta-cariofileno foram abolidos pelo pré-tratamento com o antagonista dos
receptores CB2 AM630. Isso indica que os efeitos do beta-cariofileno sobre o incentivo a
saliéncia motivacional induzido pela recompensa na tarefa do runway foram mediados

pela ativacao dos receptores CB2.
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APENDICE A

Quadro 2 — O quadro abaixo apresenta a média do tempo gasto com as “distracdes”
durante os trés dias de tratamento farmacoldgico na tarefa do runway.

Grupos de tratamento Tempo médio gasto Tempo médio gasto em
com as distragoes* movimentos no sentido

durante os treinos nos  direto da recompensa (s)
dias 10-12 da tarefa de

runway (2

Veiculo 2,0+1,07 7+0,55
Beta-cariofileno (50 mg/kg) 20 +4,3 (p <0,05)# 611,86
Veiculo 10+1,8 6,2+04
Beta-cariofileno (100 mg/kg) 15+ 2,15 (p < 0,05)* 711,22
Veiculo 2,5+0,66 5+0,75
JWH-133 (10 mg/kg) 9+3,2(p<0,05)* 60,9

*As distracbes incluem pausas, comportamento de autolimpeza, movimentos de
avaliacdo de risco, levantamentos e reversées na trajetéria em direcdo oposta a
recompensa. * indica diferenga significativa quando comparado ao respectivo grupo
controle no mesmo parametro através do teste T.
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