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RESUMO

Recentemente, estudos t€ém demonstrado a capacidade do sistema endocanabindide (eCB) em
modular estados emocionais e a extincdo de memorias aversivas em animais. Em um estudo
pioneiro foi demonstrada a liberagao de eCB no cérebro de camundongos durante a extingdo
do condicionamento aversivo (CA), destacando a influéncia que manipulagdes farmacolédgicas
do sistema eCB poderiam exercer sobre as memdrias aversivas. Sendo assim, o aumento da
transmissdo eCB, por inibi¢do da sua recaptacdo e/ou metabolismo, parece ser uma alternativa
farmacoldgica bastante interessante. Além do mais, acredita-se que o canabidiol (CBD), um
fitocanabindide ndo-psicotomimético, possa agir inibindo a recaptacdo e degradacdo de
anandamida, aumentando seus niveis endogenos em dreas especificas do cérebro. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi comparar os efeitos da administragdo intracerebroventricular
(i.c.v.) de AM 404, um inibidor da recaptacdo de anandamida, e CBD, na extincdo do CA.
Ratos Wistar machos adultos foram condicionados e 24 h apdés o condicionamento foram
injetados i.c.v. com AM404 (0,2; 1,0; 2,0 ug/ul) ou CBD (0,2; 1,0; 2,0 ng/ul) e submetidos a
trés sessdes de extingdo. Cada sessdo constituiu de uma exposi¢cdo de 9 min a gaiola de
condicionamento (total de 3 exposi¢des com intervalo de 24 h). Um teste adicional de 3 min,
na auséncia de drogas, foi realizado 24 h apds a tultima sessdo de extincdo no intuito de
verificar a persisténcia de um possivel efeito das drogas sobre a extingdo do CA. A
administracao i.c.v. de AM404 (1,0 ug/ul) e CBD (2,0 pg/ul) facilitou a extingdo do CA
contextual, sendo que estes efeitos prevaleceram mesmo nos testes sem droga realizados apés
a ultima sessdo de extincdo. Estes efeitos foram revertidos pela administracdo prévia do
antagonista dos receptores CB;, SR141716A (0.2 mg/kg, i.p.), mas ndo pelo antagonista dos
receptores VR, capsazepina (CPZ) (5,0 pg/ul, i.c.v.), sugerindo entdo o envolvimento dos
receptores canabindides CB; nos efeitos facilitatérios destas drogas sobre a extin¢gdo do CA
contextual. Efeitos do tipo ansiolitico ndo parecem ter contribuido de forma direta para os
efeitos facilitatérios do AM404 e do CBD sobre a extin¢cdo do CA contextual, visto a auséncia
de efeitos nos animais “naive” expostos ao LCE, porém, podem ter contribuido de uma forma
indireta, como sugerida pelos efeitos anti-ansiogénicos destas drogas observados no teste do
LCE potencializado pelo medo. Visto que o CBD e AM404 podem estar interferindo com a
recaptacdo de eCB, este trabalho sugere que o aumento dos niveis de endocanabindides por
inibidores da recaptacdo pode constituir uma estratégia original para o tratamento de
transtornos emocionais relacionados a recordacdo de eventos trauméticos.
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ABSTRACT

Fear conditioning models are useful to study aversive memories, which play a role in anxiety
disorders such as the posttraumatic stress. In contextual fear conditioning, the animal is
shocked in a conditioning chamber, so that context re-exposure elicits freezing behavior.
Repeated non-reinforced context re-exposures results in progressive decrease of freezing (i.e.
conditioned-fear extinction). Recently, studies have suggested an important role of the
endocannabinoids (eCB) system in modulation of emotional states and extinction of aversive
memories in animals. More specifically, it was reported that knockout mice for the CB,
cannabinoid receptor showed impaired extinction of fear memories, highlighting the influence
of the pharmacological manipulation of the endocannabinoid system on the aversive
memories. Particularly, the enhancement of eCB transmission by inhibition of
uptake/metabolism seems to be an interesting pharmacological approach. Moreover, it is
believed that the cannabidiol (CBD), a non psychomimetic phytocannabinoid, might inhibit
the eCB uptake, increasing their endogenous levels in specific brains areas. Hence, the aim of
the present study was to investigate the central effects of the inhibitor of eCB
uptake/metabolism, AM404, and the putative inhibitor of eCB uptake, CBD, on extinction of
contextual fear memories in rats. Male Wistar rats were conditioned and 24h after injected
i.c.v. with AM404 (0.2, 1.0, 2.0 pg/ul) or CBD (0.2, 1.0, 2.0 pug/ul) and subjected to 3
consecutive 9-min non-reinforced exposures to the conditioning context (extinction sessions).
A 3-min drug-free test of contextual memory was performed 24h after the last extinction
session to investigate long-lasting effects. The i.c.v. injection of AM404 (1.0 ug/ul) and CBD
(2.0 pg/ul) facilitated the extinction of contextual fear memory, with long-lasting effects. This
response was antagonized by the CB;-selective antagonist SR141716A (0.2 mg/kg, i.p.), but
not by the VR-selective antagonist capsazepine (CPZ) (5.0 pg/ul, i.c.v.), therefore suggesting
the involvement of CB; cannabinoid receptors in the facilitation of extinction by these drugs.
Anxiolytic-like effects might have contributed by indirect pathway to the facilitation of
extinction, as suggested by an anti-anxiogenic effect in the fear-potentiated plus-maze test.
Since CBD and AM404 are thought to interfere with eCB uptake, this work suggest that
increasing levels of eCB might constitute new strategy to facilitate extinction of fear
memories, thus contributing to reduce behavioral symptoms of anxiety disorders related to
unpleasant fear memories.



1- INTRODUCAO

1.1 - ASPECTOS HISTORICOS E USO DA CANNABIS SATIVA

A Cannabis sativa pode ser a primeira planta ndo alimenticia cultivada pelo homem.
Os primeiros indicios arqueoldgicos que evidenciam o uso da Cannabis datam cerca de 10000
anos atrds, quando fibras do pedinculo eram utilizadas para a fabricacdo de cordas e
vestudrio. Os primeiros registros do uso da Cannabis datam cerca de 2700 a.C, quando o “pai
da medicina chinesa”, Shen Nung, descreveu o uso da Cannabis para tratar varias condi¢des
patolégicas. Na India antiga, o consumo de Cannabis desempenhou um papel importante na
religido, como descrito no Veda escrito por volta de 2000 a.C. J4 o haxixe, preparado a partir
da resina da Cannabis, é conhecido no mundo drabe desde o século X (para revisao histdrica
ver Abel, 1980).

Embora a Cannabis seja mais conhecida em sociedades ocidentais pelo uso recreativo
de suas preparacdes populares, do tipo maconha e haxixe, seu potencial terapéutico vem
sendo cientificamente avaliado desde o século XIX (Childers e Breivogel, 1998; Di Marzo e
Petrocellis, 2006). No entanto, no inicio do século XX, o uso e a pesquisa com Cannabis
sofreram um considerdvel declinio, principalmente nos Estados Unidos da América (EUA),
devido a questdes socio-politicas. Esta situacao ficou ainda mais drastica quando, em 1937, o
Congresso Americano criou o decreto de proibicdo da maconha (Marijuana Tax Act) que
baniu o cultivo, comercializacdo e uso dos derivados desta planta (Chalsma, Boyum et al.,
1994). Estas questdes socio-politicas dificultaram ainda mais os estudos a cerca desta planta e,

principalmente, em relacdo ao seu potencial terapéutico (Di Marzo e Petrocellis, 2006) (figura

1).



CANNABIS SATIVA: breve historico

Achados Uso religioso Marijuana
arqueologicos (Veda) Tax Act
~8000 a.C. 2700 a.C. 2000 a.C. 1000 d.C. 942
Uso medicinal Haxixe Retirada da
{Shen-Nung) Uso recreativo Farmacopéia americana

Figura 1 - Breve historico dos registros de uso da Cannabis em todo o mundo (modificado de Childers e
Breivogel, 1998). (a.C.) antes de Cristo.

Mesmo com todos os problemas sdcio-politicos envolvendo a planta Cannabis sativa
ao longo destes anos, os estudos quimicos desta planta vém sendo realizados desde o inicio do
século XIX. Mais de um século de tentativas e erros levaram, primeiramente, a identificagio
de dois constituintes nao psicoativos, canabinol e canabidiol (CBD) e, finalmente, a
identificacdo do maior constituinte psicoativo da Cannabis, o A’-tetrahidrocanabinol (A’-
THC), em 1964 pelo pesquisador Mechoulam (Mechoulam e Hanus, 2000; Di Marzo e
Petrocellis, 2006). Embora o CBD tenha sido considerado, a primeira vista, como um
constituinte ndo psicoativo, existem evidéncias experimentais sugerindo o oposto em ambos,
tanto em seres humanos (Zuardi, Morais et al., 1995; Crippa, Zuardi et al., 2004) como
também em animais (Carlini, Leite et al., 1973; Izquierdo, Orsingher et al., 1973; Consroe e
Wolkin, 1977; Leite, Carlini et al., 1982; Moreira, Aguiar et al., 2006; Resstel, Joca et al.,
2006). Hoje em dia sabe-se que a Cannabis é constituida por pelo menos 66 compostos

conhecidos como canabindides ou fitocanabindides, sendo destes, geralmente, o A-THC e o

CDB os mais abundantes na planta (Mechoulam, Shani et al., 1970).




1.2 - A DESCOBERTA DO SISTEMA ENDOCANABINOIDE (eCB)

Embora virios estudos sugerissem que as a¢des do A’-THC estariam relacionadas
apenas as alteracdes de fluidez de membrana bioldgicas (Hillard, Harris et al., 1985), um
grande numero de dados farmacoldgicos indicava uma relagdo estrutura-atividade especifica
para os canabindides, implicando em um possivel mecanismo baseado na interacdo com
proteinas receptoras (Dewey, 1986; Childers e Breivogel, 1998).

Evidéncias da existéncia de receptores canabindides s6 foram confirmadas em meados
dos anos 80 quando Howlett demonstrou que os canabindides inibem a producdo de AMPc
(adenosina monofasfato ciclica) em cultura de células (Howlett, 1984), sugerindo um sistema
de transducao mediado pela ativagdo de receptores acoplados a proteinas G; (Howlett e
Fleming, 1984; Howlett, 1985; Howlett, Qualy et al., 1986). Este achado foi seguido pelo
ensaio de ligagdo com radioativos (binding) para receptores canabindides (Devane, Dysarz et
al., 1988), localizagdo destes receptores (Herkenham, Lynn et al., 1990) e, finalmente,
clonagem e seqiienciamento do primeiro receptor canabindide, denominado CB; (Matsuda,
Lolait et al., 1990).

Estes receptores sdo pertencentes a grande familia de receptores acoplados a proteina
Gij, € parecem controlar de forma negativa a atividade da adenilato ciclase, com conseqiiente
diminui¢do dos niveis intracelulares de AMPc (Felder, Briley ef al., 1993; Vogel, Barg et al.,
1993).

Os receptores CB; sdo expressos predominantemente em tecidos nervosos da periferia
e do sistema nervoso central (SNC) e podem ser encontrados em maiores concentracdes em
fibras axonais, especialmente localizadas em botdes terminais de neurdnios pré-sindpticos
(Katona, Sperlagh et al., 2000). Devido a esta localizacdo, aliado ao fato de atuarem inibindo
a adenilato ciclase, estes receptores podem mediar a inibicdo da liberacdo de outros

neurotransmissores (Pertwee, 2006). A ampla distribuicdo dos receptores CB; lhes confere a



caracteristica de serem os principais mediadores dos efeitos centrais conhecidos dos
canabinoides (Howlett, Barth et al., 2002). Estudos mais detalhados mostram que os
receptores CB; sdao amplamente encontrados na regidao da amigdala, principalmente em
terminais pré-sindpticos de neurdnios GABAérgicos, podendo atuar inibindo esta
neurotransmissao nesta regido (Marsicano e Lutz, 1999; Azad, Eder et al., 2003). Além do
mais, os receptores CB; encontrados nesta regido parecem estar crucialmente envolvidos no
controle de diversos estados emocionais como na extin¢do de memorias aversivas (Marsicano,

Wotjak et al., 2002) (Ver avancos cientificos na figura 2).

CANNABIS SATIVA: avancos cientificos

Clonagem do
receptor CB,

{Matsuda et al.)
Identificagdo do Ensaio de Endocanabinoide 1° antagonista
CBD e A>-THC ligagiio anandamida SR141716A
{(Mechoulam et al ) (Devaneet al) (Devaneet al) (Rinaldi-Carmona et al )
Fi \
1964 1984 1990 1992 1993 1994 998
/ [ N — N 7
Capacidade de inibir Localizagéo dos Clonagem do Camundongos
adenilato ciclase receptores receptor CB, knock-out para
{(Howlett) {(Herkenhamet al.) {(Munro et al.) receptores
canabindides

Figura 2 - Breve historico dos avancos na investigacido sobre os mecanismos de acdo dos canabindides
(modificado de Childers e Breivogel, 1998).

A descoberta dos receptores canabindides levou ao desenvolvimento de uma série de
bioensaios in vitro que podem ser usados para monitorar a ativacdo ou bloqueio destes
receptores, ou seja, auxiliar no desenvolvimento de agonistas ou antagonistas (Pertwee, 1997,
Howlett, Barth et al., 2002; Pertwee, 2005). Mas antes que se desenvolvessem tais compostos,
os pesquisadores queriam estabelecer se existiria algum ligante enddgeno para os receptores
canabindides, visto ser pouco provdvel que estes fossem alvos apenas dos canabindides

derivados da planta (revisado em Pertwee, 2000).




Usando da légica de que uma substancia canabindide enddgena exibiria as mesmas
propriedades lipofilicas dos ja conhecidos canabindides (oriundos da Cannabis), Devane e
colaboradores (1992) utilizaram extratos de cérebro de suinos e isolaram compostos
enddgenos que se ligavam aos receptores canabindides CB; (Devane, Hanus et al., 1992).
Surgiam entdo os primeiros endocanabindides (eCB), nome dado aos compostos enddgenos
que possuem a capacidade de ativar receptores canabindides. O primeiro destes compostos foi
a etanolamina do dcido araquiddnico, o qual recebeu o nome de anandamida, uma palavra
derivada do sanscrito, que significa “€xtase” (Childers e Breivogel, 1998).

A anandamida exibe uma afinidade moderada pelos receptores CB; (aproximadamente
100 nM) e € extremamente instavel, sendo rapidamente metabolizada por amidases (Deutsch e
Chin, 1993). Este eCB pode ser considerado um agonista parcial ou total dos receptores CB,
o que dependeria do tecido e das respostas biolégicas avaliadas (Pacher, Batkai et al., 2006).
Esta caracteristica € conferida conforme sua habilidade de ativar proteinas G (Breivogel,
Selley et al., 1998), inibir adenilato ciclase (Childers, Sexton et al., 1994) e afetar as fungdes
dos canais de ions (Mackie, Devane et al., 1993; Shen, Piser et al., 1996). Além dos
receptores canabindides, existem relatos de que a anandamida possa ativar também os
receptores vanildéides TRPV; (Ross, 2003), os quais t€ém mostrado possuir funcionalidade
cruzada com os receptores canabindides quando estes sdo encontrados nas mesmas células
(Cristino, De Petrocellis et al., 2006). Apds a descoberta da anandamida diversos eCB vém
sendo identificados (ex. 2-araquidonilglicerol/2-AG), no entanto, a anandamida continua
sendo o eCB mais estudado (Pacher, Batkai et al., 2006).

H3é indicios de que os eCB, ao contrdrio dos neurotransmissores cldssicos, sejam
sintetizados sob demanda, e rapidamente liberados pelos neurdnios em decorréncia de
atividade elétrica induzida por despolarizacio e conseqiiente influxo de ions célcio (Di Marzo,

Melck et al., 1998). Uma vez sintetizada, a anandamida pode agir como mensageiro



retrogrado, sendo liberada pela pds-sinapse, difundindo-se para a pré-sinapse até alcangar os
receptores canabindides. Ao ligar-se nestes receptores, a anandamida atua diminuindo a
liberacdo de outros neurotransmissores por interferir em uma etapa dependente de cédlcio no
processo de liberagdo de vesiculas sindpticas (Hoffman e Lupica, 2000). A inativacdo da
anandamida ocorre por dois processos cooperativos, a recaptagdo e a degradacdo. Ainda que
um transportador especifico ndo tenha sido identificado, a recaptagao da anandamida da fenda
sindptica € saturdvel, dependente de energia e sensivel a acdo de inibidores, tipico de um
processo mediado por carreadores protéicos (Di Marzo, Fontana et al., 1994; Beltramo, Di
Tomaso et al., 1997; Hillard e Campbell, 1997). Depois de recaptada, a anandamida sofre a
acdo de uma enzima de degradacgdo especifica, a amido hidrolase de 4cidos graxos (FAAH, do

inglés fatty acid amid hydrolase), que € responsdvel pela hidrélise da anandamida em

etanolamina e dcido araquidonico (Pacher, Batkai et al., 2006) (Ver figura 3).
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Figura 3 - Representacao esquematica do sistema endocanabinéide nos neuronios pré- e pés-sinapticos. O
terminal pré-sinaptico esta localizado no topo, enquanto que o terminal pés-sinaptico esta localizado na
parte inferior da pagina. (EMT) transportador membranar de endocanabinédide; (MAGL) lipase de
monoacilglicerol; (DAGL) lipase de diacilglicerol; (AEA) anandamida; (NArPE) N-araquidonil-
fosfatidiletanolamina; (NAT) N-aciltransferase (adaptado de Pacher et al, 2006).



1.3 - DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO FARMACOLOGICA DE
LIGANTES PARA OS RECEPTORES CANABINOIDES

Além dos compostos naturalmente encontrados na Cannabis (A°-THC e CBD) e dos j4
descritos eCB, a industria farmacéutica tem desenvolvido diversos compostos que agem no
sistema canabindide. Uma classe bastante importante de agonistas canabindides que surgiram
recentemente foram os aminoalquilindéis, que foram as primeiras moléculas desenvolvidas
com atividade canabiméticas e sem similaridade estrutural com o A’-THC (ex. WIN55212)
(Pertwee, 2006).

Outro grande avango que sucedeu a descoberta dos receptores canabindides foi o
desenvolvimento de antagonistas seletivos para estes receptores. O primeiro antagonista dos
receptores canabindides tipo CB; de que se tem noticia foi o SR141716A (rimonabanto),
desenvolvido em 1994 por Rinaldi-Carmona e colaboradores (Rinaldi-Carmona, Barth et al.,
1994).

Existe também uma terceira classe de ferramentas farmacoldgicas que atuam,
diferentemente dos agonistas e antagonistas dos receptores canabindides, ao interferirem com
o metabolismo dos eCB. O primeiro e mais bem estudado entre os inibidores da
recaptagdo/degradacdo de endocanabindides é o AM404, um derivado estrutural da
anandamida que age como substrato falso para o suposto transportador e para a enzima de
degradacdo da anandamida. Como resultado tem-se a elevacdo dos niveis deste eCB e

conseqiiente potencializacdo dos seus efeitos in vivo (Beltramo, Stella et al., 1997).



14 - O SISTEMA ENDOCANABINOIDE COMO ALVO TERAPEUTICO EM
CONDICOES FISIOPATOLOGICAS

Os canabindides enddgenos, geralmente referidos como eCB, e suas respectivas
enzimas de sintese e degradacdo, juntamente com o conjunto de receptores canabindides,
constituem o sistema eCB. A descoberta deste sistema tem sido de grande impacto, ndo
apenas sobre a farmacologia dos fitocanabindides e seus andlogos sintéticos, mas também
sobre a farmacologia dos eCB nos eventos fisioldgicos e patoldgicos que estes podem estar
envolvidos (Pertwee, 2006).

Evidéncias tém sugerido que alteracdes no sistema eCB podem estar relacionadas a
varios distirbios. Em alguns destes distirbios como, esclerose multipla, alguns tipos de dor,
cancer, esquizofrenia, transtorno de estresse pOs-traumdtico, excitotoxicidade, algumas
doencas cardiovasculares e intestinais, este aumento na eficiéncia do sistema eCB pode causar
uma reducdo da gravidade dos sintomas ou até mesmo uma desaceleracdo na progressao da
doenca. No entanto, existem outros distirbios como, diminuicao da fertilidade, obesidade,
cistite, ileite e ileo paralitico, no qual os efeitos indesejaveis parecem resultar desta supra-
regulacdo do sistema eCB, sugerindo que este sistema tem suas proprias patologias e algumas
vezes € capaz de mediar seus proprios efeitos indesejaveis. Estas evidéncias t€m instigado a
procura por estratégias clinicas melhores que irdo, por um lado, imitar ou aumentar a “auto-
protecdo” mediada pelos eCB e, por outro lado, evitar o “auto-prejuizo” mediado por este
sistema (revisado em Pertwee, 2006).

Tendo em vista as vdrias agdes exercidas pelos canabindides exdgenos no cérebro e as
recentes descobertas da relevancia dos eCB em uma série de fungdes fisioldgicas, existe um
interesse emergente no papel dos canabindides como moduladores dos estados emocionais e
de memoria (Kathuria, Gaetani et al., 2003; Viveros, Marco et al., 2005). Estes efeitos sao

sustentados pela densa expressdo de receptores canabindides CB; e a presenca de eCB em



regides cerebrais conhecidas por desempenhar um importante papel nos comportamentos de
ansiedade e nos processos de aprendizado de memorias aversivas, incluindo amigdala e
hipocampo (Herkenham, Lynn et al., 1990; Di Marzo, Breivogel et al., 2000). Est4 bastante
aceito que agonistas dos receptores canabindides freqiientemente prejudicam a aquisi¢do e
consolidagdo de memorias aversivas (Ferrari, Ottani et al., 1999; Mishima, Egashira et al.,
2001; Varvel, Hamm et al., 2001; Pamplona e Takahashi, 2006), enquanto que a
administracdo sistémica de antagonistas dos receptores CB; freqiientemente melhoram a
aquisicdo e consolidacdo das memdrias. A maioria dos estudos realizados em camundongos
com delecdo gé€nica para os receptores CB; mostrou respostas normais por parte destes
animais para aquisi¢cdo e consolidacdo de memorias aversivas (Marsicano, Wotjak et al.,
2002; Varvel e Lichtman, 2002; Varvel, Anum et al., 2005; Kamprath, Marsicano et al.,
2006), mas estes resultados podem depender da linhagem empregada (Mikics, Dombi et al.,
2006).

Além dos processos de aquisi¢do e consolidacdo, existe outro, igualmente importante e
pouco compreendido, que € o processo de extingdo da memoria. No intuito de compreender
melhor o papel dos eCB e dos receptores CB; na extin¢cdo de memorias aversivas, intensos
esforcos tém sido feitos nesse sentido. Dadas as semelhancas entre os procedimentos de
extin¢do e as psicoterapias baseadas em exposi¢do usadas para o tratamento de distirbios de
medo em humanos (Myers e Davis, 2002), acredita-se que o sistema eCB pode representar um
novo alvo farmacoldgico para o tratamento de distirbios de ansiedade relacionados a
recordacdo de eventos traumdticos, como fobias especificas e transtorno de estresse pos-
traumadtico (Marsicano, Wotjak et al., 2002; Chhatwal, Davis et al., 2005; Pamplona, Prediger

et al., 2006; Niyuhire, Varvel et al., 2007).
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1.5 - COMPORTAMENTO DEFENSIVO, MEMORIAS AVERSIVAS E O MODELO
ANIMAL DE EXTINCAO DO CONDICIONAMENTO AVERSIVO

O aprendizado emocional € extremamente necessdrio para que o individuo possa
sobreviver e até mesmo prosperar. Contudo, uma vez adquiridas, as associagdes emocionais
nem sempre sdo manifestadas. Na verdade, a regulacdo das respostas emocionais sob
diferentes condi¢des ambientais € essencial para a saide mental. Sendo assim, a forma mais
simples de regulacdo das respostas emocionais € a extin¢ao, na qual a resposta condicionada a
um estimulo diminui quando o refor¢o (estimulo) é omitido. No entanto, em certos momentos
este mecanismo de extingdo pode ndo ocorrer de forma satisfatoria e as respostas emocionais
podem se tornar exageradas ou comecarem a ocorrer em situagdes inapropriadas,
caracterizando um distirbio de ansiedade. Neste caso, agentes farmacoldgicos que viessem a
promover a facilitagdo da extin¢do destas memorias poderiam ser tteis se somados a terapias
cognitivo-comportamentais (Quirk e Mueller, 2008). Para isso, os modelos animais tém
contribuido de forma bastante importante na triagem deste tipo de composto farmacolégico.
Isso se torna vidvel porque diversas similaridades relacionam os sintomas de ansiedade em
seres humanos a expressdao de comportamentos defensivos em animais, ja que assim como 0s
humanos, os animais tendem a apresentar comportamentos defensivos evidentes em situacoes
potencialmente ameacgadoras (Borsini, Podhorna et al., 2002). Esta similaridade de resposta
comportamental tem sido utilizada na tentativa de se desenvolver modelos refinados de
comportamento animal que possam ser utilizados no estudo de potenciais farmacos para as
patologias ligadas a ansiedade. Neste sentido, dois dos modelos animais mais populares no
estudo de comportamentos defensivos condicionados e inatos sdo, respectivamente, o modelo
de condicionamento aversivo (CA) e o labirinto em cruz elevado (LCE).

O modelo animal de CA tem sido utilizado para o estudo de memdrias aversivas e da

expressdo de comportamentos defensivos que sucedem a recordagdo destas memdrias, uma
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vez que a aquisicdo de comportamentos defensivos condicionados pode estar envolvida no
desenvolvimento de patologias de ansiedade deflagradas pela exposicdo a experiéncias
traumaticas (Brewin e Holmes, 2003). Estas similaridades entre os mecanismos de aquisi¢do e
expressao do medo condicionado e as patologias de ansiedade tornam o estudo dos modelos
animais de CA de grande importancia para o entendimento dos mecanismos bioldgicos
inerentes as memorias emocionais € para o desenvolvimento de terapias farmacoldgicas para
estas patologias (Pare, Quirk et al., 2004).

Basicamente, um modelo animal de CA implica no aprendizado de que certos
estimulos ambientais (pistas cognitivas) estdo relacionados a eventos aversivos. Um estimulo
condicionado (EC), inicialmente neutro e incapaz de provocar reagdo comportamental
explicita, adquire a capacidade de provocar reacdes comportamentais apds a associacdo a um
estimulo incondicionado (EI) aversivo. Assim que a associagcdo EC-EI é aprendida e os
animais sdo re-expostos ao EC, uma série de respostas comportamentais de medo
condicionado ocorre, incluindo o comportamento de congelamento (Blanchard e Blanchard,
1969). Este tipo de resposta comportamental pode ser estabelecida com apenas um
pareamento EC-EI formando invariavelmente uma memodria de longa duracdo (Yaniv,
Desmedt ef al., 2004). Um tipo de CA bastante utilizado € o condicionamento aversivo
contextual que € realizado com a associagdo do EI a estimulos variados, de multiplas
modalidades sensoriais e que requerem a sua integracdo em uma representacdo Unica do
ambiente, denominada de contexto, o que confere um EC bastante complexo (Yaniv, Desmedt
et al., 2004). Um modelo de CA, como qualquer modelo animal de aprendizado e memodria,
possui diversas etapas relacionadas aos processos mnemonicos de aquisi¢do, consolidagdo,
evocagdo e extingdo ou reconsolidacio, todas passiveis de manipulacio farmacoldgica e com
grande importancia biolégica. A etapa de extingdo de uma memdria aversiva, enfoque deste

trabalho, pode ser estudada através da submissdo do animal a varias exposi¢des prolongadas e
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nao-reforcadoras do EC, o que tende a enfraquecer as respostas de medo (Suzuki, Josselyn et
al., 2004). Neste caso, a associacdo do EC-EI deixa de ser biologicamente relevante para o
animal (em geral pela perda do componente aversivo - EI) e este passa a deixar de expressar
comportamentos defensivos em resposta a apresentacdo do EC. Esta perda da relevancia
caracteriza o fendmeno de extingao, ou seja, é formada uma nova associagao EC-*“auséncia de
EI” que se sobrepde a associagdo EC-EI inicialmente realizada (Cammarota, Bevilaqua et al.,
2005). Em um sentido mais amplo pode-se dizer que a extingdo de uma memoria ndo se trata
apenas de um evento simples como um “esquecimento” ou uma ‘“rasura”’, € sim um conjunto
de flexibilidades comportamentais, adaptagdo as altera¢des ambientais ou até mesmo uma
forma de inibi¢do, o que caracterizaria um novo aprendizado (Suzuki, Josselyn et al., 2004;
Hill, Froese et al., 2006; Kamprath, Marsicano et al., 2006; Quirk e Mueller, 2008). Diversos
fatores devem estar em equilibrio para que uma memoria seja extinta, sendo de crucial
importancia o tempo de exposicdo ao EC na auséncia do EI (Suzuki, Josselyn et al., 2004).
Embora as pesquisas neurocientificas acerca da extin¢do tenham evoluido muito nos ultimos
anos, ainda ndo se sabe ao certo quais mecanismos neurais regulam esta forma de
aprendizado. Dificilmente uma unica estrutura seja responsdvel por este fendmeno e,
provavelmente, uma série de estruturas chave, incluindo amigdala basolateral (BLA), cortex
pré-frontal e hipocampo devem estar interagindo para que esse processo ocorra. No entanto, €
bem provével que a plasticidade relacionada a extingdo em cada uma destas estruturas deva
exercer fun¢des diferenciadas como, por exemplo, a plasticidade na amigdala pode servir para
inibir a expressdo do medo, enquanto que a plasticidade ocorrida no hipocampo ou cértex pré-
frontal pode possibilitar a modulag@o contextual desta inibi¢do (revisado em Quirk e Mueller,
2008).

O modelo do LCE, anteriormente mencionado, consiste num aparelho com d&reas

abertas (expostas) e fechadas (protegidas) que pode ser explorado livremente pelo animal.
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Consistente com a idéia de que lugares abertos provocam reacdes comportamentais
semelhantes a ansiedade em animais, ratos expostos ao LCE tendem a entrar menos vezes e
permanecer menos tempo nas dreas expostas do labirinto em comparacao as dreas protegidas.
Estas medidas comportamentais no LCE foram validadas farmacologicamente,
etologicamente e fisiologicamente. Primeiro, a administracio de benzodiazepinicos,
ansioliticos cldssicos, aumenta o nimero de entradas e o tempo de permanéncia nas areas
abertas do LCE, enquanto manipulagdes ansiogénicas tendem a reduzir este parametros
(Pellow, Chopin et al., 1985; Pellow e File, 1986). Segundo, a andlise etoldgica de uma
sessdo experimental demonstra que os animais expostos ao LCE tendem a expressar
comportamentos defensivos principalmente nas areas expostas do labirinto (Pellow, Chopin et
al., 1985; Pellow e File, 1986; Cruz, Frei et al., 1994). Por udltimo, animais confinados as
areas abertas do LCE produzem maiores concentracdes de corticosterona (resposta emocional
enddcrina) e bolos fecais (resposta emocional autondmica) comparados aos animais
confinados as dreas protegidas do labirinto (Pellow, Chopin et al., 1985). O LCE também
pode ser utilizado para se avaliar a ansiogénese causada pela recordacdo de experi€ncias
aversivas em uma modificacdo experimental conhecida como LCE potencializado pelo medo
(Mechiel Korte e De Boer, 2003).

A densa expressao dos receptores canabindides CB; e a presenca de endocanabindides
nas regides cerebrais as quais se acredita desempenhar fun¢des nos processos de extingdo de
memorias aversivas levaram a crer na participagdo deste sistema como possivel modulador
destas respostas. De fato, estudos recentes tém mostrado a participacao indispensdvel dos
receptores CB; nos processos de extincdo de memorias aversivas (Marsicano, Wotjak et al.,
2002), e sugerido que o aumento dos niveis de eCB possa levar a efeitos tipo ansioliticos € a
facilitacdo da extincdo do CA em animais (Kathuria, Gaetani et al., 2003; Chhatwal, Davis et

al., 2005; Bortolato, Campolongo et al., 2006). No entanto, pouco se sabe a respeito da
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influéncia da administracdo de canabindides exdgenos, como os fitocanabindides, sobre a
extin¢do deste tipo de memoria. Neste sentido, o presente trabalho propde avaliar os efeitos
do tratamento com o fitocanabinéide CBD, um hipotético inibidor da recaptacdo e/ou
degradacdo de anandamida, sobre a extingdo do CA contextual em ratos. A fim de melhor
compreender o mecanismo de acao do CBD, comparagdes serdo feitas com o ja bem descrito
inibidor da recaptacao de anandamida, AM404. Além disso, serdo analisados os efeitos destes
compostos no modelo do LCE potencializado pelo medo, visando investigar possiveis efeitos

ansioliticos dos mesmos.



15

2 - OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL

» Investigar os efeitos da administragcdo i.c.v. do CBD comparando com os efeitos
induzidos pelo AM404, inibidor da recaptagdo de anandamida, na extin¢do de

memorias aversivas em ratos utilizando o modelo animal de CA contextual.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar a participagao dos receptores canabindides CB; nos efeitos do AM404 e do

CBD sobre a extin¢do do CA contextual em ratos;

» Avaliar a participacdo dos receptores vaniléides TRPV; nos efeitos do AM404 e do

CBD sobre a extin¢do do CA contextual em ratos;

» Verificar a sustentabilidade destes efeitos, persistentes ou agudos (dependente de
droga), em uma sessdo adicional, na auséncia de tratamento farmacolégico, realizado

24 h ap6s a ultima sessdo de extingao;

» Investigar possiveis efeitos ansioliticos de doses selecionadas de AM404 e CBD

através do modelo do LCE potencializado pelo medo.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 — ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos com peso aproximado de 350 g e com cerca de
3 meses de idade na data de experimentacdo. Os animais foram fornecidos pelo Biotério
Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e mantidos por pelo menos uma
semana antes dos experimentos no Biotério Setorial do Laboratério de Psicofarmacologia,
para devida aclimatizac@o. Os animais foram agrupados em caixas de polipropileno (42 x 34 x
17 cm), contendo 4 ou 5 animais por caixa e mantidos em condi¢des controladas de umidade e
temperatura (23 = 2 °C), com ciclo claro-escuro de 12 horas (fase clara das 7:00 as 19:00 h),
com agua e racdo ad libitum. Todos os procedimentos experimentais utilizados no presente
estudo foram conduzidos de acordo com as normas do Comité de Etica para o Uso de

Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC).

3.2 - DROGAS

AM404, um inibidor da recaptacdo de anandamida (Tocris, USA), (-)Canabidiol
(CBD), o maior constituinte da planta Cannabis Sativa (Tocris, USA), Capsazepina (CPZ),
um antagonista dos receptores vanildides do tipo TRPV, (Tocris, USA), e Diazepam (DZP),
um modulador alostérico positivo dos receptores GABA (Sanofi Winthrop, Brasil) foram
dissolvidos em PBS 0,1M contendo 10% de dimetilsuféxido (DMSO) e 0,1% de Tween 80.
SR141716A (SR), um antagonista dos receptores canabindides do tipo CB; (Sanofi-Aventis,
Franca) foi dissolvido em solucgdo fisiolégica (NaCl 0,9%) contendo 10% de DMSO e 0,1%

de Tween 80. O veiculo de dissolu¢do foi utilizado como solug¢do controle. AM404, CBD e
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Diazepam foram injetados intracerebroventricularmente (i.c.v.) 5 min antes dos testes
comportamentais. CPZ foi injetado i.c.v. 5 min antes da administracdo de AM404, CBD ou
Controle. SR foi injetado intraperitonealmente (i.p.) 20 min antes da administracdo de
AM404, CBD ou Controle. As drogas de administracdo i.c.v. foram injetadas em um volume
de 1,0 ul por animal, e a droga de administracao i.p. foi injetada em um volume de 0,2 m1/100
g de peso corporal. As doses das drogas utilizadas foram selecionadas baseadas em trabalhos
prévios e estudos pilotos (Chhatwal, Davis et al., 2005; Murillo-Rodriguez, Millan-Aldaco et

al., 2006; Pamplona, Prediger et al., 2006).

3.3 — CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Os animais foram anestesiados com uma mistura de 1:1 de Ketamina (75 mg/kg) e
xilazina (15 mg/kg) administradas num volume de 1,5 ml/kg via i.p. Apds perda total dos
reflexos os animais foram colocados em um aparelho estereotiaxico (Kopf, modelo 957),
mantendo o bregma e ldmbda no mesmo plano horizontal. Em seguida fez-se a tricotomia na
cabeca seguida da administracdo via subcutinea de 0,2 ml de uma solu¢do anestésica e
vasoconstritora local (cloridrato de lidocaina 2% com norepinefrina 1:200.000, Lidocaina
Geyer 2%, Brasil) e exposicdo da calota craniana por meio de uma incisdo na pele, de
aproximadamente 1,5 cm de didmetro. O periosteo foi retirado e a calota craniana secada com
H,0;, a 10%. Com o auxilio de uma broca ortodontica (n° 6) foram feitos dois furos na calota
craniana para fixacdo de parafusos. Posteriormente, um terceiro furo foi feito para
implantacdo de uma canula guia no ventriculo lateral direito, sendo o posicionamento da
mesma, calculado por meios de estimativas em relagdo ao bregma (ponto de encontro entre as

suturas sagital e lambdoéide utilizado como referencial anatdmico). As coordenadas utilizadas
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(AP= -0,8 mm; ML= -1,6 mm; e DV= -3,6 mm) tiveram como referéncias parametros do
Atlas de ratos (Paxinos e Watson, 2002).

Canulas de ago inoxidavel de 10 mm de comprimento e 0,7 mm de didmetro externo,
previamente confeccionadas a partir de agulhas 0,7 x 25 mm (Becton Dickinson - BD, Brasil),
foram introduzidas no ventriculo cerebral direito. Apds implantacdo, a canula e os parafusos
foram fixados ao cranio com resina acrilica autopolimerisavel. Mandris de aco inox n° 26 de
0,35 mm de diametro (Comercial Rio Verde, Brasil) foram introduzidos nas canulas para
evitar a obstrucdo das mesmas durante o periodo da recuperacdo dos animais. Apds o
procedimento cirdrgico, os animais foram mantidos em local aquecido até a recuperacdo da
anestesia, sendo posteriormente alojados em caixas moradias com dgua e comida ad libitum e
acompanhados diariamente até a realizacdo dos experimentos que ocorreu de 5 a 7 dias apds a

cirurgia estereotéxica.

3.4 - PROCEDIMENTO DE INFUSAO

Uma agulha injetora de 11 mm de comprimento e 0,3 mm de didmetro foi fixada a
canula guia e a administragdo i.c.v. foi realizada através de uma microseringa de 10 pl
(Hamilton®, USA) conectada a agulha injetora por um tubo de polietileno P10 (10 mm de
didmetro). As drogas foram injetadas com o auxilio de uma bomba de infusdo automaética
(Insight, Brasil) num volume de 1ul, a uma taxa de 2ul/min. Apds a retirada do mandril e
introducdo da agulha, o rato era alojado em uma caixa plastica (30 x 21 x 15 cm),
permanecendo livre durante todo o processo de infusdo. Um periodo de 30 segundos foi
adotado como tempo necessdrio para a completa difusdo da solucdo dentro do tecido cerebral
e posterior retirada da agulha injetora. Por fim, um tempo de 5 min foi adotado entre a

administracao da solugdo e a exposi¢do ao protocolo experimental.
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3.5 -PROCEDIMENTOS COMPORTAMENTAIS
Todos os experimentos comportamentais descritos a seguir foram registrados com a
utiliza¢do de um sistema de video-camera, permitindo ao experimentador observar os animais

por um monitor de video posicionado em uma sala adjacente a sala do experimento.

3.5.1 — Condicionamento aversivo contextual

Os experimentos de CA contextual foram realizados em uma caixa de esquiva ativa
modificada (Automatic Reflex Conditioner modelo 7531, Ugo Basile, Itdlia) dotada de chao
gradeado conectado a um gerador de choques elétricos, devidamente configurado as
condic¢des experimentais. O mesmo compartimento da gaiola de condicionamento (22 x 22 x
25 cm) foi utilizado em todos os procedimentos experimentais. A sala de experimentacao foi
suavemente iluminada por uma luz vermelha, resultando em uma luminosidade ambiental de
cerca de 10 Lux. O modelo de CA contextual utilizado neste trabalho foi baseado no método
previamente descrito por Pamplona et al (2006). Neste modelo os animais foram colocados na
gaiola de condicionamento e apds 3 min receberam um choque elétrico nas patas de curta
duracdo e intensidade moderada (1 s, 1,5 mA). Os animais permaneceram por mais um
minuto na gaiola de condicionamento antes de serem retirados e levados novamente ao
biotério. O teste comportamental neste modelo consistiu em re-expor o animal a gaiola de
condicionamento durante 3 sessdes de 9 min com um intervalo de 24 h entre cada sessdo,
sendo as drogas, administradas antes de cada sess@o. Um teste adicional de 3 min, na auséncia
de drogas, foi realizado 24 h apds a ultima sessdo de extingdo no intuito de verificar a
persisténcia de um possivel efeito sobre a extingdo do CA. Quando re-expostos, os animais
expressam respostas autondmicas e comportamentos defensivos, como congelamento, pilo-

erecao, aumento da freqiiéncia cardiaca e liberacdo corticotrofina (Blanchard e Blanchard,
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1969; Fanselow, 1980). No presente estudo, o congelamento, definido por Blanchard e
Blanchard (1969) como imobilidade em uma posi¢do estereotipada de agachamento, com
excecdo dos movimentos necessdrios para a respiragdo, e caracterizado como um
comportamento condicionado por Fanselow (1980), foi registrado e utilizado como indice de

memoria durante as sessoes de re-exposicao ao contexto na auséncia do EI (choque).

3.5.1.1 — Experimento 1: Efeitos da administracdo i.c.v. de AM404 na extingdo do CA
contextual.

Sucessivas exposicdes a caixa de condicionamento foram usadas para testar os efeitos
do AM404 na extingao do CA contextual. Para este propdsito, 24 h apés o CA contextual os
animais foram submetidos a 3 sessdes consecutivas de extingdo do CA, com 24 h de intervalo
entre as sessoes. Em cada sessao, os animais foram expostos a gaiola de condicionamento por
9 min e o comportamento de congelamento foi avaliado e registrado ao longo deste tempo. Os
animais foram tratados com AM404 (0,2; 1,0 ou 2,0 pg/ul, i.c.v.) ou solu¢@o controle 5 min
antes de cada sessdao de extincdo. Um teste de 3 min, na auséncia de tratamento
farmacoldgico, foi realizado 24 h apds a ultima sessdo de extincdo para investigar se 0S
efeitos das drogas na extingdo de memdrias aversivas foram agudos (ex. dependente da droga)

ou persistentes (Fig. 4).

AM404 AM404 AM404
------------------------ Teste sem droga
Condici N Sessdo de Sessdo de Sessdode =  =mm——- ——————
Ghdiclonamenio extingdo 1 extingdio 2 extingdo 3 Sesséo 4
aversivo contextual (9 min) (9 min) (9 min) (3 min)

i 24 hr; l’ 24 hr’ i 24 hr i 24 hr J’

Figura 4 - Representacio esquematica do procedimento realizado no experimento 1.
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3.5.1.2 — Experimento 2: Efeitos da administracdo i.c.v. de CBD na extingdo do CA
contextual.

De maneira similar ao experimento anterior, sucessivas exposi¢des a caixa de
condicionamento foram desta vez usadas para testar os efeitos do CBD na extincdo do CA
contextual. O procedimento foi o mesmo utilizado no Experimento 1, com a diferenga de que
neste experimento os animais foram tratados com o CBD (0,2; 1,0 ou 2,0 pug/ul, i.c.v.) ou

solucdo controle 5 min antes de cada sessao de extingao (Fig. 5).

CBD CBD CBD
------------------------ Teste sem droga
Condici N Sessdode Sessdode Sessdode =~ mmmmm- o
ORGIGIONAMETIG extingdo 1 extingdo 2 extingdo 3 Sesséo 4
aversivo contextual (@ min) (9 min) (9 min) (3 min)

i 24 hr l’ 24 hr i 24 hr’ i 24 hr’ J’

Figura 5 - Representacao esquematica do procedimento realizado no experimento 2.

3.5.1.3 — Experimento 3: Participacdo dos receptores canabindides CB; nos efeitos do
AMA404.

Este experimento foi realizado para investigar se os efeitos do AM404 na extingdo do
CA contextual estavam relacionados a ativacdo dos receptores canabindides CB;. Neste
procedimento, os animais foram pré-tratados i.p. com um antagonista dos receptores CB;
SR141716A (0,2 mg/kg) ou solugdo controle 20 min antes de cada injecdo de AM404 (1,0
pg/ul) que, por sua vez, foi administrado i.c.v. 5 min antes de cada sessdo de extincdo. O
procedimento utilizado para a extingdo do CA contextual, foi 0 mesmo visto no experimento 1

(Fig. 6).
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SR SR SR
+ + +
AM404 AM404 AM404
________________________ Teste sem droga
Condici i Sessao de Sessao de Sessdode @ = ====== -
PRRIACHAIGRHIL extingic 1 extingdo 2 extingdo 3 Sessdo 4
aversivo contextual (@ min) (@ min) (9 min) {3 min)

i 24 hr i 24 hr i 24 hr l 24 hr J’

Figura 6 - Representacao esquematica do procedimento realizado no experimento 3.

3.5.1.4 — Experimento 4: Participacdo dos receptores CB; nos efeitos do CBD.

De maneira similar ao experimento anterior, o envolvimento dos receptores CB; foi
desta vez investigado nos efeitos do CBD sobre a extincdo do CA contextual Neste
procedimento, os animais foram pré-tratados i.p. com SR (0,2 mg/kg) ou solucdo controle 20
min antes de cada injecdo de CBD (2,0 pug/ul; i.c.v.). Passados 5 min deste tratamento, os
animais foram submetidos as respectivas sessoes de extin¢do. O procedimento utilizado para a

extingdo do CA contextual, foi 0 mesmo visto no Experimento 1 (Fig. 7).

SR SR SR
+ + +
CBD CBD CBD
------------------------ Teste sem droga
Condici ’ Sessaode Sessaode Sessdode =  ==mm—-- ——————
pidicionaienio extingdo 1 extingdio 2 extingdo 3 Sesséo 4
aversivo contextual (9 min) (9 min) (9 min) (3 min)

i 24 hr’ 1’ 24 hr’ J’ 24 hr i 24 hr l’

Figura 7 - Representacao esquematica do procedimento realizado no experimento 4.

3.5.1.5 — Experimento 5: Participacdo dos receptores vaniléides VR, nos efeitos do AM404.
Este experimento foi realizado para investigar se os efeitos do AM404 na extingdo do

N

CA contextual estavam relacionados a ativacdo dos receptores vaniloides TRPV,. Neste
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procedimento, os animais foram pré-tratados i.c.v. com um antagonista dos receptores
TRPV,, a CPZ (5,0 ug/ul), ou solucdo controle 5 min antes de cada inje¢cdo de AM404 (1,0
pug/ul) que, por sua vez, foi da mesma forma administrado 5 min antes de cada sessdo de
extin¢do. O procedimento utilizado para a extincdo do CA contextual, foi o0 mesmo visto no

Experimento 1 (Fig. 8).

CPZ CPz CPZ
+ + +
AM404 AM404 AM404
________________________ Teste sem droga
Condici " Sessdode Sessdode Sessdode @ | ====== -
S oG extingic 1 extingdo 2 extingdo 3 Sessdo 4
aversivo contextual (@ min) (9 min) (9 min) {3 min)

i 24 hr i 24 hr l 24 hr l 24 hr J’

Figura 8 - Representacao esquematica do procedimento realizado no experimento 5.

3.5.1.6 — Experimento 6: Participacdo dos receptores TRPV nos efeitos do CBD.

Da mesma forma que no experimento anterior, o envolvimento dos receptores TRPV,
foi desta vez investigado nos efeitos do CBD. Neste procedimento os animais foram pré-
tratados i.c.v. com a CPZ (5,0 ug/ul), ou solugdo controle e, 5 min apds, foram da mesma
forma administrados com CBD (2,0 pg/ul). Cada sessdo de extingdo foi conduzida 5 min apds
este tratamento. O procedimento utilizado para a extingdo do CA contextual, foi 0 mesmo

visto no Experimento 1 (Fig. 9).

CPZ CPZ CPZ
+ + +
CBD CcBD CBD
------------------------ Teste sem droga
Condici " Sesséo de Sesséo de Sessdode = @ o mmmm—— m——————
S extingdio 1 extingdio 2 extingdo 3 Sessao 4
aversivo contextual (9 min) (9 min) (9 min) (3 min)

i 24 hr l’ 24 hr i 24 hr’ i 24 hr’ J’

Figura 9 - Representacao esquematica do procedimento realizado no experimento 6.
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3.5.2 — Labirinto em Cruz Elevado

O teste do LCE foi usado em fun¢do de sua capacidade de detectar ambos, tanto
efeitos do tipo ansiolitico como também efeitos do tipo ansiogénico em ratos (Pellow, Chopin
et al., 1985). O LCE foi confeccionado em madeira e coberto por uma camada de férmica
preta. O aparelho € constituido por quatro bragos com 50 cm de comprimento, 10 cm de
largura e posicionados a 50 cm de altura. Dois bragos opostos sdo protegidos por paredes de
40 cm de altura e sdo chamados de bracos fechados, os outros dois possuem apenas uma
pequena protecdo de 2,5 cm e sdo chamados de bracos abertos. Os quatros bracos sao
conectados por uma plataforma central (10 x 10 cm). A sala de experimento foi levemente
iluminada por uma luz vermelha, resultando em uma luminosidade ambiental de cerca de 10
Lux. Cada animal foi colocado na plataforma central do LCE, voltados para um dos bracos
abertos, a fim de terem seus respectivos comportamentos avaliados e registrados por um
periodo de 5 min. As entradas nos bragos, abertos ou fechados, foram registradas apenas
quando o animal se encontrava com as quatro patas em um dos respectivos bracos. A
porcentagem de entradas nos bracos abertos (numero de entradas nos bracos abertos / nimero
total de entrada nos bragos) e a porcentagem de tempo nos bragos abertos (tempo de
permanéncia nos bragos abertos / tempo de permanéncia nos bracos) foram utilizadas como
indice de comportamento tipo ansiedade e o nimero de entradas nos bragos fechados foi

utilizado como indice de locomocdo geral (Cruz, Frei et al., 1994).

3.5.2.1 — Experimento 7: Efeitos do AM404, CBD e DZP no LCE potencializado pelo medo.
A fim de se verificar os efeitos dos tratamentos com AM404, CBD ou DZP sobre a
ansiedade provocada pela recordacdo de memorias aversivas, os animais foram avaliados no

modelo LCE potencializado pelo medo, previamente descrito por Korte € De Boer (Mechiel
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Korte e De Boer, 2003). Os animais foram colocados na gaiola de condicionamento e
submetidos ao CA contextual, como descrito no Experimento 1, e re-expostos a gaiola de
condicionamento 24 h depois. Cinco dias apds a re-exposicdo ao contexto, estes animais
foram testados no LCE. O periodo de 5 dias entre a re-exposi¢do ao contexto e o teste no
LCE foi definido em um estudo piloto, no qual mostrou que periodos menores que 24 h
induziram uma diminui¢do na exploragdo do LCE, fato este que poderia influenciar de
maneira errénea a interpretacdo dos resultados. Um grupo de animais ndo condicionado
constituido por ratos “naive” foi adicionado ao teste do LCE como grupo controle. Animais
de ambos os grupos foram injetados i.c.v. com AM404 (1,0 pg/ul), CBD (2,0 ug/ul) ou
solucdo controle 5 min antes do teste no LCE potencializado pelo medo. Um grupo adicional
tratado i.c.v. com DZP (2,85ug/ul), droga conhecida por seus efeitos ansioliticos, foi utilizado

como controle positivo (Fig. 10).

AM404
CBD
Re-exposigac i _IEZ_F: L
Condicionamento ao contexto LCE
aversivo contextual (9 min) (5 min)
l (24 hn) l (5 days) l
e,

Figura 10 - Representacio esquematica do procedimento realizado no experimento 7.

3.6 - PERFUSAO E HISTOLOGIA

ApOs a realizacdo dos experimentos que fizeram uso de microinjegdes cerebrais, os
animais foram profundamente anestesiados com hidrato de cloral e perfundidos
transcardiacamente com solucao fisiolégica (NaCl 0,9%) seguida de formaldeido a 10% para
fixacdo dos tecidos. Ao término da perfusdo, 5 ul de corante azul de Evans (0,1%) foram

injetados pelas canulas guias. Posteriormente a injecdo do corante, os cérebros foram
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removidos e fixados em formaldeido 10% por 24 h. Passadas as 24 h, com o auxilio de uma
lamina de bisturi, foram feitos cortes coronais nos locais de implante das canulas para
verificar o posicionamento correto das mesmas. Os acertos foram visualizados, sem o auxilio
de qualquer equipamento de aumento, como um preenchimento completo do ventriculo lateral
direito pelo corante administrado. Eventuais erros no posicionamento das canulas implicaram

em desconsideracdo dos resultados obtidos.

3.7 — ANALISE GRAFICA E ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.). A confeccao
dos gréficos foi feita utilizando-se o programa Graph Pad Prism® 4.0 (Graph Pad Software,
San Diego, CA, EUA). As andlises estatisticas foram feitas no programa Statistica® para
Windows 6.0 (Statsoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA).

Nos experimentos realizados para demonstrar os efeitos facilitatorios do AM404 e
CBD sobre a extingdo do condicionamento aversivo contextual (Exp. 1 e 2) foi usada andlise
de variancia (ANOVA) de duas vias, tendo os fatores tratamento e sessdes como variaveis
independentes.

Nos experimentos realizados para demonstrar a participacdo dos receptores
canabindides CB; e vaniléides TRPV, nos efeitos facilitatérios do AM404 ¢ CBD sobre a
extin¢do do condicionamento aversivo contextual (Exp. 3, 4, 5 e 6) foi usada ANOVA de trés
vias, tendo os fatores pré-tratamento, tratamento e sessdes como varidveis independentes.

Nos resultados referentes aos experimentos do teste sem droga (sessdo 4) realizados
para demonstrar os efeitos persistentes do AM404 e CBD sobre a extincdo do

condicionamento aversivo contextual foi usada ANOVA de uma ou duas vias, com pré-
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tratamento e tratamento como varidveis independentes. Em alguns casos foi utilizado o teste t
de student no intuito de fazer comparagdes diretas entre grupos.

Por fim, nos resultados referentes ao teste do LCE potencializado pelo medo (Exp. 7)
foi usada ANOVA de duas vias, com tratamento e condicdo (condicionado X ndo-
condicionado) como varidveis independentes.

Posteriormente a ANOVA, os grupos foram comparados entre si utilizando o teste de

post hoc LSD de Fisher. O nivel de significancia considerado para todos os testes foi p<0,05.
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4 - REULTADOS

4.1 — CONDICIONAMENTO AVERSIVO CONTEXTUAL

Como descrito previamente na introducdo, o principio do CA contextual é a
associacao de um estimulo aversivo incondicionado (EI), geralmente doloroso, a um estimulo
in6cuo, chamado de estimulo condicionado (EC). A apresentacdo do EC apds a associacdo
com o EI provoca reacdes comportamentais defensivas no animal, similares as provocadas
originalmente pela apresentacdo do EI. No modelo do CA contextual utilizado neste trabalho,
o EC foi o ambiente onde o animal foi condicionado (a gaiola de condicionamento), com suas
pistas cognitivas de multiplas caracteristicas sensoriais, € o EI foi um choque elétrico nas

patas, gerado no chdo gradeado da gaiola de condicionamento.

4.1.1 - Experimento 1: Efeitos da administracdo i.c.v. de AM404 na extincdo do CA
contextual.

A representacdo esquemdtica do procedimento experimental utilizada neste
experimento encontra-se ilustrado na figura 11A. Os efeitos do AM404 (0,2; 1,0 ou 2,0 pg/ul
1.c.v.) sobre extingio do CA contextual estdo representados nas figuras 11B e 11C. A
ANOVA de duas vias para os resultados da administracio de AM404 nas trés sessdes de
exting¢do, revelou efeito significativo para os fatores tratamento [F(3,141)=3,94; p<0,01] e
sessoes [F(2,141)=12,78; p<0,01], mas ndo para a interacdo entre estes dois fatores
[F(6,141)=0,25; p=0,95]. A andlise post-hoc destes dados demonstrou que o protocolo de
extin¢ao utilizado com trés re-exposicoes (sessdes) causou uma diminui¢ao na % do tempo de

congelamento através das sucessivas exposi¢des do grupo controle a gaiola de
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condicionamento (p<0,05 3* sessdo comparada a 1%). O grupo tratado com a dose
intermedidria de AM404 (1,0 pg/ul, i.c.v.) obteve uma extingdo parcial j4 na 2* sessdao
(p<0,05 comparada a 1* sessdo do mesmo grupo) e exibiu uma diminui¢ao na % do tempo de
congelamento durante a 2* e 3* sessdes comparadas as respectivas sessoes do grupo controle
(p<0,05), sugerindo um efeito facilitatério sobre a extincdo do CA contextual. O grupo tratado
com a menor dose de AM404 (0,2 pg/ul, i.c.v.) também obteve uma extingdo parcial ja na 2*
sessdo (p<0,05 comparada a 1* sessdo do mesmo grupo), porém, nao exibiu diferencas
estatisticas na % do tempo de congelamento durante a 2* e 3* sessdes quando comparadas as
respectivas sessoes do grupo controle. A maior dose de AM404 (2,0 ug/ul, i.c.v.), por sua
vez, aparentemente ndo interferiu na % do tempo de congelamento apresentada pelos animais
(Fig. 11B).

A fim de investigar se os efeitos do AM404 na extingdo de memorias aversivas foram
agudos (ex. dependente da droga) ou persistentes, uma sessdo adicional (sessdo 4), na
auséncia de tratamento farmacoldgico, foi realizada 24 h apds a dltima sessdo de extincdo. A
ANOVA de uma via para estes dados ndo revelou efeito significativo para o fator tratamento
[F(3,47)=0,83; p=0,48]. Contudo, o grupo tratado com a dose intermedidria de AM404 (1,0
pg/ul, i.c.v.) apresentou, na sessdo 4 (sem droga), uma tendéncia na diminui¢do da % do
tempo de congelamento quando comparada diretamente a respectiva sessdao do grupo controle

(t=1,76; p=0,08) (Fig. 11C).
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A
AM404 AM404 AM404
------------------------ Teste sem drega
Condics i Sessao de Sessao de Sessdode @ W ==m===- ——————
OHCCIONAMBITO extingdo 1 extingdo 2 extingdo 3 Sessa_o 4
aversivo contextual (9 min) (9 min) (9 min) (3 min)

l 24 hr) l 24 hr’ i 24 hr’ l 24 hr i

I Sessdo1 =1 Sessio2 [Sessdod CSessio 4 (sem droga)
60+ 60+

40+ 1

40+

20+

204 #
*

Tempo de congelamento (%)
= %
— *
*
H
*
Tempo de congelamento (%)

04 ——— - 04

Ctrl 0,2 10 20 Ctrl 0.2 1.0 20

AM404 (uglul, i.c.v.) AM404 (uglul, i.c.v.)

Figura 11 — Efeitos da administracio i.c.v. de AM404 (0,2; 1,0; 2,0 ug/ul) na extin¢do do CA contextual.
(A) Representaciao esquematica do procedimento utilizado no experimento 1. (B) Média + E.P.M. da % de
tempo de congelamento expressa pelos animais tratados com AM404 e submetidos a 3 exposi¢coes de 9 min
a gaiola de condicionamento, com intervalo de 24 h (cada barra representa os dados de uma sessao). (C)
Média e E.P.M. da % do tempo de congelamento expressa pelos mesmos grupos de animais durante uma
tnica exposicio de 3 min a gaiola de condicionamento, na auséncia de tratamento farmacolégico, 24 h
apos a ultima sessdo de extingdo. *p<0,05 comparado a primeira sessio do respectivo grupo. #p<0,05
comparado a respectiva sessio do grupo controle (teste LSD de Fisher). (Controle/n=16, AM404 0,2/n=11,
AM404 1,0/n=12, AM404 2,0/n=12).

4.1.2 - Experimento 2: Efeitos da administracdo i.c.v. de CBD na extingdo do CA contextual.
Os efeitos do CBD sobre a extingdo de memorias aversivas foram investigados
utilizando o modelo do CA contextual da mesma forma como visto no Experimento 1. A
representacdo esquemadtica do procedimento experimental utilizado no Experimento 2
encontra-se ilustrado na figura 12A. Os efeitos do CBD (0,2; 1,0 ou 2,0 pg/ul i.c.v.) sobre

extingdo do CA contextual estdo representados nas figuras 12B e 12C. A ANOVA de duas
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vias para os resultados da administracdo de CBD nas trés sessdes de extingao, revelou efeito
significativo para os fatores tratamento [F(3,126)=3,74; p<0,01] e sessoes [F(2,126)=19,18;
p<0,01], mas ndo para a interagdo entre estes dois fatores [F(6,126)=0,59; p=0,73]. A anélise
post-hoc destes dados demonstrou, de forma consistente com o Experimento 1, que na 3*
sessdo o grupo controle obteve uma extingdo parcial do comportamento condicionado de
congelamento quando comparada a 1* sessdo (p<0,05). O tratamento com a menor dose de
CBD (0,2 pg/ul i.c.v.) nado interferiu na % do tempo de congelamento apresentada pelos
animais em relac@o ao grupo controle. O grupo tratado com a dose intermediaria de CBD (1,0
pg/ul i.c.v.) obteve uma extingdo parcial ja na segunda sessao (p<0,05 comparada a 1* sessdo
do mesmo grupo), porém, ndo exibiu diferencgas estatisticas na % do tempo de congelamento
durante a 2* e 3* sessdes quando comparadas as respectivas sessoes do grupo controle. Ja o
grupo tratado com a maior dose de CBD (2,0 pug/ul i.c.v.), além de exibir uma exting¢ao
parcial na 2* sessdao (p<0,05 comparada a 1* sessdo do mesmo grupo), exibiu também uma
diminuicdo na % do tempo de congelamento durante a 2* e 3* sessdes comparadas as
respectivas sessoes do grupo controle (p<0,05). Este efeito dose dependente do CBD sugere,
assim como o AM404, uma facilitacao sobre a extin¢dao do CA contextual (Fig. 12B).

A ANOVA de uma via para os dados do teste sem droga (sessdo 4) revelou apenas
uma tendéncia para o fator tratamento [F(3,42)=2,33; p=0,08]. Porém, se comparados
diretamente através de teste t, o grupo tratado com CBD (2,0 pg/ul i.c.v.) apresentou uma
diminui¢do na % do tempo de congelamento em relagdo a respectiva sessdao do grupo controle

(t=2,66; p<0,05) (Fig. 12C).
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A
CBD CBD CBD
------------------------ Teste sem droga
Condici N Sessdode Sessdode Sessdode = = @ smmmmam- -
i extingao 1 extingao 2 extingao 3 Sessao 4
aversivo contextual (9 min) (9 min) (9 min) (3 min)
l’ 24 hr ‘l’ 24 hr ‘l’ 24 hr ‘l‘ 24 hr ’l’
B C
M Sessio 1 = Sessdo2 [ Sessiod 1 Sessio 4 (sem droga)
60+ 60+
e 2
€ I E
o @ [
£ 40- « M, £ 404
s - = T
I [ EEN T
3 I u 5 T
@
204 o 204
- * T #
- : T
k2 :
|—
0- - —] 0+
ctrl 02 10 20 ctrl 02 1,0 20
CBD (uglul, i.c.v.) CBD (uglul, i.c.v.)

Figura 12 — Efeitos da administracao i.c.v. de CBD (0,2; 1,0; 2,0 pg/ul) na extin¢do do CA contextual. (A)
Representacao esquematica do procedimento utilizado no experimento 2. (B) Média + E.P.M. da % de
tempo de congelamento expressa pelos animais tratados com CBD e submetidos a 3 exposicoes de 9 min a
gaiola de condicionamento, com intervalo de 24 h (cada barra representa os dados de uma sessiao). (C)
Média e E.P.M. da % do tempo de congelamento expressa pelos mesmos grupos de animais durante uma
tnica exposicdo de 3 min a gaiola de condicionamento, na auséncia de tratamento farmacolégico, 24 h
apos a ultima sessdo de extingdo. *p<0,05 comparado a primeira sessdo do respectivo grupo. #p<0,05
comparado a respectiva sessdo do grupo controle (teste LSD de Fisher). (Controle/n=13, CBD 0,2/n=10,
CBD 1,0/n=11, CBD 2,0/n=12).

4.1.3 - Experimento 3: Participacdo dos receptores canabinoides CB; nos efeitos
facilitatorios do AM404.

A representacdo esquematica do procedimento experimental utilizado no Experimento
3 encontra-se ilustrado na figura 13A. Os efeitos do pré-tratamento com SR (0,2 mg/kg, i.p.) e

do tratamento com AM404 (1,0 ug/ul, i.c.v.) sobre extingio do CA contextual estdo
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representados nas figuras 13B e 13C. A ANOVA de trés vias para os resultados da extingao
do CA contextual revelou efeitos significativos para os fatores tratamento [F(1,117)=5,61;
p<0,05], sessodes [F(2,117)=17,27; p<0,001] e para a interagao entre os fatores pré-tratamento
x tratamento [F(1,117)=4,84; p<0,05]. A andlise post-hoc destes dados demonstrou que o
tratamento com AM404 facilitou a extincdo do CA contextual, reforcando os dados do
Experimento 1. Por outro lado, o tratamento com SR previamente a administragcdo de AM404
preveniu a ocorréncia deste fendmeno (p<0,05; 2* e 3* sessdes comparadas ao grupo tratado
com AM404) em uma dose que per se nao exerceu influéncia sobre a extingdo do CA
contextual. Estes resultados evidenciam que o AM404 facilita a extingdo do CA contextual
através da ativagdo dos receptores canabindides CB; (Fig. 13B).

A ANOVA de duas vias para o teste sem droga (sessdao 4) revelou efeitos
significativos para os fatores tratamento [F(1,39)=4,52; p<0,05] e para a intera¢do entre os
fatores pré-tratamento x tratamento [F(1,39)=5,03; p<0,05]. O grupo tratado com AM404 (1,0
pg/ul i.c.v.) apresentou uma diminui¢do na % do tempo de congelamento se comparado ao
grupo controle (p<0,05), confirmando a tendéncia observada no experimento 1. Além do
mais, o SR antagonizou o efeito da administracdo de AM404, que por sua vez passou a nao
mais apresentar uma diminui¢do na % do tempo de congelamento se comparada ao grupo

controle (P>0,05) (Fig. 13C).
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Figura 13 - Efeitos do antagonista dos receptores canabindides CB; SR141716A (0,2 mg/kg; i.p.) nos
efeitos facilitatérios do AM404 (1,0 pg/ul; i.c.v.). (A) Representacio esquematica do procedimento
utilizado no experimento 3. (B) Média + E.P.M. da % de tempo de congelamento expressa pelos animais
pré-tratados com SR e tratados com AM404 e submetidos a 3 exposicoes de 9 min a gaiola de
condicionamento, com intervalo de 24 h (cada barra representa os dados de uma sessao). (C) Média e
E.P.M. da % do tempo de congelamento expressa pelos mesmos grupos de animais durante uma vnica
exposicio de 3 min a gaiola de condicionamento, na auséncia de tratamento farmacolégico, 24 h apés a
tltima sessdo de exting¢do. *p<0,05 comparado a primeira sessido do respectivo grupo. #p<0,05 comparado
a respectiva sessio do grupo controle. +p<0,05 comparado a respectiva sessio do grupo Ctrl+AM404
(teste LSD de Fisher). (Ctrl+Ctrl/n=11, SR+Ctrl/n=12, Ctrl+AM404/n=9, SR+AM404/n=11).

4.1.4 - Experimento 4: Participagdo dos receptores CB| nos efeitos facilitatorios do CBD.

Os efeitos do pré-tratamento com SR e do tratamento com CBD, sobre a extingdo de
memorias aversivas, foram investigados utilizando o modelo do CA contextual da mesma
forma como mostrado no experimento anterior. A representacdo esquemadtica do

procedimento experimental utilizado no Experimento 4 encontra-se ilustrado na figura 14A.
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Os resultados deste experimento estdo representados nas figuras 14B e 14C. A ANOVA de
trés vias para estes resultados revelou efeitos significativos para os fatores tratamento
[F(1,105)=7,66; p<0,01], sessdes [F(2,105)=16,32; p<0,001] e para interagdo entre os fatores
pré-tratamento x tratamento [F(1,105)=3,87; p<0,05]. A andlise post-hoc destes dados
demonstrou que o tratamento com CBD mais uma vez foi capaz de facilitar a extingdo do CA
contextual. De maneira interessante, o pré-tratamento com SR, em uma dose que per se
mostrou-se ineficaz, foi capaz de prevenir a ocorréncia deste fenomeno (p<0,05; 2* e 3*
sessoes comparadas ao grupo tratado com CBD). Estes resultados evidenciam a ativac¢ao dos
receptores canabindides CB nos efeitos facilitatérios promovidos pelo CBD (Fig. 14B).

A ANOVA de duas vias para o teste sem droga (sessdo 4) revelou efeito significativo
para a interacao entre os fatores pré-tratamento x tratamento [F(1,35)=4,72; p<0,05]. O grupo
tratado com CBD (2,0 pg/ul i.c.v.) apresentou uma diminui¢do na % do tempo de
congelamento se comparado ao grupo controle (p<0,05). Este resultado vem a reforcar as
evidéncias sugeridas pela comparacdo direta (através de teste T) realizada no experimento 2.

O efeito observado foi antagonizado pelo pré-tratamento com o SR (p<0,05) (Fig. 14C).
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Figura 14 - Efeitos do antagonista SR141716A (0,2 mg/kg; i.p.) nos efeitos facilitatérios do CBD (2,0 pg/ul;
i.c.v.). (A) Representacio esquematica do procedimento utilizado no experimento 4. (B) Média + E.P.M.
da % de tempo de congelamento expressa pelos animais pré-tratados com SR e tratados com CBD e
submetidos a 3 exposicoes de 9 min a gaiola de condicionamento, com intervalo de 24 h (cada barra
representa os dados de uma sessao). (C) Média e E.P.M. da % do tempo de congelamento expressa pelos
mesmos grupos de animais durante uma tnica exposicio de 3 min a gaiola de condicionamento, na
auséncia de tratamento farmacologico, 24 h apés a ultima sessdo de extincdo. *p<0,05 comparado a
primeira sessdo do respectivo grupo. #p<0,05 comparado a respectiva sessdo do grupo controle. +p<0,05
comparado a respectiva sessao do grupo Ctrl+CBD (teste LSD de Fisher). (Ctrl+Ctrl/n=9, SR+Ctrl/n=10,
Ctrl+CBD/n=11, SR+CBD/n=9).

4.1.5 - Experimento 5: Participacdo dos receptores vaniloides TRPV; nos efeitos
facilitatorios do AM404.

A representacdo esquematica do procedimento experimental utilizado no Experimento
5 encontra-se ilustrado na figura 15A. Os efeitos do pré-tratamento com CPZ (5,0 pug/ul,

i.c.v.) e do tratamento com AM404 (1,0 ug/ul, i.c.v.) sobre a extincdo do CA contextual estao
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representados nas figuras 15B e 15C. A ANOVA de trés vias para estes resultados revelou
efeitos significativos para os fatores tratamento [F(1,90)=16,97; p<0,001], sessoes
[F(2,90)=39,22; p<0,001] e para interacdo entre estes fatores [F(2,90)=7,02; p<0,01]. A
andlise post-hoc destes dados demonstrou que o tratamento com AM404 mais uma vez foi
capaz de facilitar a extincdo do CA contextual. O pré-tratamento com CPZ, em uma dose que
per se nao exerceu nenhum efeito, ndo antagonizou este efeito. Ao que parecem, os efeitos
facilitatérios do AM404 sobre a extingdo do CA, ndo estdo relacionados a ativacdo dos
receptores vanildides TRPV, (Fig. 15B).

A ANOVA de duas vias para o teste sem droga (sessdo 4) revelou efeito significativo
para o fator tratamento [F(1,30)=14,23; p<0,001]. Os animais tratados com AM404 (1,0
pg/ul, i.c.v.), mesmo aqueles que receberam o pré-tratamento com CPZ, continuaram
apresentando uma diminui¢do na % do tempo de congelamento quando comparado ao grupo

controle (p<0,05) (Fig. 15C).
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Figura 15 - Efeitos do antagonista dos receptores vaniléides VR; CPZ (5,0 pg/ul; i.c.v.) nos efeitos
facilitatorios do AM404 (1,0 pg/ul; i.c.v.). (A) Representacio esquematica do procedimento utilizado no
experimento 5. (B) Média + E.P.M. da % de tempo de congelamento expressa pelos animais pré-tratados
com CPZ e tratados com AM404 e submetidos a 3 exposicoes de 9 min a gaiola de condicionamento, com
intervalo de 24 h (cada barra representa os dados de uma sessao). (C) Média e E.P.M. da % do tempo de
congelamento expressa pelos mesmos grupos de animais durante uma tinica exposicio de 3 min a gaiola de
condicionamento, na auséncia de tratamento farmacologico, 24 h apés a udltima sessdo de extingao.
*p<0,05 comparado a primeira sessdo do respectivo grupo. #p<0,05 comparado a respectiva sessdo do
grupo controle (teste LSD de Fisher). (Ctrl+Ctrl/n=8, CPZ+Ctrl/n=9, Ctrl+AM404/n=8,
CPZ+AM404/n=9).

4.1.6 - Experimento 6: Participacdo dos receptores TRPV; nos efeitos facilitatorios do CBD.
A representacdo esquematica do procedimento experimental utilizado no Experimento

6 encontra-se ilustrado na figura 16A. Os efeitos do pré-tratamento com CPZ (5,0 ug/ul,

i.c.v.) e do tratamento com CBD (2,0 ug/ul, i.c.v.) sobre a extingdo do CA contextual estdao

representados nas figuras 16B e 16C. A ANOVA de trés vias para estes resultados revelou
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efeitos significativos para os fatores tratamento [F(1,99)=23,00; p<0,001], sessoes
[F(2,99)=30,01; p<0,001] e para interacdo entre estes fatores [F(2,99)=3,56; p<0,05]. A
andlise post-hoc destes dados mostrou que ambos os grupos tratados com CBD, que
receberam o pré-tratamento com CPZ e os que nao receberam, mostraram uma diminui¢ao na
% do tempo de congelamento (p<0,05; 2* e 3* sessdes comparadas ao grupo controle). Isso
implica em dizer que os efeitos facilitatérios do CBD sobre a extingdo do CA ndo parecem
estar relacionado a ativacao dos receptores vaniléides TRPV, (Fig. 16B).

A ANOVA de duas vias para o teste sem droga (sessdo 4) revelou efeito significativo
para o fator tratamento [F(1,33)=27,80; p<0,001]. A anélise post-hoc destes dados mostrou
que os efeitos facilitatérios do CBD, anteriormente observados em ambos os grupos,

permaneceram mesmo no teste sem droga (Fig. 16C).
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Figura 16 - Efeitos do antagonista CPZ (5,0 ng/ul; i.c.v.) nos efeitos facilitatorios do CBD (2,0 pg/ul; i.c.v.).
(A) Representaciao esquematica do procedimento utilizado no experimento 6. (B) Média + E.P.M. da % de
tempo de congelamento expressa pelos animais pré-tratados com CPZ e tratados com CBD e submetidos a
3 exposicoes de 9 min a gaiola de condicionamento, com intervalo de 24 h (cada barra representa os dados
de uma sessao). (C) Média e E.P.M. da % do tempo de congelamento expressa pelos mesmos grupos de
animais durante uma tnica exposicio de 3 min a gaiola de condicionamento, na auséncia de tratamento
farmacolégico, 24 h apos a tltima sessao de extin¢io. *p<0,05 comparado a primeira sessdo do respectivo
grupo. #p<0,05 comparado a respectiva sessdo do grupo controle (teste LSD de Fisher). (Ctrl+Ctrl/n=8,
CPZ+Ctrl/n=9, Ctrl+CBD/n=10, CPZ+CBD/n=10).

4.2 - LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO POTENCIALIZADO PELO MEDO

Existem evidéncias de que a manipulagdo do sistema canabindide pode influenciar o
comportamento tipo ansiedade de animais avaliados no LCE (Haller, Varga et al., 2004). Por
este motivo, e para investigar a possivel influéncia do sistema canabin6ide no comportamento

tipo ansiedade provocados pela recordacdo de memorias aversivas, os animais foram
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avaliados no modelo do LCE potencializado pelo medo, previamente proposto por Mechiel

Korte e De Boer (Mechiel Korte e De Boer, 2003).

4.2.1 - Experimento 7: Efeitos do AM404, CBD e DZP no LCE potencializado pelo medo.

Os efeitos do AM404, CBD e do DZP sobre a ansiedade provocada pela recordacao de
memorias aversivas foram investigados utilizando o modelo do LCE potencializado pelo
medo. A representacio esquemadtica do procedimento experimental utilizado no Experimento
7 encontra-se ilustrado na figura 17A. Os efeitos do AM404, CBD e DZP no teste do LCE
potencializado pelo medo estdo representados nas figuras 17B, 17C e 17D. A ANOVA de
duas vias para o parametro % de tempo de permanéncia nos bragcos abertos revelou efeito
significativo para o fator condi¢do (submetidos e ndo submetidos ao CA) [F(1,42)=5,74;
p<0,05] e para interacdo entre os fatores tratamento x condi¢do [F(2,42)=3,50; p<0,05]. A
andlise post-hoc demonstrou que o grupo controle condicionado exibiu uma menor % de
tempo nos bracos abertos quando comparado ao grupo controle ndo condicionado (p<0,05),
sugerindo um efeito tipo ansiogénico como resultado do procedimento do CA contextual. O
grupo tratado com AM404 (1,0 pg/ul, i.c.v.), previamente submetido ao condicionamento,
mostrou um aumento na % de tempo nos bragos abertos quando comparados ao grupo
controle condicionado (p<0,05). Ja o grupo tratado com CBD (2,0 pg/ul, i.c.v.), previamente
submetido ao condicionamento, demonstrou apenas uma tendéncia para este aumento
(p=0,09). O tratamento com AM404 ou CBD ndo afetou a % de tempo nos bragos abertos dos
animais nao condicionados. A ANOVA de duas vias para os efeitos do tratamento com o
controle positivo DZP (2,85 pg/ul, i.c.v.) revelou efeito significativo para o fator tratamento

[F(1,31)=11,38; p<0,01] no parametro % de tempo nos bracos abertos. A andlise post-hoc
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indicou que o diazepam (2,85 pg/ul, i.c.v.) aumentou a % de tempo nos bracos abertos em
ambos os grupos, condicionado e ndo condicionado (p<0,05) (Fig. 17B).

A ANOVA de duas vias para o parametro nimero de entradas nos bracos abertos
revelou efeito significativo para os fatores tratamento [F(2,42)=5,20; p<0,01], condi¢do
[F(1,42)=5,65; p<0,05] e interagcdo entre estes dois fatores [F(2,42)=5,04; p<0,05]. A andlise
post-hoc demonstrou que o grupo controle condicionado exibiu reduzida % de entradas nos
bragos abertos quando comparados ao grupo controle nao condicionado (p<0,05), reforcando
o efeito tipo ansiogénico observado no parametro % de tempo nos bracos abertos. O
tratamento com AM404 (1,0 pg/ul, i.c.v.) ou CBD (2,0 pg/ul, i.c.v.) aumentou a % de entrada
nos bracos abertos dos animais submetidos ao condicionamento (p<0,05) sem afetar a % de
entrada nos bracos abertos dos animais nao condicionados. A ANOVA de duas vias para os
efeitos do tratamento com o controle positivo DZP (2,85 upg/ul, i.c.v.) revelou efeitos
significativos para os fatores tratamento [F(1,31)=34,35; p<0,001], condicao [F(1,31)=9,46;
p<0,01] e interacdo entre estes dois fatores [F(1,31)=5,81; p<0,05] no pardmetro % de entrada
nos bragos abertos. A andlise post-hoc indicou que o diazepam (2,85 pg/ul, i.c.v.) aumentou a
% de entrada nos bragos abertos em ambos os grupos, condicionado e ndo condicionado
(p<0,05) (Fig. 17C).

Nao houve efeitos significantes para os fatores tratamento ou condi¢cdo no parametro

numero de entradas nos bragos fechados (Fig. 17D).
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Figura 17 — Efeitos da administracio i.c.v. de AM404 (1,0 ug/ul), CBD (2,0 pug/pul) e DZP (2,85 pg/ul) no
LCE potencializado pelo medo. (A) Representacio esquematica do procedimento utilizado no experimento
7. (B) Média + E.P.M. da % de tempo nos bracos abertos expressa pelos animais tratados com AM404,
CBD ou DZP e expostos por 5 min ao teste do LCE potencializado pelo medo. (C) Média + E.P.M. da %
de entradas nos bracos abertos expressa pelos mesmos grupos de animais durante a mesma exposicao ao
teste do LCE potencializado pelo medo. (D) Média + E.P.M. do nimero de entradas nos bracos fechados
expressa pelos mesmos grupos de animais durante a mesma exposicao ao teste do LCE potencializado pelo
medo. *p<0,05 comparado a respectiva condicio do grupo controle. #p<0,05 comparado ao grupo controle
nao submetido ao CA (teste LSD de Fisher). (submetidos ao CA: Ctrl/n=7, AM404/n=8, CBD/n=8,
DZP/n=11; nao submetidos ao CA: Ctrl/n=8, AM404/n=9, CBD/n=8, DZP/n=9).
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5 - DISCUSSAO

O presente estudo demonstra que a apresentacdo de um estimulo condicionado, neste
caso o contexto, concomitante a um componente aversivo, o choque, induz a formacao de
uma memoria aversiva associativa, em um processo denominado CA contextual. A
administracao i.c.v. do inibidor da recaptacdo de anandamida, o AM404, facilitou a extin¢do
do CA contextual em ratos, refor¢cando a idéia de outros estudos os quais mostram que o
aumento dos niveis de eCB pode levar a facilitacdo da extingdo do CA em animais. De forma
mais interessante, a administracdo i.c.v. do fitocanabindéide CBD também foi capaz de
facilitar a extincdo do CA contextual em ratos de maneira dose dependente. Estes resultados
mostram de forma pioneira a facilitacdo da extingdo do CA contextual sendo promovida pelo
AM404 e por um fitocanabindide (CBD). Ambos os efeitos encontrados para o AM404 e o
CBD sobre a extingdo do CA contextual foram revertidos pela administracdo prévia do
antagonista dos receptores canabindides CBj, o SR141716A, mas ndo pelo antagonista
seletivo dos receptores vaniléides TRPV, a CPZ. O efeito antagdnico apenas por parte do SR
nos permite sugerir farmacologicamente que os efeitos facilitatorios aqui encontrados estao
relacionados a ativagdo dos receptores canabindides CB;. Além do mais, estes efeitos
facilitatérios do AM404 e do CBD parecem ser persistentes, visto que 0S mesmos
permaneceram inalterados quando avaliado em um teste livre de droga, realizado 24 h apds a
ultima sessdo de extincdo. Efeitos do tipo ansiolitico ndo parecem ter contribuido de forma
direta para os efeitos facilitatorios destas drogas sobre a extingdo do CA contextual, visto a
auséncia de efeitos sobre os animais “naive” expostos a0 modelo do LCE. De qualquer forma,

¢ importante ressaltar que estes efeitos podem ter contribuido de uma forma indireta, como
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sugerida pelos efeitos anti-ansiogénicos do AM404 e do CBD observados no teste do LCE
potencializado pelo medo.

A facilitagdo da extincdo do CA contextual promovida pela administra¢do i.c.v. de
AM404 (1,0 pg/ul) (Figura 11) evidencia a participagao do sistema eCB na regulacdo de
estados emocionais induzidos pela evocacdo de memdrias aversivas. Estes resultados
reforcam achados de estudos recentes os quais mostram a importancia do sistema eCB no
processo de extingdo destas memorias. Alguns destes estudos tém mostrado que a
administracdo de baixas doses de agonistas canabindides exdgenos sdo capazes tanto de
facilitar a flexibilidade comportamental (Hill, Froese et al., 2006) como também a extin¢cdo do
CA contextual em ratos, mostrado recentemente de forma pioneira em um trabalho
desenvolvido pelo nosso grupo (Pamplona, Prediger et al., 2006). Neste mesmo sentido, um
estudo de Chhatwal e colaboradores (2005) mostrou que a potencializagdo da transmissao
eCB facilita a extin¢do do sobressalto potencializado pelo medo em ratos, estando este achado
diretamente relacionado aos resultados aqui obtidos com o AM404. Embora estes resultados
sejam oriundos de modelos comportamentais diferentes, ambos evidenciam o efeito
facilitatério promovido pela potencializacdo do sistema eCB sobre a extingdo de memorias
aversivas.

Nossos resultados reforcam o importante papel dos receptores canabindides CB;
(Figura 13), mas ndo dos receptores vaniléides TRPV, (Figura 15), na extin¢io do medo
condicionado em roedores. Isso condiz com estudos anteriores 0s quais mostram que tanto a
delecdo génica para o receptor CB; quanto o bloqueio farmacolégico destes receptores
induzem um enfitico prejuizo na extincdo do medo condicionado, ou seja, mostram a
participacdo indispensavel destes receptores no processo de extingdo de memdorias aversivas
(Marsicano, Wotjak et al., 2002; Suzuki, Josselyn et al., 2004; Kamprath, Marsicano et al.,

2006). Adicionalmente, Marsicano e colaboradores (2002) mostraram também a participacdo
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dos eCB no processo de extincdo de memdrias aversivas. Através de experimentos de
microdidlise, estes pesquisadores puderam perceber a liberacdo de ambos, anandamida e 2-
AG na amigdala basolateral (BLA) durante o protocolo de extingdo do CA. Esta regido esta
intensamente envolvida com o processamento de informagdes emocionais neste modelo
comportamental e estima-se que alteracdes de plasticidade sindptica na BLA estejam
envolvidas com os processos de extingdo de memdrias aversivas (Quirk e Mueller, 2008).
Seguindo este pensamento, € bastante provavel que o AM404, mesmo que administrado i.c.v.,
tenha exercido grande parte dos seus efeitos facilitatérios através da inibi¢ao da recaptacao de
anandamida na regido da BLA. Os possiveis mecanismos celulares que viriam a sustentar
estes efeitos nesta estrutura serdo discutidos mais adiante.

Ainda que o presente estudo esteja mais voltado para a extingdo de memorias
aversivas, é importante salientar que os efeitos da manipulacdo do sistema canabindide sobre
a extincdo de memdrias ndo se restringem apenas a este tipo de memodria. Resultados
semelhantes também foram observados na tarefa reversa do labirinto aquatico (Varvel e
Lichtman, 2002; Varvel, Anum et al., 2005; Pamplona, Prediger et al., 2006) e na preferéncia
condicionada de lugar (Parker, Burton et al., 2004), mas ndo em tarefas de condicionamento
operante como, por exemplo, a obten¢do de alimentos (Holter, Kallnik ef al., 2005; Niyuhire,
Varvel et al., 2007).

Como objetivo principal, investigamos os efeitos do fitocanabinéide CBD sobre a
extingdo do CA e comparamos estes efeitos aos efeitos anteriormente obtidos com o ja
conhecido inibidor da recaptacdo de anandamida AM404. De forma bastante interessante o
CBD (2,0 pug/ul, i.c.v) facilitou a extingdo do CA contextual em ratos (Figura 12) de maneira
similar aos animais tratados com AM404 (1,0 pug/ul, i.c.v.). Embora, até entdo, ndo existisse
nenhum trabalho mostrando os efeitos do CBD sobre a extingdo de memdrias aversivas, um

trabalho feito por Parker e colaboradores (2004) mostrou que o CBD, assim como o A°-THC,
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facilita a extincdo da preferéncia condicionada de lugar para cocaina e anfetamina. Este
trabalho, mesmo que ndo tenha abordando especificamente memorias aversivas, nos forneceu
os primeiros indicios da possibilidade de facilitacdo da extincdo de memorias através da
utiliza¢do do CBD.

De forma ainda mais interessante, o efeito facilitatério do CBD, assim como os efeitos
do AM404, foi prevenido pela administragdo prévia de um antagonista seletivo para os
receptores canabindides CB;, SR141716A (0,2 mg/kg, i.p.), em uma dose que per se provou-
se ineficaz (Figura 14). Curiosamente, a facilitacdo da extincdo em curto prazo (ja na primeira
sessdo), observado apds a administragdo de baixas doses do agonista canabindide WIN55212-
2 em um protocolo comportamental semelhante (Pamplona, Prediger et al., 2006), ndo foi
observada apds a administragdo de AM404 ou CBD. Os efeitos mais a longo prazo (apenas na
2% sessao) do AM404 e do CBD, sugerem que estas drogas podem estar atuando de forma
indireta sobre os receptores CB;. Considerando estudos prévios in vitro, os quais indicam que
o CBD tem apenas uma baixa afinidade pelos receptores CB, (Petitet, Jeantaud et al., 1998;
Thomas, Gilliam et al., 1998) mas podem atuar inibindo a recaptacdo e degradacdo da
anandamida (Watanabe, Kayano et al., 1996; Bisogno, Hanus ef al., 2001), nds sugerimos que
o aumento dos niveis enddgenos de anandamida poderia ser um mecanismo de acdo em
comum para 0 AM404 e CBD sobre o sistema eCB (Beltramo, Stella ef al., 1997; Giuffrida,
Rodriguez De Fonseca et al., 2000; Freund, Katona et al., 2003). Este possivel mecanismo de
acdo viria em parte explicar o motivo pelo qual o AM404 e o CBD, ao contririo do
WIN55212-2, ndo promovem uma extingdo a curto prazo. O WIN55212-2, como agonista
canabindide, age diretamente nos receptores CB;, ao contrdrio do AM404 e do CBD, que
necessitariam de um tempo para que a anandamida fosse produzida, liberada e sé entdo, apos
este periodo de tempo, passariam a exercer suas agoes sobre a recaptacdo e degradagdo deste

eCB. Estudos realizados em nosso laboratério, num protocolo de extingdo do CA com uma
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Unica sessdo de 30 minutos onde o comportamento de congelamento foi analisado a cada 3
minutos, mostram que o AM404 passa a exercer seus efeitos facilitatérios sobre a extingao
apenas no 12° minuto, enquanto que o WIN55212-2 passa a exercer este efeito ja no 6°
minuto (Pamplona, Bitencourt et al., 2008). Considerando estes resultados, uma tinica sessao
de 9 minutos ndo teria tempo o suficiente (12 minutos) para que a anandamida fosse
produzida, liberada e, conseqiientemente, sofresse a acio do AM404 e supostamente do CBD.
Entretanto, estudos adicionais seriam necessarios para se confirmar tal hipdtese.

Considerando a discuss@o anterior, uma pergunta que nos vem em mente € a seguinte:
0 que estaria acontecendo neste periodo que antecede a liberagdo dos eCB? Uma idéia
inovadora, que tem surgido na tentativa de responder esta pergunta e até mesmo explicar o
envolvimento do sistema eCB na extin¢cdo de memorias aversivas, € a idéia da participacao do
estresse no processo de extin¢do deste tipo de memdria. Esta idéia parte do principio de que a
primeira exposicdo ao EC (neste caso contexto, previamente pareado com o choque)
desencadeie uma situacdo de estresse que, por conseqiiéncia, aumentaria a liberacdo de
hormonios do estresse como a corticosterona (Cordero, Merino et al., 1998; Cordero e Sandi,
1998) e estes, por sua vez, estariam promovendo o aumento da producdo e liberagdo de
endocanabindides na amigdala (Hill, Ho et al., 2005). Se assim for, a situacdo de estresse,
neste caso caracterizada principalmente pela primeira exposicao, torna-se imprescindivel para
que haja a extin¢cdo de uma memoria aversiva. Prova disto € que ansioliticos cldssicos como
os benzodiazepinicos, os quais sdo capazes de bloquear esta situacdo de estresse, podem
prejudicar a extingdo de memorias de medo quando utilizados clinicamente (Otto, Bruce et
al., 2005). Outros estudos, por sua vez, t€m mostrado que a administrag@o sistémica ou intra-
amigdala de glicocorticéides € capaz de facilitar a extingdo do medo condicionado (Yang,
Chao et al., 2006; Yang, Chao et al., 2007), porém estes estudos ndo deixam claro de que

forma os glicocorticéides estariam desempenhando esta funcdo. Pensando nisso, podemos
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supor que no periodo que antecede os efeitos facilitatérios do AM404 e do CBD ocorra uma
situacdo de estresse que leve ao aumento da producdo de corticosterdides. Consecutivamente,
tem-se o aumento na producao e liberacdo de anandamida que, por sua vez, serd passivel da
acdo do AM404 e supostamente do CBD.

Outra possivel explicacao farmacoldgica para os efeitos do AM404 e do CBD poderia
ser uma interacdo com os receptores vanildéides TRPV; (Bisogno, Hanus et al., 2001). Isto
porque se sabe, que assim como o CBD (Bisogno, Hanus et al., 2001), o préprio AM404 ou
até mesmo a anandamida podem atuar ligando-se de forma direta a este tipo de receptor
(Zygmunt, Petersson et al., 1999; Rawls, Ding et al., 2006). Portanto, o AM404 ¢ o CBD
poderiam estar exercendo seus efeitos de forma direta, ao se ligarem a estes receptores, ou de
forma indireta, através da inibicdo da liberacao de anandamida. Além do mais, estudos t€ém
mostrado uma densa expressdo destes receptores em regides cerebrais conhecidas por
desempenhar um importante papel nos processos de aprendizado e memoria, como
hipocampo e amigdala (Cortright, Crandall et al., 2001; Szabo, Biro et al., 2002; Roberts,
Davis et al., 2004; Toth, Boczan et al., 2005). Outro estudo mostrou também a co-expressao
de receptores vaniléides TRPV1 e canabindides CB1 no SNC, sugerindo uma possivel
interacdo entre estes receptores nesta regido (Cristino, De Petrocellis et al., 2006). No entanto,
esta possivel interacdo parece improvdvel nos resultados aqui observados visto que o
antagonista dos receptores TRPV,, CPZ (5,0 ug/ul, i.c.v.), ndo foi capaz de antagonizar os
efeitos do AM404 (Figura 15) e do CBD (Figura 16) sobre a extin¢gao do medo condicionado.
Contudo, o papel dos receptores vaniléides TRPV; no medo condicionado estd apenas
comegando a ser esclarecido, e muitas outras implicagdes importantes do sistema vanildide na
formagdo de memorias poderdo ainda ser reveladas (Marsch, Foeller ez al., 2007).

Até o momento, discutiram-se basicamente os possiveis mecanismos que antecedem a

liberacdo dos eCB, momento no qual o AM404 e o CBD passam a exercer seus efeitos.
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Discutimos também como estas drogas estariam, supostamente, exercendo seus efeitos através
de uma acdo em comum sobre a inibi¢ao da recaptacdo de anandamida. Porém, tao importante
quanto esta discussao, € a discussdo acerca dos eventos posteriores a estes efeitos, ou seja, o
que estaria acontecendo apds a potencializacdo do sistema eCB. A nivel celular, evidéncias
tém sugerido de que a liberagdo de eCB e a inducdo de LTD (depressdo de longa durac@o) nos
interneurdnios GABA¢érgicos, localizados na BLA e que co-expressam receptores CB, estdo
evolvidos na extin¢cdo do medo condicionado (Marsicano, Wotjak et al., 2002; Azad, Monory
et al., 2004). Sabe-se que ao aumentar a atividade da BLA através da administracdo de um
antagonista GABA-A, bicuculina, tem-se uma facilitacdo na extin¢io de memorias. Este
efeito sugere que a atividade na amigdala estd envolvida no processo de extincdo de uma
memoria (revisado em Quirk e Mueller, 2008). Como exposto na introducdo, os eCB quando
liberados de seus sitios pds-sindpticos ligam-se em seus respectivos receptores a nivel pré-
sindptico e estes, ao atuarem de forma negativa sobre a adenilato ciclase, podem mediar a
inibicdo da liberagcdo de outros neurotransmissores. Dadas estas informagdes e considerando
que o AM404 e o CBD possuem mecanismos de acdo em comum, estas drogas poderiam
inibir a neurotransmissdo GABAérgica amigdalar através da potencializacdo do sistema eCB
e, de forma indireta, promover o aumento da atividade nesta estrutura. Como conseqiiéncia,
terfamos a facilitagdo na extincdo de memorias aversivas, similarmente ao aumento da
atividade observado com a administra¢do de bicuculina. No entanto no hipocampo, o sistema
eCB pode desempenhar um papel na consolidagdo de memoria, como mostrado pelo bloqueio
farmacoldgico dos receptores CB; in vitro que culminou no bloqueio da LTP (potenciacdo de
longa duracdo) nesta estrutura cerebral (De Oliveira Alvares, Genro et al., 2006). De nosso
conhecimento, a Unica evidéncia da participacdo do sistema vaniléide em memorias aversivas
publicada recentemente, sugere que os receptores TRPV; também sdo importantes para a

consolidagdo destas memorias no hipocampo (Marsch, Foeller et al., 2007). De toda forma,
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apesar de diversas evidéncias terem sido apresentadas sobre a participacao do sistema eCB no
processo de extincdo de memorias, é importante salientar que diferentes mecanismos celulares
e moleculares devem estar envolvidos na extingdo de memorias de naturezas distintas.

No intuito de investigar se os efeitos até entdo discutidos do AM404 e do CBD sobre a
extincdo de memorias aversivas foram agudos (dependente de droga) ou persistentes, uma
sessdo adicional (sessdo 4), na auséncia de tratamento farmacoldgico, foi realizada 24 h apds
a ultima sessdo de extin¢do. De forma interessante, mas ndo surpreendente, pois existem
outros trabalhos mostrando os efeitos persistentes dos canabindides sobre a extin¢do de
memorias aversivas (Chhatwal, Davis et al., 2005; Pamplona, Prediger et al., 2006;
Pamplona, Bitencourt et al., 2008), os efeitos do AM404 e do CBD persistiram mesmo
quando testados na auséncia destas drogas 24 h apds as sessoes de extin¢do (Figuras 11C a
16C). Ao considerar que a extingdo de uma memoria € um processo semelhante ao de um
aprendizado, cabe-nos aceitar que esta, como toda forma de aprendizado, poderia estar
envolvendo de forma duradoura varios processos de plasticidade sindptica (Toni, Buchs et al.,
1999; Segal e Andersen, 2000; Malinow, 2003; Takahashi, Svoboda et al., 2003; Lamprecht,
Farb et al., 2006). Sabendo-se que estes processos podem ser modulados, igualmente de
forma duradoura, pela manipulagdo do sistema eCB (Sullivan, 2000; Kim e Thayer, 2001;
Cannich, Wotjak et al., 2004; Chevaleyre, Takahashi et al., 2006; Marsicano e Lutz, 2006),
podemos atribuir a estas modulagdes os efeitos persistentes do AM404 e do CBD sobre a
extingdo do CA contextual.

Apesar de existirem evidéncias bastante contundentes de que os efeitos do AM404 e
do CBD até aqui observados sejam de fato sobre a facilitacdo da extingdo de memorias
aversivas como, por exemplo, ndo haver diferenca entre os grupos na primeira sessdo € a
permanéncia de efeito mesmo num teste livre de drogas, € pertinente o questionamento sobre

a influéncia de um possivel efeito ansiolitico por parte destas drogas. Entdo, finalmente, na
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tentativa de investigar se um possivel efeito ansiolitico estaria contribuindo para os efeitos
facilitatérios das doses selecionadas de AM404 (1,0 pg/ul i.c.v.) e CBD (2,0 pug/ul i.c.v.)
sobre a extingdo das memorias aversivas, o teste do LCE potencializado pelo medo foi
realizado. Este modelo permite, além de observar possiveis efeitos ansioliticos ou
ansiogénicos das drogas em questdo, a observacdo de um possivel efeito destas drogas nos
niveis de comportamento tipo ansiedade provocada pela evoca¢do de uma memdria aversiva.
A despeito de evidéncias anteriores descreverem um efeito ansiolitico para baixas doses de
agonistas canabindides (Berrendero e Maldonado, 2002; Marco, Perez-Alvarez et al., 2004),
bem como para o AM404 (Bortolato, Campolongo et al., 2006) e o CBD (Moreira, Aguiar et
al., 2006; Resstel, Joca et al., 2006), este experimento indica que o efeito facilitatério destas
duas ultimas drogas ndo estd diretamente relacionado a um efeito ansiolitico. Como pode ser
visto nos resultados, o tratamento com estas doses nido alterou o ndmero de entradas € o
tempo de permanéncia nos bracos abertos para os animais “naive” (Figura 17). Ja os animais
que passaram pelo procedimento do CA, claramente mostraram um aumento do estado tipo
ansiogénico. Este estado ficou evidente pela diminui¢do no nimero de entradas, bem como no
tempo de permanéncia nos bracos abertos por parte destes animais quando comparados aos
animais “naive” (Figura 17). O presente resultado deixa claro também a eficicia de um
estresse agudo, como o protocolo de CA, em induzir um estado tipo ansiogénico nos animais.
Inclusive, vai de acordo com uma série de estudos os quais mostraram que a inducdo de
estresse agudo ou cronico € capaz de desencadear tal estado em diferentes modelos
comportamentais tanto em animais como também em humanos (Vyas e Chattarji, 2004;
Goyal e Anil, 2007; Grillon, Duncko et al., 2007; Bondi, Rodriguez et al., 2008). Contudo,
curiosamente, ambas as drogas (AM404 e CBD) reverteram os estado tipo ansiogénico dos
ratos previamente submetidos ao procedimento de CA sem afetar o comportamento dos

animais “naive” (Figura 17). Dentre os vérios fatores que poderiam estar propiciando este
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efeito seletivo do AM404 e do CBD, talvez o mais plausivel seja a possibilidade de o estresse
agudo (CA) proporcionar o aumento da sintese de eCB no sistema limbico, o que, inclusive,
sugeriria que a atividade eCB possa desempenhar um papel importante na modulagdo do
estresse e ansiedade (Hill e Gorzalka, 2004). Desta forma, as doses selecionadas de AM404 e
CBD, que em niveis normais de anandamida nao foram o suficiente para exercer algum efeito,
passariam a exercer seus efeitos quando estes niveis estivessem supostamente aumentados, o
que implicaria nos efeitos tipo anti-ansiogénicos observados pelo uso destas drogas no teste
do LCE potencializado pelo medo. Em adi¢do, esta seria mais uma evidéncia comportamental
de que ambas as drogas, AM404 e CBD, estariam desempenhando um mecanismo de a¢ao em
comum. Em contraste, o DZP (2,85 pg/ul, i.c.v.), droga utilizada como controle positivo,
exerceu efeitos tipo-ansioliticos em ambos os animais, “naive” e condicionados (Figura 17).
Somados aos resultados obtidos com o DZP, poderiamos até dizer que drogas capazes de
aumentarem os niveis de eCB no cérebro, como o AM404 e supostamente o CBD,
representariam uma classe original de drogas ansioliticas. A vantagem estaria na capacidade
que estas drogas tém de agirem de forma discriminada apenas em individuos com niveis de
ansiedade aumentados, ao contrario de ansioliticos padrdes, como o DZP, que agem de forma
indiscriminada em qualquer individuo, esteja este com alteracdes nas respostas tipo ansiedade
ou ndo. Além do mais, a capacidade do AM404 ¢ do CBD promoverem a extincdo de
memorias aversivas sem causarem efeitos tipo ansiogénicos estd em desacordo com um
estudo (Cain, Blouin ef al., 2004) que diz serem potencialmente ansiogénicas as drogas
capazes de facilitarem a extingdo de memdrias aversivas. Lembrando da necessidade de um
estado de ansiedade para que se tenha a extingdo de uma memoria aversiva, € plausivel pensar
que drogas com a caracteristica de facilitar a extingdo destas memorias sejam realmente
ansiogénicas. No entanto, 0 AM404 e o CBD foram capazes de desempenhar esta funcdo mais

uma vez de forma diferenciada, sem elevar a ansiedade a niveis ansiogénicos. Finalizando, ao
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analisarmos o pardmetro nimero de entradas nos bracos fechados nao foram observadas
nenhuma diferenca entre os tratamentos e suas respectivas condicdes, submetidos e nao
submetidos ao condicionamento (Figura 17). Sendo este um parametro locomotor (Cruz, Frei
et al., 1994), podemos dizer que os tratamentos utilizados, principalmente as doses
selecionadas de AM404 e CBD, nao afetaram a locomocdo dos animais, ou seja, a
permanéncia dos animais em uma posi¢io de imobilidade devido a expressao de
comportamento de congelamento ndo estava relacionada a uma redu¢do da locomogao.
Revisando, temos dois compostos (AM404 e CBD) capazes de facilitar a extincdo de
memorias aversivas, além de reverterem o estado tipo ansiogénico de animais previamente
submetidos a uma forma de estresse sem afetar as respostas tipo ansiedade dos animais
“naive”.

Concluindo, o presente trabalho evidencia o papel da manipula¢do farmacoldgica do
sistema eCB através do AM404 e do CBD sobre a extincdo do CA em ratos, utilizado como
um modelo animal para o estudo de memodrias com motivacdo aversiva. Juntos, nossos
resultados complementam outras linhas de evidéncias as quais sugerem uma fun¢do do
sistema eCB na modulacdo de estados emocionais. Neste sentido, o aumento dos niveis de
eCB pela inibicdo de sua recaptacdo pode constituir uma abordagem farmacoldgica
interessante para reduzir os efeitos ansiogénicos causados pelo estresse, € ainda promover a
extin¢do de memorias aversivas. Como se sabe, a extingdo de memorias aversivas em animais
constitui um procedimento experimental andlogo ao realizado durante a terapia cognitivo-
comportamental, utilizado com sucesso em seres humanos. Estas terapias visam reduzir
gradualmente as respostas de ansiedade frente ao motivo gerador de um trauma; contribuindo,
por exemplo, para o tratamento de fobias e do estresse pos-traumético (Rothbaum e Schwartz,
2002). Além disso, existem evidéncias de que uma terapia farmacoldgica que facilite a

extingilo do CA em animais pode ser utilizada com sucesso para o tratamento das
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mencionadas patologias em seres humanos (Walker e Huang, 2002; Ressler, Rothbaum et al.,
2004). Sabendo-se disso e com base nos resultados aqui apresentados, sugerimos que o CBD,
um fitocanabindide abundante que ja foi testado com eficidcia e seguranca em humanos
(Zuardi, Shirakawa et al., 1982; Zuardi, Morais et al., 1995), possa ser considerado em
estudos futuros que visam avaliar a utilidade dos canabindides como adjuvantes em

psicoterapias para patologias de ansiedade relacionadas a lembranca de eventos traumaéticos.
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6 - CONCLUSOES

» A extingdo de memdrias aversivas no modelo do CA contextual foi facilitada pelo

tratamento i.c.v. do fitocanabinéide CBD de forma dose dependente (2,0 ug/ul);

» De forma semelhante ao CBD, a extincdo do CA contextual foi facilitada pelo

tratamento i.c.v. do inibidor da recaptacdo de anandamida, o AM404, na dose de (1,0

ug/ul);

» Ambos os efeitos facilitatérios descritos anteriormente foram revertidos pela
administracdo prévia de um antagonista dos receptores canabindides CBj, o
SR141716A, mas ndo pelo antagonista dos receptores vaniléides TRPV,, a CPZ,
sugerindo farmacologicamente a participacdo destes receptores canabindides como

mediadores destes efeitos;

» Os efeitos observados do AM404 ¢ do CBD durante as sessdes de extingdo
permaneceram mesmo quando analisados em um teste sem droga, realizado 24 h apds
a ultima sessdo de extincdo, sugerindo que estes foram efeitos persistentes e nao

apenas efeitos agudos (dependente de drogas);

» Testes realizados no modelo do LCE potencializado pelo medo mostraram que as
doses selecionadas de AM404 e CBD foram capazes de reverter o estado tipo
ansiogénico de animais previamente submetidos ao modelo do condicionamento

aversivo sem afetar as respostas tipo ansiedade dos animais “naive”.
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