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RESUMO

NEVES, L dos S. Papel do sistema endocanabinoide na regulacio das respostas induzidas
por psicoestimulantes em camundongos machos e fémeas. Trabalho aprovado pela

Comissao de Graduagao da FCFRP/USP, Ribeirao Preto, 2022.

O sistema endocanabinoide (SEC) desempenha um papel importante em diversos processos
biologicos, e alteracdes na sua funcdo tem sido relacionada a diversos transtornos
psiquiatricos. Esse sistema ¢ composto principalmente por receptores, seus ligantes endégenos
e pelas enzimas envolvidas na sintese degradacdo dos endocanabinoides. Evidéncias
demonstram que a modulacdo do SEC regula as respostas comportamentais e moleculares
induzidas pela cocaina, através dos papeis opostos de seus principais receptores CB1 e CB2.
O metilfenidato ¢ um psicoestimulante largamente utilizado no tratamento de Transtorno de
Déficit de Atengao e Hiperatividade (TDHA). O mecanismo de agdo desse composto ¢ similar
ao de outros psicoestimulantes, e baseia-se na inibicao da recaptacdo dos neurotransmissores
dopamina e noradrenalina do meio extracelular. No entanto, pouco se sabe acerca da
participagdo do SEC sobre as respostas induzidas pelo metilfenidato e das respostas
decorrentes dessa modulagdo em ambos os sexos, de forma aguda. Nesse sentido, o presente
trabalho foi delineado para testar a hipotese de que o SEC regula as respostas comportamentais
induzidas pelos psicoestimulantes metilfenidato e cocaina, em machos e fémeas. Foi
observado que o bloqueio dos receptores CB1 e a ativagdo dos receptores CB2 foram capazes
de reverter a hiperlocomog¢do induzida pela cocaina em machos, mas ndo a induzida pelo
metilfenidato, ou a hiperlocomoc¢ao induzida pelos dois psicoestimulantes em fémeas. Assim,
os achados indicam que a modulacdo do SEC ¢ capaz de atuar sobre a resposta
hiperlocomotora induzida pela cocaina somente em camundongos machos. Ainda, a
modulagdo desse sistema parece ndo estar envolvida nas respostas locomotoras induzidas por
administracdo aguda de metilfenidato em machos e fémeas. Dessa forma, os resultados
propiciam um melhor entendimento acerca do papel do sistema endocanabinoide nas respostas

induzidas por psicoestimulantes.

Palavras- chave: endocanabinoides, CB1, CB2, cocaina, metilfenidato, machos, fémeas



ABSTRACT

NEVES, L dos S. Role of the endocannabinoid system in the regulation of
psychostimulant-induced responses in male and female mice. Monograph ( Undergradute
Thesis). School of Pharmaceutical Sciences of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo,
Ribeirdo Preto, 2022.

The endocannabinoid system (ESA) plays an essential role in several biological processes,
and changes in its function have been linked to several psychiatric disorders. This system is
mainly composed of receptors, their endogenous ligands, and the enzymes involved in the
synthesis and degradation of endocannabinoids. Evidence demonstrates that SEC modulation
regulates cocaine-induced behavioral and molecular responses through the opposing roles of
its main receptors, CB1 and CB2. Methylphenidate is a psychostimulant widely used to treat
Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD). The mechanism of action of this
compound is similar to that of other psychostimulants. It is based on inhibiting the reuptake
of the neurotransmitters dopamine and noradrenaline from the extracellular environment.
However, little is known about the role of ESA on the effects induced by methylphenidate and
the resulting responses from this modulation in different sexes in an acute way. In this sense,
the present work was designed to test the hypothesis that the SEC regulates the behavioral
responses induced by the psychostimulants methylphenidate and cocaine in males and
females. It was observed that blocking CB1 receptors and activating CB2 receptors were able
to reverse cocaine-induced hyperlocomotion in males but not methylphenidate-induced
hyperlocomotion or hyperlocomotion induced by the two psychostimulants in females. Thus,
the findings indicate that SEC modulation can only act on the cocaine-induced
hyperlocomotion response in male mice. Furthermore, the modulation of this system seems
not to be involved in locomotor responses induced by acute administration of methylphenidate
in males and females. Thus, the results provide a better understanding of the endocannabinoid

system's role in responses induced by psychostimulants.

Keywords: endocannabinoids, CB1, CB2, cocaine, methylphenidate, males, females
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1 INTRODUCAO

1.1 Cannabis e o sistema endocanabinoide

A Cannabis sativa é uma planta cultivada desde a Idade Antiga, principalmente no
continente asiatico, onde chineses e indianos ja faziam uso de preparagdes a base da planta
em rituais religiosos e em praticas medicinais (CROCQ, 2020). Com fun¢do medicinal, a
planta era utilizada como analgésico, anticonvulsivante, hipndtico, tranquilizador, anestésico,
anti- inflamatorio, antibidtico, antiparasitario, antiespasmoédico, pro-digestivo, estimulante de
apetite, diurético, afrodisiaco, antitussigeno e expectorante (ZUARDI, 2006). A planta foi
introduzida na Africa em meados do século XV e na América no século XVI, sendo
consumida no Brasil principalmente pela populacdo negra nas areas rurais, sendo conhecida

popularmente por diamba, liamba ou maconha (ZUARDI, 2006).

Na Europa, a introducdo da Cannabis na medicina se deu através dos médicos
William B. O’Shaughnessey e Jacces Joseph Moreau, no século XIX (CROCQ, 2020).0
primeiro realizou ampla revisdo de literatura sobre as formas de preparo da planta; ja o
segundo realizou experimentos consigo proprio € com outros, administrando diferentes
formas de preparagdes da planta e relatando seus efeitos, de forma que os estudos de ambos
foram fundamentais para o tratamento de doengas infecciosas da época, como a colera e a
raiva (ZUARDI, 2006).No inicio do século XX, a aplicagdo da Cannabis como erva medicinal
diminuiu consideravelmente, visto que novas drogas foram descobertas, vacinas foram
desenvolvidas e restrigdes legais passaram a limitar o seu uso (CROCQ, 2020). No mesmo
século, a planta passou a ser consumida por populagdes mais jovens no ocidente, para fins

recreativos (CROCQ, 2020).

Apesar de seu uso terapéutico milenar e do uso recreativo durante o século XX, as
substancias ativas da planta s passaram a ser extraidas e caracterizadas a partir da década de
1960, sendo A9 — tetra-hidrocanabinol, (A9-THC), o primeiro fitocanabinoide a ser isolado e
caracterizado molecularmente por Raphael Mechoulam e colaboradores (PAMPLONA;

TAKAHASHI, 2012).

Diante disso, deu-se inicio ao estudo de como esses compostos atuariam no
organismo, através do sistema endocanabinoide (SEC) (DI MARZO, 2006). O SEC consiste
majoritariamente receptores inibitorios acoplados a proteina G, sendo os mais bem elucidados

na literatura os receptores canabinoides tipo 1 (CB1) e tipo 2 (CB2)(PIOMELLI, 2003). Os



receptores do tipo CB1 sdo extremamente expressos em areas relacionadas ao controle do
movimento, como ganglio basal e cerebelo, e areas cortico limbicas relacionadas a regulagao
emocional e ao processo cognitivo, incluindo cortex cingular, cortex frontal, amigdala e
hipocampo (PAMPLONA; TAKAHASHI, 2012). Ja os receptores do tipo CB2 sdo expressos
maiormente na periferia cerebral, podendo ser encontrados também em células neuronais e
células da glia em diferentes regides em seres humanos e roedores, importantes na modulagdo

das emogoes (ONAIVI et al., 2012).

Além dos receptores, o SEC ainda é composto por seus principais ligantes
enddgenos, Anandamida (AEA) e 2- aracdonoilglicerol (2-AG), bem como por suas enzimas
de sintese e degradacao (FONSECA et al., 2013). A sintese desses dois endocanabinoides se
d4 maiormente através das enzimas N- aracdonoil- fosfatidietanolamina para anandamida e
pela ag¢do da fosfolipase C e diacilglicerol lipase para o 2-AG (DI MARZO, 2009; OHNO-
SHOSAKU et al., 2012).No processo de degradacdo, a AEA ¢ degradada pela enzima
hidrolase de amida de 4cidos graxos (FAAH) e o 2-AG ¢ degradado pela acdo da enzima
monoacilglicerol lipase (MGL) (DI MARZO, 2009).

Diferentemente de outros neurotransmissores, os endocanabinoides ndo sdo
armazenados em vesiculas, mas sintetizados sob demanda, atuando como mensageiros
retrogrados (OHNO-SHOSAKU et al., 2012). Sao liberados mediante despolarizacdo dos
neurdnios pos- sinapticos, ativando os receptores canabinoides em neurdnios pré- sindpticos,
através da inibi¢do do influxo da Ca*" e ativagdo dos canais pré- sindpticos de K" (ARAQUE

etal., 2017).



Figura 1-.Funcionamento do sistema endocanabinoide
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E conhecido que o SEC tem como principal fungdo a homeostasia, regulando diversos
processos fisiologicos e patologicos, como humor e resposta ao estresse, modulagdo da dor,
cogni¢cdo, adiccdo, esquizofrenia, depressdo e epilepsia (MOREIRA; LUTZ, 2008).Se
tratando do papel desse sistema na adic¢do, estudos apontam que o mesmo se encontra
envolvido nas respostas a psicoestimulantes tais como cocaina e anfetamina (ADAMCZYK
etal, 2012; SU; ZHAO, 2017). A regulagdo da resposta a psicoestimulantes pelo SEC se da

principalmente por meio da neurotransmissao dopaminérgica (MOREIRA et al., 2015).

A dopamina ¢ o principal neurotransmissor envolvido nos processos psicologicos e
comportamentais, tais como motiva¢ao, humor, locomog¢ao e recompensa (WISE, 2008). Nas
respostas a psicoestimulantes, a dopamina atua majoritariamente por meio das projegcoes
mesolimbicas do sistema recompensa (KOOB; VOLKOW, 2010). Através das projecdes
originarias da area tegumentar ventral (VTA), os psicoestimulantes induzem o aumento da

liberagcdo da dopamina em areas como o hipocampo, niicleo accumbens e cortex-pré frontal



(CAMI; FARRE, 2003). Na presenca de reforgadores naturais como comida e sexo, a
dopamina ¢ liberada nesse sistema de forma gradual, a cada exposi¢ao a esses reforcadores
(WILLUHN et al, 2010). Diferentemente dos reforcadores naturais, psicoestimulantes
induzem ao aumento da liberagdo de dopamina de forma ndo- habituada, de modo que a cada

administracdo da droga, ha a liberagdo exacerbada do neurotransmissor (ADINOFF, 2004).

1.2 A cocaina e sua modulacao do sistema endocanabinoide

A cocaina ¢ um estimulante do sistema nervoso central (SNC), considerada a droga
de abuso utilizada em maior quantidade, depois da Cannabis (UNDOC, 2022).De acordo com
o World Drug Report, 2022, relatorio anual disponibilizado pelo Escritério das Nagdes Unidas
sobre Drogas e Crime (UNDOC), estima-se que 21 milhdes de pessoas sdo usudrios de
cocaina. O inicio do consumo da planta de onde ¢ derivada a droga, Erythroxylum coca, data
da idade antiga, por povos indigenas que habitavam a América Central e América do Sul
(STOLBERG, 2011).Esses povos consumiam o chd ou a folhas de coca seca mastigadas,
liberando a cocaina por a¢do da saliva, sendo esta pratica utilizada até os dias atuais para

aliviar o mal -estar relacionado a altitudes elevadas (DRAKE; SCOTT, 2018).

Pertencente a classe dos alcaloides, a cocaina foi isolada somente no ano de 1800,
sendo que também no século XIX foram demonstradas suas propriedades anestésicas
(KARCH, 1999; KOHNEN-JOHANNSEN; KAYSER, 2019; TOBE; SUTO; SAITO,
2018).Neste mesmo século, a droga obteve popularidade no continente europeu, devido a sua
comercializa¢do na forma de vinhos e tonicos, e através da influéncia de académicos da época,
como Sigmund Freud, que publicou um estudo enaltecendo as propriedades da droga
(KARCH, 1999). Na América, a cocaina esteve presente na formulagdo da bebida Coca-Cola
até o ano de 1904, quando a bebida passou a ser produzida das sobras de folhas utilizadas na
extracdo da coca, de modo que restassem apenas tragos de cocaina na matéria prima

(FERREIRA; MARTINI, 2001; GOLDSTEIN; DESLAURIERS; BURDA, 2009).

O consumo da droga decaiu consideravelmente no inicio do século XX, devido ao
conhecimento dos riscos associados ao seu uso e o surgimento das anfetaminas, que passaram
a ser mais utilizadas pelos usudrios de psicoestimulantes, devido ao seu custo inferior
(FERREIRA; MARTINI, 2001). O retorno do uso da droga se deu em meados dos anos 1970
e se intensificou com o surgimento do Crack nas Bahamas, na década de 1980 (FERREIRA;

MARTINI, 2001).



A cocaina ¢ comercializada principalmente na forma do sal cloridrato de cocaina, pasta
base e na forma de produtos derivados de pasta livre (WDR, 2022). Com relagdo a via de
administracdo, a cocaina pode ser administrada na forma intranasal, intravenosa e inalatoria
(ROQUE BRAVO et al., 2022). Das vias de administragdo citadas, a via de preferéncia dos
usuarios da droga e a via pulmonar, onde a droga ¢ fumada na forma de Crack, devido ao
pouco tempo que a droga leva para exercer seus efeitos e atingir o sistema nervoso central
(ROQUE BRAVO et al., 2022). Dentre os principais efeitos ocasionados do uso da droga,
pode- se citar os sentimentos de euforia, aumento do estado de alerta, da concentracdo e da

atividade motora (CAMi; FARRE, 2003).

Com relacdo ao mecanismo de agdo, a cocaina atua através inibi¢cdo dos
transportadores de monoaminas, impedindo que esses neurotransmissores sejam recaptados
da fenda sinéptica, principalmente a dopamina (NESTLER, 2005). Uma vez presente na fenda
sinaptica, a dopamina ¢ capaz de se ligar aos seus receptores acoplados a proteina G pos
sinapticos e modular diversas vias de sinalizagdo, tais como a via de sinalizacdo da quinase
regulada por sinal extracelular (ERK) e a via da adenosina monofosfato ciclica (cAMP)

(GUREVICH; GAINETDINOV; GUREVICH, 2016).

O envolvimento do SEC nas respostas induzidas pela cocaina tem sido amplamente
estudado (ARNOLD, 2005; TANDA, 2007). Ja foi demonstrado na literatura que a modulagao
dos receptores endocanabinoides pode regular as a¢des da cocaina, de forma oposta (GOBIRA
et al., 2019). O bloqueio de receptores CB1 por seu antagonista, AM 251, foi capaz de inibir
o aumento da atividade locomotora induzida pela cocaina (LOPES et al., 2020). Ainda, a
administracdo do antagonista AM 251 foi capaz de prevenir o condicionamento ao lugar
induzido pela cocaina, bem como atenuar a autoadministracdo da droga em roedores

(HIGGINBOTHAM et al., 2021; LOPES et al., 2020).

Ao contrario do que ¢ observado com os receptores CB1, a ativacdo dos receptores
CB2 estd envolvida na modulacdo das respostas induzidas pela cocaina (GOBIRA et al.,
2019). Ja foi demonstrado que a ativagao dos receptores CB2 por seu agonista, JWH-133, foi
capaz de diminuir a hiperlocomog¢do induzida pela cocaina em camundongos, bem como
prejudicar a expressao e aquisi¢ao do condicionamento ao lugar induzido pela droga (DELIS
et al.,2017; LOPES et al., 2020). Ainda, a ativagao seletiva de receptores CB2 foi capaz de
inibir de modo dose dependente, a autoadministra¢do de cocaina em camundongos (XI et al.,

2011).



1.3 O metilfenidato e seu mecanismo de acio

O metilfenidato (MPH) ¢ um medicamento largamente utilizado para o tratamento
do Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH), derivado de anfetaminas
(PATRICK et al., 2019).Apesar de ter o nome “Transtorno de Deficit de Atengdo e
Hiperatividade” reconhecido apenas em 1987, o inicio do tratamento do estado de
hiperatividade observado nesse transtorno neuropsiquiatrico data de 1930, com o uso de
benzedrina para tratar criangas consideradas hiperativas (WENTHUR, 2016).Somente em
1944, a substancia que hoje ¢ conhecida como metilfenidato foi sintetizada pelo quimico
Leandro Panizzon (WENTHUR, 2016). O nome comercial “Ritalina” foi dado em
homenagem a esposa de Panizzon, Rita, que fazia uso da droga para aumento da pressao

arterial, na pratica do esporte ténis (WENTHUR, 2016).

O MPH ¢ quimicamente um composto piperidinico, com quatro isdmeros existentes,
sendo que apenas o par treo-metilfenidato e a mistura desses isOmeros sdo
farmacologicamente ativos no SNC (ARVIDSSON et al.,2020). Com relacdo a sua
farmacocinética, esta ¢ dependente da via de administracdo, de modo que a droga ¢
administrada mais comumente pela via oral, sofrendo metabolismo de primeira passagem
(JAESCHKE; SUIKOWSKA; SOWA-KUCMA, 2021). Por via oral, leva em médiade 1 a 3
horas para atingir a concentracdo plasmatica maxima e em torno de 20 minutos para iniciar

sua acdo (JAESCHKE; SUIKOWSKA; SOWA-KUCMA, 2021).

A distribuicdo do MPH entre os tecidos ¢ rapida, pois a droga ¢ lipossoluvel e
apresenta baixa afinidade pelas proteinas plasmaticas (JAESCHKE; SUJIKOWSKA; SOWA-
KUCMA, 2021). Com relagio a metabolizagio da droga, esta ocorre no figado por agio da
enzima da enzima carboxilesterase 1 (CES1), que esterifica o MPH, convertendo a droga em
acido ritalinico, seu metabdlito inativo, que serd excretado pela urina em até 48h

(CHILDRESS; KOMOLOVA; SALLEE, 2019; WOLRAICH; DOFFING, 2004).

No SNC, o MPH atua de forma semelhante a cocaina, através do bloqueio dos
transportadores de dopamina e norepinefrina, permitindo que estas monoaminas permanegam
na fenda sindptica (URBAN; LI; GAO, 2013).0 metilfenidato, ainda de forma semelhante a
anfetamina, também pode atuar redistribuindo o transportador vesicular de monoaminas-2
(VMAT-2), ocasionando deplecdo do estoque vesicular de dopamina (FARAONE, 2018;
SANDOVAL et al., 2002; VOLZ et al., 2007). O VMAT-2 ¢ uma proteina localizada no

citosol de neurdnios pré- sinadpticos, cuja principal funcdo ¢ captar a dopamina intracelular



(NICKELL et al., 2014). As anfetaminas atuam de modo que ndo s6 bloqueiam o
transportador de dopamina (DAT), como também promovem a liberagdo de dopamina dos
estoques vesiculares, e impedem que a dopamina seja captada pela VMAT-2(MERINEY;
FANSELOW, 2019). Dessa forma, com o aumento da dopamina intracelular, o transportador
de dopamina passa a funcionar de modo reverso, movendo a dopamina citoplasmatica, para a

fenda sinaptica (MERINEY; FANSELOW, 2019).

Por exercer sua fun¢do tendo como alvo a neurotransmissdo dopaminérgica, o MPH
tem se mostrado muito eficiente no tratamento do TDAH (CORTESE et al., 2017).No entanto,
nos ultimos anos houve aumento exponencial da prescricdo desse composto, e uso da droga
para fins ndo terapéuticos (PATRICK et al., 2019). De acordo com dados epidemiologicos,
cerca de 5 a 17% dos jovens fazem uso indevido da droga, devido a sua capacidade de
aumentar desempenho e foco em atividades que envolvem cognicdo e por suas propriedades

recreacionais (CLEMOW, 2017).

Usudrios recreacionais do MPH usualmente administram esse psicoestimulante com a
planta Cannabis sativa e seus derivados (BARRETT; DARREDEAU; PIHL, 2006). Um
estudo realizado por Kollins e seus colaboradores demonstrou que a co-administracdo de MPH
A9-THC ocasionou no aumento da frequéncia cardiaca e da pressao dos individuos testados,
bem como no efeitos subjetivos causados por ambas as drogas (KOLLINS et al., 2015).
Semelhantemente, outro estudo demonstrou que usuarios cronicos da Cannabis também
obtiveram aumento dos efeitos positivos da droga, quando tratados previamente com MPH
(LILE; KELLY; HAYS, 2010).Apesar destas evidéncias um possivel papel do SEC na

mediacdo das repostas induzidas pelo MPH ainda foi pouco investigado.

2 JUSTIFICATIVA

O MPH ¢ um psicoestimulante amplamente utilizado na clinica para tratamento do
TDAH, cujo uso para fins ndo terapéuticos tem apresentado aumento(SHARIF et al., 2021).
Somando-se ao seu uso recreativo, esse composto apresenta como mecanismo de atuagdo o
aumento da liberacdo de neurotransmissores, de forma semelhante a cocaina, a qual é um
psicoestimulante capaz de induzir ao desenvolvimento do transtorno de abuso de substancias
(SHELLENBERG et al., 2020). Esse transtorno pode ser definido como doenga cronica,

caracterizada principalmente pela compulsdo e consumo da droga, perda de controle para



limitar a ingestdo da substancia, e aparecimento de um estado emocional negativo, decorrente

da retirada ou auséncia do uso da droga (KOOB; LE MOAL, 2001).

O SEC tem se mostrado um importante objeto de estudo nos mecanismos de
desenvolvimento de transtorno de abuso de substancias e nas respostas induzidas por
psicoestimulantes (MANZANARES et al., 2018). No entanto, com relacdo ao envolvimento
do SEC nas respostas induzidas pelo MPH, a literatura ainda se apresenta pobre, sendo
necessarios maiores esclarecimentos sobre o mecanismo pelo qual o SEC pode modular as

respostas produzidas por essa droga.

De forma semelhante, pouco se sabe sobre a neurobiologia do transtorno de abuso de
substancias em mulheres e fémeas, visto que grande parte dos estudos comportamentais pré
clinicos realizados até o momento visam avaliar os efeitos das drogas de abuso sob os
diferentes neurotransmissores em machos. E importante ressaltar que a prevaléncia do uso de
psicoestimulantes, tais como anfetamina e cocaina ¢ maior no sexo masculino (UNDOC,
2022).No entanto, de acordo com dados do Escritério das Nagdes Unidas sobre Drogas e
Crimes (UNDOC), houve aumento do uso de psicoestimulantes para fins ndo terapéuticos em
mulheres (UNDOC,2022).Assim, ¢ de extrema importdncia que se compreenda os

mecanismos pelos quais essas drogas atuam no sistema nervoso central feminino.

Sabe-se que o SEC sofre variagdes fisiologicas de acordo com os sexos e que mulheres
e homens podem apresentar diferencas na expressao dos receptores CB1 no SNC, com a idade
(VAN LAERE et al., 2008). Apesar destas evidéncias um possivel papel do SEC na mediacao
das respostas induzidas pelo metilfenidato ainda ndo foi investigado, bem como as diferengas
nas respostas obtidas da modulagdo desse sistema por essa droga entre machos e f€meas. Isso
se soma ao fato de que esse sistema tem sido amplamente estudo como alternativa terapéutica
para o tratamento de diversas doencas de cunho neuropsiquidtrico, justificando assim o
interesse do presente trabalho em avaliar o envolvimento do SEC na respostas a

psicoestimulantes em machos e fémeas (FONSECA et al., 2013).

3 OBJETIVO

O presente trabalho teve o objetivo principal de avaliar a participacdo do sistema
endocanabinoide na regula¢do das respostas comportamentais induzidas pelo MPH e pela

cocaina em camundongos machos e fémeas.



3.1 Objetivos especificos

Investigar se o tratamento com doses crescentes do antagonista do receptor CB1, AM
251, inibe a hiperlocomoc¢do induzida pela cocaina;

Testar se o tratamento com doses crescentes do agonista CB2, JWH-133, inibe a
hiperlocomoc¢ao induzida pela cocaina;

Avaliar se o tratamento com doses crescentes do AM251 inibe o efeito hiperlocomotor
induzido pela MPH;

Investigar se o tratamento com doses crescentes do JWH-113 inibe a hiperlocomog¢ao

induzida pelo MPH;

4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos e fémeas C57BL/6J (7-9 semanas de idade;
25-30g), provenientes do Biotério Central da Universidade de Sdo Paulo, Campus de Ribeirao
Preto, Brasil. Os animais foram levados ao biotério associado ao laboratério de
Neuropsicofarmacologia duas semanas antes do inicio do experimento e mantidos nas
seguintes condigdes: 8-10 animais por gaiola de polipropileno (450 x 230 x 200 mm, Alesco)
contendo maravalha suficiente para cama, em uma temperatura controlada de (24°C +/- 1),
em ciclo claro/escuro de 12 h. Racdo (Nuvilab - Quimtia — Parand, Brasil) e 4gua estavam
disponiveis ad libitum. A maravalha e a 4gua eram trocadas duas vezes por semana. Todos os
experimentos comportamentais foram realizados durante a fase do ciclo claro. Os animais
foram habituados a sala de experimentos 30 minutos antes do inicio do experimento. Os
experimentos foram realizados sob os principios éticos adotados pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e todos os esforgos foram feitos para evitar
o sofrimento dos animais. Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissio de Etica
no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (processo

19.1.1156.60.8).

4.2 Drogas

As seguintes drogas foram administradas nos experimentos: MPH (5 e 10 mg/Kg

(Medanef, Mylan AB, Estocolmo. Sverige, DK) e cocaina (20 mg/Kg, Merck) foram
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dissolvidos em soro fisiologico idnico estéril (NaCl 0,9%); aripiprazol (1 mg/Kg Brystol-
Meyers) foi dissolvido em 5% de tween 80 e NaCl 0,9% (GOBIRA et al., 2019;
KANAZAWA et al., 2017);0 antagonista de CB1, AM251 (3 e 10 mg/Kg, Tocris Bioscience,
Bristol, Reino Unido) (GOBIRA et al., 2019) e o agonista de CB2, JWH-133 (10 e 20 mg/Kg;
Cayman) (LOPES et al., 2020) foram diluidos em 5% de Cremophor, 5% de etanol e NaCl
0,9%. O antipsicotico aripiprazol, agonista parcial de receptores dopaminérgicos, foi
selecionado para ser utilizado como controle positivo na reversao da hiperlocomogao causada
pelos psicoestimulantes (ALMEIDA-SANTOS et al., 2014).

Todas as drogas foram preparadas na hora e protegidos da luz, e foram

administradas por via intraperitoneal em um volume de 10 mL/Kg.

4.3 Teste do Campo Aberto

4.3.1 Aparato

Para investigar a atividade hiperlocomotora causada pelos psicoestimulantes, foi
realizado o teste de campo aberto (TCA), conforme descrito anteriormente (KANAZAWA et
al., 2017). Os animais foram colocados no aparato de campo aberto redondo (40 cm X 35
cm) com fundo branco para contrastar com a cor do animal. O fundo foi limpo com etanol

70% entre os animais, para evitar a presenga de substancias de alarme.

4.3.2 Teste comportamental

O protocolo comportamental foi desenvolvido com base no trabalho de
(KANAZAWA et al., 2017). Conforme representado na figura 2, antes de serem submetidos
ao campo aberto, os animais foram tratados com aripiprazol, AM 251, JWH-133 ou o veiculo
da droga e foram imediatamente expostos ao TCA por 20 minutos, em sessdo intitulada pré-
teste. Terminada esta sessdo, os animais foram devolvidos as suas gaiolas, € 5 minutos apos
serem devolvidos, os animais receberam uma injecdo de MPH, cocaina ou o veiculo das
drogas. 15 minutos ap6s o segundo tratamento com os psicoestimulantes, os animais foram
novamente expostos a0 TCA, na sessdo intitulada teste, por mais 20 minutos. A distancia
total percorrida no pré-teste e na sessdo teste em metros foi analisada com o software

ANYMAZE (AnyMaze, versao 7.0).
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Foram realizados ao todo 3 experimentos, sendo o primeiro deles para avaliar o efeito
da modula¢do do SEC sobre o efeito locomotor induzido pela cocaina; o segundo para
determinar a dose efetiva de MPH que seria utilizada no trabalho; o terceiro para avaliar o

efeito da modulacdo do SEC na resposta locomotora induzida pelo MPH.

Figura 2- Protocolo experimental
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Fonte: autoria propria, 2022. Criado com Biorender.
4.4 Analise estatistica

Todos os dados passaram por analise de homogeneidade de variancia. Para detecgdo
de possiveis outliers foi utilizado o teste de Grubbs, sendo considerado para exclusdo apenas
1 outlier por conjunto de dados. Para as andlises comportamentais do teste do campo aberto
(TCA) relacionadas a administragcdo do antagonista CB1, AM 251, e do agonista CB2, JWH-
133, foi utilizada ANOVA de uma via seguida pelo pos- teste de Tukey. Com o intuito de

avaliar os resultados obtidos na determinacao da dose do MPH a ser administrada, foi utilizada
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ANOVA de uma via seguida pelo pos teste de Dunnett. O nivel de significincia a ser
considerado foi p<0,05 em todos os testes aplicados. Os resultados obtidos foram analisados

com o software GraphPad Prism ( versao 8.0.1).

S RESULTADOS

5.1 Efeito do antagonista CB1, AM251, sob a hiperlocomoc¢io induzida pela cocaina.

Na figura 3A estdo representados os resultados referentes a distancia total percorrida
pelos camundongos machos submetidos ao tratamento com cocaina e antagonista CB1. A
ANOVA de uma via indicou que houve diferenca entre os grupos (F 4,46 = 12,08; p<0,0001).
O pos- teste de Tukey indicou que houve diferenca entre os animais tratados com veiculo e
cocaina (p<0,0001, Fig.3A). O antagonista AM251 na dose de 10 mg/Kg inibiu o efeito
hiperlocomotor ocasionado pela cocaina (p=0,0284, Fig.3A).Para a figura 3A, um outlier foi
identificado e removido.

Os resultados pertinentes ao efeito do antagonista CB1 sob a alteragdo da locomogao
induzida pela cocaina em fémeas estdo representados na figura 3B. A ANOVA de uma via
indicou que houve diferenca significativa entre os tratamentos (F 4,56 = 13,26; p<0,0001).Foi
observada diferenca significativa entre os animais que receberam veiculo e os que receberam
cocaina (p=0,0010, Fig.3B). No entanto, o antagonista AM251 nao influenciou o efeito

locomotor da cocaina em nenhuma das doses administradas.
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Figura 3- Efeito do antagonista canabinoide, AM 251, sob a locomogao induzida pela cocaina em machos (A) e

fémeas (B).
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Dados representam média ¢ EPM. Para a Fig.3A, n: 6- 13 animais/ grupo. Para a Fig.3B, ndo foram detectados
outliers, n:11-14 animais/ grupo. ANOVA de uma via seguida por Tukey. ***p<0,001 (fémeas); ****p<0,0001
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veiculo- cocaina 20 mg/Kg (machos);# p<0,05 cocaina x AM 251 10 mg/Kg + cocaina 20 mg/Kg (machos).
Fonte: autoria propria, 2022.

5.2 Efeito do agonista CB2, JWH-133, sob a hiperlocomoc¢ao induzida pela cocaina.

Encontram-se na figura 4A os resultados referentes a administracdo do agonista
CB2, JWH-133, sob a alteragdo locomotora induzida pela cocaina em camundongos machos.
A ANOVA de uma via indicou que houve diferenca entre os tratamentos (F 4, 30 = 13,65;
p<0,0001).0 pos- teste de Tukey indicou que houve diferenga entre o grupo tratado com
cocaina quando comparado ao grupo veiculo ( p<0,0001, Fig.4A). O agonista CB2 foi capaz
de inibir o efeito hiperlocomotor induzido pela cocaina na dose de 20 mg/Kg
(p=0,0186,Fig.4A).0 JWH-133 ndo foi capaz de induzir a alteragcdes locomotoras per si. Na

figura 4A, um outlier foi identificado e removido.

Os resultados obtidos para fémeas com relacdo ao efeito do agonista CB2 sob a
hiperlocomoc¢ao induzida pela cocaina encontram-se na figura 4B. A ANOVA de uma via
indicou diferenca significativa entre os tratamentos (F s, 45 = 14,92; p<0,0001). A cocaina foi
capaz de induzir efeito hiperlocomotor ( p=0,0017, Fig.4B), no entanto, o JWH-133 nio foi
capaz de inibir este efeito em nenhuma das doses administradas. A inibicdo do efeito
hiperlocomotor da cocaina , no entanto, foi observado pela administracdo prévia de

aripiprazol 1 mg/Kg previamente a cocaina (p<0,0001, Fig.4B).
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Figura 4 - Efeito do agonista canabinoide, JWH-133, sob a locomogao induzida pela cocaina em machos (A) e

fémeas (B).
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Dados representam média e EPM. Para a Fig.4A, n:.6-11 animais/ grupo. Para a Fig.4B n: 6-10 animais/grupo.
ANOVA de uma via seguida por Tukey. ****p<0,0001 veiculo- cocaina ( machos);**p<0,0017 veiculo-cocaina
20 mg/Kg (fémeas) . # p<0,05 cocaina 20 mg/Kg x JWH-133 20 mg/Kg+ cocaina 20 mg/Kg (machos); (estrela)
p<0,0001 cocaina 20 mg/Kg x Ari 1 mg/Kg + cocaina 20 mg/Kg (fémeas). Fonte: autoria propria, 2022.

5.3 Efeito da administracdo de doses crescentes do MPH em camundongos machos.

Para determinar qual seria a dose do metilfenidato utilizada nos experimentos futuros,

foi avaliado o efeito das doses de 5 e 10 mg/kg do MPH, em camundongos machos. A resposta
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ocasionada pela droga encontra-se demostrada no grafico da figura 5. A ANOVA de uma via
indicou diferenca entre os grupos (F 2, 19= 14,16, p=0,0002). O pos- teste de Dunnett indicou
diferenca entre os animais tratados com MPH nas dose de 5 mg/Kg (p=0,0042, Fig.5) e 10
mg/Kg (p<0,0001, Fig.5), quando comparados ao grupo veiculo. A dose selecionada para
continuidade dos experimentos foi a dose de 10 mg/Kg, pois conforme mostrado na figura 5,
os animais apresentaram respostas locomotoras mais homogéneas. Para a figura 5 um outlier

foi identificado e excluido.

Figura 5 - Efeito da administragdo de doses crescentes do MPH em camundongos machos.
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Dados representam média e EPM. n: 7-8 animais/ grupo. Foi encontrado um outlier e excluido. ANOVA de uma
via, seguida por Dunnett. ** p<0,001 veiculo- MPH 5 mg/Kg; #### p<0,0001 veiculo-MPH 10 mg/Kg. Fonte:
autoria propria, 2022.

5.4 Efeito do antagonista CB1, AM251, sob a hiperlocomoc¢io induzida pelo MPH.

Na figura 6A estdo representados os dados referentes a administragcdo do AM 251 sob
o efeito hiperlocomotor induzido pelo MPH em camundongos machos. A ANOVA de uma
via indicou que houve diferenca entre os tratamentos (F 3, 57= 13,34; p<0,0001). O pds- teste
de Tukey indicou diferenga entre o grupo tratado com veiculo e o grupo tratado com MPH (
p<0,0001, Fig.6A). O antagonista CBI, AMS521, ndo foi capaz de inibir o efeito

hiperlocomotor induzido pelo MPH em nenhuma das doses administradas.
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Os dados referentes a administragdo do antagonista CB1 sob a hiperlocomog¢ao
induzida pelo MPH em camundongos fémeas encontram-se representados na figura 6B. A
ANOVA de uma via indicou diferenca entre os tratamentos (F 3,32 = 18,10; p<0,0001). O pos-
teste de Tukey indicou diferenga entre os animais tratados com veiculo e o grupo tratado com
metilfenidato (p<0,0001, Fig. 6B). Para as fémeas tratadas com AM 251 previamente a
administracdo de MPH, o antagonista CBl também nao foi capaz de inibir o efeito

hiperlomocotor induzido pelo psicoestimulante.

Figura 6 -Efeito do antagonista canabinoide, AM 251, sob a locomogao induzida pelo MPH em machos (A) e

fémeas (B).
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Dados representam média e EPM. Para a Fig.6A, n:12-18 animais/grupo. Para Fig. 6B, n:7-11 animais/ grupo.
ANOVA de uma via seguida por Tukey. ****p<0,0001 veiculo- MPH 10 mg/Kg (machos e fémeas). Fonte:
autoria propria, 2022.

5.5 Efeito do agonista CB2, JWH-133, sob a hiperlocomoc¢io induzida pelo MPH.

Na figura 7A encontram-se representados os resultados referentes a administragao do
agonista CB2, JWH-133, sob o efeito hiperlocomotor induzido pelo MPH em camundongos
machos. A ANOVA de uma via indicou diferenca entre os tratamentos ( F 4,44 = 20,17;
p<0,0001). O pos-teste de Tukey indicou diferenga significativa entre o grupo tratado com
MPH e o grupo tratado somente com veiculo (p<0,0001, Fig.7A). O agonista CB2 nao foi
capaz de inibir o efeito hiperlocomotor induzido pelo MPH em nenhuma das doses
administradas. No entanto, foi observado que o aripiprazol quando administrado na dose de
1 mg/Kg, foi capaz de inibir o efeito hiperlocomotor induzido pelo psicoestimulante

(p=0,0003, Fig.7A).

Na figura 7B est@o os dados referentes a administragdo do JWH-133 em camundongos
fémeas. A ANOVA de uma via indicou diferenga entre os tratamentos (F s = 25,75,
p=<0,0001). O pos- teste de Tukey indicou diferenga significativa entre o grupo tratado com
veiculo e o grupo tratado com MPH (p<0,0001, Fig.7B). Nao foi observada diferenca
significativa entre o grupo tratado com MPH e os grupos que receberam o agonista CB2
previamente a administracdo do psicoestimulante .Novamente, o aripiprazol foi capaz de
inibir o efeito hiperlocomotor induzido pelo MPH (p=0,0124, Fig.7B), conforme observado
anteriormente nos camundongos machos. Para a figura 7B, um outlier foi detectado e

removido.
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Figura 7 - Efeito do agonista canabinoide, JWH-133, sob a locomoc¢ao induzida pelo MPH em machos (A) e
fémeas (B).
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Dados representam média e EPM. Para a Fig.7A, n:-5-12 animais/ grupo . Para a Fig.7B, n:9-14 animais/
grupo. ANOVA de uma via seguida por Tukey. ****p<0,0001 veiculo-MPH 10 mg/Kg (machos e fémeas); ###
p<0,001 MPH x Ari 1 mg/Kg + MPH 10 mg/Kg (machos); # p<0,05 MPH x Ari 1 mg/Kg+ MPH 10 mg/Kg (
fémeas).

6 DISCUSSAO

Ja foi demonstrado na literatura que o bloqueio dos receptores CB1 promove
diminui¢do da resposta locomotora induzida pela cocaina em machos (GOBIRA et al., 2019).

Esse dado foi reproduzido no presente trabalho, com a administra¢do da dose de 10 mg/Kg do
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antagonista dos receptores CB1, AM 251, que bloqueou a hiperlocomoc¢ao induzida pela
cocaina em machos. No entanto, 0 mesmo resultado ndo foi observado nas fémeas. Isso pode
ter ocorrido porque nas condi¢des experimentais ndo estavam inseridas as variagdes do ciclo
estral das f€émeas, e sabe-se que as diferentes fases do ciclo podem gerar diferentes respostas
frente a psicoestimulantes (QUINONES-JENAB et al., 1999). Ainda, é conhecido que machos
e fémeas apresentam diferengas quanto ao SEC, e que a modulacdo desse sistema ¢

influenciada pelas variagdes hormonais (DOW-EDWARDS, 2020) .

Outro fator que poderia estar envolvido nessa resposta ¢ a expressao diferenciada dos
receptores canabinoides em ambos os sexos. Por exemplo, um estudo in vivo demonstrou por
meio de tomografia de emissdo de positrons que homens e mulheres apresentam variagdes na
expressao de receptores CB1 de acordo com a regido cerebral e idade (VAN LAERE et al.,
2008). Mulheres apresentaram aumento da expressdao de CB1 com a idade no ganglio basal,
no cortex temporal lateral e no sistema limbico (VAN LAERE et al., 2008).0s homens, por
sua vez, apresentaram maior expressdo de CB1 no sistema limbico do que mulheres (VAN
LAERE et al., 2008). A explicagdo para esse resultado pode se dar pela mudancga associada a
idade na capacidade homeostética do SEC e sua modulagio pelos hormdnios sexuais (VAN
LAERE et al., 2008).Na literatura, ja foi relatado também que roedores apresentam diferencas
quanto a expressao desses receptores em diversas areas do sistema nervoso central, de acordo

com o sexo (CASTELLI et al., 2014).

Em ratos, foi demonstrado que fémeas durante o ciclo estral e machos apresentam
menor densidade de receptores CB1 no cortex-pré- frontal e na amigdala do que fémeas que
foram ovariectomizadas, sugerindo nas fémeas um efeito do hormonio estrogénio na
regulacdao dos receptores CB1 (CASTELLI et al., 2014).Ainda, um estudo realizado com
camundongos da linhagem C57BL/6J adultos de ambos os sexos, demonstrou através da
técnica de hibridizagao in situ que essa linhagem também apresenta diferencas com relagdo a
expressdao de CB1 (LIU et al., 2020). Foi observado que machos apresentam maior expressao
de mRNA de receptores CB1 no cortex secundario visual, no coértex orbital, insular, cingulado
e piriforme, e maior expressio de mRNA de receptores CBI no estriado e no hipocampo
ventral, do que f€meas (LIU et al., 2020).Assim, sugere-se que a variabilidade da expressao
de CB1 em machos e fémeas, e a possivel oscilacdo da expressdo de CB1 de acordo com o
ciclo estral, possam ter influenciado nas respostas locomotoras do antagonista CB1 a ambos

os psicoestimulantes. Isso porque a diferenca na expressao dos receptores CB1 pode exercer
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efeito sob a regulacdo da neurotransmissdo dopaminérgica, através dos neurotransmissores

GABA e glutamato (COVEY et al., 2017).

E importante salientar que os receptores CBl ndo sio expressos em neurdnios
dopaminérgicos, mas podem ser expressos nos interneuronios GABAérgicos e
glutamatérgicos (COVEY et al., 2017). E conhecido que o aumento da liberagio de dopamina
nos neurdnios da VTA promove a liberagio de endocanabinoides dos terminais pos-
sinapticos de neuronios GABAérgicos e glutamatérgicos (FITZGERALD; SHOBIN;
PICKEL, 2012). A inibi¢do de GABA por CB1, quando ativado, e a liberacdo do glutamato
podem resultar em aumento da liberacio de dopamina nos neurdnios dopaminérgicos
mesocorticolimbicos (FITZGERALD; SHOBIN; PICKEL, 2012). Assim, as diferengas na
expressdo de receptores CB1 podem ser responsaveis pelo ndo bloqueio desse receptor pelo
antagonista AM 251 em machos e fémeas submetidos ao tratamento com MPH, e em fémeas

submetidas ao tratamento com cocaina.

Com base nos resultados obtidos, foi possivel observar que o antagonista CB1, AM
251, ndo foi capaz de bloquear a atividade locomotora induzida pelo MPH, tanto em machos
quanto em fé€meas. Isso pode ter sido ocasionado pelo proprio mecanismo de agdo da droga.
Sabe-se que tanto a cocaina quanto o MPH atuam sob a neurotransmissao dopaminérgica pela
inibicdo dos transportadores de dopamina, fazendo com que o neurotransmissor permaneca

na fenda sinaptica (CHELARU et. al, 2012; VOLKOW et al., 2007).

Entretanto, sabe-se que o MPH apresenta estrutura molecular semelhante a das
anfetaminas. Essas drogas, por sua vez, atuam modulando a neurotransmissdo dopaminérgica
pelo bloqueio da recaptacdo de dopamina e pela eliminacdo (deplecdo) do estoque vesicular
de dopamina, promovendo o efluxo de dopamina para o meio extracelular, pela inversdo dos
transportadores (CAGNIARD et al., 2014). Isso significa que o MPH, ao agir de forma
semelhante a anfetamina, pode aumentar a disponibilidade de dopamina, gerando um perfil
diferente de resposta dopaminérgica da cocaina, o que pode ter ocasionado na resposta

locomotora observada.

Ainda, com relacdo a fémeas e machos, ¢ conhecido que estes apresentam respostas
distintas ao MPH, com relagdo a liberagdo de dopamina (MANZA et al., 2022).Dados na
literatura reportam que mulheres tratadas com MPH na forma oral , na dose de 60 mg e
intravenosa, na dose de 0.5 mg/Kg apresentaram maiores niveis de libera¢do de dopamina no

estriado ventral, onde se encontra o nicleo accumbens do que homens submetidos as mesmas
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doses (MANZA et al., 2022).Isso sugere que f€émeas apresentam sensibilidade aumentada para
dopamina no sistema de recompensa, o que pode justificar as diferencas observadas com
relacdo a adic¢do de drogas e que nos permite inferir que os perfis de liberagdo de dopamina

para as drogas podem ser diferentes em ambos os sexos (MANZA et al., 2022).

Com relagdo a manipulacdo farmacologica dos receptores CB2, foi observado que o
agonista JWH-133 foi capaz de atenuar apenas a hiperlocomogao ocasionada pela cocaina em
machos, sem exercer acdo sobre as alteragdes locomotoras ocasionados pelo MPH em machos
e fémeas, e pela cocaina nas f€émeas. Os resultados obtidos em camundongos machos com a
administracdo da cocaina corroboram com dados anteriormente ja descritos (LOPES et al.,
2020). A administracdo do agonista JWH-133 previamente a administracdo da cocaina foi
capaz de inibir o aumento da locomog¢ao ocasionada pelo psicoestimulante em camundongos
selvagens, mas ndo em animais geneticamente modificados que ndo apresentavam a expressao
do receptor CB2 (XI et al., 2011). Os resultados observados corroboram com a hipotese de
que os receptores CB1 e CB2 teriam papeis opostos na regulagdo da resposta a cocaina, visto
que o bloqueio dos receptores CBI1 e a ativacdo dos receptores CB2 revertem o efeito

hiperlocomotor ocasionado pela cocaina.

Estudos ja demonstraram que os receptores CB2 podem estar expressos em neurdnios
dopaminérgicos da VTA e modular assim as respostas a psicoestimulantes (ZHANG et al.,
2014). De fato, a deplecdo desses receptores na VTA resultou em aumento da resposta
locomotora ocasionada por cocaina e anfetamina em camundongos machos(CANSECO-
ALBA et al., 2019). Isso se deve por alguns estudos sugerirem que a ativagdo dos receptores
CB2 atue de modo a inibir o disparo e a liberagdo de dopamina na VTA (MA et al., 2019;
ZHANG et al., 2014). Ainda, justifica-se que essa inibi¢ao ocorra mediante a liberagdo de
glutamato na VTA e pela presenca de CB2 também nos neurdnios glutamatérgicos de areas
neuroanatdmicas proximas ao circuito mesolimbico (ZHANG et al., 2021).Dessa forma,
sugere-se que a modulacdo desses neurotransmissores possa atuar nas respostas
comportamentais observadas para ambos os psicoestimulantes, com relagdo a ativagdo de CB2

e sua modulacdo da resposta dopaminérgica.

As diferencas nas respostas hiperlocomotoras dos dois psicoestimulantes podem
ainda ser explicadas com base nos niveis de endocanabinoides liberados .Os
endocanabinoides AEA e 2-AG podem atuar com propriedades distintas, sendo que a
Anandamida pode atuar como agonista parcial de receptores CB1, enquanto o 2-AG pode

atuar como agonista pleno em ambos os receptores (SUGIURA et. al, 2006;LU; MACKIE,
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2016).Sabe-se que o 2-AG pode mediar a supressdo de inibi¢do induzida pela despolarizagao
(DSI) ou pela excitacdo (DSE), através da modulagdo dos neurotransmissores GABA e
glutamato (WANG et al., 2015). Também ¢ conhecido que o aumento da liberacdo de 2-AG,
pode estar envolvida nas respostas comportamentais induzidas pela cocaina na VT A, que tem

como consequéncia a desinibi¢do da neurotransmissdo dopaminérgica (WANG et al., 2015).

Com relagdo a psicoestimulantes com mecanismo de agdo semelhante ao do MPH,
um estudo realizado com camundongos avaliou o efeitos comportamentais ¢ moleculares
decorrentes da manipulagdo genética e farmacoldgica de receptores CB1, bem como os niveis
de endocanabinoides em animais sensibilizados a anfetamina (THIEMANN et al., 2008). Nos
cérebros dos animais selvagens, observou-se que a sensibilizagdo a anfetamina foi capaz de
induzir o aumento da liberagio de AEA no estriado dorsal e o decréscimo desse
endocanabinoide no estriado ventral, quando administrada de forma aguda (THIEMANN et
al., 2008). Foi observado também o decréscimo da liberacdo de 2-AG no estriado ventral dos
animais sensibilizados (THIEMANN et al., 2008). Esses dados sugerem que a cocaina e a
anfetamina induzam a liberagdo de endocanabinoides em niveis diferentes, o que permite
inferir que o mesmo ocorra com o MPH, visto que seu mecanismo de acdo se d4 ndo so pelo
bloqueio do transportador de dopamina, semelhante a cocaina, mas também pela de deplecao

de dopamina, assim como realizado pelas anfetaminas.

Ainda pertinente aos niveis de endocanabinoides, ¢ conhecido que estes podem
variar entre machos e fémeas, a depender das condigdes ambientais as quais sdo submetidos.
J4 foi demonstrado, que f€émeas de ratos apresentam maior concentracdo de 2-AG em areas
cerebrais relacionadas a neurobiologia da dor do que machos, sendo também dependente do
estagio do ciclo estral e da estrutura cerebral envolvida (LEVINE et al., 2021).0Outro estudo
também demonstrou que camundongos knockout para a enzima DAGL apresentaram aumento
do fenotipo de estresse, através da redugdo da exploracdo da area do aparato do teste de campo
aberto, déficit de extincdo do medo e negligéncia maternal em fémeas, enfatizando a
participagdo do endocanabinoide 2-AG em processos relacionados a fisiopatologia da
ansiedade e do estresse (JENNICHES et al., 2016).Desta forma, é possivel inferir que o sexo
dos animais pode ter influenciado nos niveis de endocanabinoides liberados, contribuindo
para as diferengas comportamentais observadas nos resultados com ambos o0s

psicoestimulantes.

Para que se elucide melhor o papel do sistema endocanabinide nas respostas

induzidas por psicoestimulantes, se faz necessdrio ainda avaliar outros receptores
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endocanabinoides, como o GPR55 por exemplo. E conhecido que esse receptore apresenta
alta afinidade por ligantes canabinoides enddgenos, sendo expressos em diversos locais no
cérebro, como hipocampo, cortex, estriado e cerebelo (SHI et al., 2017). Também ja foi
demonstrado que este receptor estaria envolvido em respostas relacionadas a ansiedade (SHI
etal.,2017). Pouco se sabe sobre as respostas desse receptor a psicoestimulantes. No entanto,
um estudo recente demonstrou que esse receptor parece estar envolvido nas respostas
comportamentais induzidas pela anfetamina, visto que o tratamento com o agonista do
receptor GPRS55, lisofosfatidillinositol, foi capaz de prevenir o condicionamento ao lugar
induzido pela anfetamina, sendo este efeito revertido pelo antagonista CID16020046
(SANCHEZ-ZAVALETA et.al., 2022). Dessa forma, pode-se sugerir que esse receptor possa

ter envolvimento nas respostas induzidas por outros psicoestimulantes.

Além de considerar outros receptores, ¢ importante considerar a avaliagdo das
respostas moduladas por MPH em modelos de administragdo cronica. Um estudo recente
demonstrou que ratos adolescentes tratados por via oral, apresentaram diferencgas
significativas na expressdo dos receptores CB1, de maneira dose dependente (CONNOR et
al., 2021).Ratos tratados com as doses mais baixas de metilfenidato por 13 semanas, quando
submetidos a 4 semanas de abstinéncia apresentaram baixa ligagdo de receptores CB1 a
is6topos de hidrogénio do que animais que ndo passaram pelo periodo de abstinéncia, sendo
esses resultados expressos nas regides dos ganglios e na regido dos membros posteriores do
cortex somatossensorial (CONNOR et al., 2021).Entretanto, os animais tratados com as doses
mais altas do MPH, quando submetidos ao periodo de abstinéncia, apresentaram ligacao mais
elevada o do que os animais submetidos as doses menores, na autorradiografia das regioes
corticais e basais (CONNOR et al., 2021). Isso demonstrou que a abstinéncia de doses altas
de MPH parece aumentar os niveis de CB1, enquanto a abstinéncia de doses baixas parece
diminuir os niveis desses receptores (CONNOR et al., 2021).Esses dados sugerem que o MPH
possa ser capaz de modular a neurotransmissdo endocanabinoide através da administracao
cronica. Apesar dos resultados observados, ¢ importante salientar que os estudos de
administracdo cronica com o MPH apresentam um viés, visto que os comportamentos em

fémeas decorrentes desse modelo de tratamento ainda ndo foram observados.

7 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos, o0 SEC tem se mostrado envolvido nas respostas

locomotoras induzidas pela cocaina em machos, corroborando com dados anteriores ja
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descritos na literatura. De forma aguda, ndo foi possivel observar que a modulacdo do SEC
regula as respostas induzidas pela cocaina, em fémeas. Nas fémeas , a avaliacdo da
modula¢do do SEC nas respostas induzidas pela cocaina pode também estar associada as fases
do ciclo estral. Ainda, a modulagdo do SEC parece ndo regular as respostas induzidas pelo
MPH de forma aguda em ambos os sexos. Para que seja possivel a conclusdo de que a
modulagdo desse sistema ndo estaria envolvida nas respostas induzidas por psicoestimulantes,
se faz necessario a exposi¢ao a modelos cronicos utilizados no estudo de drogas de abuso, tais

como a sensibilizagdo a droga e o condicionamento ao lugar.

Além de considerar a aplicagdo de outros modelos, se faz necessario também avaliar a
respostas desse psicoestimulante frente a manipulacdo farmacologica de outros receptores
canabinoides que possam estar envolvidos na modulacdo da neurotransmissdo dopaminérgica,
tal como o GRP55. Deste modo, o aprofundamento no envolvimento do SEC nas respostas
induzidas pelo MPH se faz necessario, bem como sua interagdo com neurotransmissores que

possam ser ativados ou inibidos frente a regulacdo desse sistema.
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9 ANEXO

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto

COMISSAOQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

AUTORIZAGAO

Certificamos que o adendo da proposta intitulada “Papel do sistema endocanabinoide na
regulagao das respostas induzidas por psicoestimulantes em camundongos machos e fémeas.",
registrada sob n° 19. 1. 1156.60.8, sob a responsabilidade de Luana dos Santos Neves e Sabrina
Francesca de Souza Lisboa, que envolve a manutencéo e utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto ° 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional e Controle da Experimentagdo Animal
(CONCEA), foi aprovado em 08/08/2022 pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (CEUA FCFRP).

Lembramos da obrigatoriedade de apresentacéo do relatério de atividades, em modelo da

CEUA, para emissao do certificado, como disposto nas Resolugdes Normativas do CONCEA.

Colaboradores: Pedro Henrique Gobira Nunes e Samia Regiane Lourengo Joca

Wegener .
Finalidade () Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorizagéo 01/08/2020 a 31/12/2023
Espécie/Linhagem/Raca Camundongo isogénico C57BL
N° de animais 416 364
Peso/ldade 30g/ 6 semanas 30g/ 6 semanas
Sexo Macho Fémea
Origem Biotério Central da PUSP-RP

Ribeirdo Preto, 8 de agosto de 2022.

,t!.{
Ana Patricia Yatsuda Natsui

Vice-Coordenadora da CEUA-FCFRP

Avenida do Café S/N° - Monte Alegre — CEP 14040-903 — Ribeirdo Preto — SP
Comissao de Etica no Uso de Animais — ceua@fcfrp.usp.br

Fone: (16) 3315-8559 — Fax: (16) 33152-4892
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Y
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO PRETO I \ )_IJ
COMISSAO DE GRADUAGCAO

INFORMACAO GRAD 0016/2025

Nome do Interessado(a): Luana dos Santos Neves

Assunto: TCC - Autorizacdo para Biblioteca Digital e Aprovacéo CG

A Comissado de Graduacao da FCFRP, 6rgdo que atua como coordenacdo do curso
Farmécia desta, declara para os devidos fins que:

o Este trabalho foi apresentado e aprovado no dia 10/11/2022;
e Of(a) estudante autorizou a reproducado e divulgacéo total deste trabalho, por

gualquer meio convencional ou eletrénico, para fins de estudo e pesquisa, desde
que citada a fonte pelo formulario entregue a esta comissédo apés aprovagao.

Ribeirdo Preto, 23 de julho de 2025

Comisséo de Graduagdo FCFRP/USP

Avenida do Café s/in°. — Monte Alegre — 14040-903 — Ribeirdo Preto — SP — Fone: (16) 3315-8561 — E-mail: cgrad@fcfrp.usp.br



