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Resumo

Alem do uso recreativo indiscriminado, as preparacoes psicoa-
tivas da planta Cannabis sativa para fins medicinais sdo conhe-
cidas ha milénios. No entanto, apenas nas Ultimas décadas é
que tivemos o interesse renovado do uso medicinal da Cannabis.
Provavelmente, este interesse recente se deva as ultimas desco-
bertas do Sistema endocanabindide (eCB). Os eCBs desempe-
nham importante papel no controle da dor, anorexia, vomito,
inflamacdo, esclerose multipla, transtornos neurodegenerativos
e estado de humor, para citar apenas algumas de suas funcdes. A
possibilidade do Sistema eCB como alvo terapéutico e a presen-
¢a de preparagbes farmacéuticas que envolvam a Cannabis no
mercado de varios paises representam os exemplos mais recentes
de como 0s estudos sobre o uso medicinal da Cannabis e seus
respectivos mecanismos de acio podem ser fonte de novas es-
tratégias para o desenvolvimento de novas terapias. Esta revisdo
ira focalizar algurﬁas pesquisas em desenvolvimento em nosso
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laboratdrio sobre os efeitos dos cannabindides, utilizando mo-
delos animais. Nossos resultados confirmam e estendem outras

linhas de evidéncias que sugerem um papel do sistema eCB na

modulacdo de estados emocionais e mostram que um fitocana-
bintide nao psicoativo, o canabidiol, pode ser uma interessante
abordagem farmacol6gica para reduzir os efeitos ansiogénicos
do estresse e promover a extingdo de memorias relacionadas a
eventos traumaticos.

Palavras chave: Canabinoides, condicionamento aversivo, extin-
¢ao, memaoria.

Abstract

Apart from their widespread recreational abuse, the psychoac-
tive preparations of the plant Cannabis sativa are known for
medicinal purposes for millenia. However, only over the last two
decades have seen renewed interest in medicinal Cannabis prob-

.ably stemming from the recent discovery of endocannabinoid

(eCB) system. Endocannabinoids appear to control pain, anorex-
ia, emesis, inflammation, multiple sclerosis, neurodegenarative
disorders and moqd state, to name just a few. The possibility of
targeting the eCB system and the presence of pharmaceutical
preparations now in the market on several countries represent
the most recent examples of how studies on medicinal Cannabis
and on the mechanisms of their biological effects can become
the source of novel strategies in the development of new thera-
peutics. This review will focus on some erherging research in our
lab on the effects of cannabinoids using animal models. Our re-
sults have confirmed and extended other lines of evidence suq-
gesting a role of the eCB system in the modulation of emotional
states and show that a non-psychoactive phytocannabineid,
cannabidiol, could be an interesting pharmacological approach
to reduce the anxiogenic effects of stress and promote the ex-
tinction of fear memories.

- Keywords: Anxiety, cannabinoid, fear conditioning, memory.



ASPECTDS HISTORICOS E USO DA CANNABIS SATIVA

Embaora a Cannabis seja mais conhecida em sociedades ociden-
tais pelo uso recreativo de suas preparacdes populares, do tipo
maconha e haxixe, seu potencial terapéutico vem sendo cienti-
ficamente avaliado desde o século XIX. No entanto, no inicio do
seculo XX, o uso € a pesquisa com Cannabis sofreram um consi-
deravel declinio, principalmente nos Estados Unidos da América
~ BUA, devido a questdes socio-politicas. Esta situacio ficou
ainda mais drastica quando, em 1937, o Congresso Americano
criou o decreto de proibicdo da maconha (Marijuana Tax Act)
que baniu o cultivo, comercializacao e uso dos derivados desta
planta. Estas questdes scio-politicas dificultaram ainda mais os
estudos acerca desta planta e, principalmente, em relacdo ao seu
potencial terapéutico (CHILDERS & BREIVOGEL, 1998).

Os estudos quimicos desta planta levaram, primeiramente, a
identificacdo de dois constituintes ndo psicoatives, canabinol
e canabidiol - CBD e, finalmente, a identificacdo do principal
constituinte psicoativo da Cannabis, o A9-tetrahidrocanabinol
- A9-THC, em 1964 pelo pesquisador Raphael Mechoulam (ME-
CHOULAM & HANUS, 2000). Embora o CBD tenha sido consi-
derado, a primeira vista, .como um constituinte nio psicoativo,
existem evidéncias ‘experimenlais sugerindo o oposto, tanto em
seres humanos (ZUARDI et al., 1995) como também em animais
(CARLINI et al., 1973). Hoje em dia, sabe-se que a Cannabis
¢ constituida por pelo menos 66 compostos conhecidos como
canabinoides ou fitocanabinodides, sendo destes, geralmente, o
A9-THC e o CDB os mais abundantes na planta (MECHOULAM

et al., 1970). :

A DESCOBERTA DO SISTEMA ENDOCANARINOIDE (ECB)
Evidéncias da existéncia de receptores canabindides s6 foram
confirmadas em meados dos anos 80, quando Howlett demons-
trou que os canabindides inibem a produgido de AMPc - ade-
nosina monofasfato ciclica em cultura de células, sugerindo um
sistema de transdugio mediado pela ativagio de receptores aco-
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plados a proteinas Gi (HOWLETT, 1984). Este achado foi seguido
pelo ensaio de ligacdo com radioativos (binding) para receptores
canabindides (DEVANE et al., 1983], localizacdo destes recep-
tores (HERKENHAM et al., 1990). e, finalmente, clonagem e se-
qienciamento do primeito receptor canabindide, denominado

"CB1 (MATSUDA et al., 1990).

Os receptores CB1 sdo expressos, predominantemente, em te- .
cidos nervosos da periferia e do sistema nervoso central — . SNC
e pndem ser encontrados em maiores concentragdes em fibras
axonais, especialmente localizadas em botdes terminais de neu-
rénios pre-sinapticos (KATONA et al., 2000). Devido a esta loca-
lizacdo, aliado ao fato de atuarem inibindo a adenilato ciclase,
estes receptores podem mediar a inibicio da liberacdo de outros
neurotransmissores. A ampla distribuicio dos receptores CBI
Ihes confere a caracteristica de serem os principais mediadores
dos efeitos centrais conhecidos dos canabinsides (HOWLETT et
al., 2002). Além. destes receptores, foram descritos na sequiéncia
outro sub-tipo de receptores, denominados CB2, que na epoca
se acreditava serem predominantemente perifericos, presentes
principalmente em células imunes. Porém, hoje em dia, estudos
tem mostrado uma presenca funcional destes receplores em ce-
lulas progenitoras neurais, neuranios, células gliais e endoteliais.
As possiveis atribuicies neurofuncionais dos receptores CB2 pa-
recem ter influéncias importantes na dependéncia as drogas £
outros transtornos psiquidtricos (para mais detalhes ver ONAIVI
et al., 2011),

A descoberta dos receptores canabingides levou ao desenvolvi-
mento de uma série de bioensaios in vitro que podem ser usa-
dos para monitorar a ativacio ou blogueio destes receptores, ou
seja, auxiliar no desenvolvimento de agonistas ou antagonistas.
Usando da l6gica de que uma substancia canabinéide enddge-
na exibiria as mesmas propriedades lipofilicas dos ja conhecidos
canabindides (oriundos da Cannabis), Devane e colaboradores
(1992) utilizaram extratos de cérebro de suinos e isolaram com-
postos enddgenos que se ligavam dos receptores canahinoides
CB1 (DEVANE et al,, 1992). Surgiam, entdo, os primeiros en-



docanabinodides (eCB), nome dado aos compostos endogenos
que possuem a capacidade de ativar receptores canabinoides.
0 primeiro destes compostos foi a etanolamina do acido ara-
quidonico, o qual recebeu o nome de anandamida, uma palavra
derivada do sanscrito, que significa "éxtase”.

Ha indicios de que os eCB, ao contrario dos neurotransmissores
classicos, sejam sintetizados sob demanda e rapidamente libera-
dos pelos neurénios em decorréncia de atividade elétrica indu-
zida por despolarizacdo e conseqiiente influxo de ions calcio (DI
MARZO et al., 1998). Uma vez sintetizada, a anandamida pode
agir como mensageiro retrogrado, sendo liberada pela pos-si-
napse, difundindo-se para a pré~sihapse ate alcancar os recep-
tores canabindides. Ao ligar-se nestes receptores, a anandamida
atua diminuindo a liberacdo de outros neurotransmissores por
interferir em uma etapa dependente de célcio no processo de
liberacdo de vesiculas sinapticas (HOFFMAN & LUPICA, 2000). A
inativagdo da anandamida ocorre por dois processos cooperati-
vos, a recaptacio e a degradacdo. Ainda que um transportador
especifico nao tenha sido identificado, a recaptacdo da anan-
damida da fenda sinaptica ¢ saturavel, dependente de energia e
sensivel a acdo de inibidores, tipico de um processo mediado por
carreadores protéicos (DI MARZO et al., 1994). Depois de recap-
tada, a anandamida sofre a agio de uma enzima de degradacdo
especifica, a amido hidrolase de acidos graxos (FAAH, do inglés
fatty acid amid hydrolase), que ¢ responsdvel pela hidrolise da
anandamida em etanolamina e acido araquidonico (PACHER et
al., 2006).

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO FARMACOLOGICA DE L1~
GANTES PARA 0S RECEPTORES CANABINOIDES

Além dos compostos naturalmente encontrados na Cannabis
(A9-THC e CBD) e dos ja descritos eCB, a industria farmacéutica
tem desenvolvido diversos compostos que agem no sistema ca-
nabindide. Uma classe bastante importante de agonistas canabi-
néides que surgiram recentemente foram os aminoalquilindois,
que foram as primeiras moléculas desenvolvidas eom atividade
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canabiméticas e sem similaridade estrutural com o A9-THC (ex.
WIN55212) (PERTWEE, 2006). ‘
i Y

Outro grande avanco que sucedeu a descoberta dos receptores
canabinoides foi o desenvolvimento de antagonistas seletivos
para estes receptores. O primeiro antagonista dos receptores ca-
nabinéides tipo CB1 de que se tem noticia foi o SR141716A
[rimonabanto), desenvolvido em 1994 por Rinaldi-Carmona e
colaboradores (RINALDI-CARMONA et al., 1994).

Existe também uma terceira classe de ferramentas farmacolagi-
cas, que atuam diferentemente dos agonistas e antagonistas dos
receptores canabinoides ao interferirem com o metabolismo dos
€CB. O primeird e mais bem estudado entre os inibidores da re-
captacao/degradacao de eCB é o AM404, um derivado estrutural
da anandamida que age como substrato falso para o suposto
transportador e para a enzima de degradacdo da anandamijda.
Como resultado, tem-se a elevacio dos niveis deste eCB e con-

sequiente potencializagdo dos seus efeitos in.vivo (BELTRAMO et
al., 1997).

0 sistema ECB cOMO ALVO TERAPEUTICO NOS TRANSTOR-
NOS DE ANSIEDADE

A descoberta do sistema eCB tem sido de grande impacto, ndo
apenas sobre a farmacologia dos fitocanabindides e seus anélo-
gos sintéticos, mas também sobre a farmacologia dos eCB nos
eventos fisiolégicos e patologicos que estes podem estar en-
volvidos e que podem ser vislumbrados na crescente literatura

envolvendo as pesquisas nesta drea (para uma revisio recente ver
PAMPLONA & TAKAHASHI, 2011).

Evidéncias tém sugerido que alteracdes nio sistema eCB podem
estar relacionadas a varios disturbios como, obesidade, diminui-
¢do da fertilidade, esclerose multipla, alguns tipos de dor, cincer,
algumas doengas cardiovasculares e intestinais, esquizofrenia e
franstornos relacionades a ansiedade (revisado em PERTWEE,
2006). Dos transtornos relacionados 2 ansiedade, destacamos o



Transtorno de Estresse Pos-Traumatico — TEPT, o qual esta di-
retamente ligado a recordacdo indevida de eventos traumaticos,
e que tem se mostrado de dificil tratamento perante a limitada
farmacoterapia que se dispde atualmente (HERTZBERG et al.,
1999). Neste sentido, alguns estudos tém mostrado o potencial
terapéutico do sistema e¢CB no tratamento deste tipo de trans-
torno, através da facilitagdo da extingdo das memdrias trauma-
ticas (BITENCOUR et al., 2008), como veremos mais adiante no
texto.

Tendo em vista as varias acdes exercidas pelos canabinoides exo-
genos no cérebro e as recentes descobertas da relevdncia dos
eCB em uma série de funcoes fisioldgicas, existe um interesse
emergente no papel dos canabindides como moduladores dos
estados emocionais e de memoria (VIVEROS et al., 2905]. Estes
efeitos sdo sustentados pela densa expressdo de receptores ca-
nabindides CB1 e a presenca de eCB em regioes cerebrais conhe-
cidas por desempenhar um importante papel nos comportamen-
tos de ansiedade e nos processos de aprendizado de memorias
aversivas, incluindo amigdala, hipocampo e cortex pre-frontal
(CHILDERS & BREIVOGEL, 1998).

Dentre as etapas envolvidas durante o processo de memoria
(aquisicdo, consolidacdo, evocagdo e extingdo. ou reconsolida-
¢do), destacamos uma importante e pouco compreendida etapa
que € a extingdo da memdria. Dadas as semelhancas entre. os
pmcgdimentos' de extincdo e as psicoterapias baseadas em ex-

posicio usadas para o tratamento de disturbios de medo em hu--

manos (MYERS & DAVIS, 2002), acredita-se que o sistema eCB
pode representar um novo alvo farmacologico para o tratamento
de disttrbios de ansiedade relacionados a recordacdo de eventos
traumaticos, como fobias especificas e TEPT (MARSICANO et al.,

2002).

COMPORTAMENTO: - DEFENSIVG, ~ MEMORIAS _ AVERSIVAS E

MODELDOS ANIMAILS DE J‘LI‘Jﬂlftl‘h'\IH' E MEDO

0 aprendizado emocional é extremamente necessario para que o
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individuo possa sobreviver e até mesmo prosperar. Assim, a forma
mais simples de regulacéio das respostas emocionais é a extingio,
na qual a resposta condicionada a um estimulo diminui quando
o reforgo (estimulo) ¢ omitido. No entanto, em certos momentos,
este mecanismo de extingao pode ndo ocorrer de forma satisfato-
ria e as respostas emocionais podem se tornar exageradas ou co-
mecarem a ocorrer em situacoes inapropriadas, caracterizando um
disttrbio de ansiedade. Neste caso, agentes farmacologicos que
viessem a promover a facilitagdo da extincio destas memarias po-
deriam ser tteis se somados a terapias cognitivo-comportamentais
(QUIRK & MUELLER, 2008). Para isso, 0s modelos animais teém
contribuido de forma bastante importante na triagem deste tipo

. de composto farmacolégico. Neste sentido, 0 modelo do condi-

cionamento aversivo — CA tem se mostrado uma otima ferramenta
no estudo de comportamentos defensivos condicionados.

Basicamente, um madelo animal de CA implica no aprendizado
de que certos estimulos ambientais (pistas cognitivas) estio re-
lacionados a eventos aversivos. Um estimulo condicionado, - EC,
inicialmente neutro ¢ incapaz de provocar reagio comportamental
explicita, adquire a capacidade de provocar reagbes comporta-
mentais apos a associacdo a um estimulo incondicionado - El
aversivo. Assim que a associacio EC-F] & apreendida e os animais
sdo re-expostos ao EC, uma série de respostas comportamentais
de medo condicionado ocorre, incluindo o comportamento de
congelamento (BLANCHARD & BLANCHARD, 1969). Um tipo de
CA bastante utilizado é o CA contextual, que é realizado com @
associacio do El a estimulos variados, de multiplas modalidades
SeNsoriais e que requerem a sua integracio em uma representagéo
tnica do ambiente, denominada de contexto, o que confere um
EC bastante complexo. Um modelo de CA, como qualquer modelo
anmmal de aprendizado e memdria, possui diversas etapas relacio-
nadas aos processos memonicos de aquisicdo, consolidagdo, evo-
€acdo e extingdo ou reconsolidagio, todas passiveis de manipula-
¢do farmacolbgica e com grande importancia biologica. A etapa
de extingéio de uma memaria aversiva, enfoque desta revisao, pode
ser estudada al‘ravé_s da submissio do animal a varias exposicoes
prolongadas e ndo-reforgadoras do EC, 0 que tende a enfraquecer



as respostas de medo. Esta perda da relevancia caracteriza o fené-
meno de extincdo, ou seja, € formada uma nova associagio EC-
-“auséncia de EI"” que se sobrepde a associagcao EC-EI inicialmente
realizada (CAMMAROTA et al., 2005). Em um sentido mais amplo,
pode-se dizer que a extingdo de uma memdria nio se trata apenas
de um evento simples como um “esquecimento”ou um “apagar”,
esim um conjunto de flexibilidades comportamentais, adaptacio
as alteracbes ambientais ou até mesmo uma forma de inibicdo,
0 que caracterizaria um novo aprendizado (QUIRK & MUELLER,
2008). Embora -as pesquisas heurocientificas acerca da extincdo
tenham evoluido muito nos ultimos anos, ainda nio se sabe ao
certo quais mecanismos neurais regulam esta forma de aprendiza-
do. Dificilmente, uma Unica estrutura podera ser responsavel por
este fendmeno e, provaveimente, uma série de estruturas chaves,

incluindo amigdala basolateral (BLA), cortex pré-frontal e hipo-

campo, devem estar interagindo para que esse processo ocorra.

A densa expressao dos receptores candbindides CB1 e a presenga

de eCB nas regides cerebrais, as quais se acredita desempenhar
fungdes nos processos de extingio de memdrias aversivas, levaram
a crer'na participagiio deste sistema como possivel modulador des-
tas respostas. De fato, estudos recentes tém mostrado a participa-
¢do indispensavel dos receptores CB1 nos processos de extincio
de memérias aversivas (MARSICANO et al., 2002) e sugerido que o
aumento dos niveis de ¢CB possa levar a efeitos tipo ansioliticos e a
facilitacao da extincdo do CAem animais (BITENCOURT et al., 2008).

ESTUDOS APONTAM PARA UM FUTURO PROMISSOR NO- USO
DE CANABINOIDES PARA O TRATAMENTO DE TRANSTORNOS DE
ANSIEDADE ~ RELACIONADOS A REMEMORACAO DE  EVENTOS
TRAUMATICOS

Ao contrario de abordagens conservadoras, as quais usam medica-
mentos ansioliticos na tentativa de tratar transtornos de ansieda-
de relacionados a traumas, abordagens recentes que visam a me-
lhora na extingdo de memorias aversivas podem ser mais eficientes
"e duradouras, uma vez que pretendem “superar” o contetudo da
memaoria traumdtica. 0 aﬁjeﬁ‘m é a re-aprendizagem da memoria
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emocional, tentando reduzir a intensidade do componente aver-

. sivo. Estrategicamente falando, ao invés de “agir contra” o com-

portamento ansiosoy estas novas abordagens focam nas respostas
naturais do organismo, através da facilitagdo na neurotransmissao
de-um determinado sistema que estd envolvido na extingdo do
medo. Neste sentido, uma descoberta relativamente recente € 0
sistema eCB. Nesta sessio, veremos’ estudos que sugerem que @
ativagdo de receptores CB1 pode ser uma estratégia terapéutica
eficiente na facilitacdo da extingdo de memorias do medo.

0 primeiro estudo a mostrar a participagdo do sistema eCB na ex-
lingdo de memorias de medo foi publicado ha, aproximadamente,
uma década atras, por Marsicano e colaboradores (2002). Neste
estudo, os autores mostraram que a delecio génica ou o bloqueio
farmacolbgico dos receptores CB1 p;ej{]dica consideravelmente @
extingao do condicionamento de medo auditivo. Neste mesmo €s-
tudo, s autores também mostraram havera liberagdo de eCB na BLA
durante o processo de extingdo, o que nos revela que o sistema eCB
possui uma funcdo central neste processo (MARSICANO et al.,2002).

Desde entdo, intensos esfarcos tém sido feitos no intuito de en-
tender como o sistema eCB modula a extingiio de memdrias aver-
sivas e (juais seriam as possiveis conseqliéncias desta modulagdo
para a farmacoterapia dos transtornos de ansiedade relacionados
a retengio deste tipo de meméria. Dadas as similaridades entre 0
procedimento de extingdo e a psicoterapia baseada em exposigao
utilizada no tratamento destes transtornos em humanos, € possi-

:.ft-:l acreditar que o sistema eCB represente um novo alvo farma-

colbgico para o tratamento destas psicopatologias. Neste caso, a
primeira_questdo foi: se o bloqueio do sistema eCB prejudica a
extingdo de memorias aversivas, o oposto, ou seja, a ativacio des-
te sistema facilitaria este processo? A resposta ndo foi nenhuma
surpresa e varios estudos tém mostrado que a potencializacio do
sistema eCB, de fato, pode facilitar a extingdo das memoérias de
medo em diferentes. paradigmas comportamentais (CHHATWAL
ef al., 2005; PAMPLONA et al., 2006; BITENCOURT et al., 2008;
ALVARES et al., 2008; ABUSH & AKIRAV, 2009; LIN €t al., 2009)
(ver Tabela 1).
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Nosso grupo de pesquisa, por exemplo, tem mostrado efeitos
facilitatorios sobre a extingdo do condicionamento aversivo con-
textual, através da administracio de agonistas canabindides di-
retos (WIN55,212-2) (PAMPLONA et al., 2006; PAMPLONA et
al., 2008}, de agonistas canabindides indiretos (AM404 — atua
aumentando os niveis de eCB) (BITENCOURT et al., 2008: PAM-
PLONA et al., 2008) e, surpreendentemente, através da admi-
nistragdo do canabidiol - CBD, o maior constituinte da planta
Cannabis sativa (BITENCOURT et al., 2008). Neste estudo, pu-
blicado por Bitencourt e colaboradores, os autores mostraram o
que até entdo ndo se tinha muito conhecimento, ou seja, que
era possivel induzir a facilitagdo da extincio de uma memoria
aversiva por um fitocanabindide (da prapria planta). Somada a
esta caracteristica do CBD de facilitar a extincio, podemos ain-
da incluir a “seletividade” que este composto teve em diminuir
0 comportamento tipo-ansioso apenas dos animais que passa-
ram por uma situacdo de estresse, sem afetar o comportamento
dos animais normais. J4 o diazepam, utilizado como controle
positivo, diminuiu o comportamento tipo-ansioso de ambos os

w



animais, estressados e normais. O estudo mostrou também que
estes efeitos observados por parte do CBD parecem ser media-
dos pelos receptores CB1, visto que a administracdo prévia de
um antagonista destes receptores, o SR141716A, foi capaz de
reverter os efeitos do CBD. Uma possivel explicacdo para o me-
canismos de agdo do CBD nestes efeitos em especifico seria um
suposto aumento dos niveis de eCB, através da inibicdo da de-
gradacao e recaptacdo destas substancias endégenas (BISOGNO
et al., 2001), porém, néo podemos descartar a possibilidade de
outros mecanismos de acdo (para maiores detalhes sobre a far-
macologia do CBD, ver MECHOULAM et al., 2007). Pelo fato do
~ CBD se tratar de um componente da Cannabis que ndo possui
os mesmos efeitos do A’ -THC e por ja ter sido testado com efi-

cdcia e seguranca em humanos (ZUARDI et al., 1995), este acha-

do se mostrou promissor a novas farmacoterapias direcionadas
ao tratamento de transtomos que envolvam a rememaoracdo de
eventos traumaticos. :

Esta capacidade dos canabindides promoverem a facilitacio
da extincdo de memarias aversivas tem também sido mostrada
‘em outros paradigmas comportamentais como no sobressalto
potencializado pelo medo (CHHATWAL et al., 2005; LIN et al.,
2009) e na esquiva inibitoria (ABUSH & AKIRAV, 2009). Estes
estudos, juntamente com outros estudos que reafirmam a im-
portiancia do papel do sistema €CB na extingdo de memorias
aversivas, nos dao boas perspectivas para o tratamento de trans-
tornos relacionadas ao frauma em humanos.
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