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RESUMO
O Sistema Endocanabinoide (SE) € um importante modulador em

diferentes fun¢des neurais, incluindo a memoéria e as emocgdes. Sabe-se que
alteracdes no funcionamento deste sistema estdo envolvidas em varias
desordens neuroldgicas, como os transtornos do espectro do autismo (TEA).
Disfungbes na interacdo social e na extingdo de memoria aversiva sdo duas
das manifestacbes caracteristicas de humanos com TEA. Nesse sentido, o
presente estudo avaliou o papel do SE na interacdo social e extincdo de
memdaria aversiva em Sapajus spp a partir do bloqueio do receptor CB1 pelo
seu antagonista AM 251. O trabalho foi dividido em dois estudos. No primeiro,
foram observados os comportamentos sociais e ndo-sociais de cinco machos
apos administracdo de AM 251 nas doses de 3,0, 1,0 e 0,3 mg/kg, i.m. e da
solucéo veiculo. Observou-se uma tendéncia a diminuicdo de comportamentos
sociais na maior dose, corroborando estudos realizados em roedores, que
indicam o papel importante do receptor CB1 na interacdo social dos individuos.
Os comportamentos de vigilancia e locomocdo nao foram alterados. No
segundo estudo, oito macacos-prego foram divididos em dois grupos: controle
e AM 251. Estes animais foram encaminhados a um viveiro de testes, onde
tinham acesso a uma “caixa-surpresa”. Os sujeitos passaram por trés etapas
experimentais. A primeira consistiu em sessdes de habituacdo, para que cada
animal aprendesse a encontrar alimento dentro da caixa. Na segunda, o0s
animais foram tratados com veiculo ou AM 251 (3,0 mg/kg, i.m.) 30 minutos
antes da sesséo. Nesta sesséo os sujeitos foram mantidos na “caixa-surpresa”
préximos a uma serpente viva por 5 segundos. A terceira etapa consistiu em 5
sessOes, idénticas a primeira, e foi medida a laténcia de retorno dos animais a
“caixa-surpresa”. Nao foi observada diferenga significativa entre os grupos para
laténcia de retorno a caixa. Estes resultados sugerem que o AM 251 nao
alterou o processo de extingdo da memodria aversiva. O protocolo utilizado
neste estudo apresentou um potencial como método de avaliagdo de extingcao
de memdria aversiva em macacos-prego. Em conjunto, os resultados indicam
que o receptor CB1 pode participar da modulacdo de comportamentos sociais.

Palavras-chave: Receptor CB1l; AM 251; Interacdo social; Extincdo de

memoria aversiva; Macaco-prego.
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ABSTRACT

The Endocannabinoid System (ES) is an important modulator of different
neural functions, including memory and emotions. Changes in the ES’s activity
is known to play a role in several neurological disorders, such as autism
spectrum disorders (ASD). Impairment of social interactions and in aversive
memory extinction are two of the many symptoms of humans with ASD. In this
sense, this study evaluated the ES’s role in social interaction and aversive
memory extinction in Sapajus spp by blocking the CB1 receptor with the
antagonist AM 251. This work was divided into two studies. In the first study, we
observed the social and non-social behaviors of five males after AM 251
administration at the doses of 3,0, 1,0 and 0,3 mg/kg, i.m. and vehicle. Social
behavior tended to decrease at the dose of 3,0 mg/kg, corroborating studies in
rodents that indicated an important role of the CB1 receptor in the social
interaction of the subjects. No changes were observed in vigilance and
locomotion. In the second study, eight capuchin monkeys were divided in two
groups: control and AM 251. These animals were sent to a test cage, where
they had access to a “surprise box”, during three experimental stages. The first
one consisted in habituation sessions where subjects learnt to find food inside
the box. In the second stage, the animals were treated with vehicle or AM 251
(3,0 mg/kg, i.m.) 30 minutes before the session. In this session, the subjects
were kept inside the “surprise box” in close proximity to a live snake for 5
seconds. The third stage consisted of five sessions, identical to the first, and
was measured latency to return to the “surprise box” was measured. There was
no significant difference between the groups in terms of the return latency.
These results suggest that AM 251 did not change aversive memory extinction.
The protocol used in this study is a potentially method to evaluate aversive
memory extinction in capuchin monkeys. Taken together, the results indicate

that the CB1 receptor may participate in the modulation of social behaviors.

Keywords: CB1 Receptor; AM 251; Social interaction; Aversive memory

extinction; Capuchin monkeys.
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1.0 INTRODUCAO

1.1 Sistema Endocanabinoide

A planta Cannabis spp, popularmente conhecida como maconha, é
cultivada h& séculos devido as suas propriedades medicinais e psicoativas
(Costa et al., 2011). Possivelmente originaria da Asia, acredita-se que tenha se
difundido pelo mundo por meio de atividades comerciais e de fluxos migratorios
de ndmades (Malcher-Lopez & Ribeiro, 2007; Saito et al., 2010). As flores e
folhas dessa planta secretam uma resina que contém compostos psicoativos,
chamados de canabinoides (Malcher-Lopez & Ribeiro, 2007). Atualmente, a
Cannabis é a droga ilicita mais consumida no mundo, estimando-se 0s seus
consumidores em 4% da populacdo mundial adulta (Costa et al., 2011).

Em relacdo as suas propriedades medicinais, os canabinoides foram
utilizados como analgésicos durante séculos, auxiliando em tratamentos para
dor. Além disso, eram também usados como anestésicos cirlrgicos e para
tratar casos de epilepsia (Abel, 1980; Elphick & Egertova, 2001; Malcher-
Lopez, 2014). Em 1930, foi proibido o uso de canabinoides como agentes
terapéuticos, por razdes politicas e farmacologicas, tais como a instabilidade
dos extratos da Cannabis, sua absor¢cédo imprevisivel e sua insolubilidade em
agua (Malcher-Lopez & Ribeiro, 2007).

Atualmente, sdo conhecidos 538 componentes da Cannabis spp (Costa
et al., 2011). Entre eles, os mais abundantes sdo A°-tetra-hidrocanabinol
(THC), canabidiol, canabinol, canabigerol e canabicromeno (Mechoulam &
Hanus, 2000). Com a descoberta do composto THC, foi possivel identificar
receptores para canabinoides no Sistema Nervoso Central e Periférico, e
posteriormente, foram encontrados ligantes enddégenos para esses receptores
(Devane et al, 1992). A partir dai, foi-se designado o Sistema
Endocanabinoide.

O Sistema Endocanabinoide (SE) é um importante modulador em
diferentes fun¢des neurais. E formado por receptores canabinoides, seus
ligantes enddgenos e enzimas que participam da produgdo e degradacdo dos
endocanabinoides (De Petrocellis & Di Marzo, 2009). Esse sistema esta

envolvido em diferentes processos fisiologicos, incluindo a memoria e o
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aprendizado (Arenos et al., 2006), a modulacéo de dor (Calignano et al., 1998),
o apetite (Kirkham & Williams, 2001) e as emoc¢des (Bambico et al., 2010).

A descoberta desse sistema, que esta ligado direta ou indiretamente a
diversos aspectos da fisiologia e homeostase, tem permitido novas pesquisas

sobre o tema e uma nova visdo sobre as propriedades da Cannabis.

1.1.1 Receptores canabinoides

Ja foram identificados e descritos pelo menos dois tipos de receptores
do sistema endocanabinoide: receptor canabinoide tipo 1 (CB1) e receptor
canabinoide tipo 2 (CB2) (Howllet et al., 2002). Tais receptores pertencem a
superfamilia dos receptores acoplados a proteina G, um dos mais abundantes
no Sistema Nervoso Central (SNC) humano, com sete dominios
transmembranares (Costa et al., 2011).

Os primeiros estudos relacionados a distribuicdo regional dos receptores
CB1 estabeleceram conceitos fundamentais, como a alta densidade de
receptores, o padrdo regional caracteristico e a similaridade entre as espécies,
gue explicam a importancia fisioldgica e patologica do SE (Herkenham et al.,
1990; Herkenham et al., 1991b).

Sabe-se que os receptores CB1 estdo presentes em areas associadas
ao controle motor, resposta emocional, memaria, comportamentos orientados
por objetivos, homeostase energética e funcbes cognitivas (Breivogel & Sim-
Selley, 2009; Kano et al., 2009). Em geral, foi demonstrada uma alta densidade
desses receptores no bulbo olfatério, formacédo hipocampal, estriado lateral,
globo palido, substancia negra e cerebelo; densidade moderada em areas do
cortex cerebral (especialmente no lobo frontal e parietal e giro do cingulo),
septo, complexo amigdaloide, hipotalamo e na medula espinhal (Chevaleyre et
al., 2006; Svizenska et al.,, 2008). Por outro lado, em o6rgdos e tecidos
periféricos, sua expressao é baixa (Costa et al., 2011). Os receptores CB2 sdo
expressos, sobretudo, no sistema imunoldogico (SviZzenska et al., 2008).

Pode-se considerar que a densidade de receptores canabinoides no
SNC atinge niveis comparaveis aos encontrados para receptores
glutamatérgicos e GABAeérgicos em todo o cérebro (Herkenham et al., 1991a).

Além disso, sdo encontrados tanto em neurdnios excitatorios quanto inibitorios,

2



0 que indica uma participacao crucial do SE na regulacdo da neurotransmisséo
sinptica (Malcher-Lopez, 2014).

1.1.2 Ligantes canabinoides

A descoberta da existéncia de receptores para canabinoides levou a
busca de ligantes produzidos pelo préprio corpo, os endocanabinoides, que sao
0s neuromoduladores enddgenos do SE.

O primeiro endocanabinoide encontrado foi a N-aracdonoiletanolamida
(Devane et al., 1992), batizada como anandamida (AEA), que significa “éxtase,
felicidade ou extrema alegria” (Childers & Breivogel, 1998). Em seguida, foi
descoberto o 2-aracdonoilglicerol (2-AG), ligante mais abundante do SE
(Kendall & Stephen, 2009). Essas moléculas sao derivadas da degradacédo do
acido araquiddnico, que sédo formadas por vias dependentes de fosfolipideos e
liberadas na fenda sinaptica por meio de difusdo, e se ligam aos receptores
canabinoides (De Fonseca et al., 2005).

O modo de acdo dos endocanabinoides se diferencia dos
neurotransmissores classicos, tornando-os mensageiros atipicos. Os
neurotransmissores sao sintetizados nos terminais pré-sinapticos, a partir de
precursores especificos, e armazenados em vesiculas; ao passo que 0s
endocanabinoides medeiam a transferéncia de informacdes dos terminais pos
aos pré-sinapticos de uma forma retrégrada (Saito et al., 2010). Ou seja, esses
mensageiros sao sintetizados sob demanda. Além disso, ndo sdo armazenados
em vesiculas. A sua sintese ocorre em neurbnios poés-sinapticos apos um
influxo de calcio e ativacdo de fosfolipases (que séo especificas para a
anandamida e 2-AG), que convertem os fosfolipideos em endocanabinoides
(Piomelli, 2003). A partir dai, eles parecem atingir a fenda singptica por meio de
difusdo e se acoplam aos receptores CB1 pré-sinapticos ligado a proteina Gi. O
resultado da ativacdo desses receptores € a diminui¢do do influxo de célcio nos
terminais axonicos e, finalmente, diminuicdo da liberacdo do neurotransmissor
(Saito et al., 2010).

A partir de diversos estudos realizados nos ultimos anos, foi possivel
definir com precisdo a composi¢cdo do SE. De forma resumida, a atividade do

SE envolve a: (1) sintese dos endocanabinoides no neurdnio pés-sinaptico, (2)
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sua ligacdo no receptor pré-sinaptico CB1, (3) captacdo dos endocanabinoides
na fenda sindptica e (4) a sua degradacéo por enzimas especificas (Figura 1).
Com isso, foi possivel desenvolver varios mecanismos farmacologicos capazes
de interferir nesse sistema.

A forma mais direta de se manipular o SE € a partir da modulagéo de
seus receptores canabinoides por meio de agonistas ou antagonistas. Estudos
demonstram a possibilidade do uso de alguns agonistas e antagonistas para
uso terapéutico em humanos, como, por exemplo, antagonistas de CB1 (Le Foll
B & Goldberg, 2005), e 0 uso de agonistas de CB2 em estudos pré-clinicos
(Pertwee, 2006).

Os agonistas sdo moléculas capazes de ativar receptores do SE, ao
passo que 0s antagonistas inibem a ac¢do endocanabinoide. O primeiro
composto que se demonstrou capaz de bloguear esse sistema foi 0 SR
141716A (SR1 - Rimonabanto, Howllet et al., 2002). Dentro dessa familia, outro
antagonista bastante empregado € o AM 251. Esses compostos apresentam
seletividade para o receptor CB1 de 100 a 1000 vezes maior do que para o
receptor CB2 (Pertwee, 2005).

Tais compostos permitiram estudos do papel fisiolégico dos
endocanabinoides além de possibilitar novos caminhos em pesquisas para o
tratamento de dor, de doencas neurolégicas e de desordens psiquiatricas.
Nesse sentido, estudos recentes vém indicando uma relagdo entre o
funcionamento dos receptores do SE em alguns distarbios psiquiatricos e do
desenvolvimento bastante complexos, como o autismo (Schneider & Koch,
2005; Markram et al. 2007; Markram et al., 2008; Parolaro et al., 2010; Garcia-

Gutierrez & Manzanares, 2011).



Figura 1. Representagcdo esquematica do SE. Sintese dos endocanabinoides pelo neurdnio
pés-sinaptico (1); ligacdo dos e SE com o receptor CB1, restringindo a atividade neural (2);
captacdo na fenda sinaptica — 2-AG pelo neurdnio pré-sinaptico e anandamina pelo neurdnio
pos-sinaptico (3); e degradacgéo dos e SE (4). (Adaptado de Saito et al., 2010)

1.2 Transtornos do Espectro do Autismo (TEA)

Os transtornos do espectro do autismo (TEA) incluem um amplo grupo
de desordens neurolégicas e comportamentais, que ndo sao necessariamente
originadas a partir dos mesmos fatores etioldgicos (Buxbaum, 2009; Polsek et
al., 2011; Betancur, 2011; Schaefer et al., 2013). H& poucos estudos sobre a
prevaléncia do autismo em uma Unica populacdo. O primeiro estudo
epidemioldgico, realizado em 1966 na Inglaterra, registrou uma prevaléncia de
4,5 casos por 10 mil habitantes, entretanto tem-se observado um aumento
significativo no numero de casos (Tuchman & Rapin, 2009). Ndo se sabe
exatamente se esse aumento é decorrente da mudanca no método de
diagnostico do transtorno ou se existe algum fator ambiental que possa
influenciar a sua ocorréncia. Um relatério do CDC (Center for Disease Control
and Prevention), 6rgdo do governo dos Estados Unidos para controle e
prevencdo de doencas, estima que a cada 50 criancas uma € diagnosticada
com autismo naquele pais (CDC, 2012). Além disso, acredita-se que ha mais
de 67 milhdes de pessoas com autismo no mundo (Kopetz & Endowed, 2012).

Os tratamentos atuais consistem em intervengbes educacionais
precoces, baseadas em comportamento, em conjunto a uma seérie de terapias

reabilitadoras suplementares. A intervencédo farmacoldgica pode ser utilizada



como uma terapia auxiliar, podendo diminuir alguns comportamentos
especificos. Entretanto, ainda ndo existe um tratamento efetivo para o disturbio
em que se evidenciem alteracdes nos déficits centrais de comunicacéo social
(Tuchman & Rapin, 2009).

Disfungbes na interagdo social e na extingdo de memdria aversiva sao
duas das muitas manifestacBes caracteristicas do TEA (Buxbaum, 2009;
Polsek et al., 2011; Betancur, 2011; Schaefer et al., 2013). Apesar dos TEA
estarem estabelecidos somente para humanos, estudos mostraram que tais
tracos fenotipicos aparecem em camundongos knockout para o gene que
codifica o receptor canabinoide CB1 (Litvin et al., 2013). Eles também sé&o
detectados em roedores cujas maes foram tratadas com &cido valproico
durante a prenhez (Markram et al., 2008). Estes resultados aproximam-se das
alteragcbes comportamentais observadas em pacientes cujas mées ingeriram
acido valproico também durante a gestacédo (Markram et al., 2007).

E possivel, portanto, que algumas caracteristicas induzidas pelo
tratamento com acido valproico possam estar relacionadas com defeitos na
sinalizagdo do sistema endocanabinoide. Esta hipdtese é consistente com
descobertas recentes que demonstram alteracdes nos niveis de mRNA para
uma das enzimas responsaveis pela sintese do endocanabinoide 2-AG, a a-
diacilglicerol lipase (Kerr et al., 2013) . Nesse estudo, foram demonstrados
altos niveis de mRNA no cerebelo de ratos nascidos de fémeas tratadas com
acido valproico. Além disso, os mesmos animais exibiram um aumento da
atividade da enzima que degrada o 2-AG, a lipase monoacilglicerol, o que
evidencia a ocorréncia de importantes alteragbes nos sistemas
endocanabinoides nesses modelos animais de autismo.

Os estudos com modelos animais empregando &cido valproico ou
individuos knockout sugerem, portanto, que alteracbes no sistema

endocanabinoide estdo associadas a caracteristicas fenotipicas do autismo.

1.2.1 Interacéo social

Déficits na interacdo social de pacientes com TEA sdo normalmente
manifestados como isolamento social ou comportamento social inadequado.

Entre essas alteracdes comportamentais, evitar o contato visual direto, mostrar
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indiferenca a afeicbes ou afeicdo inapropriada, ndo participar de atividades em
grupo, ndo responder quando é chamado e auséncia de empatia social ou
emocional denotam uma ampla extensdo de prejuizos sociais reciprocos
(Tuchman & Rapin, 2009).

Existem diversos estudos comportamentais que mostram a participagéo
do SE na exibicdo de comportamentos sociais (Haller et al., 2004; Dubreucq et
al., 2011). Litvin e colaboradores (2013), por exemplo, demonstraram que a
sinalizacdo do receptor CB1 regula a ansiedade social e a memdria em
roedores. Neste estudo o0s animais que receberam doses agudas do
antagonista AM 251 apresentaram um perfil comportamental de ansiedade,
manifestado em alteracbes do comportamento social. Outro estudo (Trezza et
al., 2012) mostrou que endocanabinoides localizados no complexo amigdaloide
e do nucleo acumbens, &reas envolvidas na emocdo e motivacgao,
respectivamente, medeiam a ‘brincadeira sociall em ratos. A ‘brincadeira
social’, um tipo de comportamento social de jovens mamiferos, € essencial
para o desenvolvimento de habilidades fisicas, cognitivas e sociais (Pellis &
Pellis, 2009; Trezza et al., 2010). Tal estudo mostrou que apos a administracao
sistémica de um agonista indireto do SE houve um aumento do comportamento
de ‘brincadeira social’, e a administragdo de um antagonista na amigdala
basolateral reduziu esse comportamento. Por fim, foi demonstrado também que
um aumento nos niveis da sinalizacdo de anandamida na amigdala e no nucleo
acumbens aumenta este comportamento em ratos jovens.

Trezza e Vanderschuren (2008) evidenciaram que a administracdo de
um agonista indireto do sistema endocanabinoide, que inibe a hidrélise de AEA,
aumenta o comportamento de ‘brincadeira social’ em ratos jovens. Tal efeito
dependia da estimulacdo de receptores opioides e dopaminérgicos. Assim, a
liberacdo de endocanabinoides sob demanda facilita a interagdo social, que é
ampliada por agonistas canabinoides indiretos por meio de uma interacdo com
a neurotransmissao opioide e dopaminérgica.

A partir desses estudos, é possivel afirmar, entdo, que a
neurotransmissédo canabinoide exerce um papel importante na modulacdo de

comportamentos sociais dos individuos.



1.2.2 Extingdo de memoria aversiva

A memodria € a capacidade dos seres vivos de adquirir, reter e utilizar
informacgdes ou conhecimentos (Tulving, 1987). Compreende um conjunto de
habilidades mediadas por diferentes moddulos do sistema nervoso que
funcionam de forma independente, porém cooperativa (Xavier, 1993).

O processo de memorizacdo ocorre em diferentes estagios (Tomaz,
1993). A aquisicdo é a primeira etapa, e consiste na entrada da informacao
processada pelos sistemas sensoriais nos sistemas neurais ligados a memodria.
Tal informacgdo é processada e armazenada no sistema de curto prazo. Apés
isso, inicia-se 0 processo de consolidacdo, que visa a estabilizacdo e
armazenamento em uma memoria de longa duracdo. O Ultimo processo €
chamado de evocacdo, onde a informacdo € recuperada e desencadeia
respostas comportamentais e fisiologicas (Lent, 2010). No momento da
evocacdo, as memorias latentes tornam-se labeis, podendo ser extintas
(Izquierdo et al.,, 1965), reconsolidadas (Nader, 2003), ou podem ainda
incorporar novas informacdes de natureza cognitiva (Loftus & Palmer, 1974) ou
neurohumoral (Izquierdo et al., 1989).

A memoria aversiva é um processo neural existente em varios animais,
e, do ponto de vista anatbmico, esta intimamente ligada a amigdala (Maren &
Quirk, 2004, Figura 2). H& muitos estudos que mostram o papel essencial
dessa estrutura cerebral no processamento de emocgdes, principalmente
relacionado a respostas a estimulos de ameaca ou potencialmente perigosos
(LeDoux, 1996; Tomaz et al., 2003; LeDoux, 2007). A amigdala recebe
diversas aferéncias de areas corticais sensoriais. Ademais, estabelece contato
com areas corticais e subcorticais relacionadas ao comportamento motor,
regulacdo autonbmica e visceral, e também de areas responsaveis por
atividades cognitivas avancadas (Amaral et al., 1992; Aggleton & Saunders,
2000). Além da amigdala, estudos demonstram grande importancia do
hipocampo (Figura 2) em processos de aquisicdo e consolidagdo de memaria
aversiva (Kim & Fanselow, 1992; Maren, 2001), e do coértex pre-frontal (Figura
2), que é ativado durante os processos de extingdo de memodria aversiva
(Fiorenza et al., 2012).



Individuos com TEA apresentam um processamento anormal na
amigdala, o que pode ser central para a geracdo de medos excessivos
observados no autismo (Markram et al., 2008). O processo denominado de
extincdo de memoria aversiva pode ser verificado experimentalmente a partir
do condicionamento Pavloviano de medo. Basicamente, este procedimento
comportamental implica no aprendizado de que certos estimulos ambientais
(pistas cognitivas) antecipam eventos aversivos. Um estimulo inicialmente
neutro, apos repetidos pareamentos com um estimulo aversivo (estimulo
incondicionado), adquire a capacidade de induzir reacdes comportamentais
associadas a este estimulo aversivo. Estabelecida esta associagdo, reactes
comportamentais e fisioldgicas inatas em respostas a estimulos ameacadores
SA0 expressos unicamente com a presenca do estimulo neutro, agora
denominado ‘estimulo condicionado’. No entanto, se o0s animais s&o
repetidamente expostos ao estimulo condicionado, na auséncia do estimulo
incondicionado, essa resposta condicionada tende a desaparecer. Este
fendmeno denomina-se ‘processo de extingdo’ (Lin et al., 2008). Pacientes com
TEA apresentam um prejuizo nesse processo, de forma que a extingdo das
memorias aversivas seja retardada ou até mesmo nao ocorra (Markram et al.,
2008).

O estudo realizado no laboratério do Dr. Henry Markram demonstrou que
camundongos nascidos de fémeas tratadas com &cido valproico apresentam
alteracdes neurofisiolégicas e estruturais bem definidas no coértex pré-frontal.
Essas alteracdes séao refletidas no controle da plasticidade sinaptica e atividade
neuronal na amigdala basal, que contém os principais circuitos envolvidos na
aguisicao e extincdo de memadrias emocionais, principalmente as aversivas, e
na expressao de comportamento relacionado a emocédo (Rinaldi et al., 2008;
Silva et al., 2009).

Diversos estudos em roedores mostram a relacdo do SE com processos
da memoria aversiva (Arenos et al., 2006; Lisboa et al., 2010; Abush & Akirav,
2010; Alvares et al., 2010; Ratano et al.,, 2014; Simone et al.,, 2014). Lin e
colaboradores (2008) demonstraram o papel de receptores CB1 do cortex pré-
frontal na modulacdo de memoria aversiva. Foi observado que o AM 251,

antagonista de CB1, retardou a extingdo da memoéria aversiva em roedores. Em



contrapartida, a ativagéo de receptores CB1 com agonistas do SE resultou em

maior facilidade do individuo para extinguir tal memoria.

Cortex pré-frontal

Amigdala Hipocampo

Figura 2. Regides cerebrais envolvidas na memdéria aversiva: cortex pré-
frontal, amigdala e hipocampo. Fonte: Candela Open Courses (modificado).

1.3 Uso de primatas em pesquisas

Primatas ndo-humanos apresentam uma grande similaridade filogenética
com seres humanos (Bontrop, 2011). Em razdo disso, esses animais tornaram-
se importantes sujeitos experimentais em pesquisas biomédicas por permitir
uma melhor generalizacdo dos resultados para 0s casos com seres humanos.
(Bontrop, 2011).

Neste estudo, foram utilizados individuos do género Sapajus (Alfaro et
al., 2012, Figura 3) conhecidos popularmente como macacos-prego. Estes
animais sdo encontrados na América do Sul, com extensdo da Amazonia até o
sul do Brasil, passando pelo cerrado na regiao central (Alfaro et al., 2012). Sua
alimentacéo consiste de pequenos vertebrados e invertebrados, frutas, folhas e
ovos (Chapman & Fedigan, 1990; Canale et al., 2013). Sdo animais de porte
médio, pesando entre 2,0 e 4,5 kg, e apresentam grande longevidade,

chegando a viver até 45 anos de idade em cativeiro.
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Os macacos-prego destacam-se por serem animais de grande
capacidade cognitiva, capazes de utilizar objetos como ferramentas, transmitir
conhecimento social, além de apresentarem um complexo repertério
comportamental (Fragaszy et al., 2004). Exibem grande variagdo de
expressoes faciais, em funcdo de sua musculatura facial bem desenvolvida, e
corporais, que sdo importantes na comunicacao social (Fragaszy et al., 2004).
Ademais, conseguem discernir facilmente os sinais de outros individuos em
virtude de sua excelente acuidade visual (Weigel, 1978). Sendo assim, todas
estas caracteristicas justificam o grande interesse cientifico neste género para
pesquisas sobre cognicdo e comportamento social.

No presente trabalho, avaliou-se o papel do SE na interacdo social e
extincdo de memdria aversiva em macacos-prego. Ha varios estudos na
literatura que evidenciam a importancia da sinalizagcdo do SE em processos de
aprendizagem e respostas comportamentais em roedores. Além disso, muitas
pesquisas apontam defeitos metabdlicos na biossintese ou na resposta dos
endocanabinoides, possibilitando um modelo animal para testar novos
tratamentos farmacoldgicos que atenuem alguns tracos do autismo (Markram
et al., 2007; Kerr et al., 2013, Litvin et al.,, 2013). Contudo, ndo foram
encontrados, na literatura cientifica, estudos em primatas que avaliem estas
guestdes.

E importante destacar a grande semelhanca do perfil farmacolégico
entre primatas humanos e ndo-humanos (Maior et al.,, 2011b). Apesar da
importancia de estudos psicofarmacoélogicos com roedores, existem diferencas
comportamentais e na distribuicdo e atividade de receptores CB1 entre estes e
primatas ndo-humanos (Ong & Mackie, 1999). Assim, estudos com estes
sujeitos experimentais permitem resultados com maior possibilidade de

generalizagdo para tratamento em humanos.

Figura 3. Fotografia do‘ hmacaco—prego adulto
(Sapajus spp) em seu habitat natural. Foto:
http://upload.wikimedia.org/
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Avaliar o papel do sistema endocanabinoide na interacdo social
e na extingdo de memaria aversiva em macaco-prego (Sapajus
spp) a partir do blogueio do receptor CB1 pelo seu antagonista
AM 251.

2.2 Objetivos Especificos

e Estudo 1:

o Comparar comportamentos espontaneos (sociais e nao-
sociais) de machos Sapajus spp ap6s a administracdo de
trés doses diferentes de AM 251 (3,0, 1,0 e 0,3 mg/kg, i.m.)
e veiculo;

o Comparar 0s comportamentos espontaneos (sociais e nao-
sociais) observados ap6s a administracdo dos diferentes
tratamentos com a linha de base de comportamentos dos
préprios sujeitos;

o Selecionar a melhor dose de AM 251 para o Estudo 2;
e Estudo 2:

o Comparar a laténcia para extingdo de memoria aversiva

entre o grupo controle e o tratado com AM 251.

12



3.0 MATERIAIS E METODO - ESTUDO 1 (Avaliagcdo do papel do SE
nainteracdo social em macacos-prego.)

3.1 Consideracdes éticas

Este trabalho foi avaliado e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia
(UnBDoC n° 46060/2014) (Anexo 1). O presente estudo segue as diretrizes do
Conselho Nacional do Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e a Lei
Federal n® 11.794/08 (Lei Arouca).

3.2 Local do estudo

Este trabalho foi realizado no Centro de Primatologia (CP), localizado na
Fazenda Agua Limpa (FAL) da Universidade de Brasilia, a cerca de 25km de
distancia do centro de Brasilia, no Distrito Federal. A FAL possui uma area de
4.340 ha, dos quais metade corresponde a area de preservacao ambiental.

O CP é credenciado pelo Instituto de Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA) como criadouro de primatas para fins cientificos
(Registro IBAMA, 1/53/1999/000006-2), dispondo de assisténcia meédico
veterinaria permanente. Os animais ficam alojados em viveiros situados em
meio a vegetacdo local, préximos a mata de galeria, e sdo mantidos segundo

as normas de manutencao de animais em cativeiro do IBAMA.

3.3 Sujeitos

Foram utilizados cinco macacos-prego (Sapajus spp) machos adultos.
Neste estudo foram testados apenas machos, pois estes apresentam menor
variacdo hormonal do que fémeas. Estes animais estavam alocados em
viveiros de 4m de comprimento x 2,5m de largura x 3m de altura (Figura 4). Os
animais foram mantidos em triades, consistindo em um macho e duas fémeas
por viveiro. Os animais sdo mantidos em viveiros sob condi¢cdes naturais de

temperatura, umidade e luminosidade. Sua alimentacdo consistiu em frutas,
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legumes, verduras, ovos, frango, larvas de tenébrios e racdo, sendo fornecida

agua ad libitum.

Figura 4. Pavilhdo Central dos Sapajus spp. (A) Vista frontal dos viveiros. (B e C) Vista da
area de manutencao dos viveiros. Fotos: Mariana Jacobsen

3.4 Compostos

A droga utilizada foi um antagonista do receptor CB1 do Sistema
Endocanabinoide, o AM 251 (Howlett et al., 2002; Sigma-Aldrich, Brasil).

Para este estudo foram preparadas trés solu¢des com diferentes doses
de AM 251 (3,0, 1,0 e 0,3 mg/kg, i.m.) e solucéo veiculo. O preparo consistiu na
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dissolucdo do antagonista AM 251 em uma solugéo veiculo contendo Tween 80
e salina na proporcédo de 1:9. As doses foram separadas em frascos de plastico
estéreis e congeladas a -80°C. A via de administracdo da droga foi
intramuscular no volume de 1 mL/kg, aplicada 30 minutos antes do inicio da
cada sessao. A eficacia da via de administracdo, assim como as doses a serem
empregadas foram determinadas a partir de estudos anteriores que
empregaram roedores e primatas ndo-humanos e farmacos com efeitos no
sistema endocanabinoide (Rodgers et al., 2005; Delatte & Paronis, 2008;
Schindler et al., 2010; Cagni & Barros, 2013).

3.5 Procedimento experimental

A coleta dos dados foi realizada nos meses de Dezembro de 2014 e
Janeiro de 2015, no periodo matutino, de 7h30 as 11h30. Foram observados os
comportamentos espontaneos sociais e nao-sociais de machos vivendo em
triade (um macho para duas fémeas), sendo cinco triades. Os sujeitos nao
foram privados de alimento durante as sessdes. Duas vezes por semana (nas
segundas e quintas-feiras) eles recebiam racdo pela manha, e nos outros dias
da semana a alimentacéo era de frutas e verduras.

Primeiramente, foram realizadas cinco sessdes de linha de base para
cada triade, totalizando vinte e cinco sessfes. O periodo de realizacdo desta
etapa foi entre os dias 15 e 20 de dezembro de 2014. Cada sessao teve a
duracdo de 30 minutos, sendo uma sessao por dia para cada triade. Os
comportamentos foram filmados por meio de uma camera digital (Sony Cyber-
shot DSC-W730) e os videos analisados. A camera digital foi posicionada na
parte frontal de cada viveiro (Figura 4A), de forma que todo o espago ocupado
pelos animais era abrangido. A ordem de filmagem das triades foi pseudo-
aleatorizada, de forma que nenhuma triade foi filmada mais de uma vez no
mesmo horario. Nas sessfes de linha de base, ndo houve manipulacdo (e.g.,
captura, separacdo, administracdo de drogas) dos animais. Durante as
sessOes, nenhum experimentador permaneceu no local proximo aos viveiros
dos animais, exceto nos momentos de inicio e fim da gravacgéao.

Apos as sessdes de linha de base, iniciaram-se as sessfes de testes

com as doses de AM 251 e o veiculo. O periodo de realizacdo das sessodes de

15



teste foi entre os dias 6 e 20 de janeiro de 2015. As sessOes de testes foram
realizadas da mesma maneira que as da linha de base, exceto pela
administracdo da solucdo de AM 251 e de veiculo. Foi realizada uma sesséo
para cada dose em cada macho, com intervalo de, no minimo, 48h entre as
sessbes de cada sujeito. Para administrar o farmaco, os animais foram
capturados em seus viveiros por meio de um puca e, enquanto capturados,
foram injetados com a respectiva dose do farmaco. Apds a administracéo, os
animais foram devolvidos a seus viveiros. As observacdes tiveram inicio 30
minutos apos a administracdo da droga ou veiculo e os comportamentos de
cada sujeito foram gravados por camera digital e analisados posteriormente.

A ordem de administracdo dos tratamentos nos animais foi feita de forma
pseudo-aleatdria, bem como a sequéncia das doses a serem aplicadas em

cada dia.

3.6 Andlise de dados

Os comportamentos dos animais foram gravados com o auxilio da
camera de video e analisados posteriormente pelos experimentadores. Para
analise dos videos foi utilizado o método de observacdo por sujeito-focal
(Altmann, 1974), com registro continuo (duracdo em segundos) e registro
instantaneo (frequéncia) de cada comportamento espontaneo e social
apresentado pelos machos.

Os comportamentos espontaneos dos animais foram analisados
baseados nas seguintes definicdes (Boinski et al., 1999; Fragaszy et al., 2004;
Rodrigues, 2010; Campos & Fedigan, 2014):

¢ Alimentacdo: mastigar e ingerir item alimentar;

e Forrageio: deslocar pelo recinto a procura de alimentos, cheirar,
lamber e vistoriar substratos;

e Cocar: utilizar maos ou pés para cocar (esfregar) alguma parte do
corpo;

e Autocatacao: limpar/catar com os dedos o proprio pelo;

¢ |natividade: auséncia de atividade locomotora ou engajamento em

algum comportamento especifico. Inclui descansar, dormir, deitar.
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Vigilancia: estado estacionario e em alerta do animal. Olhar
fixamente para alguma parte dentro ou fora do viveiro,
monitorando o ambiente;

Cavar: utilizar membros anteriores durante a interacdo com o solo
do viveiro;

Brincar no balanco: locomover-se de um lado para o outro
utilizando o balanco;

Manipular objeto: utilizar ferramentas, como pedras e galhos;
Locomocao: deslocamento ou movimentagcdo do animal pelo

recinto;

Com o objetivo de facilitar as andlises alguns comportamentos que estao

relacionados foram agrupados. Os agrupamentos foram:

Comportamentos autodirigidos: autocatacéo e cocar;
Comportamentos que envolvem manuseio de substrato: cavar,

brincar no balangco e manipular objeto.

Foram considerados 0s seguintes comportamentos sociais para analise
de cada sujeito (Maior, 2011):

Aproximar-se: deslocar em direcdo a outro individuo e
permanecer proximo a uma distancia ndo maior que um braco (do
animal) por pelo menos 1 segundo;

Contato fisico: manter contato fisico com um ou mais animais por
pelo menos 1 segundo;

Limpeza social (allogrooming): limpar/catar com os dedos no pelo
de outro animal por pelo menos 1 segundo;

Brincar: interagir com outros animais com contato fisico,
mordiscos e agarros nao agressivos;

Exploracdo ano-genital: farejar ou aproximar as narinas a regiao
ano-genital de outros animais;

Segquir: locomover-se seguindo a trajetoria de outro animal a uma

distancia menor que um braco por pelo menos 1 segundo;
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e Aceitar proximidade: permanecer no mesmo local apos a chegada
de outro animal por pelo menos 1 segundo;
e Contato visual: dirigir o olhar para o rosto de outro animal em

reciprocidade com o mesmo.

Apés analise dos videos todos os dados foram tabulados no programa
Excel 2013 e foram calculados a média e o erro padrdo, como valores de
referéncia. Para a analise estatistica, foi utilizado o programa SPSS (Statistical
Package for Social Sciences) versdo 20.0 para Windows.

Os dados das amostras foram submetidos a variados tipos de testes
estatisticos. Primeiramente foi utilizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk
para cada amostra. Todas as amostras apresentaram uma distribuicdo néo-
normal. Por isso, foram testadas com o teste de Friedman a titulo de
conhecimento sobre alguma diferenca entre as sessbes e, caso constatadas
diferencas estatisticamente significativas, foi utilizado o teste de Wilcoxon para
se identificar qual(is) tratamento(s) diferia(m) dos demais. Para todos os testes

estatisticos realizados o nivel de significancia foi estabelecido em p < 0,05.

18



4.0 RESULTADOS - ESTUDO 1
4.1 Comportamentos espontaneos nao-sociais

A Figura 5 apresenta os resultados obtidos para a duracdo da
locomocédo dos cinco individuos em cada tratamento (veiculo, dose 0,3 mg/kg,
dose 1,0 mg/kg, dose 3,0 mg/kg) e na linha de base, durante as sessdes de 30
minutos (1800 segundos). Em relacdo ao comportamento de atividade
locomotora dos individuos, ndo foi observada diferenca significativa entre as
sessOes. Para o comportamento de vigilancia dos animais, também néo foram

detectadas diferencas estatisticas significativas entre as sessdes (Figura 6).

Locomogao
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Linha Base Veiculo Dose 0,3 Dose 1,0 Dose 3,0

Figura 5. Média do tempo de locomocao das sessbes experimentais (+ E.P.M.), em segundos.
n=5

Em relacdo aos comportamentos autodirigidos (Figura 7), que incluem
0s comportamentos de cogar e de autocatacdo, foi observado que a frequéncia
desses comportamentos na dose 3,0 mg/kg diferiu da linha de base e das
outras duas doses empregadas (Z=- 2,023, p<0,05 entre dose maior e dose
intermediaria, e Z- -2,041, p<0,05 entre dose maior e dose menor). Além disso,
foi observada uma diferenca entre a dose de 0,3 mg/kg e a linha de base (Z=-

2,023, p< 0,05). Quando comparados a frequéncia dos comportamentos
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autodirigidos entre o veiculo e a dose de 3,0 mg/kg foi obtido o valor de p= 0,08
(Z=-1,753). N&o houve diferenca estatistica entre linha de base e veiculo (Z= -
0,944, p= 0,345).

Vigilancia
m N
350
300
—_ 250 -
)
g |
E 200
F 150
100 |
50 4
o
Linha Base Veiculo Dose 0,3 Dose 1,0 Dose 3,0

Figura 6. Média do tempo de vigilancia das sessdes experimentais (+ E.P.M.), em segundos.
n=5
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Figura 7. Média da frequéncia de comportamentos autodirigidos das sessfes experimentais (+
E.P.M.), em segundos. n=5; * significa diferen¢a da linha de base, dose 0,3 e dose 1,0.

Os resultados para o comportamento de forrageio estdo apresentados
na Figura 8. Foram observadas diferencas estatisticas significativas entre as 3
doses do AM 251 e a linha de base (Z=-2,023, p< 0,05). O tempo de forrageio
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do tratamento com veiculo alcancou p = 0,068 (Z= -1,826) em relacédo as doses
de 1,0 e de 3,0 mg/kg de AM 251.
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Figura 8. Média do tempo de forrageio das sessfes experimentais (+ E.P.M.), em segundos.
n=5; *significa diferenca da linha de base.

A Tabela 1 apresenta as médias e erro padrdo de outros
comportamentos espontaneos avaliados neste estudo. N&do houve diferenca
significativa entre as sess0es para 0s comportamentos de repouso e manuseio
de substrato. J& o comportamento de alimentacdo apresentou diferencas
estatisticas significativas entre linha de base e veiculo, e entre a linha de base

e dose 1,0 mg/kg.

Tabela 1. Média (erro padrao) do tempo de comportamentos espontaneos nao-
sociais observados nos cinco machos de Sapajus spp para cada sessdo. *
significa diferenca estatistica relativa a linha de base.

Comportamentos
Sessoes - ~ Manuseio de
Alimentagao Repouso
substrato
Linha de 168,32
base (36,30) 15,83 (6,79) 142,68 (52,88)
Veiculo 71,2
(30,82)* 11,63 (7,03) 37,2 (6,89)
Dose 0,3
mag/kg 45,8 (29,71) 14,56 (10,68) 55,8 (38,18)
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Dose 1,0
mg/kg 40 (11,20)* 11,33 (8,79) 28,8 (10,74)

Dose 3,0 49,4 (47,91) 10,63 (5,63) 34,6 (11,40)
mg/kg

4.2 Comportamentos espontaneos sociais

Entre o0s comportamentos sociais descritos, apenas trés foram
observados no presente estudo: ‘seguir’, ‘aproximar-se’ e ‘aceitar proximidade’
(Tabela 2). O comportamento de seguir foi observado apenas em um sujeito e,
portanto, ndo foi incluido na tabela. Os trés comportamentos sociais
observados foram agrupados como ‘Interacdo social’. Na Figura 9, séo
apresentados os resultados do tempo de interacdo social para 0s cinco
sujeitos, em cada tratamento (linha de base, veiculo, dose 0,3 mg/kg, dose 1,0
mg/kg, dose 3,0 mg/kg). Foram observadas diferencas estatisticas
significativas entre linha de base e as doses de 0,3 e 3,0 mg/kg; e entre as
doses de 1,0 e 3,0 mg/kg (Z= -2,023, p< 0,05). Foi obtido o valor de p= 0,08
(Z=-1,753) na comparacao entre veiculo e dose 3,0 mg/kg de AM 251.

Tabela 2. Média (erro padréo) do tempo de dois comportamentos espontaneos
sociais observados nos cinco machos de Sapajus spp para cada sessao. *
significa diferenca estatistica relativa a linha de base.

Sessodes Comportamentos sociais
Aproximar-se pr&?gii?erl de
Linha de base 31,08 (7,69) 9,8 (2,85)
Veiculo 20,2 (11,79) 3,4 (1,72)
Dose 0,3 mg/kg 12 (5,40) 3,2 (3,2)*
Dose 1,0 mg/kg 19,4 (5,60)* 5,2 (2,33)
Dose 3,0 mg/kg 7,4 (3,54)* o*
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Figura 9. Média do tempo de interagdo social das sessfGes experimentais (x E.P.M.), em
segundos. n=5; * significa diferenca da linha de base.
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5.0 DISCUSSAO - ESTUDO 1

5.1 Comportamentos espontaneos nao-sociais

5.1.1 Locomocao

Em relagdo a atividade locomotora, ndo foi observada diferenca
estatistica significativa entre os tratamentos empregados e o veiculo. Conclui-
se entdo que nenhuma das doses de AM 251 empregadas neste estudo alterou
a locomocdo dos individuos. Houve uma tendéncia de maior atividade
locomotora entre a linha de base e os demais tratamentos. Ainda que nao
significativa, esta tendéncia pode indicar uma alteracdo induzida pela captura
durantes os tratamentos. Um estudo realizado com micos-estrela avaliou o
efeito comportamental de dois ligantes do receptor CB1, o antagonista AM 251
e 0 agonista WIN 55,212-2, em um teste de campo aberto (Cagni & Barros,
2012). Tal estudo também nado detectou alteracdo na locomocdo com a
administracdo desses ligantes.

Para roedores, no entanto, mudancas na atividade locomotora séo
comumente percebidas em estudos com a modulacdo do sistema
endocanabinoide. Estudos utilizando agonistas de CB1 demonstraram um
efeito hipolocomotor em camundongos (Vlachou et al., 2003; Ossato et al.,
2015). Jarbe e colaboradores (2006) observaram um aumento na atividade
locomotora com a administracdo do antagonista SR 141716 em ratos. Em
contrapartida, uma supressdo da locomocado induzida pela administracdo dos
antagonistas de CBl1l, AM 251 e AM 4113, foi descrita por Sink e
colaboradores, em 2009. Ja no estudo de Reich e colaboradores (2008) sobre
modulacdo do sistema endocanabinoide nas respostas de medo, uma dose de
5,0 mg/kg de AM 251, aplicada via intraperitoneal, ndo alterou a locomocao.
Entretanto, neste mesmo trabalho, a dose de 10 mg/kg de AM 251 afetou
significativamente a atividade locomotora dos individuos. Essa variagdo
existente em roedores pode ser decorrente de diferentes doses e drogas
empregadas nesses estudos.

Nota-se uma divergéncia em termos de efeitos locomotores entre
primatas e roedores. Ong e Mackie (1999) relataram, em Macaca fascicularis,

baixa densidade de receptores CB1 em regides dos nucleos da base, ao passo
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gue em roedores, uma grande quantidade destes receptores foi observada.
Assim, a regulacdo da funcdo motora mediada pelos receptores canabinoides e
dopaminérgicos localizados nos nucleos da base parece ser minima em
primatas. Essas divergéncias podem ser explicadas por diferencas na
localizagdo e quantidade de receptores CB1 entre esses dois modelos

experimentais.

5.1.2 Vigilancia e comportamentos autodirigidos

A vigilancia em macacos-prego é comumente referida como uma
estratégia antipredatdria, em que 0s animais cessam qualquer atividade e ficam
sentados ou em pé, em posicado de alerta, verificando visualmente o territério
(Fragaszy et al., 2004). Em um trabalho com Cebus capucinus (1995), Rose e
Fedigan observaram que machos adultos tendem a ser mais vigilantes do que
as fémeas, e machos alfa sdo os mais vigilantes do grupo. No presente estudo,
nao foram detectadas diferencas significativas entre os tratamentos e a linha de
base para o tempo de vigilancia, ou seja, tal comportamento néo foi afetado
pelo AM 251 nas trés doses testadas. As informagdes sobre o efeito desta
droga no comportamento de vigilancia sdo escassas. Um estudo em micos-
estrela demonstrou que apds administracdo do antagonista AM 251 houve um
aumento dos comportamentos relacionados a vigilancia nos animais (Cagni et
al., 2014). Isso pode indicar um perfil ansiogénico. E importante ressaltar que
em nosso estudo os animais ndo foram retirados de seus viveiros de moradia e
tampouco submetidos a um protocolo especifico para avaliacdo da vigilancia.

O comportamento de autocatagcdo em macacos-prego selvagens, ocorre
em resposta a estimulos nocivos sobre a pele ou pelagem, como por exemplo
picadas de formigas ou cupins. Boinski e colaboradores (1999) categorizaram
este comportamento como anormal em seus estudos com animais de cativeiro,
por terem observado uma frequéncia muito maior nesses animais do que
naqueles de vida livre. Comportamentos autodirigidos, como por exemplo,
cocar, podem indicar um aumento na ansiedade em macacos-prego (Rimpley &
Buchanan-Smith, 2013). No entanto, esse aumento é percebido em conjunto
com outros comportamentos relacionados a ansiedade, como o0 aumento da
vigilancia.
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Em nosso estudo, foi observado um aumento significativo dos
comportamentos autodirigidos em funcdo da administragédo do AM 251 na dose
de 3,0 mg/kg. Nao foi detectada diferenca entre o tratamento com veiculo e o
tratamento com as trés doses. Entretanto, observou-se uma tendéncia a um
aumento em relacdo ao veiculo, principalmente na dose de 3,0 mg/kg de AM
251 (Z- =1,753, p= 0,08). Até o momento, ndo ha relatos na literatura sobre a
influéncia do SE em comportamentos autodirigidos. E importante que mais
estudos sejam realizados, com um numero maior de sujeitos, para que se

possa interpretar com mais clareza os resultados encontrados até o momento.

5.1.3 Forrageio

Forrageio pode ser definido como o conjunto de estratégias utilizadas
por um individuo para a obtencéo de seu recurso (Pough et al., 2008). Sendo
assim, este € um comportamento diretamente associado a alimentacgao.

Nossos resultados nédo apresentaram uma diferenca estatistica
significante entre o tratamento com veiculo e as doses de AM 251 (Z= - 1,725,
p= 0,068 entre veiculo x dose 1,0 mg/kg e veiculo x dose 3,0 mg/kg). No
entanto, ¢é possivel observar uma tendéncia a diminuicdo deste
comportamento. Nao foram encontrados, na literatura cientifica, estudos que
avaliaram o papel do SE no comportamento de forrageio, contudo muito se
sabe sobre a relacdo deste sistema com comportamentos alimentares.

Em seres humanos, um dos efeitos da Cannabis € a inducdo da busca
por alimentos, principalmente alimentos palataveis. Além disso, também é
descrito 0 uso de canabinoides para alivio de anorexia e nauseas em doencas
consumptivas (Godoy-Matos et al., 2006), o que sugere um forte papel do
sistema endocanabinoide na modulacdo do apetite. Isso pode ser explicado
pela alta concentracdo de endocanabinoides e receptores CB1 em areas
hipotalamicas que estdo envolvidas no controle alimentar, como 0s nucleos
ventromedial, dorsomedial, lateral e paraventriculares (Godoy-Matos et al.,
2006). Muitos estudos tém demonstrado que a administracdo de AM 251 e
outros antagonistas de CB1 suprimem a ingestao de alimentos com diferentes
composi¢cdes de macronutrientes, incluindo alimentos altamente palataveis e
naturais (Arnone et al., 1997; Colombo et al., 1998; McLaughlin et al., 2003;
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Escartin-Pérez et al., 2008). Ademais, estudos com Rimonabant (SR 141716A),
antagonista do receptor CB1 e da mesma familia do AM 251, apresentaram
uma forte diminuicAo na busca por alimentos palataveis em animais
alimentados ad libitum (Di Marzo & Matias, 2005).

A partir dessas informacdes e dos resultados encontrados no presente
estudo, é possivel associar a diminuicdo no forrageio dos animais ao bloqueio
do receptor CB1 pelo antagonista AM 251. Além disso, vale ressaltar que o
reduzido numero amostral pode ter reduzido o poder estatistico do teste

realizado.

5.2 Comportamentos sociais

O sistema endocanabinoide tém se destacado como um importante
neuromodulador na regulacédo de estados emocionais (Bari et al., 2006; Marco
& Laviola, 2011; Morena & Campolongo, 2014). A inibicdo de enzimas
responsaveis pela degradacdo de endocanabinoides tem sido uma das
ferramentas para estudos envolvendo respostas motivacionais e emocionais
em roedores (Di Marzo, 2009; Trezza et al., 2012). Ja foi demonstrado que a
administracdo desses inibidores, tanto de forma sistémica, quanto diretamente
em regides limbicas cerebrais (nucleo acumbens e amigdala), aumenta a
atividade social em ratos (Trezza et al., 2012). Ademais, camundongos knock-
out para o gene que codifica o receptor CB1 apresentam tracos fenotipicos do
autismo como, por exemplo, a diminuicdo na interacao social dos individuos
(Markram et al., 2008). Dessa forma, tem sido demonstrado um papel claro do
sistema endocanabinoide para comportamentos sociais.

No presente estudo ndo foi observada diferenca estatistica significativa
entre as sessdes com administracdo de veiculo e as trés doses de AM 251.
N&o obstante, é possivel notar uma tendéncia a diminuicdo de comportamentos
sociais dos individuos com a administracdo do antagonista na dose de 3,0
mg/kg (Z= -1,753, p= 0,08). Essa possivel diminuicdo é condizente com um
trabalho de Litvin e colaboradores (2013) em camundongos que indicou um
aumento de comportamentos do tipo avoidance e ansiedade social, afetando o
comportamento social dos individuos. Um estudo recente verificou o papel dos

endocanabinoides AEA e 2-AG no comportamento social em diferentes idades
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de desenvolvimento em ratos (Manduca et al.,, 2015). A utilizacdo de um
inibidor das enzimas de degradacdo de AEA e 2-AG aumentou o0
comportamento social tanto em ratos adolescentes como em adultos. Este
efeito foi antagonizado pela administracdo do antagonista SR 141716A (da
mesma familia do AM 251) e foi associado a um aumento dos niveis cerebrais
de 2-AG, mas ndo de AEA. Ademais, ja foram estabelecidas alteracdes no
sistema endocanabinoide para o modelo animal de autismo por exposicao ao
acido valproico. Entre as alteracdes detectadas foram identificadas a expresséo
reduzida da enzima diacilglicerol-lipase (DAGL) que sintetiza o 2-AG no
cerebelo e aumento da atividade da enzima monoacilglicerol-lipase (MAGL),
que cataboliza o 2-AG. Essas alteracfes foram acompanhadas de mudancas
comportamentais tais como a reducdo da sociabilidade e aumento dos
comportamentos relacionados a ansiedade (Kerr et al., 2013).

Um dos objetivos deste primeiro estudo foi determinar a dose para ser
utilizada no segundo estudo. A dose determinada foi a de 3,0 mg/kg, e ainda
gue nédo tenha sido observada diferenca estatistica significativa entre esta e o
veiculo, foi a que aparentemente surtiu maior efeito nos cinco animais testados,
apresentando inclusive uma diferenca em relagdo a dose 1,0 mg/kg.
Considerando que o numero de sujeitos neste estudo foi pequeno (n= 5), é
possivel que esse tenha sido um fator limitante para avaliagcdo do efeito da
droga.

Em relacdo as doses de AM 251 utilizadas neste primeiro estudo, a
escolha foi baseada em estudos com primatas da espécie Callithrix penicillata
(Cagni & Barros, 2013) e Macaca mulatta (Schindler et al., 2010), que
utilizaram doses de 2,0 mg/kg e 1,0 mg/kg, respectivamente, e com roedores
(Rodgers et al., 2005; Delatte & Paronis, 2008). Entretanto, ndo ha relatos na
literatura da administracdo dessa droga em macacos-prego. Ademais, até o
momento, este é o primeiro estudo que avaliou 0s comportamentos sociais de
individuos do género Sapajus apos a utilizacdo de um antagonista do sistema
endocanabinoide.

Em nosso estudo, os comportamentos de locomocéo e vigilancia nao
foram alterados, ao passo que comportamentos autodirigidos parecem
aumentar com a administracdo do AM 251 na dose de 3,0 mg/kg. O oposto

ocorre para 0os comportamentos sociais. Nesse sentido, o efeito parece ser um
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aumento da atencdo autodirigida em detrimento do comportamento social.
Manifestacfes similares sdo observadas em individuos com TEA (Tuchman &
Rapin, 2009). Estes resultados, portanto, corroboram a hipdtese de que o SE

esta envolvido nos déficits sociais observados em pacientes com TEA.
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6.0 MATERIAIS E METODO - ESTUDO 2 (Avaliagdo do papel do SE

na extincdo de memaria aversiva em macacos-prego.)

6.1 Consideracdes éticas

Este estudo foi avaliado e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia
(UnBDoC n° 46060/2014) (Anexo | e Il). As diretrizes do Conselho Nacional do
Controle de Experimentagédo Animal (CONCEA) e a Lei Federal n° 11.794/08
(Lei Arouca) também foram seguidas neste estudo.

6.2 Sujeitos

Foram utilizados dez macacos-prego adultos, sendo cinco machos e
cinco fémeas. Tais animais foram mantidos em viveiros de 4m de comprimento
X 2,5m de largura x 3m de altura, sob as mesmas condi¢des descritas no tépico
3.3, vivendo em pares ou triades. Alguns dos machos que participaram deste
estudo foram também utilizados no Estudo 1, no entanto houve um intervalo de
aproximadamente nove meses entre 0s experimentos. Dos dez sujeitos
incialmente empregados, dois ndo completaram todas as etapas do
procedimento e portanto foram excluidos da analise. Os demais sujeitos foram

divididos em dois grupos experimentais: controle e AM 251 (n=4).

6.3 Compostos

Foi utilizado o mesmo antagonista do Experimento 1, o AM 251.
Baseado nos resultados do estudo 1 a dose escolhida foi a de 3,0 mg/kg, i.m. A

preparacdo e manutencao foi realizada da mesma forma descrita no topico 3.4.

6.4 Viveiro de testes

As sessbes experimentais ocorreram em um viveiro de testes de
dimensdes de 2,50m de comprimento x 1,70m de largura x 2,15m de altura

(Figura 10). Este viveiro situava-se no mesmo pavilhdo dos viveiros de moradia
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dos sujeitos. No topo desse viveiro, foi colocada uma “caixa-surpresa” (60cm
de comprimento x 70cm de largura x 30cm de altura) presa junto a sua grade
de arame (Figura 10B). A caixa (Figura 11) consistiu em paredes opacas de
madeira em todos os lados exceto a face em contato com a grade, para
permitir a observacdo do comportamento dos sujeitos quando estes se
encontravam dentro dela. Além disso, foi colocada uma parede de madeira de
45cm removivel em sua parte interna (Figura 11D) de forma que o sujeito
precisava entrar completamente na caixa para acessar 0 seu contetudo, nao
sendo possivel vé-lo do lado de fora. Esta “caixa-surpresa” apresentava uma
abertura circular de 15cm de didmetro, que permitia a entrada dos animais
(Figura 11C). Na abertura, foi colocada uma placa de metal, que funcionou
como uma porta, de modo que a caixa poderia ser aberta e fechada (Figura
11B). No compartimento interno da “caixa-supresa”, havia uma caixa de acrilico
transparente fixa (Figura 11E), que ficava fechada com auxilio de uma trava
(Figura 11F).

Figura 10. Viveiro de testes. Vista frontal (& esquerda) e vista lateral (a direita). (A) Entrada
para o viveiro. (B) “Caixa-surpresa”. (C) Corredor de seguranca. Fotos: Natalia Gonczarowska
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75 ik A 3 b e, - -
Figura 11. “Caixa-surpresa”. Vista frontal da parte externa (acima) e parte interna (abaixo). (A)
Suporte para apoio dos animais. (B) Porta de metal. (C) Entrada da caixa. (D) Parede
removivel. (E) Caixa de acrilico. (F) Trava da caixa de acrilico.

DS e

6.5 Procedimento experimental

O experimento foi realizado no periodo matutino, no horario de 8h as
10h, entre 12 de outubro a 02 de dezembro de 2015. Houve privagao natural
(noturna) de alimento durante aproximadamente 12h, anteriores a cada sessdo
experimental. Para dar inicio as sessdes, cada animal era individualmente
encaminhado de seu viveiro de moradia ao viveiro de testes. Com excecao da
etapa de confronto, ndo houve captura dos sujeitos para se iniciar cada sesséao.
O inicio da sesséo dava-se quando o animal entrava no viveiro de testes. Cada
sesséo teve duracdo de cinco minutos e foi realizada uma sessao por dia para
cada animal. Todas as sessfes foram gravadas por uma camera digital (Sony
Cyber-shot DSC-W730) e analisadas posteriormente.

O experimento foi dividido em trés etapas consecutivas: Habituacéo,
Confronto e Extingéo.

Na Habituagdo colocou-se uma fruta (uva) dentro da “caixa-surpresa’,
em cima da caixa de acrilico. Esta etapa tinha como objetivos a adaptacao dos

sujeitos ao protocolo experimental e a aprendizagem em encontrar alimento na
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“caixa-surpresa”. Dessa forma, nesta etapa 0s animais passaram por um
periodo de adaptacdo as configuracdes do teste, como o encaminhamento ao
viveiro de testes, a presenca dos experimentadores e ao proprio viveiro de
testes. Aléem disso, eles tinham acesso livre a caixa e a fruta dentro dela. O
namero de sessdes dessa etapa variou de acordo com os individuos,
apresentando uma média de 21 sessdes.

Apé6s a Habituacdo deu-se inicio a etapa do Confronto. Esta etapa
consistiu de uma unica sesséo, de cinco minutos, para cada sujeito, e teve
como objetivo condicionar aversivamente o animal a “caixa-surpresa”. Para
isso, foi colocada dentro da caixa de acrilico transparente uma serpente viva,
da espécie Epicrates cenchria, conhecida popularmente como jiboia arco-iris
(Figura 12). Esta é uma serpente nao-peconhenta, encontrada na América
Central e América do Sul (Passos & Fernandes, 2008). A caixa de acrilico foi
colocada dentro da “caixa-surpresa” (ver fig. 11E) e trancada (ver fig. 11F),
impossibilitando a saida da jiboia. Para essa etapa de confronto os animais
foram divididos em dois grupos: controle e AM 251. A divisdo dos animais para
cada grupo foi feita de forma pseudoaleatdria. Cada sujeito do grupo controle
(n=4, 2 machos e 2 fémeas) recebeu uma solucao veiculo trinta minutos antes
da sessao experimental, ao passo que no grupo AM 251 (n=4, 2 machos e 2
fémeas) foi administrada uma solucdo de AM 251 na dose de 3,0 mg/kg, i.m.,
também trinta minutos antes do inicio da sesséo. A sessao era iniciada com a
entrada do animal no viveiro de testes. Quando o sujeito entrava na “caixa-
surpresa” a porta de metal fechava a entrada da caixa (ver fig. 11B) e a parede
era removida. O sujeito era entdo mantido por cinco segundos proximo a
serpente. Apés este breve periodo de exposicdo, o animal era liberado da
“caixa-surpresa”’ e era mantido no viveiro de testes até transcorridos os cinco

minutos de sessao.
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Figura 12. Etapa Confronto. A serpente Epicrafes cenchria foi colocada na caixa de acrilico.
(A) Trava de seguranca.

hY

Apbés o Confronto, deu-se inicio a etapa Extincdo. Nesta etapa, o
procedimento experimental foi idéntico a Habituacéo. A serpente foi retirada da
caixa de acrilico, a fruta foi colocada dentro da “caixa-surpresa” e foi medida a
laténcia de retorno dos animais a esta caixa. As sessdes também tiveram
duracéo de cinco minutos e foi realizada uma sessao por dia, por cinco dias,

para todos os animais.
6.6 Andlise de dados

Assim como no estudo 1, este experimento também foi registrado e
analisado com o auxilio da camera de video. Cada sesséao teve a duracdo de 5
minutos (300 segundos) — tempo em que foi analisada a laténcia de entrada na
“caixa-surpresa”. No caso do sujeito ndo entrar na caixa-supresa durante toda
sessao, atribuiu-se o tempo de laténcia maxima de 300 segundos.

Para analise estatistica foi realizado primeiramente o teste Shapiro-Wilk,
a fim de verificar a normalidade das amostras. Constatadas as amostras como
ndo-paramétricas foram utilizados os testes de Friedman e Wilcoxon para
verificar diferencas entre as etapas dentro do mesmo grupo. Para verificar se
havia diferenca significativa da laténcia de entrada na caixa entre os dois
grupos (controle e AM 251), foi utilizado o teste estatistico de Mann-Whitney U.

Para todos os testes estatisticos realizados o nivel de significancia foi
estabelecido em p < 0,05.

34



7.0 RESULTADOS - ESTUDO 2

Neste segundo estudo, foi analisada a laténcia de entrada dos animais
na “caixa-surpresa”’ em todas as etapas do experimento. A Figura 13 apresenta
os resultados dos dois grupos experimentais em cada etapa. Observou-se um
aumento na laténcia de entrada na caixa apds a etapa do Confronto para os
dois grupos. No entanto, esse aumento ndo foi estatisticamente significativo.
Para o grupo controle, a laténcia de entrada nos dias de Extincdo 1, 2 e 4
alcancou o valor de p= 0,068 (Z= -,1826) em relacéo a laténcia da Habituacao.
Comparando a etapa do Confronto com os cinco dias de Extin¢do, foi obtido o
valor de p= 0,066 (Z=-1,841, Confronto x Extingdo 1, Confronto x Extingao 4) e
p= 0,068 (Z= - 1,826) entre o Confronto x Extingdo 2, Confronto x Extincéo 3 e
Confronto x Extincdo 5. J& no grupo AM 251 o valor de p foi de 0,068 (Z= -
1,826) entre os trés primeiros dias de Extingdo e Habituag&o, e entre Confronto
x Extin¢do 1, Extincdo 3, Extincdo 4 e Extincdo 5. Nao foi encontrada diferenca
significativa entre a etapa da Habituacdo e Confronto para os dois grupos
experimentais.

Para comparacao dos dois grupos foi utilizado o teste estatistico de
Mann-Whitney U. Nao houve diferenca significativa para a laténcia de entrada
na caixa nos dias de Extin¢do entre o grupo controle e AM 251. Com o passar
das sessdes observou-se um declinio no tempo de laténcia de entrada na

caixa. Também nao foi observada diferenca entre 0s grupos para as outras

etapas(Figural3).
Laténcia de entrada Controle
300 HAM 251
250
. 200
8 150
5
= 100
50
0 - =

Habituacdo Confronto Extincdo 1 Extingcdo 2 Extincdo 3 Extincdo 4 Extincdo 5

Figura 13. Média do tempo de laténcia de entrada na caixa (+ E.P.M) em todas as
etapas experimentais, em segundos. Colunas cinzas representam 0 grupo controle
(n=4), colunas pretas representam o grupo AM 251 (n=4).
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8.0 DISCUSSAO — ESTUDO 2

O protocolo utilizado em nosso trabalho foi adaptado do estudo de Maior
e colaboradores (2011a). Nesse estudo foi utilizado um modelo de serpente de
borracha, que se mostrou eficaz na indugdo de alteragcdes comportamentais
indicativas de medo e ansiedade. Outros trabalhos demonstraram a
importancia de serpentes como estimulos aversivos para primatas néao-
humanos, indicando um aumento de respostas de medo na presenca de
serpentes (Vitale et al., 1991; Barros et al., 2002; Weiss et al., 2015). Isso
acontece, pois estes animais S0 ameacas haturais e representam grande
perigo para primatas (Ferrari & Beltrdo-Mendes, 2011; Quintino & Bicca-
Marques, 2013; McGrew, 2015).

Varios trabalhos demonstraram a capacidade de estimulos visuais de
serpentes em capturar a atencdo e induzir respostas de medo em primatas
(para revisdo, ver Ohman e Mineka, 2003). Nesse sentido, Isbell (2006) sugeriu
que serpentes, especialmente as peconhentas, podem ter sido fundamentais
na evolugdo do sistema visual de primatas. Além disso, sabe-se que a
evolucéo da via visual subcortical coincide com a pressao seletiva de serpentes
peconhentas em primatas do Novo e do Velho mundo (Isbell, 2006). Dados
recentes corroboram esta abordagem demonstrando que a lesdo de estruturas
subcorticais levam a diminuicdo de respostas a serpentes (Maior et al., 2011a).
Um estudo recente demonstrou que neurdnios no nucleo pulvinar de macacos
japoneses (Macaca fuscata) ingénuos eram mais sensiveis a imagens de
serpentes do que a outros estimulos (Le et al., 2013). Dessa forma, o uso de
serpentes como estimulos aversivos para primatas mostra-se bastante eficaz.

Nossos resultados mostram que o confronto com a serpente levou a um
aumento da laténcia de entrada na “caixa-surpresa” para 0s dois grupos
experimentais. Apesar de ndo alcancarem o indice de significancia, ficaram
muito proximos, por isso esse protocolo pode ser utilizado como método para
avaliacdo da extingdo da memoria aversiva em macacos-prego. O numero de
sujeitos (n= 4 para cada grupo testado) pode ter prejudicado o resultado da
andlise estatistica. Foram realizadas cinco sessfes de extincdo neste estudo.
Ap6s o Confronto, observou-se uma diminuigcdo da laténcia de entrada na

“caixa-surpresa” com o passar das sessdes, tanto para 0 grupo controle,
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guanto para o grupo AM 251 (ver fig. 14). No entanto, mesmo na Ultima sesséo
de extincédo a laténcia foi maior do que a observada na habituacao, ainda que
nao fosse alcancada diferenca estatistica. Isso sugere gque ndo houve extincao
total da memoria aversiva. Para isso, seria necessario um numero maior de
sessbes de extingdo até que o tempo de laténcia se igualasse ao da
habituacéo.

Ademais, as sessOes foram realizadas em um viveiro desconhecido, ndo
frequentado pelos animais anteriormente. Exposicdo a novos ambientes pode
ser um fator estressante para primatas ndo-humanos (Johnson et al., 1996;
Barros et al., 2004; Matheson et al., 2005; Dufour et al., 2011; Cagni et al.,
2012). Apesar de terem sido realizadas sessfes de exposicdo ao novo
ambiente anteriormente as sessdes experimentais, ndo se pode afirmar que os
sujeitos estavam totalmente habituados a este ambiente. Portanto,
procedimentos realizados no préprio viveiro de moradia ou em um viveiro
adjacente ja conhecido pelos animais pode ser mais apropriado para este tipo
de teste em primatas nao-humanos.

Nossos resultados ndo mostraram diferenga significativa para a laténcia
de retorno a “caixa-surpresa” apds a apresentacdo da serpente, entre os dois
grupos experimentais (controle e AM 251). Esses resultados sugerem que o
AM 251 néo alterou o processo de extincdo da memoaria aversiva nos macacos-
prego.

Um importante fator a ser considerado € o momento de injecdo da
droga. Em nosso trabalho, o antagonista do SE foi administrado trinta minutos
antes da sesséo de aquisicdo da memdria aversiva, ou seja, do confronto com
a serpente. Estudos com roedores evidenciam que, em geral,
endocanabinoides atuam como ansioliticos endégenos (Navarro, 1997; Martin
et al., 2002; Haller et al., 2004; Bortolato et al., 2006; Patel & Hillard, 2006).
Tais resultados sugerem que deficiéncias no sistema endocanabinoide
aumentam a aquisicdo da memoria e, consequentemente, prejudicam a sua
extingdo. Em concordéancia com isso, o estudo de Takahashi e colaboradores
(2005) mostrou que o antagonismo de CB1 pelo SR 141716A facilita a
aquisicdo e consolidacdo da memdéria de camundongos no teste do labirinto em
cruz elevado. Além disso, Reich e colaboradores (2008) administraram AM 251

(5,0 mgl/kg, i.p.) em camundongos em diferentes estagios da memoria e
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observaram um aumento do comportamento de freezing na aquisicdo. Em
contrapartida, ha estudos que apontam auséncia de efeito de antagonistas do
SE na aquisicdo da memoria. (Arenos et al., 2006; Abush & Akirav, 2010;
Simone et al., 2014). No entanto, o efeito de ligantes do SE, aplicados antes
das sessfes de extincdo da memodria aversiva, parece ser bem estabelecido.
Agonistas do SE facilitam essa extingdo, ao passo que antagonistas a
dificultam (Reich et al., 2008; Pamplona et al., 2008; Lin et al., 2009; Laricchiuta
et al., 2013; Sachser et al.,, 2015). Dessa forma, com base em nossos
resultados e em estudos prévios com roedores, sugere-se que em estudos
futuros a droga seja administrada antes das sessdes de extingdo da memoria

aversiva.
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9.0 CONCLUSOES

Este trabalho foi o primeiro a avaliar o efeito do bloqueio do receptor
CB1 do SE pelo seu antagonista AM 251 na interacdo social e extingcdo de
memoria aversiva em macacos-prego (Sapajus spp). Os resultados do Estudo
1 permitiram concluir que o receptor CB1 pode participar da modulacdo de
comportamentos sociais. JaA no Estudo 2 nado foi possivel observar o papel
deste receptor na extincdo da memoria aversiva dos sujeitos. No entanto, o
protocolo utilizado pode ser eficaz para avaliagdo deste tipo de estudo em
macacos-prego. Trabalhos futuros podem aprimorar esta técnica, realizando as
sessfes em um viveiro conhecido dos animais e aplicando a droga nas
sessOes de extincdo da memoria.

Considerando isso, alteragdes no funcionamento do receptor CB1 do
Sistema Endocanabinoide podem estar envolvidas em psicopatologias com
sintomas de déficits sociais, como os Transtornos do Espectro do Autismo.
Ademais, é possivel modular esse receptor a partir do uso de um antagonista
do SE, em macacos-prego. Sendo assim, a modulacdo do receptor CB1 pode
ser um alvo farmacolégico promissor no tratamento de caracteristicas

comportamentais associadas aos TEA.
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