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RESUMO

O sistema endocanabindide tem um papel modulador sobre células excitatorias e
inibitérias em diferentes areas do sistema nervoso central (SNC), em particular naquelas
envolvidas na formacéo, consolidacdo e evocagdo de novas memdarias (Davies, Pertwee,
and Riedel 2002). Os estudos mostram que a principal funcdo dos endocanabindides no
encéfalo € a supressdo da liberacdo de neurotransmissores como GABA e glutamato por
meio da sinalizacdo mediante mensageiros retrogrados (Fattore, Fadda, and Fratta 2007;
Iversen 2003). O receptor canabinoides tipo 1 (CB1) apresenta uma alta densidade na
area CA1 do hipocampo (Ashton et al. 2004; Hoffman, Riegel, and Lupica 2003).
Poucos estudos tém sido realizados estudando o efeito da inibicdo do sistema
endocanabinoide na evocacdo de memorias aversivas, e pouco se sabe acerca de seu
efeito na evocacdo de memorias previamente extintas. Neste trabalho, investigamos o
curso temporal dos efeitos do agonista inverso seletivo para o receptor CB1, AM251,
sobre a evocacdo de memorias aversivas de longo prazo formadas ou extintas recente ou
remotamente, bem como investigaremos 0s mecanismos subjacentes a eles. Assim, ratos
Wistar foram treinados no condicionamento aversivo ao contexto (CAC), e alguns
foram submetidos a extincdo da memoria e testados em trés momentos diferentes. O
AM251 CB1 foi administrado sempre 15 minutos antes do teste. Nossos resultados
demonstraram diferentes efeitos dependentes do tempo do AM251 na evocacdo da
memoria. A infusdo intra-hipocampal do AM251 antes de sessdo de teste melhorou a
evocacdo da memoria de medo quando foi testada 72 horas apds a sessdo de treino,
enquanto que a mesma dose de AM251 prejudicou a evocagdo da memoria quando foi
testada 15 dias apds a sessdo de treino. E importante ressaltar que quando o teste foi 30

dias apos a sessédo de treino o AM251 melhorou a evocagdo da memdria. Também



encontramos que quando a memoria foi testada 24 horas apds a sessdao de extincao, o
AM251 bloqueou a evocacdo da memoria de extingdo, mas, quando a sessdo de
extingdo foi realizada 14 ou 30 dias ap6s a sessdo de treino e testada 24 horas depois, 0
AM251 ndo teve efeito. Desta forma, o efeito farmacoldgico da AM251 pode mudar
com a extingdo da memadria e seu efeito é dependente do tempo. Acredita-se que o efeito
oposto do AM251 sobre a evocagdo da memaria, em diferentes momentos no tempo, € o
resultado de alteracGes na expressdo e localizacdo do receptor CB1 em neurdnios
excitatorios piramidais, em interneurdnios GABAérgicos ou em ambos o0s sistemas na
regido CA1 do hipocampo. Estudos de imunoistoquimica estdo sendo realizados para
avaliar as mudancas no ndmero e localizacdo dos receptores canabindides CB1 em
memorias recentes e remotas e assim fornecer uma explicacdo aos efeitos contraditérios

na evocacgdo da memoria observados neste trabalho.



ABSTRACT

Extensive evidence indicates that the endocannabinoid system plays a modulatory role
on excitatory and inhibitory neural activity in central and peripheral nervous system.
The CBL1 cannabinoid receptors have a high concentration in important areas related to
memory modulation, such as the hippocampus-responsible for the contextual
component, and infralimbic cortex-involved in the maintenance of extinction. Few
studies have been conducted studying the effect of inhibition of the endocannabinoid
system in the recall of aversive memories, and little is known about its effect on
retrieval of memories previously extinct. Here we have studied the effects of
microinfusion of the CB1 receptor antagonist AM251 into the dorsal hippocampus upon
the retrieval process of an aversive memory. Accordingly, Wistar rats were trained in
contextual fear conditioning (CFC), in some experiments underwent memory extinction
and were tested at 3 different time points. The CB1 antagonist AM251 was
administered 15 minutes prior to the retrieval session. Our results showed different
time-dependent effects of the AM251 on memory retrieval. Intra-hippocampal infusions
of AM251 shortly before testing session improved retrieval of contextual fear memory
when it was tested 72 hours after training, whereas the same dose of AM251 impaired
retrieval of the memory when it was tested 15 days after training session. Importantly,
when the testing session was 30 days after the training session, the AM251 improved
the retrieval of the memory. We also found that, when memory was tested 24 hours
after the extinction session, the AM251 blocked the retrieval of the extinction memory,
but when the extinction session was performed 14 or 30 days after the training session
and tested 24 hours later, the AM251 had no effect. Thus, the pharmacological effect of

AM251 can change with the extinction of memory and its effect is time dependent. It is



believed that the opposite effect of AM251 on memory retrieval at different moments in
time, are the result of changes in the expression and localization of the CB1 receptor in
excitatory pyramidal neurons, GABAergic interneurons or both systems in the CAl
region of the hippocampus. Immunohistochemistry studies are being done to evaluate
the changes in the number and location of CB1 cannabinoid receptors in different
moments in time to provide an explanation for the contradictory effects observed on

memory retrieval.
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1. INTRODUCAO

O acervo de nossas memdrias faz com que cada um de nds seja o que é: um individuo,

um ser para o qual ndo existe outro idéntico (Izquierdo, 2011).

Um dos fendmenos mais notaveis e fascinantes do comportamento animal é a
capacidade de adquirir novas informacOes a partir da experiéncia, modificar o
comportamento de acordo com isso, e manter essas informacdes ao longo do tempo para
ser evocadas quando for necessario.

Podemos definir “Memoria” como a capacidade do nosso encéfalo de adquirir,
formar, conservar e evocar informacdes (lzquierdo, 2011), diferenciando sempre o
aprendizado, o processo pelo qual o individuo adquire conhecimentos, da memoria, o
processo que codifica, armazena e posteriormente evoca as informacgdes aprendidas
através da experiéncia (Tulving, 1987; Kandel et al., 2000).

O passado, nossas memdarias, nossos esquecimentos, ndo s6 nos dizem quem
somos como também nos permitem projetar o futuro; isto é, nos dizem quem poderemos
ser (lzquierdo, 2011). As memorias podem ser manipuladas farmacologicamente
permitindo seu estudo e com isso um maior entendimento. O conhecimento que temos
agora acerca dos mecanismos fisiologicos e moleculares da memaria é fruto de anos de
pesquisas, de perguntas, hipdteses, erros e respostas. Uma grande quantidade de
sistemas de neurotransmissores e regides encefalicas tem sido relacionadas com os
diversos tipos de memoria e suas fases, tentando entender o fendmeno desde todos os
ambitos possiveis, desde a influéncia do ambiente até o que acontece nos genes. Esse

conhecimento permitiu a relacdo do sistema canabindides e a memoria.
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Os estudos do sistema canabindide tém aumentado bastante em nimero na
ultima década, sendo uma das areas que mais crescem na psicofarmacologia, mesmo
assim ainda ndo se alcancou uma compreensdo completa dos varios papéis dos
endocanabinoides. A partir da descoberta dos receptores canabindides e seus ligantes
endogenos, no inicio da década de 1990, o interesse por esse sistema e seu
entendimento aumento com o decorrer dos anos. De 2000 a 2010, cerca de 46% dos
trabalhos neste campo foram dedicados ao estudo dos canabindides, 31% para o estudo
da Cannabis, e 23% para 0 estudo dos endocanabindides (Pamplona and Takahashi
2012).

A ampla distribuicdo de receptores canabindides de tipo 1 (CB1) no sistema
nervoso central, em especial em areas relacionadas com a modulagdo da memoria, em
conjunto com o seu papel modulador em varios sistemas de neurotransmissores (Kano
et al. 2009), torna dificil a pesquisa sobre 0s mecanismos subjacentes ao efeito bifasico

sobre as diferentes fases da memoria.

1.1.Tipos de Memdrias

As memorias podem ser classificadas de acordo a diferentes critérios, seja por
seu tempo de duracdo, contetdo, funcionalidade, natureza e motivacdo (memorias
apetitivas/recompensa e memorias aversivas).

De acordo com a duragdo, as memorias podem ser classificadas em memoria de
trabalho, que armazena informagdes por um curtisimo periodo de tempo (de segundos a
minutos), a fim de compara-la com as memorias/registros preexistentes, e, com base
nisso, decidir qual comportamento expressar (Quillfeltd, 2005). Um exemplo é quando
memorizamos um numero de telefone e o esquecemos logo apés disca-lo. A memoria

14



de trabalho diferencia-se dos outros tipos de memorias em que ela ndo deixa tragos
neuroquimicos ou comportamentais duradouros e ndo produz arquivos no encefalo
(Izquierdo, 2011). Este tipo de memoria é processada fundamentalmente pelo cortex
frontal (cortex anterolateral e orbitofrontal) e suas conexdes através do cortex entorrinal
com a amigdala basolateral e o hipocampo (lzquierdo et al., 2002; Izquierdo, 2011).

As memorias de curta duragdo perduram por periodos maiores que a memoria
de trabalho, de minutos até cerca de 6 horas, mantendo as informac@es disponiveis para
serem evocadas enquanto uma memdria de longa duracdo ainda ndo foi formada.
Finalmente, as memorias de longa duracao perduram por dias, meses e anos. Aquelas
memorias que podem durar até décadas, como aquelas da nossa infancia, podem ser
classificadas como memorias remotas (Nadel et al. 2000).

O tempo em que a memdria vai persistir e a sua forca vai depender da
importancia atribuida as informagGes/eventos, assim como do nivel de atencdo,
concentracdo, estado de alerta, a influéncia de farmacos e as emocdes envolvidas no
momento da adquisicdo (Quevedo et al. 2003).

Na classificacdo pelo contetdo, estdo as memorias declarativas/explicitas e as
memorias procedurais/implicitas (Squire, Cohen, and Zouzounis 1984). As memdrias
declarativas ou explicitas, assim chamadas pelo fato de poderem ser verbalizadas (nos
humanos), referem-se a memorias de fatos ou conhecimento (Memdria semantica,
memorias de fatos ndo relacionados com uma experiéncia — de indole geral) ou eventos
(Memorias episodicas que codificam informacgdes de eventos nos quais o individuo
participou ou que vivenciou) (Quillfeldt, 2005; Izquierdo, 2011). O que respondemos a
perguntas como “o que ¢ um gato?”, “qual o perfume das flores?”, ou “qual é a capital

do Brasil?” sdo exemplos de memorias semanticas; pelo contrario, uma lembranca
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especifica de algum evento com o seu gato, o lugar onde aconteceu, 0 nome e rosto das
pessoas que estavam ali, sdo exemplos de memorias episddicas ou autobiogréficas.

Por outro lado as memdrias implicitas ou procedurais, também chamadas de
ndo-declarativas, referem-se a memarias de habilidades motoras, sensoriais e habitos,
por exemplo, tarefas como andar de bicicleta, dirigir um carro, correr ou praticar um
esporte como a natagdo. Estas memorias sdo em geral adquiridas de maneira implicita e
ndo podem ser evocadas de maneira consciente, ou seja, elas podem ser recuperadas
sem a necessidade de prestar atencdo nelas, e séo dificilmente verbalizadas, sendo a sua
avaliacdo por meio da demonstragdo geralmente. Por exemplo, € mais facil para um
nadador mostrar como nada em estilo livre, que explicar verbalmente a complexidade
de cada um dos movimentos que faz, e, no momento de comegar 0 movimento a
memoria serd evocada automaticamente sem precisar estar prestando atencdo em cada
batimento dos bragos.

As memorias declarativas requerem o funcionamento correto de certas estruturas
encefélicas para a adquisicao, consolidagdo e evocagdo. Assim as memorias declarativas
sdo dirigidas fundamentalmente por duas areas intercomunicadas do lobo temporal: o
hipocampo (principalmente a formacéo hipocampal) (Moscovitch et al. 2005) e o cortex
entorrinal, ambos em comunicacdo com os nlcleos basal e lateral da amigdala,
modulando-os de acordo com informagdes emocionais (Ledoux 2000).

As memorias procedurais estdo a cargo do nucleo caudado (inervado pela
substancia negra) e o cerebelo (Squire, 2009). Estas memorias sofrem pouca modulagéo
pelas emocdes ou estados de animo (lzquierdo, 2011) e diferem das declarativas
tambem, por serem formadas lentamente, mas resistentes ao esquecimento (Tulving

1987).
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De acordo com a sua natureza, as memdrias também podem ser classificadas em
memorias ndo associativas e memorias associativas, tarefas comportamentais que
requerem associacfes entre estimulos e respostas, ou entre dois estimulos. Através
deste tipo de memdrias os animais aprendem a prever eventos futuros, a fim de

expressar um comportamento antecipado adequado (Quillfeltd, 2005) (Fig. 1).
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Fig. 1. Taxonomia simplificada dos tipos de memoéria segundo a sua natureza associativa ou ndo

associativa. Esta figura ndo faz referéncia ao tempo, apesar de ser obviamente aplicavel a meméria de
longo prazo, a memoria de curto prazo e a meméria trabalho. CAC= Condicionamento aversivo ao
contexto; RO: Reconhecimento de objetos. Adaptado de Quillfeldt JA, 2005.

1.2. Fases da memodria

Novos aprendizados podem, ou néo, ser armazenados de forma permanente, e
isso vai depender de varios fatores tanto internos como externos, ndo todas as

informagdes que sdo adquiridas se tornam memorias duradouras. Assim, as memorias
17



nédo sdo adquiridas imediatamente na sua forma final. Durante os primeiros minutos ou
horas apds sua adquisicdo, as memorias sdo suscetiveis a interferéncia pelo aprendizado
de outras informacgdes, por qualquer tipo de drogas, traumatismos craneanos, ou
tratamentos como o eletrochoque convulsivo (lzquierdo, 1989; Mcgaugh & Alpern,
1966; McGaugh, 2000; Nader & Hardt, 2009).

Desde a teoria da consolidacdo da memoria, proposta por Miiller e Pilzecker em
1900, que afirma que os tragos de memoria sdo inicialmente instaveis e tornam-se
estaveis ao longo do tempo (Miller and Pilzecker, 1900), as pesquisas tém avan¢ado
significativamente no entendimento da psicobiologia e neurofarmacologia da memaria
(Dudai 2004; McGaugh 2000).

A memoria passa por trés fases iniciais que podem ser divididas em aquisicao,
consolidacdo ou armazenamento e evocagao (lIzquierdo, 2011) (fig. 2).

A aquisicio refere-se ao processo em que as informagfes provenientes da
experiéncia sdo encaminhadas aos sistemas neurais onde esses estimulos serdo
codificados em um tipo de memdria especifica. Durante esse periodo de tempo,
acontece a selecdo dos estimulos que serdo armazenados por um periodo de tempo,
sejam segundo, dias ou até anos. Quanto maior a atencdo durante a aquisicdo, maior a
probabilidade de esse evento ser armazenado de forma permanente na memoria

(Kentros et al. 2004).

Reconsolidagao

Aquisicdo | mp | Consolidagdo | mp Evocacédo

Extingdo

Fig. 2. Fases da memdria para uma tarefa com uma Unica sesséo de treino.
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1.2.1. Consolidacao

A consolidacdo é definida como o processo de estabilizacdo, p6s-aquisicdo do
traco de memoria recém-adquirido (inicialmente l&bil, no qual as memorias sdo
vulneraveis a interferéncias ou prejuizos) que leva ao armazenamento duradouro dessas
memorias, deixando-as em uma forma estavel e dificilmente sensivel a interferéncias
(Dudai, 2002, 2004; Glickman, 1961; Ji et al. 2003; Mcgaugh & Alpern, 1966; Nader &
Hardt, 2009).

Ribot, psicologo francés, foi o primeiro a sugerir que as memdrias podem ser
processadas ou gradualmente reorganizadas ao longo do tempo, o chamado gradiente de
Ribot (Ribot, 1882). Estudos classicos em pacientes com lesGes no lobo temporal
medial (Penfield and Milner 1958; Scoville and Milner 1957) forneceram a primeira
evidéncia de que danos no hipocampo afetam principalmente memarias recentes e nao
remotas. Demostrando que o hipocampo funciona como um armazenamento temporario
das novas informagdes, porém, o armazenamento permanente depende de uma rede
cortical amplamente distribuida (Frankland & Bontempi, 2005; McClelland, et al. 1995;
Squire & Alvarez, 1995).

O termo consolidacdo é usado para descrever dois processos: a consolidacao
sinaptica ou celular, rapida, que faz referencia as mudancgas moleculares e celulares que
ocorrem logo ap6s a formacdo da meméria e duram ndo mais do que algumas horas a
alguns dias em regides particulares do encéfalo envolvidas na aquisicdo e
processamento inicial de novas informacgdes (lzquierdo et al., 1997; Medina et al.,
2008). Durante essa fase sdo estabilizadas as alteracGes na conectividade sindptica em

circuitos localizados do hipocampo, como o crescimento de novas conexdes sinapticas,
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bem como a reestruturacdo das ja existentes (Dudai 2004; Frankland and Bontempi
2005), responsaveis pela manutencdo da memadria.

Por outro lado a consolidagéo sisttmica, um processo mais lento/prolongado,
refere-se a reorganizacdo das regides do encéfalo que suportam a memaria, em que uma
memoria de longa duracdo dependente do hipocampo torna-se (ao longo dos anos em
seres humanos e ao longo de semanas em roedores) “independente” dele (Frankland and
Bontempi 2005; Squire and Alvarez 1995), envolvendo a participacdo das regides
neocorticais e algumas interacbes com as estruturas do lobo temporal medial que
reorganizam o material recentemente aprendido (Dudai 2004; Medina et al. 2008). O
processo pode durar de dias a anos, dependendo do sistema de memdria, tarefa e da
pessoa ou animal (Dudai, 2012).

A ativacdo dos receptores glutamatérgicos AMPA, NMDA e metabotropicos, o
aumento da entrada de célcio as células e a ativacdo subsequente de varias proteinas
cinases, a ativacdo de fatores de transcri¢do, e as mudangas resultantes na expressao
génica durante periodos de tempo distintos apds aprendizagem, sdo processos-chave na

consolidacdo (Alberini 2009; de la Fuente et al., 2011; Izquierdo 2011).

1.2.2. Evocacdo da memdria

A evocacdo da memoria € um processo muito rapido no qual um trago de
memoria previamente adquirida € reativado por pistas externas, como a reexposi¢do ao
contexto de formacdo, ou autogeradas (Cammarota et al. 2005; Gisquet-Verrier and
Riccio 2012). Dependendo das condi¢des da evocacéo e a forca do trago original, um de
dois processos antagbnicos pode ser iniciado com a reativacdo da memodria: a
reconsolidacdo ou a extin¢do (Suzuki et al. 2004). Metodologicamente, o tempo de
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exposicdo vai determinar qual dos dois processos acontecerd, quando a evocacao é
prolongada em auséncia das contingéncias aprendidas, a memdria pode ser extinta, e
com exposicdes curtas aos estimulos aprendidos a memoria pode ser reconsolidada
(Lorenzini et al. 1993; Harris et al. 2000). Da mesma forma, quando as condig¢des
favorecem a permanéncia do traco, a memoria é reconsolidada, e quando as condicBes
indicam que a meméria ndo tem razdo para persistir, € extinta (Mechoulam and Parker
2013).

Desta forma, sabendo que recuperacdo da memdria € um processo complexo
através do qual a informacdo previamente adquirida pode ser utilizada, o que
geralmente leva a uma resposta comportamental, a Unica forma de se verificar que uma
memoria existe é quando a sua evocacao ocorre (James, 1890).

A evocacdo sera melhor e mais facil quanto mais componente dos estimulos
condicionados sejam apresentados na hora do teste: € preciso recriar a memoria,
conclamando a acdo o maior nimero possivel de sinapses pertencentes aos estimulos
condicionados dessa meméria (lzquierdo, 2011).

Os mecanismos moleculares do processo de evocacdo de memodrias de curta
duracdo sdo muito menores que 0s da memdria de longa duracdo. A evocacdo da
memoria de curta duracdo requer em CAL receptores glutamatérgicos intactos e a
ativacdo de receptores B-noradrenérgicos (sem ser imprescindiveis), e, diferente da
evocacdo de longa duracdo, nao requer a intervencao da proteina cinase dependente de
calcio (PKC), proteina cinase dependente de AMPc (PKA), proteinas cinases ativadas
por mitdgenos (MAPK) ou CaMKII. Na evocacdo da memdria de longa duracdo sdo
necessarios receptores glutamatérgicos AMPA e metabotropicos no CA1, cOrtex
entorrinal, parietal e cingulado anterior. A ativacdo desses receptores varia segundo a
estrutura: AMPA e metabotropicos em CAL e no cértex entorrinal, AMPA, NMDA e
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metabotrdpicos no cortex parietal e cingulado anterior. Também é necessaria a atividade
normal das vias metabdlicas da PKA, PKC (isoformas o e BII) e das vias de MAPK, em
forma simultédnea com a ativacao dos receptores glutamatérgicos (lzquierdo, 2011). Ao
contrario da consolidacéo, a atividade da CaMKII ndo é necessaria durante a evocagédo

nas estruturas mencionadas.

1.2.3. Reconsolidagdo

Durante muito tempo, mais de uma década atras, a maioria dos estudos afirmava
gue a memoria, depois de ser armazenada era um fendmeno estatico (Dudai 2004). Foi
depois de varios anos de pesquisas sobre um fendbmeno agora conhecido como
reconsolidacdo que se comegou a ver a memdria como um processo dinamico de
natureza flexivel.

Embora a descoberta de que as memorias se tornam instaveis apos reativacao
ndo seja nova (Judge and Quartermain 1982; Lewis, Misanin, and Miller 1968; Misanin,
Miller, and Lewis 1968; Schneider and Sherman 1968), as condi¢cdes necessarias para
reativar uma memdria e 0s mecanismos subjacentes ndo foram investigados até o
ressurgimento dos estudos em 2000 quando Nader e colegas (2000a, 2000b)
demostraram que a memoria de medo previamente consolidada podia ser prejudicada
pela injecdo de um inibidor da sintese proteica na amigdala basolateral (BLA),
imediatamente apos a reexposi¢do dos ratos ao estimulo condicionado (EC).

A reconsolidacdo refere-se ao processo de consolidacdo que € iniciado pela
reativacdo de uma memoria previamente consolidada, periodo no qual a memoria passa
de um estado inativo para um estado ativo, tornando-se instavel. Nesse periodo labil, a
memoria é sensivel a interferéncias ou modificagdes e 0 mesmo traco de memoria pode
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ser fortalecido, atualizado ou a sua precisdo aumentada (De Oliveira Alvares et al.
2013). Com o tempo, essa memoria se reestabiliza e entra num estado inativo, onde 0s
tratamentos de interferéncia ndo teriam mais efeito, esta estabilizacdo posterior seria a
reconsolidacdo propriamente dita (Bevilaqua et al. 2008; Lewis 1979).

A consolidacdo e a reconsolidagdo compartilham diversos mecanismos
similares, como a ativagdo de MAPK, PKA e a proteina ligante do elemento de resposta
ao AMPc (CREB) (Alberini 2005), porém a sintese de proteinas necesséria para a
reconsolidacdo tem processos bioquimicos diferentes daqueles apresentados durante a
fase de consolidacdo ap6s a aprendizagem inicial (Hoeffer et al. 2011; Lee and Hynds
2013), sugerindo que a reconsolidacdo ndao é, como o nome indica, apenas o traco de
memoria passando por uma consolidacdo adicional (Auber et al. 2013). Por exemplo, no
hipocampo o fator de transcrigdo Zif268 esta envolvido na reconsolidagdo, mas néo na
consolidagdo de memorias do medo contextual, onde o fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF) é necessario para a consolidacdo, mas ndo para a reconsolidacdo (Lee,
Everitt, and Thomas 2004). Portanto a reconsolidacdo ndo € apenas uma nova
consolidacdo, mas sim um processo neurobioldgico distinto.

Um dos processos mais caracteristicos da reconsolidacdo € a degradacdo
proteica induzida pela reativacdo. Molecularmente, a desestabilizacdo é dependente da
via proteolitica ubiquitina-proteassoma (Choi et al., 2010; Kaang and Choi 2011; Kaang
et al., 2009), da ativacdo dos receptores de NMDA (especialmente a subunidade NR2)
(Mamou et al., 2006), os canais de calcio dependentes de voltagem do tipo L e os
receptores CB1 (Suzuki et al. 2008).

Nem todas as memorias serdo reconsolidadas cada vez que forem reativadas
(Nader & Einarsson, 2010). Por exemplo, foi observado que memorias mais antigas e
mais fortes sdo muito mais dificeis de serem labilizadas e consequentemente

23



reconsolidadas (Suzuki et al. 2004; Wang et al., 2009), demonstrando que o tempo de
reativacdo para memorias remotas é maior que aqueles usados em memorias recentes
(menos de 30 dias) (Frankland et al. 2006). Este fendmeno pode ser explicado de uma
maneira adaptativa onde memdrias antigas, provavelmente mais importantes para o

organismo, precisam de uma estabilidade maior que as outras.

1.2.4. Extingdo

Como  previamente  explicado, ao contrario da  reconsolidacéo,
metodologicamente, a reexposicao prolongada ao contexto de treino induz a exting¢éo da
memoria. Esta extingdo leva a formacdo de uma nova memoria que suprime
temporariamente a memoria evocada, porém sem apaga-la ou modificar o traco de
memodria original e, em vez disso, levam ao desenvolvimento de uma nova memoria que
permite o estabelecimento de circuitos inibitorios que tem por funcdo suprimir a
atividade da memodria original, inibindo a resposta (Bouton 1993; Bouton et al. 2006;
Fiorenza et al. 2011; Milad and Quirk 2002, 2012). O resultado € uma resposta que se
recupera com o tempo, retornando espontaneamente (recuperacdo espontanea), quando
0S animais séo expostos ao EC num contexto novo, separado daquele em que ocorreu a
formacédo da extingdo (renovacgdo), ou quando a resposta de medo extinta é acionada e
reaparece ap0s a exposi¢cdo ao estimulo incondicionado (Reinstalagdo) (Auber et al.
2013; Milad and Quirk 2012).

Desta forma, experimentalmente a extin¢cdo ndo apaga a associacao inicial entre o
EC e o estimulo incondicionado (EI), mas sim forma uma nova associacdo (EC- sem

El), que inibe a expressdo da memoria condicionada.
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A terapia de extingdo ou a exposicdo é um método amplamente utilizado na
clinica no tratamento de distUrbios de ansiedade, como o transtorno do estresse pds-
traumético (TEPT) e fobias especificas, como medo de altura ou aranhas,
proporcionando, um método eficaz, pratico, mas ndo permanente de abordar as
respostas emocionais patogénicas, resultando em uma diminuigdo progressiva do

comportamento (Bouton & Bolles, 1979; Rescorla & Heth, 1975).

1.3. Considerac0es estruturais da extingao

Uma série de estudos tém caracterizado os substratos neurais subjacentes a
extincdo da memdria de medo, e embora uma grande variedade de estruturas cerebrais
possam desempenhar um papel importante nas memorias de medo, a amigdala, o
hipocampo e cértex pré-frontal medial (mPFC) tém recebido grande parte da atencdo
como o0s principais componentes do circuito do medo no encéfalo de mamiferos (Maren
& Quirk, 2004; Myers & Davis, 2007; Phelps & LeDoux, 2005; Quirk & Mueller, 2008;
Quirk et al., 2010).

A amigdala é importante, entre outras coisas, para a codificacdo do contetdo
aversivo das memdrias de medo, a aquisi¢do e a expressdo da memoria de extingdo. Em
particular, o complexo basolateral (nucleos laterais e basolateral) e as ilhas de neurénios
GABAérgicos situados entre a BLA e 0 nlcleo central da amigdala (CeA) conhecidas
como as células intercaladas, sdo regides criticas no processo de extin¢do (Myers,
Carlezon, & Davis, 2011).

O hipocampo desempenha um papel fundamental no processamento associativo

das informacdes contextuais, sendo o responsavel pela codificacdo da informagéo
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contextual durante o treinamento da memoria de extin¢cdo e o posterior uso dessas
informagdes para promover ou impedir a expressdo da memoria de extingéo.

O cortex pré-frontal (PFC) assim como o hipocampo modula fortemente a
atividade da amigdala, exercendo controle inibitorio sobre a sua atividade, sendo um
possivel mecanismo de extingdo (Quirk and Mueller 2008). O PFC é crucial para a
recuperacdo/evocacdo e a reavaliagdo das memorias aversivas (Shin and Liberzon
2010).

Duas sub-regides do mPFC, o cortex prelimbico (PL) (similar ao cortex
cingulado dorsal anterior em humanos) e o cortex infralimbico (IL) (PFC ventromedial
em humanos) desempenham um papel importante na expressdo e supressdo do medo,
respectivamente. O cortex IL é necessario para a extingdo do medo, mas ndo para a
aquisicdo do medo, enquanto o cOrtex PL é necessario para a aquisi¢cdo, mas ndo para a

extin¢do do medo (Sierra-Mercado et al., 2011).

1.4.  Consideragoes moleculares da extingdo da memoria

Diferentes estudos mostram trés sistemas de receptores/ligantes moleculares que
desempenham um papel importante na extincdo das respostas de medo: o receptor
NMDA, o receptor TrkB e o sistema renina-angiotensina.

O receptor de NMDA foi o primeiro dos receptores de glutamato a ser
relacionado com a extincdo da memoria e continua sendo o mais estudado. Os
mecanismos dependentes desses receptores sdo necessarios nao so para a extingdo senao
tambem para a consolidacdo de memorias aversivas. Assim o afirmam estudos onde a
administracdo sisttmica de antagonistas NMDA antes ou depois da sessdo de extingdo
prejudicaram a formacéo e retencdo da memoria de extingcdo (Burgos-Robles et al.
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2007; Chan and McNally 2009; Kelamangalath et al. 2007; Ogden et al. 2014; Sotres-
Bayon et al. 2009; Sotres-Bayon, Bush, and LeDoux 2007; Storsve, McNally, and
Richardson 2010). Por outro lado o aumento da funcdo do receptor de NMDA pelo
agonista parcial D-cicloserina (DCS) facilita a extingdo em roedores e humanos em uma
variedade de tarefas.

A plasticidade sinaptica dependente de receptores de NMDA dentro do IL e a
BLA esta envolvida na codificacdo/aquisicdo e consolidacdo da memdria de extingéo,
respectivamente (Myers et al., 2011). No hipocampo, a extingdo do medo contextual
esta associada com a diminuicdo da expresséo das subunidades NR1, NR2A e NR2C, e
0 aumento da expressédo de NR2B (YYamamoto et al. 2008).

O BDNF e a sua agdo no receptor de TrkB desempenha um papel importante
tanto na aquisicdo como na extingdo de uma memoria de medo no hipocampo, o PFC e
na amigdala. Assim o mostram estudos onde a supressdao do BDNF no hipocampo
resulta em déficits na extingdo, mas ndo tem nenhum efeito sobre a consolidagdo do
medo (Heldt, Stanek, Chhatwal, & Ressler, 2007; Peters, Dieppa-Perea, Melendez, &
Quirk, 2010). No PFC a infusdo de BDNF no IL aumenta a extin¢gdo do medo. Em
contraste, a supressdo do BDNF no PL resulta em déficits na aquisicdo da memoria,
mas ndo afeta a sua extin¢cdo (Andero and Ressler 2012; Chhatwal et al. 2006; Rattiner
et al. 2004). Finalmente, na amigdala, infusdes intra-BLA do vetor lentiviral TrkB.t1
antes da sessdo de extincdo, causaram déficit na retencdo da extin¢do, demostrando a
importancia do TrkB na consolidacgéo e retencdo da memoria de extincao.

Além de regular um nimero consideravel de funcdes fisiologicas (regulacdo da
pressdo sanguinea, niveis de sddio e agua no corpo), o sistema renina-angiotensina,
demonstrou desempenhar um papel importante nos transtornos relacionados ao estresse
e a ansiedade, além de ser crucial nos mecanismos de aprendizagem e memaoria como
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regulador da aquisicdo, consolidacdo e evocacdo de memorias (Morrison and Ressler
2013; Wright et al. 2002).

Vérios receptores, moléculas sinalizadoras e fatores de transcricdo que
desencadeiam a sintese proteica estdo envolvidos na reconsolidagdo e extincdo da
memoria e, possivelmente, em sua interagdo (Auber et al. 2013). No entanto
mecanismos moleculares especificos sdo ativados quando uma memdria entra em
processo de reconsolidacdo, ou quando comeca a se estabelecer a extingdo, por
exemplo, uma reativacdo de curta duracdo, que induz o processo de reconsolidacéo,
aumenta a atividade do fator de transcricdo NF-kB no hipocampo dorsal e induz a
expressao dos genes alvo, por outro lado com uma reativacdo de longa duragéo, que
induz a extin¢do da memoria, a calcineurina fosfatase (CaN) é ativada, bloqueando a

ativacdo da NF-xkB (de la Fuente et al. 2011) (Fig. 3).

) REGULACAO PROCESSO DE
ESTIMULO TRANSCRICIONAL MEMORIA

L éa kinn) —> ( NF - ua) ~—> RECONSOLIDAGAO

N CURTO
EVOCAGAO
INDUZIDA PELA e
REEXPOSICAO
AO CONTEXTO
C—> 3 - @ e
PROLONGADO

Fig. 3. Fatores de transcricdo envolvidos na reconsolidacdo e na extingdo da memdria. Uma breve
exposicdo ao contexto onde foi adquirida a memoria, leva a ativacdo de cinase IkB que induz a
translocacédo para o nucleo e a ativagdo da NK-kB. Por outro lado, a exposicdo prolongada ao contexto de
formacdo da memodria ativa a CaN que blogueia a ativagdo da NF-kB, induzindo a translocacdo do NFAT
e sua ativacdo por desfosforilacdo direta, levando a extingdo da memdria. IkB= proteina cinase 1kB,
CaN= Calcineurina fosfatase, NFAT= fator nuclear de células T ativadas. Adaptado de De la Fuente,
2011

O sistema canabindide tem sido amplamente relacionado com a extingéo,

consolidacédo e evocacdo da memdria. Por isso o sistema canabinoide se tornou um alvo
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terapéutico promissor para o tratamento de trastornos emocionais relacionados ao
estresse (Abush & Akirav, 2013; Fraser, 2009; Ganon-Elazar & Akirav, 2012; Hill et

al., 2010; Rabinak & Phan, 2013; Rabinak et al., 2013).

1.5. Cannabis sativa e sistema canabindide

As preparacOes da Cannabis tém sido utilizadas ha milénios em uma infinidade
de culturas, tanto por suas propriedades medicinais como por seus efeitos psicoativos
(Mechoulam & Parker, 2013; Russo, 2007).

O primeiro relatério formal da Cannabis como medicamento surgiu na China
aproximadamente 5000 anos atras, quando ele foi recomendado para diversas doencgas e
sintomas, como a maldria, enxaqueca, constipacdo, o controle da dor (p.e., dores
reumaticas), obstetricia (no momento do parto) e, misturado com vinho, como um
analgésico cirargico (Mechoulam 1986 em Robson, 2001).

Sendo sem duvida umas das primeiras plantas cultivadas pelo homem, e com a
mais longa histdria, ha registros de sua utilizagdo em toda a Asia (principalmente na
india), Oriente Médio, Africa do Sul e América do Sul (Fig. 4).

A pesquisa médico-cientifica sobre a Cannabis comecou ha cerca de 150 anos,
quando o médico W.B. O'Shaugnessy e o psiquiatra, J.J. Moreau realizaram ensaios
clinicos com Cannabis indiana e norte-africana, respectivamente, descrevendo 0s
efeitos psicologicos nos pacientes (a maioria deles opostos uns aos outros) e mostrando
a sua utilidade em diferentes doencas neuroldgicas e fisiologicas (Di Marzo, 2006;

Mechoulam, 2011).
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1. Hemp, China, 10,000 BCE

2. Cannabis use, Bylony Culture, Central Europe, 5000 BCE

3. Pyramid Texts, Memphis, 2350 BCE

4. Margiana, 2000 BCE

5. Egyptian Papyri, Thebes, 1700-1300 BCE
6. Atharva Veda, India, 1600 BCE

7. Sumerian/Akkadian cuneiform, Nineveh, circa 1500 BCE

8. Zend Avesta, Persia, 750 BCE

9. kunubu in holy rites, Kouyounjik, 680 BCE
10. Hemp fabric, Gordion, 650 BCE

11. Herodotus, Massagetae, 450 BCE

12. Herodotus, Scythians, 450 BCE

13. Frozen Tombs, Pazyryk, 400 BCE

14. Yanghai Tombs, Turpan, 400 BCE
15. Pliny, Bactria, 1st century CE

16. Shen Nung Pen Tshao Ching, China, 150 BCE

17. Cannabis pollen, Africa, year 0

18. Fayyum Medical Book, Fayyum, 160 CE
19. Babylonian Talmud, 200 CE

20. Bumt cannabis, Beit Shemesh, 350 CE
21. Taoist mystical usage, China, 570 CE
22. Sabur ibn Sahl, Persia, 850 CE

23. al-Kindi, Iraq, 875 CE

24. Ishak al-Israeli, Kairouan, 950 CE

25. al-Razi, Persia, 950 CE

26. Maimonides, Egypt 1150 CE

Fig. 4. Mapa pictdrico da histéria da Cannabis (Russo 2007).

a2
27. Anandakanda, Southern India, 1200 CE
28. Sheshet Benveniste, Barcelona, 1350 CE
29. Ethiopian pipes, 1350 CE
30. Garcia da Orta, Goa, India, 1563
31. Parkinson, England, 1640
32. Marcandier, France, 1758
33. Aubert-Roche, Alexandria, 1836
34, O'Shaughnessy, Calcutta, 1839
35. Clendinning, London, 1843
36. Donovan, Dublin, 1845
37. Gowers, London, 1888
38. Reynolds, London, 1890 (and before)

Apesar da descoberta da Cannabis e seus efeitos, 0 avango na pesquisa demorou

aproximadamente duas décadas por falta de conhecimentos sobre a sua composicéo

quimica bésica e farmacologia. Foi a partir da identificacdo do A°-tetrahidrocanabinol

(A®THC), o constituinte psicoativo da planta em 1964 pelo Raphael Mechoulam (Gaoni

and Mechoulam 1964) que a &rea dos canabinoides atraiu o interesse de muitos

pesquisadores e consequentemente 0 aumento da pesquisa nesse campo.

No entanto, 0 mecanismo de agdo da Cannabis permaneceu desconhecido até

que o THC comecou a ser sintetizado e disponibilizado para a pesquisa. Inicialmente

pensava-se que, devido a sua natureza lipofilica, os canabinoides agiam através de um

mecanismo nao especifico associado & membrana plasmatica, porém a especificidade da
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acdo de alguns canabindides sintéticos apontava para um mecanismo mais especifico
(Mechoulam & Parker, 2013). O primeiro indicio de que os canabindides poderiam
atuar através de receptores surgiu quando Howlett demostrou que canabindides inibiam
a formacéo de AMPc em cultura de neuroblastoma, sugerindo que esses receptores eram
acoplados a proteina G (Howlett et al.,1986; Howlett 1984).

Em 1988 foi identificado o CB1 (Devane et al. 1988), localizado
neuroanatomicamente (Herkenham et al. 1990) e clonado (Matsuda et al. 1990). Alguns
anos apos a descoberta, o primeiro ligante endogeno canabindide [endocanabindides
(eCB)] foi extraido do encéfalo de porco (Devane et al. 1992). Este agonista
endocanabinoide ¢ a “etanolamina de acido araquidonico” e foi nomeado anandamida
ou araquidonoil etanolamida (AEA), inspirado na palavra sanscrita ananda (que
significa “felicidade"). Um segundo endocanabinodide, o 2-araquidonoil-glicerol (2-AG)
foi identificado alguns anos mais tarde (Mechoulam et al. 1995). Em 1993 o receptor
canabindide de tipo 2, CB2, foi identificado no bago de ratos.

Além dos dois principais endocanabindides AEA e 2AG, depois de
alguns anos outros lipideos foram identificados como ligantes endégenos dos receptores
canabindides, como a noladina, a virodamina (O-araquidonil-etanolamina) e a N-
araquidoil-dopamina (Fig. 5). Porém, outras moléculas candidatas a ser
endocanabindides estdo sendo investigadas, e 0 nimero real de endocanabindides pode
chegar a mais do que oito (Pamplona and Takahashi 2012). Ha mais de 60 constituintes
de Cannabis que foram identificados até agora, com estruturas intimamente
relacionadas quimicamente e propriedades fisicas parecidas, tornando a sua separacao e

identificacéo dificil.
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Fig 5. Representacdo das estruturas moleculares do A°THC e canabidiol, dos canabindides enddgenos
anandamida (AEA) e 2-araquidonoil glicerol, e de outras trés moléculas canabimiméticas endégenas que
foram identificadas. Adaptada de Pamplona & Takahashi, 2012.

A expressdo do receptor CB1 no encéfalo é extremadamente elevada, sendo um
dos receptores ligados a proteina G (GPCRs) mais abundante no SNC dos mamiferos,
estando presente também numa grande variedade de tecidos periféricos. As maiores
densidades de receptores CB1 no encéfalo sdo encontradas em estruturas do sistema
limbico como o hipocampo e o complexo basolateral da amigdala (em niveis baixos no
nucleo central), o cortex pré-frontal, o cortex cingulado, os nucleos da base e o cerebelo,

e em niveis menores na substancia negra, o globo péalido e o hipotalamo.
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Dentro destas regiGes limbicas, o receptor CB1 é expresso em niveis muito
elevados em interneurdnios GABAérgicos, principalmente nos neurénios em cesto que
liberam colecistoquinina (Katona et al. 1999; Morozov et al., 2009) e em niveis
moderados nos terminais de células piramidais glutamatérgicas (Kano et al. 2009;
Kawamura et al. 2006; Takahashi and Castillo 2006).

A sinalizagdo do receptor CB1 ndo é a mesma em todo o SNC, dependendo da
regido encefalica e do tipo celular, a expressdo desses receptores pode mudar
(Marsicano and Lutz 1999). A nivel subcelular, a maioria dos receptores CB1 estdo
localizados nos terminais pré-sinapticos dos axénios neuronais, porém também podem
ser encontrados em baixo nivel nos dendritos axonais proximais, ou no corpo celular
(Leterrier et al. 2006; Nyiri et al. 2005), diferentemente dos CB2, que S0 expressos
principalmente nos processos dendriticos pos-sinapticos e no corpo celular (Onaivi et al.
2006).

Tanto os CB1 como os CB2 sdo receptores acoplados a proteinas Gi/o, as quais
inibem a atividade da adenililciclase, reduzindo consequentemente os niveis de AMPCc,
ativando canais de potassio (Tipo A) e inibindo canais de céalcio dependentes de
voltagem (tipo L, N, P, Q) (fig. 6) (Howlett et al. 2002). Mas diferentemente dos
receptores CB1, os CB2 estdo localizados principalmente no sistema nervoso periférico
(SNP), sendo que recentemente se confirmou que eles também podem ser expressos (em
menor quantidade que os CB1 -100 vezes menos) em neurdnios e células gliais em
diversas regides encefalicas (Onaivi et al. 2006; Van Sickle et al. 2005).

Uma das principais fungdes do sistema endocanabindide é a inibicdo da
liberacdo de neurotransmissores, principalmente de GABA e glutamato a medida que
sdo encontrados na sua maioria nestes neurdnios, porém também sdo encontrados em
terminais dopaminérgicos serontoninérgicos e noradrenérgicos.
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Fig 6. Sinalizagdo retrograda dos endocanabindides. A despolarizagdo pds-sinaptica abre canais Ca2+
dependente de voltagem; o aumento de Ca2+ intracelular ativa as enzimas que sintetizam o0s
endocanabindides a partir de precursores lipidicos. A ativacdo de mGIuRs pés-sinapticos também pode
gerar endocanabindides, possivelmente atraves da ativacdo de fosfolipase C, gerando diacilglicerol, que é
entdo clivado pela diacilglicerol lipase para produzir 2-AG. A ativagdo dos receptores CB1 pelos
endocanabinoides leva a uma diminui¢do do monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), acumulagdo e por
conseguinte a inibicdo da proteina cinase dependente de AMPc (PKA), o que em conjunto levara a uma
inibicéo da liberagcdo dos neurotransmissores. Adaptado de Wilson and Nicoll 2002.

AEA e 2-AG ndo sdo armazenados nas vesiculas sinapticas, sdo sintetizados por
fosfolipideos da membrana que sdo hidrolisados por meio das vias das fosfolipase ao
neurotransmissor final e liberados dos neurdnios pds-sinapticos a demanda dependendo
da estimulacdo celular (atividade neuronal) (Di Marzo and Deutsch 1998). O estimulo
no neurdnio pds-sindptico e a excitacdo neuronal leva a despolarizacéo e ao influxo de
jons céalcio que estimulam varias fosfolipases, iniciando assim a sintese dos
endocanabindides, que diferentemente da maioria dos neurotransmissores, agem como

mensageiros retrogrados que sdo liberados pelo neurdnio na fenda sinaptica e se

difundem livremente para estimular os receptores CB1 nos terminais pré-sinapticos.
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Uma caracteristica comum de todas as vias de sintese dos endocanabinoides € a sua
dependéncia do aumento de Ca2+ intracelular (Stella et al., 1997).

Apo6s a sua liberacdo, os endocanabindides sdo rapidamente removidos do
espaco extracelular através de um processo de transporte de membrana, um sistema de
recaptacdo presente em neurbnios e células gliais que ainda ndo foi completamente
caracterizado (Beltramo et al. 1997; Di Marzo and Deutsch 1998). Sugere-se a
existéncia de uma proteina que funciona como um transportador endocanabindide, ja
que se encontrou que a recaptacdo endocanabinGide é seletiva, dependente da
temperatura, saturavel, sensivel a inibicdo farmacoldgica, e inteiramente compartilhada
por AEA e 2-AG (Beltramo and Piomelli 2000; Bisogno et al. 2001; Hillard and
Jarrahian 2000). A proteina que medeia a recaptacdo ainda nao foi identificada.

Uma vez recaptada para o interior da célula a AEA ¢é hidrolisada pela enzima
microsomal &cido graxo amina hidroxilase (FAAH) em &cido araquiddnico e
etanolamina (Gaetani et al. 2009; Ueda et al. 2000). 2-AG é metabolizada
principalmente em acido araquidoénico e glicerol pela lipase monoacilglicerol (MGL),
mas também pode ser hidrolisado enzimaticamente, pela FAAH (Cravatt et al. 2001;
Dinh et al. 2002). FAAH e MGL sdo amplamente expressos no encéfalo, mas
enquanto a FAAH é expressa nas estruturas pds-sinapticas, MGL ¢é geralmente
associada as terminacdes nervosas (Cravatt et al. 1996).

Finalmente, diferentes estudos em camundongos knockout CB1 que tiveram
algum efeito a diferentes agonistas e antagonistas canabindides sintéticos, sugerem que
pode haver um terceiro receptor canabindides: "CB3", que seria sensivel ao antagonista
SR141716A (rimonabanto) e insensiveis ao antagonista AM251 (Begg et al. 2005;

Brown 2007). No entanto, o receptor ainda ndo foi caracterizado de forma confiavel.
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1.6. Sistema canabindéide e memoria

Através dos anos o0s estudos com endocanabindides tém aumentado
significativamente, trazendo cada vez mais entendimento sobre esse sistema e sua
importancia na transmissao neuronal em diferentes fenémenos como a memoria. Porém,
ainda ndo se tem um conhecimento completo devido & complexidade do sistema
canabindide e os resultados contraditorios.

Nas tabelas 2-5 estdo resumidos alguns resultados das pesquisas avaliando os
efeitos de canabindides nas diferentes fases da memoria e mostrando assim o0s
resultados controversos e dificeis de explicar (Morena and Campolongo 2014).

Devido a que os canabindides podem alterar a fun¢do motora, afetar os niveis de
ansiedade e outros processos motivacionais (Cosenza et al. 2000; Jarbe et al., 2002;
Rodriguez de Fonseca et al. 1998; Solinas and Goldberg 2005), concluir a partir de
estudos acerca da influéncia dos canabindides em diferentes tarefas de memaria quanto
injetados pré-treino torna-se dificil, porque ndo se tem certeza quais efeitos sdo
puramente cognitivos ou variaveis de confusdo (por exemplo, alteracdo na sensibilidade
a dor e/ou atividade locomotora e/ou motivagdo) (Morena and Campolongo 2014).

Mesmo assim, existe um consenso geral sobre o efeito prejudicial da ativagao do
sistema endocanabindide sobre a aquisicdo de memdria como mostrado na Tabela 1,
onde aparecem estudos avaliando esta fase da memaria em diferentes tarefas e com
agonistas canabindides como o A9-THC ou WIN. No entanto, a administracdo de
antagonistas como o rimonabanto ou o AM251 também prejudica a aquisicdo da
memoaria em diferentes tarefas e doses (Robinson et al. 2008; Tan et al. 2011). Porém
outros estudos mostram que a infusdo dos mesmos farmacos e AM281 melhoram
(Bialuk & Winnicka, 2011; Lichtman, 2000; Lin et al, 2011) ou ndo

36



influenciam/alteram a adquisicdo da memoria (De Oliveira Alvares et al. 2008).
Corroborando desta forma, a dificuldade para chegar a uma concluséo sobre o seu efeito
e fazer uma comparacdo entre eles devido a diferenca das doses, drogas e o tipo de via

de administracdo (intraperitoneal vs intracerebral).

Tabela 1. Efeitos dos canabinoides na adquisicdo da memoria em roedores.

Droga Dose Administragdo  Animais Paradigma Efeito Referéncias
Agonista do receptor CB1/CB2 o
WIN 25-5mgfkg  ip Wistar CFC Prejudica  pamplona and Takahashi (2006)
1.2mgfkg ip. Sprague-Dawley RO Prejudica  Schneider, Schomig, and Leweke
(2008)
5 pg/side Intra-Cal Sprague-Dawley MWM Prejudica  Abush and Akirav (2010)
A°-THC 10 mg/kg iLp. FAAH —|—, [+ MWM Prejudica  Wise et al. (2012)
Camundongo
20 pgfside Intra-DH-VH- Wistar Labirinto radial de oito  Prejudica  Egashira et al. (2002)
DMT bragos
Antagonistas CB1 (e agonistas inversos)
AM251 50-500ng/  Intra-BLA Sprague-Dawley ~ Medo condicionado Prejudica  Tanetal. (2011)
side olfativo
Rimonabant 3 mgfkg ip Sprague-Dawley Labirinto radial Melhora  [ichtman (2000)
Imgfkg iLp. Lister Hooded rats  MWM Prejudica  Robinson et al. (2008)
AM281 2.5 mglkg ip. C57BLJG] camundongo CFC Melhora  Linet al (2011)
0.05 pgfrat Intra-CAl C57BL/6] camundongo CFC Prejudica  Linet al (2011)
Agonistas indiretos
AM404 (Inibidor da captagao 0.5-1mglkg ip. Wistar Campo aberto Prejudica  Campolongo et al. (2012)
de AEA) 1 pgrat Intra-CAl (C57BL/GJ Camundongo  (CFC Prejudica  Lin et al. (2011)
URB597 (Inibidor da FAAH) 0.1-1.0mg/  ip Sprague-Dawley A Prejudica  Mazzola et al. (2009)
kg
JZL195 (Inibidor da 20 mg/kg ip. FAAH |- camundongo MWM Prejudica  Wise et al. (2012)
{FAAH e MAGL) 20 mgfkg i.p. FAAH +[+ Camundongo MWM Prejudica  Wise et al. (2012)
JZL184 (Inibidor da MAGL) 20-40mg/kg  i.p. FAAH |- Camundongo MWM Prejudica  Wise et al. (2012)
40 mg (kg ip FAAH +/+ camundongo MWM Prejudica  Wise et al. (2012)

AEA= anandamida; FAAH= &cido graxo amina hidroxilase; i.p= intraperitoneal; MAGL= Lipase
monoacilglicerol; CFC= condicionamento aversivo ao contexto; MWM= Labirinto aquatico de Morris;
IA= esquiva inibitoria; BLA= amigdala basolateral; CeA= amigdala central; DH= Hipocampo dorsal;
VH= Hipocampo ventral; DMT= Ndcleos talamico dorsomedial. Adaptado de Morena and Campolongo,
2014.

Os dados sobre os efeitos dos canabindides na consolidacdo da memdria ndo sao
muito alentadores. Como mostrado na tabela 2, dados conflitantes também tém sido
registrados em relacdo aos efeitos de canabinoides sobre a consolidagdo da memoria
(Morena and Campolongo 2014), desta vez dependendo da via de administragdo dos

farmacos. A infuséo intra-BLA do agonista canabindide WIN melhorou a consolidacéo

da memdria na esquiva inibitoria, ao contrario o antagonista AM251 prejudicou a
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consolidacdo da memoria na mesma tarefa e no condicionamento aversivo ao contexto
(Bucherelli et al. 2006; Campolongo et al. 2009). Do mesmo modo, a infusdo intra-CA1
de AEA melhorou a consolidacdo da memdria na esquiva inibitdria, porém o AM251 a
prejudicou (de Oliveira Alvares et al. 2005; De Oliveira Alvares et al. 2008). Entretanto,
outros estudos mostram que a infusdo intra-CA1 do agonista WIN na mesma tarefa
prejudica a consolidacdo da memdria (Moshfegh et al. 2011; Zarrindast et al. 2012).

Por outro lado, quando os farmacos sd@o administrados intraperitonealmente os
dados sdo contraditérios. Esses efeitos podem ser devido a distribuicdo dos receptores
canabinodides no SNC e SNP, pelo que tais farmacos podem ser degradados ou interagir

com muitos sistemas de neurotransmissores em diversas regies encefalicas.

Tabela 2. Efeitos dos canabindides na consolida¢éo da memoria em roedores.

Droga Dose Administracdo Animais Paradiama Efeito Referéncias
Agonista do receptor CB1/CB2
AEA 0.17 ngfside  Intra-CA1 Wistar 1A Melhora  De Oliveira Alvares et al, (2008)
HU-210 0.1 mgfkg Lp. Wistar CFC Prejudica Mackowiak et al. (2009)
WIN 1-3mgfkg Lp. Long-Evans MWM Prejudica Yim et al. (2008)
0.3 mgfkg ip. Sprague-Dawley  HA- RO Melhora  Campolongo et al. (2013)
50 ngfside Intra-BLA Sprague-Dawley A Melhora Campolongo, Roozendaal, Trezza, Hauer, et al,
(2009)
0.1-025pg/  Intra-CeA Wistar 1A Prejudica  Zamindast, Ghiasvand, Rezayol, and Ahmadi(2012)
rat
0.25-0.5 pg/  Intra-CA1 Wistar 1A Prejudica  Moshfegh, Babaei, Oryan, Soltani, and Zarrindast
rat (2011)
0.1-0.5 pg/ Intra-CA1 Wistar 1A Prejudica  Nasehi, Sahebgharani, Haeri-Rohani, and Zarrindast
rat (2009)
0.25-05 pg/  Intra-CA1 Wistar 1A Prejudica  Jamali-Raeufy et al. (2011)
rat
10 nmolfside  Intra-CAl Wistar RO Prejudica  Clarke et al. (2008
Antagonistas CB1 (e agonistas inversos)
AM251 0.28 ngfside  Intra-BLA Sprague-Dawley 1A Prejudica Campolongo, Roozendaal, Trezza, Haver, et al.
(2009)
0.28 ngfside  Intra-BLA Wistar CFC Prejudica  Bucherelli, Baldi, Mariottini, Passani, and Blandina
(2006)
5.5 ngfside Intra-CA1 Wistar 1A Prejudica  de Oliveira Alvares et al. (2005)
Rimonabant 1 mglkg iLp. Sprague-Dawley Labirinto radial Melhora  Wolffand Leander (2003)
de 8 bracos
1 mgfkg Lp. Swiss albino mice | CE Melhora  Takahashi, Pamplona, and Fernandes (2005 )
CE 0.1 mgfkg iLp. Sprague-Dawley | apirinto radial Melhora ~ Wise et al. (2008)

Agonistas indiretos
URB597 (Inibidor 0.3-1mgfkg ip. Swiss albino  ~ RO Prejudica  Busquets-Garda et al. (2011)
da FAAH) 1 mgfkg ip. Swiss albino Reconhecimento  Preiudica  Busguets-Garda et al. (2011)
do contexto

AEA= anandamida; FAAH= acido graxo amina hidroxilase; i.p= intraperitoneal; CFC= condicionamento
aversivo ao contexto; MWM= Labirinto aquatico de Morris; HA= alta excitacdo; LCE= labirinto em cruz
elevado; 1A= esquiva inibitéria; BLA= amigdala basolateral. Adaptado de Morena and Campolongo,
2014.
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Diferente das outras fases da memoria, os estudos avaliando os efeitos dos
canabinoides na evocacdo da memoria sdo poucos e ndo existe controvérsia entre eles
nas diferentes tarefas experimentais investigadas até agora (Tabela 3) (Morena and
Campolongo 2014). Estudos demostram que a infusdo de agonistas canabindides como
0 WIN e o A9-THC prejudica a evocagdo da memoria em diferentes tarefas.

Concluindo que os canabinoides prejudicam a evocacao da memdria.

Tabela 3. Efeitos dos canabindides na evocacdo da memaria em roedores.

Droga Dose Administragdo ~ Animais Paradigma Efeito Referéncias

Agonista do receptor CB1/CB2

WIN 0.3mglkg i.p. Sprague-Dawley HA-RO Prejudica Campolongo et al. (2013)
0.3mglkg i.p. Sprague-Dawley LA-RO Melhora Campolongo et al. (2013)
10-30 ngside Intra-CA1 Sprague-Dawley CFC Prejudica Atsak, Hauer, et al. (2012)
0.25-0.5 pg/rat Intra-CA1 Wistar 1A Prejudica Piri and Zarrindast (2011)
5 ug/side Intra-VSub Sprague-Dawley CFC Prejudica Segev and Akirav (2011)

A%-THC 5.6 mg/kg ip Sprague-Dawley Labirinto radial Prejudica Wise, Thorpe, and Lichtman (2009)
6 mg/kg ip. Wistar L. radial de 8 bragos Prejudica Mishima et al. (2001)
10 mg/kg i.p. C57BL/6) MWM Prejudica Niyuhire, Varvel, et al. (2007)
10 mg/kg Lp. Wistar 1A Prejudica Mishima et al. (2001)

i.p= intraperitoneal; CFC= condicionamento aversivo ao contexto; MWM= Labirinto aquético de Morris;;
IA= esquiva inibitéria; HA= alta excitacdo; LA= Baixa excitacdo; VSub= Subiculum central. Adaptado
de Morena and Campolongo, 2014.

Finalmente, os diferentes estudos avaliando os efeitos dos canabindides na
extincdo da memdria em diferentes tarefas e regides encefalicas, mostram que a
ativacdo do sistema canabinoide facilita a extincdo das memorias aversivas (Marsicano
et al., 2002; Do Monte et al. 2013; Varvel and Lichtman 2002) (Tabela 4). Estes efeitos
parecem ser especificos na extincdo de comportamento aversivamente motivados, como
0 indicam experimentos onde camundongos knockouts para CB1 e camundongos
selvagens (wild-type) tratados com rimonabanto, ndo apresentam déficits na extin¢éo de

uma resposta operante reforcada com comida (Holter et al. 2005; Niyuhire et al. 2007).
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Tabela 4. Efeitos dos canabindides na extin¢do da memoria

Droaa Dose  Administracio  Animais Paradioma Ffeito Referéncias
Agonista do receptor CB1/CB2
WIN 025mglkg  Lp. Wistar CFC Melhora  pamplona et al. (2006)
5 ug/side Intra-CA1 Sprague-Dawley 1A Melhora  Abush and Akirav (2010)

Antagonistas CB1 (e agonistas inversos)

Rimonabant 1.5-5 mg/ ip Sprague-Dawley FPS Prejudica Chhatwal et al. (2005)
kg ..
3 mg/kg ip. C57BLJ6G) Medo condicionado  Prejudica  marsicano et al. (2002)
auditivo
3-10mg/  ip. C57BL/6) CFC Prejudica  Suzuki et al. (2004)
kg -
3 mg/kg ip. C57BLJ6) MWM Prejudica  vapyel et al. (2005)
3 mg/kg ip. C57BL/6) 1A Prejudica  Niyuhire, Varvel, Thorpe, et al. (2007)
Agonistas indiretos
AM404 (Inibidor da 10 mg/kg ip Sprague-Dawley FPS Melhora Chhatwal et al. (2005)
captacéo de AEA)
1 pg/rat icw Wistar CFC Melhora Bitencourt, Pamplona, and Takahashi
(Inibidor da (2008)
0L-135 FAAH) 30mglkg  ip. C57BL/6) MWM Melhora  Varvel et al. (2007)

i.p= intraperitoneal; FAAH= &cido graxo amina hidroxilase; CFC= condicionamento aversivo ao
contexto; MWM= Labirinto aquatico de Morris;; 1A= esquiva inibitéria; FPS=sobresalto potenciado pelo
medo. Adaptado de Morena and Campolongo, 2014.

Trabalhos mais recentes tém sugerido que os efeitos dos endocanabindides na
extincdo da memdria podem refletir os seus efeitos sobre a reconsolidacdo da memdria
que exige a sua reativacao, como mostrado pelo Lin e colegas (2006) onde a infusdo na
amigdala do agonista canabindide WIN ap6s a sessdo de reativacdo, bloqueou a
reconsolidacdo da memoria de medo (Lin et al., 2006).

Suzuki et al. (2008) propuseram que o sistema endocanabinodide é importante
para a desestabilizacdo das memdrias aversivas no momento da reativacgdo, isto significa
que a reconsolidacdo ou a extingdo dependem de uma cascata molecular (sintese
proteica e transcricdo de cAMP) que é impedida pelo bloqueio dos receptores CB1.
Sugerindo desta forma que a memoria de medo ndo pode ser alterada durante a
reestabilizagdo se ela ndo foi desestabilizada antes via ativacdo do receptor CB1
(Mechoulam & Parker, 2013).

No entanto o papel do sistema endocanabindide na evocacdo da memoria de

extingdo é desconhecido.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Determinar o efeito do antagonista AM251 na evocacdo de uma memoria
aversiva ao contexto previamente extinta ou ndo, em diferentes momentos ap06s a sua

consolidacdo.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Verificar o efeito da administracdo intrahipocampal do antagonista CB1
AM251 sobre e evocacdo da meméria do condicionamento aversivo ao contexto (CAC)
72 horas ap06s o treino;

2.2.2. Verificar o efeito da administracdo intrahipocampal do antagonista CB1
AM251 sobre e evocacdo da memoria do CAC 15 dias ap06s o treino;

2.2.3. Verificar o efeito da administracdo intrahipocampal do antagonista CB1
AM251 sobre e evocacdo da memoria do CAC 30 dias ap6s o treino;

2.2.4. Verificar o efeito da administracdo intrahipocampal do antagonista CB1
AM251 na evocagdo, 48h apo6s o treino, de uma memoria de CAC previamente extinta;

2.2.5. Verificar o efeito da administracdo intrahipocampal do antagonista CB1
AM251 na evocacgdo, 15 dias apds o treino, de uma memoria de CAC previamente
extinta;

2.2.6. Verificar o efeito da administracdo intrahipocampal do antagonista CB1
AM251 na evocacdo, 30 dias apds o treino, de uma memoria de CAC previamente
extinta.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos, com idade igual ou superior a 80
dias (290-350 g), fornecidos pelo Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais
de Laboratério (CREAL) do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os animais foram mantidos no ratério do
Laboratdrio de Psicobiologia e Neurocomputacdo (LPBNC) dentro do Departamento de
Biofisica, IB, e alojados em gaiolas de plexiglas (65 x 25 x 15 ¢cm), cobertas com grades
metalicas (4-5 ratos por gaiola). No assoalho, espalha-se maravalha seca e limpa,
trocada a cada dois dias. A &rea foi climatizada (22-26 °C, umidade constante) e
submetida a um ciclo de iluminacdo de 12h claro/12h escuro. Racdo padronizada e 4gua
fresca foram fornecidas ad libitum. Todos os animais foram manipulados por 2 min
durante 5 dias antes de comecar 0s experimentos comportamentais.

Todos os experimentos foram realizados de acordo com a legislacao e diretrizes de
cuidado animal nacional, e aprovado pelo Comité de Etica da Universidade (Projeto

aprovado pelo CEUA N° 23441).

3.2. Procedimentos cirdrgicos

3.2.1. Anestesia

Para as cirurgias, os animais foram anestesiados com anestésico geral, Cloridato

de Cetamina 10% (“Cetamin” fabricagdo Syntec) juntamente com Cloridato de Xilazina
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2% (“Xilazin” de fabricagdo Syntec ou “Anasedam” de fabricagdo Vetbrands), um
sedativo/miorrelaxante/analgésico, administrados intraperitonealmente, nas doses de
75mg/Kg e 10mg/Kg, respectivamente.

Depois de confirmada a auséncia de resposta a diferentes estimulos nociceptivos,

iniciavam-se os procedimentos cirurgicos.

3.2.2. Coordenadas da estrutura, craniotomia e colocacéo das canulas.

As coordenadas foram obtidas a partir do Atlas de Paxinos e Watson (1986), de
acordo com a faixa de peso dos animais utilizados e ajustadas/confirmadas em cirurgias
pilotos previas para nossos animais.

As coordenadas finais para o Hipocampo dorsal (para a posi¢cdo da ponta da
canula, 1 mm acima do verdadeiro alvo), medidas a partir do bregma, foram as
seguintes (sempre com inclinacédo da cabeca de -0,33 cm):

e Antero-posterior (AP — posic&o com relacio ao bregma): - 0,40 cm
e Latero-lateral (LL - posicdo com relacdo a linha sagital): £ 0,30 cm

e Dorso-ventral (DV — Posicédo sobre a dura-mater): - 0,16 cm

Depois de anestesiado cada animal foi colocado em um Aparelho Estereotéxico, e a
superficie de seu cranio exposta mediante incisdo sagital com bisturi. Uma craniotomia
bilateral foi feita com o emprego de uma broca odontoldgica nos locais correspondentes
as coordenadas AP e LL do hipocampo dorsal. Uma cénula de ago inoxidavel
(manufaturada a partir de agulha com didmetro interno de 0,7 mm, calibre ou gauge 27,
e diametro interno de 0,3 mm), foi posicionada cuidadosamente atraves de cada um dos
orificios feitos na calota craniana e baixada lentamente até encostar-se a dura-mater - a
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coordenada DV definitiva (Fig. 7). As canulas foram fixadas nesta posi¢édo com acrilico

dentério para formar uma espécie de "capacete" sobre o 0sso do crénio, fechando a

janela éssea produzida.
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Fig. 7. Corte coronal do encefalo de rato mostrando o Hipocampo dorsal e representando o
posicionamento das canulas (zetas). Adaptado do Atlas de Paxinos e Watson (1998).

Através das canulas intracerebrais foram injetadas as substancias por meio de
uma agulha mais fina ("mizzy", de calibre 30), introduzida por dentro da primeira. A
mizzy penetrava Imm a mais que a canula, evitando que a droga que sai pela ponta da
"mizzy" suba por capilaridade no espaco entre esta e a canula que a envolve, alterando a

guantidade efetivamente administrada da substancia na estrutura.
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3.3. Pré e Pos — operatorio

Para reduzir o indice de infeccdo pos-operatorio, 0s animais receberam, antes da
cirurgia, a administracdo do antibidtico Tilosina (“Tilomai”, de fabricagdo Lumai)
10mg/Kg via intramuscular (i.m). No periodo imediatamente posterior a cirurgia, 0s
animais foram mantidos levemente aquecidos sob uma lampada vermelha de 40W,
durante 2h, colocada acima da gaiola, e cuidado controlado. Os animais ndo enxergam
no comprimento de onda da luz vermelha evitando com isso interferir no ciclo

claro/escuro.

3.4. Tratamento Farmacoldgico — Infuséo intracerebral

O antagonista dos receptores endocanabindides CB1, AM251 (tocris) foi
dissolvido em uma solucdo veiculo de 8% DMSO em 0.1M de TFS. Observagdes
anteriores mostraram que esta concentracdo de DMSO ndo causa qualquer efeito por si
s6. Um volume de 0,5uL de AM251 (5,5 ng/lado) ou veiculo (DSMO 8%- grupos
controle) foi lentamente infundido durante 90s. As doses de AM251 e veiculo foram
selecionados com base em estudos anteriores do nosso grupo (De Oliveira Alvares et
al., 2005, 2006, 2008).

A administracdo dos farmacos foi feita através da agulha mizzy inserida na canula
e conectada por um tubo P10 de polietileno a uma microsseringa Hamilton de 10ul
contendo a droga. A microsseringa foi acionada (automaticamente) para administrar 0,5
uL da solucéo do farmaco com fluxo de 20ul/hora (90 segundos), aguardando mais 30s

depois de completada a infusdo antes remover a mizzy para garantir a difusdo do
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farmaco e evitar o refluxo. Esta operagdo foi realizada simultaneamente em ambos 0s
lados.

Dependendo da fase da memoria a ser estudada, os fa&rmacos eram injetados em
dois tempos diferentes: para avaliar o efeito na consolidacdo da memaria, 0 AM251 ou
veiculo eram administrados imediatamente apds o treino; para avaliar a evocagdo da
memoria, os farmacos eram administrados 15 minutos antes do teste.

O lapso de tempo de 15 minutos mostrou-se eficaz e esta bem dentro da janela de
tempo definida por outros autores que estudaram medicamentos semelhantes (como
anandamida) infundidos ou 10 minutos (Barros et al., 2004) ou 30 min (Egashira,

Mishima, lwasaki, & Fujiwara, 2002).

3.5. Controle Histologico das Cirurgias

Apos a realizacdo das tarefas comportamentais, os animais foram sacrificados por
guilhotinamento e em seguida injetado azul de metileno em cada cénula, no mesmo
volume empregado na administracdo das drogas em cada caso (0,5 ml). A seguir os
cerebros foram dissecados e colocados em solucéo de formaldeido a 10 % por 72 horas.
Posteriormente, os encéfalos foram analisados para conferir o posicionamento das
canulas. Apenas 0s animais que apresentaram 0 posicionamento correto das canulas

foram considerados para anélise estatistica (Fig. 8).
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Fig. 8. Fotografia do corte coronal do encéfalo de rato mostrando a localizacéo das canulas no hipocampo
dorsal.

3.6. Tarefas comportamentais

Condicionamento aversivo ao contexto: A caixa de condicionamento consiste
em uma caixa de acrilico (25 X 25 X 25 cm) iluminada com uma lampada fluorescente
branca. O assoalho é uma grade de barras de aco inoxidavel de 1mm de diametro cada,
espacadas 1cm uma das outras. A parede frontal é de vidro, através do qual se

observava o animal (Fig. 9).
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Fig. 9. Caixa do Condicionamento aversivo ao contexto.

Na sessdo de condicionamento (treino), os ratos foram colocados na camara,
durante 3 minutos, e, em seguida, receberam dois choques nos pés de 0,7mA (2
segundos), separados por um intervalo de 30 segundos. Os animais foram mantidos na

caixa por 30 segundos adicionais antes de voltar para as caixas moradias.

Sessdo de extincdo da memdria: Passadas 48 horas, 14 ou 29 dias da sessdo de

condicionamento (dependendo do experimento), os animais eram reexpostos por 30
minutos no mesmo contexto sem receber choque (EC, sem o El) para induzir a extin¢do

da memobria.
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Sessdo de teste: Os animais eram testados por 4 minutos no mesmo contexto (EC, sem o

El) 72 horas, 15 dias e 30 dias apo6s a sessdo de condicionamento, dependendo do
experimento. As infusbes com o AM251 intrahipocampais foram sempre feitas 15
minutos antes do teste.

O tempo de congelamento definido por Blanchard and Blanchard (1969) como
imobilidade em uma posicdo estereotipada de agachamento, com exce¢do dos
movimentos necessarios para respiracdo, foi registrado por um observador experiente

que ndo tinha conhecimento dos tratamentos, e usado como um indice de memoria.

3.7. Andlise estatistica

Em todos os experimentos foi aplicado o teste t independente para a comparagéo

entre grupos. Significancia fixada em P <0,05.
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4. RESULTADOS

Experimentos 1-3: Efeitos do AM251 na evocagao da memoria

Para estudar o efeito do antagonista CB1 sobre a evocagdo da memoria, 0s ratos
foram submetidos ao treinamento de condicionamento aversivo ao contexto e testados
72 horas depois. Quinze minutos antes do teste os ratos foram infundidos
intrahipocampalmente com o antagonista CB1 AM251. O teste t mostrou diferengas
significativas entre o grupo veiculo (DMSO 8%) (n=7) e o grupo AM251 (n=6) (P =
0,0112). Durante o teste os animais tratados com AM251 apresentaram um aumento
significativo do congelamento em comparac¢do com o grupo controle. O resultado indica
que 0 AM251 tem um efeito facilitatério sobre a evocacdo memaria quando injetado 15

minutos antes do teste. * p<0,05 comparado com o grupo controle (Fig. 10).

Treino —_— Teste

AM251 ou
DMSO 8%

OVeiculo
mAM?251

%freezing

72h horas

Figura 10. Injecdo do AM251 pré-teste tem efeito facilitatério na evocagdo de uma memoria
aprendida 72 horas antes. Os graficos mostram a porcentagem do tempo de congelamento (% freezing)
e estdo expressos como média + SEM. *P<0,05, diferenca significativa entre o grupo veiculo e AM251
(Teste t de amostras independentes, p=0,01, N=7 e 6).
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Tem sido sugerido que a memoria contextual comeca a ser generalizada ap6s um
periodo de tempo e a perder os seus detalhes (Wiltgen 2007, 2010). Aqui, perguntamos
se 0 efeito do AM251 na evocacdo da mesma memoria de medo, aprendida 15 dias
antes, poderia ser diferente daquela testada 72 horas depois do treino. Deste modo, os
ratos foram treinados e testados 15 dias depois, no mesmo contexto, com a infusédo do
AM251 15 minutos antes da reexposi¢éo.

Durante o teste os animais injetados previamente com AM251 apresentam uma
diminuicdo significativa do congelamento (freezing) em comparagdo com O grupo
controle. O teste t mostrou diferengas significativas entre o grupo veiculo (DMSO 8%)
(n=9) e o0 grupo AM251 (n=10) (P = 0,0003). O resultado indica que 0 AM251 tem um
efeito amnésico sobre a memoria aos 15 dias de ter aprendido a tarefa. *** p<0,001

comparado com o grupo controle (Fig. 11).

OVeiculo
mAM?251

% freezing

15 dias

Figura 11. Injecdo de AM251 pré-teste tem efeito amnéstico na evocacdo de uma memdria
aprendida 15 dias antes. Os graficos mostram a porcentagem do tempo de congelamento (% freezing) e
estdo expressos como média = SEM. ***P<0,001, diferenca significativa entre o grupo veiculo e AM251
(Teste t de amostras independentes, p=0,0003, N=9 e 10).

Estudos mostram que depois de certo tempo as memorias passam a Ser

independentes do hipocampo e a memoéria € mais estdvel e menos vulneravel ao

esquecimento (Frankland and Bontempi 2005). Isto é verificado em experimentos onde a
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lesdo do hipocampo dorsal 24 dias ap6s o treino ndo tem efeitos na evocagdo da memoria
(Restivo et al. 2009). Nesse experimento nos perguntamos se 0 AM251 continuaria tendo
efeito sobre a evocacdo da memdria de medo aprendida 30 dias antes.

Para responder a pergunta, os ratos foram treinados com 0s mesmo parametros, e
testados 30 dias depois com a infusdo do AM251 15 minutos antes do teste.

O teste t mostrou diferencas significativas entre o grupo veiculo (DMSO 8%)
(n=9) e o grupo AM251 (n=9) (P = 0,0238). Durante o teste os animais tratados com
AM251 apresentam um aumento significativo do congelamento (freezing) em
comparagdo com o grupo controle. O resultado indica que 0 AM251 continua tendo
efeito na evocacdo de uma memdria previamente aprendida (30 dias), ao contrario dos
dados encontrados na literatura a respeito do tempo em que a reconsolidacdo sistémica

ocorre. * p<0,05 comparado com o grupo controle (Fig. 12).

OVeiculo
mAM?251

% Freezing

30 dias

Figura 12. Injecdo de AM251 preé-teste tem efeito facilitatorio na evocagcdo de uma memdria
aprendida 30 dias antes. Os graficos mostram a porcentagem do tempo de congelamento (% freezing) e
estdo expressos como média + SEM. *P<0,05, diferenca significativa entre o grupo veiculo e AM251
(Teste t de amostras independentes, p=0,02, N=9).
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Experimentos 4-6: Efeitos do AM251 na evocagao de memorias previamente extintas

Para estudar os efeitos do AM251 sobre a evocacdo de uma memoria
previamente extinguida, os animais foram treinados e 48h depois reexpostos ao
contexto por 30 minutos para induzir a extingdo da memdria. O teste foi realizado 24h
depois e 0 AM251 foi infundido 15 min antes da reexposi¢éo ao contexto.

Durante o teste os animais que passaram pela sesséo de extingdo um dia antes do
teste, e que foram injetados com AM251 apresentaram um aumento significativo do
congelamento (freezing) em comparagdo com o grupo controle. O teste t mostrou
diferencas significativas entre o grupo veiculo (DMSO 8%) (n=8) e o grupo AM251
(n=7) (P = 0,0165). O resultado indica que 0 AM251 prejudicou a evocagdo da memoria

de extingdo quando injetado 15min antes do teste. *p<0,05 (Fig. 13).

48h, 14d, 29d :

Treino » | Extingdo | ——m Teste
AM251 ou
DMSO 8%
70 -
60 -
ep 50 -
| 40
~ ]
E OVeiculo
'\0 | *
. mAM251
=) 20 _
10 -
0 _
72 horas

Figura 13. Injecdo de AM251 pré-teste inibiu a evocagdo de uma memdria previamente extinta e
aprendida 72 horas. Os graficos mostram a porcentagem do tempo de congelamento (% freezing), estdo
expressos como média + SEM. *P<0,05, diferenga significativa entre o grupo veiculo e AM251 (Teste t
de amostras independentes, p=0,01, N=8 e 7).
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Nos animais treinados 15 dias antes, a infusdo de AM251 pré-teste ndo teve
efeito na evocagdo da memaria no teste feito um dia apds a sessao de extin¢do. O teste t
ndo mostrou diferencas significativas entre o grupo veiculo (DMSO 8%) (n=9) e o

grupo AM251 (n=9) (P = 0,08195) (Fig. 14).
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Figura 14. Infusdo do AMZ251 pré-teste ndo tem efeito na evocacdo de uma memoria previamente
extinta e aprendida 15 dias antes. Os graficos mostram a porcentagem do tempo de congelamento (%
freezing), estdo expressos como média £ SEM. Néo houve diferenca significativa entre o grupo controle e
0 AM251 (Teste t de amostras independentes, p>0,05, N=9).

Se sabe que as memdrias remotas sdo mais resistentes a interferéncia e tem
maior dificuldade para serem labilizadas, precisando de mais tempo. Para verificar se
uma memoria de 30 dias poderia ser extinta e o AM251 ter algum efeito na sua
evocacdo no momento do teste, animas foram treinados no CAC, 30 dias depois
passaram pela sessdo de extingdo e 24h depois foram reexpostos ao contexto por 4 min.

A infusdo de AM251 pré-teste ndo teve efeito na evocacdo da memaria no teste

feito um dia apds a sessdo de extingdo. O teste t ndo mostrou diferencas significativas

entre o grupo veiculo (DMSO 8%) (n=9) e o grupo AM251 (n=9) (P = 0,5954) (Fig. 15)
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Figura 15. Injecdo de AM251 pré-teste ndo tem efeito na evocagdo de uma memoria previamente
extinta e aprendida 30 dias antes. Os graficos mostram a porcentagem do tempo de congelamento (%
freezing), estdo expressos como média + SEM. N&o houve diferenca significativa entre o grupo controle e
0 AM251 (Teste t de amostras independentes, p>0,05, N=9).
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5. DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que a inibicdo dos receptores canabindides CB1
facilitou a evocacdo da memoria de medo quando esta é testada 72 horas apds a sessao
de treino. Isto é consistente com outros estudos que demostraram que a ativacdo do
sistema canabindide com diferentes agonistas, como 0 WIN e o A’THC, prejudica a
evocacdo da memoaria em diferentes tarefas (Atsak et al. 2012; Piri and Zarrindast 2011;
Segev and Akirav 2011; Wegener et al., 2008).

Um resultado interessante foi que quando a memdria foi testada 30 dias apds o
treino, 0 AM251 continuava facilitando a evocacdo da memdria. No entanto, quando a
memoria de medo foi testada no meio deste longo intervalo, 15 dias apds a sessdo de
treino, a infusdo de AM251 prejudicou a evocacdo da memodria.

Estudos sobre o papel do hipocampo na evocacdo de memdrias remotas tém
mostrado resultados contraditorios. A teoria padrdo da consolidacdo sistémica postula
gue 0 armazenamento e a recuperacao da memdria recente dependem do hipocampo e
que, em fases posteriores, 0o hipocampo interage com regifes neocorticais onde as
conexdes cortico-corticais se desenvolvem progressivamente e, em ultima analise, sdo
as unicas responsaveis pelo o armazenamento e a evocacdo da memoria remota
(Frankland and Bontempi 2005; Squire and Alvarez 1995; Squire and Bayley 2007). Por
outro lado, a teoria dos mdltiplos tracos propfe que o hipocampo, em conjunto com
regides corticais, € necessario mesmo na evocacdo de memdrias remotas. N0SS0S
resultados parecem apoiar essa Ultima teoria uma vez que a infusdo do AM251 continua
produzindo um efeito facilitatério na evocacdo, ou seja, existe a possibilidade que
mesmo apos 30 dias a memoria ainda seja dependente do hipocampo. Isso, porém,
depende de sabermos se a consolidacao sistémica de fato se daria j& aos 30 dias nestes
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animais, pois em nosso laboratério o periodo para a conclusdo da consolidagéo
sistémica — o fim da dependéncia do hipocampo, com as regides neocorticais assumindo
0 controle — tem-se mostrado variante, entre 26 a 40 dias, e pode bem ser 0 caso aqui:
faltaria um experimento mais tardio, digamos, aos 45-50 dias para confirmar isso, e s
entdo avangar para conclusdes mais profundas. Estudos em andamento em nosso
laboratério estdo tentando estabelecer esse padrdo temporal de armazenamento para
determinar a funcéo do hipocampo na evocagdo de memorias remotas.

O problema estd no ponto intermediario, 15 dias, que, em sendo verdade,
exigiria um verdadeiro “malabarismo” na dindmica dos receptores ou da prdpria
circuitaria hipocampal: esse experimento em particular, porém, foi realizado apenas
uma vez, enquanto que o das 72 horas e dos 30 dias foram refeitos pelo menos duas
vezes, sempre encontrando o mesmo resultado. Como existe essa possibilidade de ser
um experimento problematico (algo muito comum em farmacologia comportamental —
por isso costumamos repetir os mais duvidosos), ndo tentaremos elaborar maiores
interpretacdes sobre o achado antes de replica-lo cuidadosamente: no entanto, caso se
confirme, sera um achado extraordinario. Com o que temos até 0 momento, porém, seria
precipitado tirar conclusdes, portanto afirmamos nossa confianga apenas nos pontos de
72 horas e 30 dias referentes a consolidacao.

A exposicdo prolongada ao contexto onde foi adquirida a memoria aversiva, na
auséncia do EIl induz a extingdo de memoria e, consequentemente, a diminuicdo da
resposta de medo, o que significa que o animal aprende que o contexto ndo prediz o
choque. Nos seguintes experimentos, os animais foram treinados no CAC, e 24 horas
antes do teste, que ocorreu em diferentes momentos apds o treino, foram reexpostos ao
contexto por 30 min para induzir a extincdo da memoria. Nos ratos que passaram pela
sessdo de extincdo 48h apos o treino, a infusdo pré-teste de AM251 no hipocampo
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dorsal bloqueou a evocacdo da memoria de extingdo no teste realizado apds 24 horas.
Entretanto, quando testados 15 ou 30 dias apos o treino, 0 AM251 pré-teste ndo teve
nenhum efeito sobre a evocacdo da memdria. Esses resultados poderiam ser explicados
por pelo menos duas hipéteses: 1) a idade da memdria de extin¢do, e 2) o estado
motivacional do animal.

Tem-se demonstrado que a reativacdo de memdrias remotas exige um tempo
maior de reexposicdo ao contexto que aquele usado para memdrias recentes (Frankland
et al. 2006). Esse fenbmeno parece estar associado com a dificuldade de labilizar
memorias remotas e, a resisténcia destas a qualquer perturbacéo/interferéncia. E
possivel que memorias remotas tenham sua estabilidade favorecida por razBes
adaptativas, o que explicaria o achado na extingdo da memoria e sua evocacao ap6s 30
dias do treino.

Outros estudos mostram que, durante o teste, as condi¢Bes e o nivel de estresse
associados a tarefa ou ao proprio contexto (por exemplo, a intensidade do choque), bem
como as experiéncias estressantes anteriores (completamente alheias a tarefa, como as
condi¢des na caixa moradia ou a forma de manipulacdo dos animais antes do teste)
podem influenciar os efeitos dos canabindides sobre a memoria (Campolongo et al.
2012; Morena and Campolongo 2014). Talvez esses motivos pudessem explicar a
variabilidade dos dados. No entanto, todos os animais passaram pelos mesmos
procedimentos de manipulacdo e condi¢fes experimentais. Mesmo assim, ndo podemos
descartar a possibilidade de que algum fator no momento do teste ou treino, ou no
biotério, pudesse alterar o estado emocional dos animais. As cirurgias, por exemplo,
ocorreram em momentos diferentes; os animais que iam ser testados 72 horas apds o

treino foram operados uma semana antes de comecar 0s procedimentos experimentais,
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ja os que iam ser testados 15 ou 30 dias ap0ds o treino, foram operados uma semana
antes do teste, ou seja, passaram pelo procedimento cirirgico apos serem treinados.

Esses resultados sugerem que o tratamento canabindide exdgeno agudo pode
depender (i) do estado emocional do animal no momento da tarefa, (ii) da idade da
memoria ou (iii) da regido encefalica envolvida (Abush and Akirav 2010; Ganon-Elazar
and Akirav 2009; de Oliveira Alvares et al. 2005; Suzuki et al. 2004).

E possivel que os receptores CB1 produzam efeitos comportamentais opostos
dependendo da sua localizacdo anatdbmica. Como é sabido, os receptores CB1 sdo
expressos principalmente nos terminais pré-sindpticos e podem suprimir a liberacdo de
neurotransmissores fundamentais, como o GABA e o glutamato, os quais, na maioria
das vezes, tem efeitos contrarios no controle de processos mnemoénicos. Assim, é
possivel que o efeito oposto do AM251 na evocacdo de memorias de diferentes idades
seja consequéncia de mudancas na expressdo e localizacdo dos receptores CB1 em
neurdnios piramidais excitatorios e/ou interneurénios GABAérgicos, na regido CA1 do
hipocampo. A influéncia dos canabindides no comportamento pode ser qualitativamente
diferente dependendo das sinapses ativadas e dos circuitos neuronais recrutados em uma
situacdo especial (Morena and Campolongo 2014). Além disso, a densidade dos
receptores canabindides é diferente entre os tipos de sinapses em geral, onde a maior
densidade dos receptores CB1 é encontrada nos interneurénios GABAérgicos e 0s
menores niveis sdo encontrados em sinapses glutamatérgicas no hipocampo
(Kawamura et al. 2006; Morozov et al. 2009; Takahashi and Castillo 2006). Desta
forma, acreditamos que as mudancas na localizagdo dos receptores sejam dependentes
do tempo/idade da memoria, onde o numero de receptores CB1 nos interneurdnios
GABAEérgicos no hipocampo dorsal, especialmente na area CAl, pode variar ao longo
do tempo em relagdo aos neurdnios glutamatergicos. Levando em consideracdo que o
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equilibrio na atividade neuronal inibitoria e excitatéria € modulado pelos receptores
CB1, ao igual que o impacto emocional dos estimulos ambientais, qualquer mudanga no
ambiente (por exemplo, uma extingdo prévia da memoria) ou no tempo (memorias
recentes e remotas) pode alterar a localizagdo e a densidade desses receptores nas
sinapses GABAérgicas em relacdo as glutamatérgicas, pelo que um desequilibrio desse
sistema pode ser o responsavel pelos efeitos contraditorios dos canabindides nos
processos de aprendizagem e memoria.

Vale mencionar que também fizemos uma tentativa de estudo dos efeitos da
infusdo pré-teste sobre memorias previamente reconsolidadas e testadas 72h, 15 e 30
dias pos-condicionamento — neste caso, a reexposicdo foi de apenas 3 min sem a
presenca do EI (dados ndo mostrados), na qual, porém, apenas as medidas aos 15 dias
foram aproveitaveis - ndo houve efeito.

A captacdo do transmissor pelas vesiculas sinapticas & mediada por
transportadores vesiculares especificos que compreendem VGLUT1, VGLUT2 e
VGLUTS3 para glutamato e VGAT/VIAAT para GABA (Zander, 2010). No SNC, a
presenca de qualquer VGLUT1/2 ou VGAT define os neurdnios excitatorios e
inibitorios, respectivamente.

Para testar a hipdtese da mudanca na localizacdo e nimero dos receptores CB1,
foi realizada imunofluorescéncia indireta com marcacdo tripla, utilizando anticorpos
especificos contra VGAT, VGLUT, e CB1, além de NeuN e GFAP para avaliar a
localizagdo dos receptores canabindides tipo 1 nos interneurébnios GABAErgicos,
neurdnios glutamatérgicos ou nas células gliais no hipocampo dorsal dos animais. Essa
técnica tem a vantagem de ser capaz de mostrar a distribuicdo e localizacdo exata dos
receptores expressos na regido CAL do hipocampo dorsal e ndo s6 a quantidade deles

como o Western blot. Sua maior desvantagem, neste caso, seria que pela tripla-
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marcagdo 0s anticorpos podem interagir entre si e interferir com a emissdo da cor do
outro, processo conhecido como ‘“quenching” onde ocorre uma diminui¢do da
intensidade da fluorescéncia de uma das substancias. Este fendbmeno de quenching
possivelmente ocorreu no nosso trabalho, impedindo a diferenciacdo de dois dos
anticorpos na tripla marcacéo (CB1 + VGLUT ou VGAT + NeuN ou GFAP) e evitando
desta forma, a identificacdo dos transportadores vesiculares de VGLUT ou VGAT.
Assim, estamos tentando adaptar o protocolo da imunoistoquimica indireta de
tripla marcagéo, para posteriormente conseguirmos avaliar as mudangas na quantidade e
na localizacdo dos receptores CB1 em diferentes momentos, 0 que nos ajudaria a

encontrar uma resposta aos resultados conflitantes encontrados nesse trabalho.
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6. CONCLUSOES

Nossos resultados demonstraram que o efeito farmacolégico do AM251 pode
mudar com a extingdo da memoria e seu efeito sobre a evocacdo é dependente do
tempo, sendo que em memorias mais recentes, 72 horas apds a sessdo de treino, o
AM251 teve efeito facilitatorio, mas 15 dias apds a sessdo de treino teve o efeito
contrario prejudicando a evocacao da memoria de medo. No caso de memorias remotas,
ou seja, quando o teste foi 30 dias ap6s a sessdo de treino, 0 AM251 melhorou a
evocacdo da memoria. Em memorias previamente extintas, o AM251 bloqueou a
evocacao da memoria de extingdo quando testada 72 horas apds a sessdo de treino, mas,
quando a sessdo de extin¢do foi realizada 14 ou 29 dias ap0s a sessao de treino e testada

24 horas depois, 0 AM251 ndo teve efeito.

No quadro abaixo, estdo listados os experimentos relacionados a cada um dos

objetivos e suas respectivas conclusdes especificas e gerais.
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Objetivos Especificos

Figura

Resultados

2.2.1.  Verificar os efeitos da
administracdo intrahipocampal do
antagonista CB1 AM251 sobre e
evocacdo da memoria 72h apds o
treino

Fig. 10

A inibig&o dos receptores CB1 com
AM251 tem efeito facilitatorio
sobre a evocacdo da memoria de
medo.

2.2.2.  Verificar os efeitos da
administracdo intrahipocampal do
antagonista CB1 AM251 sobre e
evocacdo da memoria 15 dias apés
0 treino.

Fig. 11

Numa memoria aprendida 15 dias
antes, a injecdo de AM251 pré-
teste tem efeito amnéstico na
evocacdo da memoria.

2.2.3. Verificar os efeitos da
administracdo intrahipocampal do
antagonista CB1 AM251 sobre e
evocagdo da memdria 30 dias apos
o treino.

Fig. 12

A infusdo intrahipocampal de
AM251 tem efeito facilitatorio na
evocacdo de uma memdria
aprendida 30 dias antes.

2.2.4.  Verificar os efeitos da
administracdo intrahipocampal do
antagonista CB1 AM251 na
evocacdo, 48h apds o treino, de
uma memoria previamente extinta.

Fig. 13

Injecdo de AM251 pre-teste inibiu
a evocacdo da memoria de extingdo
aprendida 72h antes e testada 24
horas ap0s a sessdo de extincao.

2.2.5. Verificar os efeitos da
administracdo intrahipocampal do
antagonista CB1 AM251 na
evocacao, 15 dias ap6s o treino, de
uma memoria previamente extinta.

Fig. 14

A infusdo de AM251 pré-teste ndo
teve efeito na evocacdo da
mem©ria no teste feito um dia ap6s
a sessdo de extingdo, nos animais
treinados 15 dias antes.

2.2.6.  Verificar os efeitos da
administracdo intrahipocampal do
antagonista CB1 AM251 na
evocacdo, 30 dias apds o treino, de
uma memoria previamente extinta.

Fig. 15

O AM251 n&o teve efeito sobre a
evocacdo da memoria de extingéo
aprendida 30 dias antes.
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