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RESUMO

Estamos constantemente recebendo informa¢gbes do ambiente, porém a grande
maioria dessas experiéncias serdo esquecidas ao longo do tempo. A remocao
dessas memoarias desnecessarias garante a funcionalidade do sistema mnemonico.
Assim, o0 esquecimento pode ser considerado um dos processos mais importantes
do nosso organismo. Entretanto, os mecanismos subjacentes ao esquecimento
permanecem desconhecidos. Estudos recentes sugerem que O processo de
esquecimento ocorra através da ativacdo de diversos mecanismos celulares e
moleculares, sendo, portanto, um processo ativo. Diversas evidéncias demostram a
participacdo do sistema endocanabinoide (SE) na modulacdo dos processos
mnemaonicos de aquisicdo, consolidagéo, evocacao, reconsolidacao e extingao. Isso
nos fez acreditar que esse sistema também possui um papel essencial no processo
de esquecimento ativo. Portanto, neste trabalho, objetivamos avaliar se 0 SE esta
envolvido na manutengdo/decaimento da memoria. Para isso, ratos Wistar machos
foram submetidos a dois paradigmas comportamentais que permitem investigar
diferentes tipos de memoarias: paradigma da localizacdo de objetos, para avaliar uma
mem©éria espacial (ndo-aversiva); e protocolos de duas intensidades da esquiva
inibitéria step-through, para avaliagdo de uma memoria aversiva forte (treino com 4
choques de 0,3mA) e outra fraca (2 choques de 0,3mA). Verificamos que o bloqueio
cronico dos receptores CB1 (AM251, antagonista CB1 seletivo, i.p.) acelerou o
esquecimento de uma memoria aversiva forte. No entanto, a ativagao cronica do SE
(WIN 55,212-2, agonista CB1 nao-seletivo, i.p.) ndo € necessaria para a manutencao
de uma memaria aversiva fraca. Além disso, o bloqueio crénico dos receptores CB1
(SR141716, antagonista CB1 seletivo, i.p.) ndo produziu nenhum efeito significativo
na manutencdo/esquecimento de uma memoria espacial. Juntos, nossos resultados
demonstram que a modulacdo do SE sobre a manutencdo/esquecimento das
memoérias € recrutada dependendo da forca da memoéria. Esses achados sugerem
uma funcédo relevante do SE no processo de esquecimento ativo, o que pode ser
utilizado como estratégia terapéutica para acelerar o esquecimento de memarias
traumaticas e mal adaptativas de longo prazo.

Palavras-chave: Esquecimento. Sistema Endocanabinoide. CB1. Memdéria aversiva.
Memoaria espacial.



ABSTRACT

We are constantly receiving information from the environment. However, the vast
majority of these experiences will be forgotten over time. Removing these
unnecessary memories ensure the functionality of the mnemonic system. Thus,
forgetting can be considered one of the most important processes in our body.
Nonetheless, the mechanisms underlying the memory decay remain unknown.
Recent evidence suggests that forgetting is an active process, occurring through the
activation of certain cellular and molecular mechanisms. Several studies show the
participation of the endocannabinoid system (ECS) in the modulation of the
mnemonic processes of acquisition, consolidation, retrieval, reconsolidation and
extinction. This has made us believe that this system also plays an essential role in
the process of active forgetting. Therefore, in this work, we aimed to evaluate
whether the ECS is involved in memory maintenance/decay. For this, male Wistar
rats were submitted to two behavioral paradigms that allow us to investigate different
types of memories: object location, to evaluate a spatial memory (non-aversive); and
protocols of two intensities of step-through inhibitory avoidance, to evaluate a strong
aversive memory (training with 4 shocks of 0.3mA) and a weak one (2 shocks of
0.3mA). We found that chronic blockade of CB1 receptors (AM251, selective CB1
antagonist, i.p.) accelerated the decay of a strong aversive memory. However,
chronic activation of the ECS (WIN 55,212-2, CB1 agonist non-selective, i.p.) is not
required for maintenance of a weak aversive memory. Furthermore, chronic blockade
of CB1 receptors (SR141716, selective CB1 antagonist, i.p.) did not produce any
significant effect on maintenance/forgetting of spatial memory. Together, our results
demonstrate that ECS modulation over memory maintenance/forgetting is recruited
depending on memory strength. These findings suggest a relevant function of ECS in
the process of active forgetting, which can be used as a therapeutic strategy to
accelerate the decay of traumatic and long-term maladaptive memories.

Keywords: Forgetting. Endocannabinoid system. CB1. Aversive memory. Spatial
memory.
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1 INTRODUCAO

Observamos ao longo das ultimas décadas um interesse crescente no estudo
das bases neurais da aquisicédo, formacéo e evocacdo da memoria, em vista de sua
aplicabilidade clinica nas areas de avaliacao e reabilitacdo em psicologia, neurologia
e psiquiatria (NADEL; HARDT, 2011). Hoje, dentre os multiplos campos de estudo
na area da neurobiologia da memodria, um topico que merece destaque refere-se a
tentativa de caracterizar os fenbmenos que levam ao esquecimento das memorias,
tanto fisiolégico, como patolégico.

A partir dos estudos de localizacao e clonagem do receptor canabinoide tipo 1
(CB1) na década de 1990 (DEVANE et al.,, 1992; HERKENHAM et al., 1990;
MATSUDA et al., 1990), o sistema canabinoide tem atraido grande interesse na
pesquisa em neurobiologia e psicofarmacologia da memdria, basicamente pela
descoberta de que os receptores CB1 estdo envolvidos na regulacao de diferentes
processos celulares e moleculares implicados na plasticidade sinaptica no sistema
nervoso central (SNC). Por esta razdo, atualmente, a manipulacdo farmacoldgica do
sistema canabinoide em diferentes regides do SNC é considerada uma importante
ferramenta no estudo dos mecanismos neurais subjacentes as diferentes fases da
memoria (KRUK-SLOMKA et al., 2017; VARVEL; LICHTMAN, 2006).

Entretanto, ndo ha estudos na literatura sobre o envolvimento do sistema
endocanabinoide no processo de esquecimento das memorias, assim como ha
pouquissimo conhecimento de como o0 esquecimento ocorre. Portanto, esse sera o
estudo apresentado aqui, e a seguir, apresentaremos 0s principais fundamentos que

0 embasam.

1.1 MEMORIA

A memodria pode ser sucintamente definida como o registro das informagdes
adquiridas através das experiéncias, estando, assim, intimamente relacionada com a
capacidade de aprender. Como as memorias (ou aprendizados) sdo formadas a
partir da nossa percepcdo das experiéncias e ndo do evento em si, a capacidade

mnemonica esta relacionada com a formacgédo e o desenvolvimento da identidade
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propria de cada individuo. Ademais, a habilidade de memorizagdo tem grande
importancia adaptativa as diferentes espécies, pois € a principal ferramenta que
permite aos animais modificarem seus comportamentos para interagirem de forma
mais eficiente e segura com o ambiente, tanto no presente, como no futuro.
Portanto, ndo € a toa que a capacidade mnemonica é vista como o principal
elemento da cognicdo humana e fica evidente a dimensdo e a importancia do
entendimento deste processo (IZQUIERDO, 2011; KANDEL et al., 2014).

Em virtude dessa grande importancia do processo mnemanico, diversos tipos
fundamentalmente diferentes de memoéria podem ser formados, cada uma
envolvendo diferentes regides encefalicas, mecanismos e estratégias moleculares
para o seu processamento (KANDEL et al.,, 2014). Por isso, uma classificacdo é
importante e necessaria, € a mais usual classifica as memadrias de acordo com o
tempo em que elas estdo disponiveis para serem evocadas (curta ou longa
duracdo), com o seu conteudo (em declarativas ou ndo-declarativas) e com a sua
natureza (associativas ou nao-associativas). Elas ainda podem ser classificadas
conforme o nivel de envolvimento emocional, em memdarias aversivas e neutras. As
memdérias também possuem distintos mecanismos para sua formag¢do, manutencao
e modificacdo, que sdo organizados em processos denominados fases da memoria
(IZQUIERDO, 2011; QUILLFELDT, 2006; SQUIRE, 1986).

1.1.1 Memorias de curta e de longa duracgéo

Estamos constantemente sendo bombardeados de informacdes que sé&o
detectadas pelos nossos sentidos. Entretanto, nem todas essas informacdes serdao
armazenadas em nosso encéfalo, além de que dentre aquelas que forem retidas,
algumas perdurardo mais do que as outras (ROOZENDAAL; MCGAUGH, 2011).
Assim, as memorias podem ser classificadas segundo a sua duracdo em memorias
de trabalho, memodrias de curta duracdo (STM, do inglés short term memory),
memoérias de longa duracdo (LTM, do inglés long term memory) e memodrias
remotas.

Acredita-se que a fase da consolidacdo da memoria seja a responsavel por
selecionar aquelas informagfes ou experiéncias relevantes para se reter como

memorias, funcionando como um filtro (MCGAUGH, 2000). Além disso, existem
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alguns fatores que séo essenciais para determinar o tempo de armazenamento das
memorias (LALUMIERE; MCGAUGH; MCINTYRE, 2017; MCGAUGH, 2000), como:
a importancia atribuida as informacdes, o estado de alerta e a atividade enddcrina. A
liberacdo de hormonios relacionados com o estresse (JOELS; FERNANDEZ;
ROOZENDAAL, 2011; SCHWABE et al., 2012) e a ativacdo de certas estruturas
encefalicas (como, por exemplo, algumas regides da amigdala) (ROOZENDAAL;
MCEWEN; CHATTARJI, 2009), sdo exemplos de fatores que aumentam o tempo de
armazenamento da memoria.

A memodria de trabalho (meméria imediata ou ainda memoria operacional) é

um tipo de memdéria de curtissima duracdo que tem a finalidade de gerenciar a
realidade. A informacdo que esta sendo processada é mantida durante alguns
segundos, a fim de que se dé continuidade aos atos que estdo sendo executados.
Este tipo de memdria ndo deixa tracos e ndo produz registros duradouros, assim
como ndo produz alteragBes bioquimicas importantes. Seu processamento depende
basicamente da atividade elétrica dos neurénios do cortex pré-frontal. O exemplo
classico da memdria de trabalho é quando memorizamos um numero de telefone e o
esquecemos logo apos disca-lo (DIAMOND, 2013; IZQUIERDO, 2011).

Ja as memodrias de curta e de longa duracdo produzem alteracdes estruturais

e bioguimicas em sinapses especificas nas estruturas encefalicas que
correspondem aquela memoéria que estd sendo formada. Por isso, essas memarias
sdo mais duradouras que a memoria de trabalho. Normalmente, a STM dura
algumas horas, enquanto a LTM pode perdurar por dias, meses ou anos, sendo
essas memoérias o foco do presente estudo. Devido a essa diferenca temporal,
durante décadas buscou-se compreender se a LTM seria uma decorréncia da STM
ou se os dois fenbmenos aconteciam paralelamente (NORRIS, 2017). Izquierdo e
colaboradores (1998a, 1998b, 1999) demonstraram que estes dois tipos de memoria
compartilham estruturas nervosas, mas possuem mecanismos proprios e distintos,
sendo assim, eles sdo processos paralelos e um ndo ocorre em decorréncia do outro
(MEDINA; SCHRODER; IZQUIERDO, 1999; VIANNA et al., 2000).

Ha ainda as memdrias remotas que podem perdurar por toda a nossa vida,

como as memoarias da infancia. Esse tipo de memoaria esta relacionado a um fator
emocional e € muito resistente a manipulacdes e possiveis tratamentos. Muitas das
memaorias remotas sdo memorias de medo, pois foram adquiridas a partir de eventos
traumaticos (BERGSTROM, 2016).
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1.1.2 Memérias declarativas e ndo-declarativas

As memorias de longa duracdo podem ser divididas em declarativas e nao-

declarativas (Fig. 1). As memdrias declarativas, também denominadas memodrias

explicitas, sdo aquelas relacionadas a fatos (memodria semantica) ou eventos
(memoéria episodica). As memorias declarativas semanticas correspondem a
conceitos e conhecimentos gerais e nao apresentam nenhuma relacdo com
experiéncias vividas. Ja as memorias declarativas episodicas estdo relacionadas
com eventos vividos pelos individuos e sdo todas autobiograficas. Ambas séo
evocadas conscientemente por isso, esse € o tipo de memoéria a que se refere a
maior parte do corpo de conhecimento que se tem hoje na &rea da neurobiologia da
memoria. Essas memorias tém o hipocampo como estrutura central (KANDEL et al.,
2014; SQUIRE, 1986; SQUIRE; DEDE, 2015). As memorias estudadas neste
trabalho podem ser classificadas como memarias declarativas episodicas.

Ja as memdrias ndo-declarativas, também denominadas memdarias implicitas

ou procedurais, sdo aquelas relacionadas a habilidades motoras e sensoriais,
habitos, aprendizado emocional, bem como, formas de aprendizado reflexo. Sendo
assim, este tipo de memdéria envolve um conhecimento de natureza reflexa, sem
exigir reflexdo. Exemplos de memodria desse tipo sdo aprender a dirigir, tocar um
instrumento ou praticar algum esporte. Em geral, estdo relacionadas com
movimentos necessarios para realizar alguma acdo, acessiveis através do
desempenho, e € dificil descrever essas memdrias, ou mesmo acessa-las
conscientemente. Por isso, seus mecanismos celulares e moleculares sdo mais
dificeis de serem acessados para fins de pesquisa. Apesar disso, sabe-se que seu
processamento ocorre principalmente por regides encefalicas como os nucleos da
base e o cerebelo e que o registro desse tipo de memoéria é duradouro, pois resulta
de um esforgo ativo, acompanhado por repeticdes (SQUIRE, 1986; SQUIRE; DEDE,
2015).
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Figura 1 - Divisdo das memérias de longo prazo em implicitas e explicitas e suas
subdivisfes

Duas formas de memodria
de longo prazo

/\

Implicita Explicita
(ndo declarativa) (declarativa)
De procedimentos Aprendizado associativo: Aprendizado nao Fatos Eventos
(habilidades e condicionamento associativo: habituacdo (semantica) (episodica)
habitos) classico e operante e sensibilizacao

A memoria de longa duracao pode ser didaticamente dividida em: memoria declarativa (também
conhecida como memdria explicita), que corresponde as memarias que estdo prontamente acessiveis
a nossa consciéncia e que podem ser evocadas através de palavras; e meméria ndo declarativa
(também conhecida como memaria implicita), que correspondem as memoarias que estdo em nivel
subconsciente, ndo podendo ser evocadas por palavras, mas sim por acées. Fonte: Adaptado de
KANDEL et al. (2014, p. 1261).

1.1.3 Mem©érias associativas e ndo-associativas

As memarias associativas e ndo-associativas sao derivadas de aprendizados:
no aprendizado ndo-associativo, os individuos aprendem acerca das propriedades
de um unico estimulo, e no aprendizado associativo, aprendem a relacédo entre dois
estimulos ou entre um estimulo e um comportamento, gerando uma resposta
condicionada (KANDEL et al., 2014). Podemos estudar essas memoarias
submetendo modelos animais a diversas metodologias, como a habituacdo e
sensitizacdo, exemplos de aprendizagem né&o-associativa, € o condicionamento
Pavloviano classico e o condicionamento operante, exemplos de aprendizagem

associativa (Fig. 2).
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Figura 2 - Taxonomia simplificada dos tipos de memoérias segundo a natureza associativa ou
ndo associativa com alguns exemplos de tarefas comportamentais
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As memoérias declarativas podem ser dividas em associativas e ndo-associativas. A memaoria
associativa engloba as associacdes entre dois estimulos (condicionamento classico) ou entre uma
resposta e um estimulo (condicionamento operante). J& a memdéria ndo-associativa esta presente em
dois processos importantes da aprendizagem: a habituac¢éo, em que um estimulo repetido deixa de
produzir uma resposta, e a sensibilizagdo, na qual a apresentagéo prévia de um estimulo faz com que
outra apresentacao subsequente acarrete uma resposta mais exagerada. A habituacdo e a
sensibilizagdo sao consideradas consequéncia da formacdo de memorias nao-associativas porque
nelas um Unico estimulo faz parte do processo de aprendizagem. Fonte: Adaptado de QUILLFELDT

(2006, p. 2).

Na habituacdo o individuo é exposto repetidamente a determinado estimulo
como, por exemplo, um ruido. Com o passar do tempo o individuo tende a
enfraquecer a resposta ao estimulo ou néo responder mais a este. Na sensitizacao,
o individuo é exposto a um estimulo aversivo, apresentando uma resposta alterada
guando exposto a outro estimulo, devido a aversividade do primeiro (KANDEL et al.,
2014).

O condicionamento classico consiste na associagdo entre um estimulo
inicialmente neutro (Estimulo Condicionado — EC), como um contexto ou um tom,
com um estimulo que naturalmente produz uma resposta comportamental,
autonémica e enddcrina (Estimulo Incondicionado — EI), como um choque ou um
alimento. A partir da forca emocional ou da repeticho dessa associacdo, a

apresentacdo do EC se torna suficiente para desencadear as respostas biologicas
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gue antes surgiam somente com a apresentacao do El, como o comportamento de
congelamento, maior taxa de batimentos cardiacos e liberagcdo de horménios. Essas
respostas que agora se tornaram condicionadas sao utilizadas para avaliar se houve
ou ndo o aprendizado e a formacéao e retencdo da memoéria (FENDT; FANSELOW,
1999; GEWIRTZ; DAVIS, 2000; IZQUIERDO; FURINI; MYSKIW, 2016; NIJSEN et
al., 1998; YOUNG; LEATON, 1994).

Ja no condicionamento operante, o aprendizado se da pela associacdo entre
um comportamento emitido e um estimulo, que pode ser uma recompensa ou uma
punicdo. Por exemplo, se um animal pressiona uma barra e recebe alimento, ele
aumenta a expressdo do comportamento de aperta-la. Ao passo que, se um animal
€ colocado em um ambiente claro, e ao passar para um contexto escuro
(considerado mais seguro por ele), recebe um choque, ele ird demorar mais para ir
para o ambiente escuro novamente. Dessa forma, nesse tipo de aprendizado é
avaliado o aumento ou a diminuicdo da exibicdo do comportamento (IZQUIERDO;
FURINI; MYSKIW, 2016; QUILLFELDT, 2006).

1.1.4 Memoérias aversivas e neutras

As memorias associativas ainda podem ser classificadas conforme a valéncia
emocional envolvida com o aprendizado. Assim, se h4 um componente emocional
negativo associado com a experiéncia, serd formada uma memoria aversiva e se
ndo ha um componente emocional envolvido sera formada uma memoria neutra.

As memdrias aversivas, também chamadas de memadrias de medo, podem

ser formadas, por exemplo, pelo condicionamento classico e operante explicados
anteriormente. Essas memorias costumam ser fortes e persistentes, pois é de
grande relevancia para a sobrevivéncia do organismo lembrar de experiéncias
associadas a elementos negativos, preparando-o para evitar uma futura condicéo
nociva. Apesar de importantes para nossa adaptacédo e protecdo, em certos casos
as memorias de medo sdo mal adaptativas e estédo envolvidas no desencadeamento
de transtornos de ansiedade, como o Transtorno do Estresse Poés-Traumatico
(TEPT) (IZQUIERDO; FURINI; MYSKIW, 2016; LEDOUX, 2000). Essas experiéncias
que envolvem uma valéncia emocional negativa, normalmente sdo situacdes de

estresse, as quais recrutam a participacdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal
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(HHA) e do sistema glicocorticoide para a sua retencdo (JOHANSEN et al., 2011,
LONERGAN et al., 2013; SANDERSON, 2006; WOLF et al., 2016).

A amigdala e o cortex pré-frontal medial podem ser considerados as
principais estruturas encefalicas relacionadas com as memorias aversivas. A
amigdala é essencial para a aquisicdo e expressdo de medo (DUVARCI; PARE,
2014; LEDOUX, 2000; QUIRK; REPA; LEDOUX, 1995). Ja o cortex pré-frontal
medial é considerado um modulador da memoéria de medo, diminuindo ou
aumentando a expressdo de medo (MORGAN; LEDOUX, 1995; PRESTON;
EICHENBAUM, 2013). Porém, o hipocampo, apesar de ndo receber projecdes
diretas relacionadas a estimulos aversivos, também participa do processamento de
memaorias aversivas através da comunicac¢do com a amigdala (GOOSENS, 2011).

Justamente pela falta do componente emocional, as memdérias neutras néo

costumam ser tdo fortes como as memarias aversivas e, até por isso, vdo sendo
esquecidas com o simples passar do tempo (CHRISTIANSON, 1992). Exemplos
dessas memdrias sdo as que proporcionam localizacdo propria e de objetos no
espaco com 0 uso de pistas externas ao organismo. Diversas tarefas foram
desenvolvidas para avaliar a memoéria espacial e de referéncia de roedores, dentre
as gquais estd a de localizacdo de objetos (LO). A tarefa de LO é baseada na
tendéncia natural dos roedores explorarem mais as novidades do ambiente, como
elementos em posicOes diferentes, do que aqueles presentes no mesmo local.
Assim, a preferéncia por um objeto cuja localizacéo foi alterada reflete a meméria
acerca do ambiente. Visto que ndo ha estimulos que reforcem a exploracdo, é
formada uma memodéria neutra (DIX; AGGLETON, 1999; ENNACEUR; DELACOUR,
1988; VOGEL-CIERNIA; WOOD, 2014).

O hipocampo € a principal estrutura encefalica responsavel pela formacéo de
memorias declarativas com um componente espacial e contextual (MUMBY et al.,
2002). Essa estrutura possui algumas populagbes neuronais com padrdoes de
ativacdo que permitem uma organizacdo espacial e temporal de eventos, sendo
ativadas conforme a localizagéo do animal ou em tempos definidos. Acredita-se que
isso permita a codificacdo de objetos e eventos em determinados locais, com
distincdo de uma sequéncia temporal (BELLMUND et al., 2018; TAKAHASHI, 2018).
As informagfes espaciais ou contextuais também podem chegar a amigdala através
de projecbes do hipocampo para essa estrutura (ARDESHIRI; HOSSEINMARDI;
AKBARI, 2019; MALIN; MCGAUGH, 2006; WAHLSTROM et al., 2018).
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1.1.5 Fases da memboria

A memoria ndo € um processo Unico, sendo dividida em fases distintas e bem
estabelecidas, cada uma com suas proprias caracteristicas (Fig. 3). Resumidamente,
apos o aprendizado (aquisicdo), a informacdo € lentamente estabilizada e
armazenada (consolidacdo) ficando disponivel para futuramente ser lembrada
(evocacdo) (IZQUIERDO, 2011). Com a evocacao, a memoria é desestabilizada,
podendo desencadear duas fases responsaveis por modular a memoéria original, a
reconsolidacdo e a extingdo (NADER; HARDT, 2009). E, por ultimo, ha a fase do
esquecimento, responsavel por remover grande parte das memoarias indesejadas e
desnecessarias, garantindo, assim, a funcionalidade geral dos processos
mnemonicos (HARDT; NADER; NADEL, 2013).

Figura 3 - Esquema representativo das fases em que a meméria pode ser dividida

Reconsolidacao

Aquisicao - Consolidacao ‘ Evocagéo
Extincao

Pode-se contextualizar a meméria como a capacidade de codificar, consolidar e acessar as
informacdes disponiveis no sistema nervoso central. Assim, a memoria pode ser dividida nas
seguintes etapas: (1) aquisi¢cdo, um periodo que dura de segundos a poucos minutos (de exposicao a
experiéncia); (2) consolidagédo, periodo suscetivel a modulagdes, mas que permite a fixagdo do traco
mnemonico; e (3) evocacéo, capacidade de acessar a memoria armazenada. A evocacao pode levar
a dois outros processos, a reconsolidacéo e a extingdo (IZQUIERDO, 2011). A fase do esquecimento
nao € retratada, pois ndo se sabe exatamente em que momento esse fendmeno pode ocorrer
(HARDT; NADER; NADEL, 2013). Fonte: elaborada pelo autor.

A aquisicéo refere-se ao periodo de tempo entre a percepcéo de estimulos
provenientes de uma experiéncia e 0 momento em que esses estimulos s&o
codificados (IZQUIERDO, 2011). Esse processo dura de segundos a poucos
minutos e resulta na codificacdo das informagOes adquiridas em redes neurais,

gerando uma representacdo interna da experiéncia, chamada de engrama. A



21

aquisicdo € também chamada de treino, referindo-se ao momento da pesquisa
experimental em que os animais devem aprender uma tarefa para, a partir desse
aprendizado, formar uma memaoria (DUDAI, 2004).

Assim que adquirida, a representacdo da memodria esta em um estado
instavel, suscetivel a modificacbes. Porém, através do processo de consolidacdo, o
traco vai sendo estabilizado ao longo do tempo e se torna mais resistente a
interferéncias, sendo realmente armazenado (DUDAI, 2004). O tempo transcorrido
entre a aquisicdo e a estabilizagdo de uma memoaria € conhecido como “Janela de
Consolidagao” que tem uma duragao de cerca de 6h (CASAGRANDE et al., 2018;
MCGAUGH, 1966, 2015). Durante este periodo o traco mnemonico pode ser
estabilizado ou enfraquecido, sendo que qualquer evento que prejudique 0 processo
de estabilizacdo afetard a sua persisténcia (IZQUIERDO; MCGAUGH, 2000;
MCGAUGH; PETRINOVICH, 1965). Eventos celulares e moleculares, como
cascatas de sinalizacdo intracelular, modulacdes da expressao génica e sintese
proteica levam a formacao de novas sinapses e a reestruturacdo e ao fortalecimento
das sinapses preexistentes dos neurdnios que codificam o traco da memoaria. Todo
esse processo ocorre principalmente no hipocampo, mas também em outras
estruturas encefalicas como a amigdala, e sdo 0s mecanismos subjacentes ao
processo de consolidacdo (DUDAI, 2004; IZQUIERDO et al., 2006; KANDEL, 2001,
2014). Os componentes efetores da formacao do traco de memdria sdo neurdnios
glutamatérgicos e interneurdnios inibitérios GABAérgicos e o ajuste fino destas
sinapses € realizado pela ativacdo de outros sistemas de neurotransmissores e
neuromoduladores, como o sistema endocanabinoide, sistema colinérgico e sistema
glicocorticoide que agem como moduladores destes circuitos (IZQUIERDO et al.,
2006; ROOZENDAAL; MCGAUGH, 2011).

Apbs o processo de retencdo, poderemos evocar as memarias, processo que
diz respeito ao retorno espontaneo ou voluntario das informacfes armazenadas
(IZQUIERDO, 2011). Assim, a evocagao refere-se ao ato de lembrar, sendo o
processo que demonstra se de fato um tragco mnemaonico foi formado e armazenado.
Experimentalmente, esse processo, também chamado de reativacdo, € induzido
atravées da apresentacdo de dicas da memoria, ou seja, quando um EC (por
exemplo, contexto ou tom) é apresentado na auséncia do El (por exemplo, um
choque). Dependendo do tempo de reexposicdo ao EC (dentre outros fatores) dois

processos antagonicos podem ser desencadeados (SUZUKI et al., 2004): a
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reconsolidacdo (LEE; EVERITT; THOMAS, 2004; NADER; HARDT, 2009) ou a
extingdo (BOUTON, 2004; CAMMAROTA et al., 2005).

Através de breves reexposicdes ao EC a memoria pode passar de um estado
estavel (portanto, insensivel a alteracbes) para um estado instavel ou labil
(TRONSON; TAYLOR, 2007). Esse processo € chamado de desestabilizacdo da
memoria (LEE; FLAVELL, 2014; SUZUKI et al., 2008). Apés ser desestabilizada, a
memoria podera ser fortalecida, enfraquecida, modificada ou mantida através do
processo de reconsolidacéo (DE OLIVEIRA ALVARES et al., 2013; LEE, 2009). Com

isso a memoria é reestabilizada tornando-se novamente insensivel a interferéncias.

J& a extincdo € desencadeada por uma longa reexposi¢do ao EC na auséncia
do El, de forma a permitir o aprendizado de que ambos os estimulos ndo estdo mais
associados. Com isso ocorre a formacdo de uma nova memaoria com significado
distinto da memdria original e que a inibe transitoriamente, entretanto, sem apaga-la
(BOUTON, 2004; CAMMAROTA et al., 2005; FURINI; MYSKIW; IZQUIERDO, 2014).
Em razéo disso, a extincdo falha em suprimir respostas de medo permanentemente
(VERVLIET; CRASKE; HERMANS, 2013). Isso ocorre, pois a memaria de extingéo,
ao contrario de memorias aversivas, tende a perder sua intensidade com o passar
do tempo. Com isso a memoéria de medo volta a se expressar, fendmeno chamado
de recuperacdo espontanea (RESCORLA, 2004). Além do enfraquecimento
relacionado a passagem do tempo, fatores espaciais e sensoriais também séo
capazes de induzir o retorno da expressdo do medo e refletem a natureza fragil da
memoria de extingdo (EFFTING; KINDT, 2007; WESTBROOK et al., 2002).

1.1.6 Plasticidade sinaptica

A partir do momento da aquisicdo da memoria (momento do treino ou do
aprendizado), as informacdes que estdo sendo recebidas estimulam processos de
plasticidade a nivel das sinapses, que tém duracdo de minutos a algumas horas.
Essa plasticidade sinaptica se refere as mudancas pré e/ou pdés-sinapticas que
influenciam a comunicacédo neuronal, causando aumento ou diminuicdo na resposta
ao estimulo original. Assim, quando ocorre um aumento da resposta pds-sinaptica
ao mesmo estimulo, esta acontecendo uma potenciagéo de longa duragéo (do inglés

Long Term Potentiation — LTP), enquanto uma diminui¢cdo da resposta corresponde
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ao fendbmeno da depressdo de longa duracao (do inglés Long Term Depression —
LTD). Essas duas formas de plasticidade sinaptica estdo intimamente relacionadas
com a formacdo, persisténcia e manutencdo da memoria (NABAVI et al., 2014,
STEVENS, 1998; WHITLOCK et al., 2006).

A LTP é um fenbmeno que permite o fortalecimento de sinapses, resultando
em um aumento na comunicacdo entre neurdnios. Seus mecanismos moleculares
convergem com 0s mecanismos de formacdo da memoria, sendo, por isso,
considerada o correlato eletrofisiolégico da memaéria e a base celular das memoarias
de longa duracéo (KANDEL, 2001; WHITLOCK et al., 2006). Apesar de se expressar
em diferentes regibes encefalicas, a LTP no hipocampo é a mais conhecida e
estudada por sua relacdo direta com a consolidacdo (BLISS; COLLINGRIDGE,
1993; IZQUIERDO; MEDINA, 1995; WHITLOCK et al., 2006). Como ja dito
anteriormente, a consolidacdo da memaria no hipocampo € mediada principalmente
por sinapses excitatérias glutamatérgicas, mais especificamente localizadas entre as
regides hipocampais CA3 e CA1l (corno de Amon sub-regido 1 e 3) (BLISS;
COLLINGRIDGE, 1993; LUSCHER; MALENKA, 2012). Essas conexdes constituem
a via colateral de Schaffer (SZIRMAI; BUZSAKI; KAMONDI, 2012).

Sendo assim, a partir de um estimulo que cause a despolarizacdo de
neurbnios pré-sinapticos da via colateral de Schaffer, ocorrerd a liberacdo de
glutamato na fenda sinaptica e os receptores AMPA do neurénio pés-sinaptico serédo
ativados causando uma corrente despolarizante pelo influxo de Na*. A
despolarizacéo inicial da célula pés-sinaptica promove a remocdo do ion Mg?* dos
receptores ionotropicos glutamatérgicos do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) que
permite o influxo de Ca?* e Na*. O aumento da concentragdo intracelular de Ca?* —
o fator-chave para a ocorréncia da LTP — ativa diversas enzimas, tais como, a
proteina quinase dependente de adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (AMPc) (PKA),
a proteina cinase C (PKC) e a proteina cinase Il dependente de Ca?*/calmodulina
(CaMKIl). A ativagdo das proteinas cinases pode levar a fosforilacdo de diversas
outras proteinas, como dos receptores acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
propidnicos (AMPA), aumentando a condutancia desses receptores e estimulando a
insercdo destes a densidade pds-sinaptica. Com isso, ocorre um aumento da

responsividade ao glutamato — ou seja, uma potencializacdo da célula pos-sinaptica



24

(LUSCHER; MALENKA, 2012; MALENKA; BEAR, 2004) — e modificacGes
morfoloégicas no espinho dendritico (BOSCH et al., 2014; KASAI et al., 2010).

Dependendo do estimulo, processos moleculares diferentes podem ser
induzidos, levando a expressao de duas formas de LTP: a LTP transitoria, que pode
decair até o estado basal em poucas horas (conhecida como fase precoce da LTP
ou E-LTP) e que esta relacionada com a memoria de curto prazo; ou a LTP
persistente, que pode durar varias horas ou dias (LTP tardia ou L-LTP), um analogo
celular da memoria de longo prazo (BOSCH et al., 2014). Com a E-LTP os eventos
iniciais, explicados no paragrafo anterior, induzem um remodelamento do
citoesqueleto dos espinhos dendriticos, o trafego de AMPAR para a densidade pos-
sinjptica e a sintese de proteinas. Porém, esses processos envolvem apenas
alteracdes nas proteinas preexistentes. Ja com a inducédo de uma L-LTP duradoura,
0S eventos iniciais induzem a ativacdo de fatores de transcricdo (como o CREB —
proteina ligadora ao elemento responsivo a AMPc), levando tanto a traducao local
guanto a transcricdo de genes nucleares (SACHSER et al., 2017). Ocorre inclusive a
sintese de novos AMPARs que serdo incorporados as sinapses (LUSCHER;
MALENKA, 2012; MALENKA; BEAR, 2004; NAYAK et al., 1998), cuja estabilizacéo
na densidade pds-sinaptica (especialmente da sua subunidade GIluA2) é
considerado o principal fator responsavel pela manutencdo da memaria ao longo do
tempo (MIGUES et al., 2010). Além disso, logo apds a aquisicdo da memoaria ou a
inducdo da LTP, uma enzima chamada proteina quinase C tipo zeta (PKMQ) é
traduzida e transportada para o espinho dendritico. Essa enzima € essencial para a
estabilizacdo do GluA2-AMPAR na densidade pds-sinaptica, sendo assim, essencial
para a manutencdo da memoria (MIGUES et al., 2010; PASTALKOVA et al., 2006;
YAO et al., 2008).

Logo, a LTP promove alteragbes funcionais e estruturais nas sinapses, tais
como aumento da sensibilidade pdés-sinaptica a glutamato, elevagdo no namero e
superficie de espinhos dendriticos e modificagdo da morfologia dos espinhos
(LUSCHER; MALENKA, 2012). Tipicamente, a LTP é dependente da ativacdo de
NMDARs. No entanto, em algumas sinapses ela € induzida sem o envolvimento
desses receptores. Outras formas de LTP podem envolver a ativacdo de canais de
Ca?* dependentes de voltagem (VGCCs) (NICHOLSON; KULLMANN, 2017; WEON,;
KIM; YOUN, 2017), receptores de glutamato permedveis a calcio (PARK et al., 2016)
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ou receptores de glutamato metabotrépicos (MGluRs) (HEGEMANN; ABRAHAM,
2019).

Ja com a LTD ocorre um enfraquecimento da conexao sinaptica. Como a
LTP, a LTD também pode depender da ativacdo de NMDARs ou ndo (MALENKA,;
BEAR, 2004). Baseando-se no hipocampo, a LTD dependente de NMDARs se da
com a entrada de Ca?* em baixa quantidade. Com o influxo modesto de Ca?*, sdo
ativadas fosfatases, como a calcineurina e a proteina fosfatase 1, que dentre outras
coisas, desfosforilam GIluAl, levando a endocitose de AMPARs da membrana
(BEATTIE et al., 2000; LEE et al., 1998; LUSCHER; MALENKA, 2012; MALENKA;
BEAR, 2004). Isso acaba por diminuir o tamanho dos espinhos dendriticos,
enfraquecendo a sinapse (NAGERL et al., 2004, WANG; YANG; ZHOU, 2007
ZHOU; HOMMA; POO, 2004). A LTD ¢é extremamente importante para
contrabalancear a LTP, pois caso o aumento na forca sinaptica nao fosse
interrompido, as sinapses atingiriam um teto de eficiéncia, que inibiria a codificagéo
de informacao (PURVES et al., 2008).

Além da LTD, h& outra forma de plasticidade, conhecida como depotenciacéo
(DP), que também contrabalanca a LTP. Assim, a depotenciacdo faz com que as
sinapses que foram recentemente potencializadas, voltem a seu estado basal. A
LTD e a DP sé&o muito parecidas, podendo, inclusive, serem induzidas por protocolos
eletrofisiol6gicos muito parecidos. Porém, a diferenca bésica entre as duas, é que a
LTD causa um enfraquecimento da sinapse abaixo do basal, enquanto a DP reverte
a potencializacdo causada pela LTP, até niveis basais. Molecularmente esses dois
tipos de plasticidade também sdo muito parecidos. Ha algumas evidéncias que
sugerem sutis diferencas moleculares entre eles, porém, no fim os dois acabam
levando a internalizacdo dos receptores AMPA e ao enfraquecimento da sinapse
(SANDERSON, 2012). A LTD e/lou a DP podem ser consideradas as bases
moleculares subjacentes ao esquecimento ativo (HARDT; NADER; NADEL, 2013;
RICHARDS; FRANKLAND, 2017; SACHSER et al., 2016, 2017).

1.1.7 Esquecimento

O esquecimento pode ser definido como o fendmeno pelo qual informacdes

armazenadas deixam de estar disponiveis para serem utilizadas. Como a maioria
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das memorias formadas durante o dia sdo irrelevantes, o processo de esquecimento
ird garantir que grande parte dessas memorias indesejadas e desnecessarias sejam
removidas, ndo sobrecarregando o sistema mnemaonico e garantindo, assim, a sua
funcionalidade. Além disso, 0 processo de esquecimento nos permite fazer
generalizagOes e abstracdes, essenciais para a nossa adaptacdo ao ambiente em
constante mudanca. Por esse motivo é amplamente aceito entre os psicologos
cognitivos e neurobidlogos que o0 esquecimento € tdo importante quanto a
memorizacao (DAVIS; ZHONG, 2017; HARDT; NADER; NADEL, 2013; PERGHER;
STEIN, 2003; RICHARDS; FRANKLAND, 2017). Ademais, o esquecimento ganha
destaque na patologia de muitas doencas neuroldgicas, em especial na doenca de
Alzheimer. No entanto, pouco se sabe sobre como uma memoria € esquecida tanto
em condic¢@es fisioldgicas como patologicas.

Ha muitos anos o0s psicologos experimentais estudam o processo de
esquecimento. Assim, varias teorias ja foram desenvolvidas para explicar a perda da
memoria ao longo do tempo. Dentro da area da psicologia pode-se dividir essas
teorias naquelas que consideram o esquecimento como uma perda definitiva do
traco fisico da memoéria e nas que consideram haver uma incapacidade/dificuldade
de evocacao. A principal representante do primeiro grupo € a Teoria da Deterioragao,
enquanto a Teoria da Falha de Evocacdo se enquadra no segundo grupo. Ja a
Teoria da Interferéncia pode ser enquadrada em ambos os grupos, dependendo da
definicdo considerada (PERGHER; STEIN, 2003; WIXTED, 2004).

A investigacdo do processo de esquecimento inicia a partir dos estudos
pioneiros de Ebbinghaus, no final do século XIX. Uma das contribuicbes mais
conhecidas de Ebbinghaus € a curva de esquecimento (Fig. 4), onde ele demonstrou
gue a maior parte do esquecimento ocorre nos primeiros momentos logo apés a
aprendizagem. Embora Ebbinghaus tenha replicado sua curva em diversos
experimentos que utilizavam metodologias diferentes, muitos estudos demonstraram
gue essa curva do esquecimento ndo ocorria da mesma forma para todos os tipos
de informac¢des (BAHRICK; BAHRICK; WITTLINGER, 1975; FLEISHMAN; PARKER
JR., 1962). Assim, as propostas teodricas desenvolvidas por Ebbinghaus tiveram
pouca aplicabilidade, mas seus experimentos forneceram as bases para a
formulacdo de outras teorias, como a Teoria da Deterioracdo (BADDELEY, 1990;
PERGHER; STEIN, 2003).
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Figura 4 - Curva hipotética do esquecimento segundo Ebbinghaus
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Ha um r4pido declinio da meméria logo apos a primeira recordacéo perfeita de uma lista de palavras
(ou silabas sem sentido), com uma posterior diminuicdo da taxa de esquecimento até o ponto em que
determinadas informac¢8es ndo sdo mais esquecidas. Curva hdo desenhada em escala. Fonte:
PERGHER; STEIN (2003, p. 133).

A Teoria _da Deterioracdo postula que, com a passagem do tempo, as

memorias enfraquecem, desaparecendo gradualmente até serem apagadas por
completo, havendo, portanto, uma perda do traco mnemaonico. Assim, segundo essa
teoria, aquelas memoarias que séo frequentemente evocadas, porque sao mais Uteis
ou mesmo mais fortes (emocionalmente, por exemplo), serdo mais dificiimente
esquecidas do que aquelas que raramente sdo lembradas (HARDT; NADER,;
NADEL, 2013; PERGHER; STEIN, 2003; WIXTED, 2004). A explicacao seria que
“cada nova repeticdo criara novas ligagbes entre a memoria e o presente contexto,
como também ira fortalecer associagdes ja existentes” (SCHWARTZ; REISBERG,
1991, p. 530). Isso facilitardA o acesso as informacdes na rede mnemonica,
possibilitando uma evocacao mais eficiente e por fim fortalecera essa memaria. Esta
€ uma forma simples, mas apropriada e adaptativa, de selecionar quais informacdes
serdo retidas ou esquecidas. Assim sendo, a primeira explicacao para o processo de
esquecimento de informagfes €: use-as ou perca-as (PERGHER; STEIN, 2003).
Embora a Teoria da Deterioragcdo pareca ser razoavel, em funcdo de sua
simplicidade e aparente coeréncia, existem muitos achados que mostram que a
passagem do tempo e o0 “uso ou desuso’” da memodria ndo s&o0 0S UNiIcos
determinantes do esquecimento (BADDELEY, 1990; JENKINS; DALLENBACH,
1924; MCGEOCH; MCDONALD, 1931).

Um outro modelo explicativo do esquecimento também se baseia no “uso e

desuso” das memorias. Porém, essa teoria defende que o desuso das memdrias as
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tornariam mais dificeis de serem acessadas, 0 que configuraria o esquecimento. H4
dois testes experimentais que servem de suporte a Teoria da Falha de Evocacéo, o
efeito de reminiscéncia e a apresentacdo de dicas (PERGHER; STEIN, 2003). O

efeito de reminiscéncia pode ser caracterizado como uma maior lembranca de
determinada memoéria quanto mais vezes se tenta recordar essa memoria
(BALLARD, 1913). E a apresentacao de dicas faz com que uma memoria que nao
podia ser lembrada anteriormente através de uma recordacdo geral, seja
rapidamente evocada (TULVING; PSOTKA, 1971). Esses dois testes indicam que o
esquecimento ndo € devido a perda do traco fisico da memdria, mas sim a uma
dificuldade de acessa-lo.

O fenébmeno da dependéncia de estado também pode ser enquadrado na

Teoria da Falha de Evocacdo. Esse fenbmeno ocorre quando a memdria somente
pode ser evocada mediante a recriacdo das condi¢cdes especificas presentes no
momento da aquisicdo. Essas condicdes podem ser internas, como um tonus
hormonal e neuro-humoral, e externas, como a presenca de algum odor, sabor ou a
visualizacdo de algo. Assim, as memoérias submetidas a dependéncia de estado
ficam inacessiveis a evocacdo se essas condi¢des internas e externas ndo estédo
presentes, como se tivessem sido esquecidas (IZQUIERDO, 1984).

Ja a Teoria da Interferéncia, formulada, em 1894, por Muller e Schumann,

postula que esquecemos as informacdes em virtude da influéncia de algumas
memaorias sobre outras. Eles foram os pioneiros em demonstrar experimentalmente

gue a aprendizagem de uma informacao nova pode interferir em uma aprendizagem

anterior, o que ficou conhecido como interferéncia retroativa, assim como uma
aprendizagem anterior pode interferir na aquisicdo de uma nova informacao,

fenbmeno conhecido como interferéncia proativa (PERGHER; STEIN, 2003;

WIXTED, 2004). Acredita-se que o esquecimento devido a essas interferéncias
ocorra devido a uma perturbacdo na estabilizacdo dos tracos enquanto eles estéo
sendo adquiridos, consolidados ou evocados (momento em que a memdria esta
instavel/labil). Assim, devido a essa perturbacdo, a memodria ndo € estabilizada
corretamente, o que acaba induzindo o seu esquecimento (nesse caso, a
deterioragcdo do traco mnemonico) (DAVIS; ZHONG, 2017; HARDT,; NADER;

NADEL, 2013). Existe outro tipo de interferéncia, chamada de competicdo de

resposta e defendia por J. A. McGeoch. Ele propde que como estamos

continuamente armazenando memorias similares, na hora de recordar uma dessas
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memdarias, ocorrera uma competicdo para serem evocadas. No fim, somente uma
memoéria é evocada, levando ao fortalecimento dessa meméria e ao
enfraquecimento das demais — ou seja, as demais se tornariam mais dificeis de
serem acessadas (DAVIS; ZHONG, 2017; MCGEOCH, 1942).

Todas essas teorias descritas até aqui podem ser definidas como um

esquecimento _passivo, pois elas descrevem o0 processo de esguecimento como

decorrente de uma falha na evocacéo, devido a perturba¢cdes durante 0os processos
mnemonicos ou devido ao desuso. Nenhumas dessas teorias considera o cérebro
como tendo a capacidade de recrutar mecanismos celulares e moleculares para
levar ao esquecimento. Assim, somente ha poucos anos com o advento dos
neurobiélogos as pesquisas sobre esquecimento, comecou-se a entender o
processo de esquecimento como um mecanismo neuronal, celular e molecular bem
organizado, que remove sistematicamente aquelas memoarias que deixaram de ser
relevantes (ou suprime a sua acessibilidade), sendo, portanto, um processo ativo
(DAVIS; ZHONG, 2017; HARDT; NADER; NADEL, 2013; RICHARDS; FRANKLAND,
2017). Considera-se que 0 processo de esquecimento ativo pode levar tanto a uma
dificuldade de evocacdo da memdria, como a degradacdo do traco mneménico.
Pensa-se que o que deve ocorrer € uma degradacédo transitoria das sinapses de um
engrama, assim primeiramente esse engrama se torna inacessivel (pela
deterioracédo de sinapses que armazenam informagdes essenciais para evocar essa
memoria, por exemplo, sobre o contexto) e mais tarde ele se deteriorard por
completo (HARDT; NADER; NADEL, 2013). Atualmente ja foram identificadas duas

cascatas celulares e moleculares que embasam a existéncia do esquecimento ativo:

0 esquecimento dependente de Racl e o dependente da endocitose dos receptores
AMPA (DAVIS; ZHONG, 2017).

O esquecimento _dependente de Racl, foi demonstrado principalmente em
Drosophila melanogaster (BERRY et al.,, 2012; CERVANTES-SANDOVAL et al.,
2016; DONG et al., 2016; SHUAI et al., 2010, 2011), e as evidéncias sugerem gque

esse processo inicia a partir da sinalizagdo mediada por neurénios dopaminérgicos

(chamados por alguns como “células do esquecimento”). Assim, apos a liberagéo de
dopamina essa ira se ligar aos receptores dopaminérgicos (DAMB) localizados na
membrana poés-sinaptica de neurdnios essenciais para a formagao e manutencéo da
memoria (no caso da Drosophila, mushroom body neurons — MBn) (BERRY et al.,

2012; SHUAI et al.,, 2011). Esse sinal serda comunicado para um complexo de
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sinalizagdo composto pela Racl, Pac3 e cofilina, unido através de uma proteina de
suporte (em inglés, scaffold) chamada Scribble, e ativacdo dessa via de sinalizacéo
ird levar ao esquecimento ativo através do remodelamento do citoesqueleto de
actina (todo esse processo esta ilustrado na figura 5, abaixo) (CERVANTES-
SANDOVAL et al., 2016; DAVIS; ZHONG, 2017; SHUAI et al., 2010).

Figura 5 — Figura representativa dos mecanismos moleculares do esquecimento dependente
de Racl
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O sinal dos neurdnios dopaminérgicos (chamados de “células do esquecimento”) é recebido pelo
receptor DAMB expresso nos mushroom body neurons (chamados de “células do engrama”). Este
sinal € comunicado para um complexo proteico formado pela Racl, Pac3 e cofilina e unido pela
proteina de suporte chamada de Scribble. A ativacdo dessa via de sinalizacao induzira a
remodelagéo dos filamentos de actina do neurdnio, levando ao esquecimento ativo. Fonte: adaptado
de DAVIS; ZHONG (2017, p. 496).

Também ja foi relatado o envolvimento da Racl no esquecimento ativo em
vertebrados (GAO et al., 2015; HAYASHI-TAKAGI et al., 2015; JIANG et al., 2016;
LIU et al., 2016, 2018; OH et al., 2010). Os estudos mais recentes verificaram que a
expressao de um transgene carregando uma forma constitutivamente ativa de Racl
no hipocampo de camundongos acelerou o decaimento da memoria de
reconhecimento de objetos e de reconhecimento social. Inversamente, a expressao
de um mutante dominante negativo da Racl prolongou significativamente a
manutencdo das memorias (LIU et al., 2016, 2018). A inibicdo da Racl também
bloqueia completamente o esquecimento induzido por interferéncia (LIU et al., 2016)

e impede o decaimento acelerado da LTP (LIU et al., 2018).
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Os estudos que defendem o esquecimento como dependente da endocitose

dos receptores AMPA apontam que esse processo inicia a partir da inducao de uma
LTD ou DP, levando ao decaimento da LTP mediado por processos ativos, ao inves
de um decaimento passivo dos processos necessarios para a manutencéo da LTP,
como se acreditava até pouco tempo (HARDT; NADER; NADEL, 2013; RICHARDS;
FRANKLAND, 2017; SACHSER et al., 2016, 2017). Esses estudos verificaram que 0
esquecimento (ou o decaimento da LTP) ocorre pela sinalizacdo poés-sinaptica
mediada pelo influxo modesto de Ca?* pelos receptores NMDA ou pelos canais de
Ca?* dependentes de voltagem do tipo L (LVDCC) (HARDT; NADER; NADEL, 2013;
HARDT; NADER; WANG, 2014; SACHSER et al., 2016, 2017; VILLARREAL et al.,
2002). De fato, Hardt e colaboradores (2013) sugerem que a liberacdo espontanea
de glutamato (por exemplo, durante o sono) seria suficiente para ativar
especificamente os NMDAR que contém a subunidade GIuN2B (GIuN2B-NMDAR),
deixando uma pequena quantidade de Ca?* entrar na célula. Para este tipo de
canalizacdo de calcio, o ion magnésio ndo precisa ser removido dos receptores
NMDA, portanto, ndo precisa ocorrer a despolarizacdo da célula, ndo sendo
necessarios potenciais de acéo. Este influxo modesto de calcio leva principalmente a
ativacdo da fosfatase calcineurina (CaN), que desestabiliza o AMPAR da membrana,
favorecendo sua endocitose (DONG et al., 2015; MIGUES et al., 2016; SACHSER et
al., 2016). Além disso, a indugdo da LTD ou DP leva a degradagdao da PKMC(, o que
também estd envolvido na diminuicdo da quantidade de GIuA2-AMPARs pés-
sinapticos (DONG et al., 2015). Com isso, ocorre o enfraquecimento da sinapse, e
assim, o decaimento da LTP (todo esse processo esta ilustrado na figura 6). Ha
evidéncias mostrando que esse processo de esquecimento também é recrutado nos
casos de esquecimento patoldgico. Esse processo é induzido, por exemplo, pelos
aglomerados de beta-amiloide caracteristicos da doenca de Alzheimer (HSIEH et al.,
2006; SHANKAR et al., 2007; SNYDER et al., 2005).
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Figura 6 — Figura representativa dos mecanismos moleculares do esquecimento dependente

da endocitose dos receptores AMPA
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O esquecimento dependente da endocitose dos receptores AMPA pode ser iniciado pelo influxo de
Ca?* através do receptor GIuN2B-NMDA (assim como através do LVDCC), o que ativa diversas
cascatas moleculares nos neurbnios pos-sinapticos. Um dos principais alvos é a CaN. Esta fosfatase
pode induzir a desfosforilagéo da stargazina, uma proteina que auxilia a fixagdo do AMPAR na
densidade pés-singptica através da sua ligacdo com a principal proteina da densidade pds-sinaptica,
a PSD95. Apds a desfoforilagdo da stargazina ocorre a remogédo do GluA2-AMPAR. A CaN também
pode promover a desfosforilagdo do PP5Ky661, que também resulta na endocitose de AMPAR. Outro
mecanismo envolvido no esquecimento ativo envolve a PKMZ. A PKMZ mantém o GluA2-AMPAR
estavel na densidade pds-sinaptica através da sua interacdo com o fator sensivel a N-etiimaleimida
(NSF, losango amarelo). O baixo influxo de Ca?* pds-sinaptico pode levar a baixa regulagdo da PKMC,
desestabilizando os AMPARs da PSD. Outro possivel alvo envolvido no decaimento da L-LTP
dependente de Ca?* é o BRAG2 (em verde fraco), que também participa da remocéao sinaptica de
GluA2-AMPAR. Fonte: adaptado de SACHSER et al. (2017, p. 99).

A neurogénese também é enquadrada como um tipo de esquecimento ativo.
No cérebro de mamiferos adultos, a neurogénese persiste em pelo menos duas
regides: na zona subventricular situada nas paredes dos ventriculos laterais, sendo
que as novas células migram para o bulbo olfatério; e na zona subgranular, parte do
giro dentado (GD) do hipocampo, onde 0s hovos neurdnios se integram aos circuitos
hipocampais, alterando a conectividade (SONG et al., 2012). Durante esse processo
de integragdo, os novos neurdnios competem com as células granulares existentes
pela formagdo de sinapses, muitas vezes substituindo as conexdes sinapticas
estabelecidas tanto no GD quanto na area CA3 do hipocampo. Além dessa
remodelacdo estrutural direta, a integracdo de novos neurénios no hipocampo pode
modificar indiretamente a for¢ca das conexdes sinapticas estabelecidas. Neurdnios

imaturos sdo mais excitaveis do que os maduros. Portanto, a adicdo de novos
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neurdnios a um circuito GD-CA3 estabelecido pode levar a um aumento geral na
excitacdo do circuito. Essas alteragbes sédo contrabalancadas, por exemplo, pela
diminuicdo da excitabilidade intrinseca dos neurbnios GD/CA3 existentes (por
exemplo, diminuindo as correntes de sodio e/ou regulando positivamente as
correntes de potédssio ativadas por calcio e de inativacdo rapida) ou através de
mudancas estruturais e moleculares na sinapse (por exemplo, perda/endocitose de
receptores GluA2-AMPA pés-sinapticos), o que pode levar ao enfraquecimento de
algumas sinapses e consequentemente ao esquecimento dessa memoéria. No caso
da neurogénese considera-se que esse enfraquecimento de algumas sinapses do
engrama leva a uma dificuldade de evocacdo da memaria e ndo diretamente a sua
degradacdo — a qual ocorreria com o tempo, ja que 0 processo de neurogénese
ocorre continuamente no hipocampo. Nessa perspectiva, a neurogénese pode ser
vista como um processo de esquecimento continuo que afeta todas as memoarias
dependentes do hipocampo, independentemente do contetdo (AKERS et al., 2014;
EPP et al., 2016; FRANKLAND; KOHLER; JOSSELYN, 2013).

Considerando todas essas teorias sobre o esquecimento, 0 que parece mais
provavel € que ocorra uma integracdo entre elas, inclusive entre as teorias do
esquecimento ativo e passivo. De fato, ainda ndao existem evidéncias que permitam
rejeitar as teorias de deterioracdo, de falha na evocacdo e de interferéncia
(PERGHER; STEIN, 2003). Assim, acreditamos que esses fenémenos
provavelmente induzem o recrutamento das cascatas bioquimicas do processo de
esquecimento ativo, para no fim levar ao decaimento das memdérias (como proposto
também por Zhang e colaboradores (2018)). Portanto, neste trabalho defendemos
que o esquecimento naturalffisiolégico ocorra através do recrutamento de
mecanismos neuronais, celulares e moleculares intrinsecos ao cérebro. Defendemos
especificamente o esquecimento como dependente da endocitose dos receptores
AMPA e/ou dependente da Racl.

1.2 ENDOCANABINOIDES

O Sistema Endocanabinoide (SE) possui um vasto papel funcional,
modulando diversas fungdes fisioldgicas como a dor, controle do apetite, motricidade

e cognicdo. Como qualquer outro sistema de neurotransmissdo ja previamente
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identificado, o SE é composto por ligantes enddgenos, maquinaria celular
responsavel pela sintese e degradacdo desses ligantes, receptores especificos e
transportadores (PIOMELLI, 2003; VAUGHAN; CHRISTIE, 2005).

Os receptores canabinoides tipo-1 e 2 (CB1 e CB2) sdo 0s receptores
canabinoides mais bem caracterizados e identificados. Eles pertencem a
superfamilia dos receptores de membrana acoplados a proteina Gio (G-Protein-
Coupled-Receptor, GPCR). A ativacdo desses receptores, tipicamente, inibe a
adenilato ciclase com consequente reducdo dos niveis de AMPc, induz o
fechamento dos canais de céalcio dependentes de voltagem, abertura dos canais de
potassio e estimulacdo de proteinas quinases, como a MAPK (Mitogen Activated
Protein Kinases). A consequéncia dessa cascata de sinalizacdo € a inibicdo da
liberacdo de neurotransmissores do terminal sinaptico (AMERI, 1999; CASTILLO et
al., 2012; VAUGHAN; CHRISTIE, 2005).

Os receptores CB1 sdo os GPCR mais abundantes do SNC, tendo densa
distribuicAo em areas encefélicas intimamente relacionadas com processos
cognitivos e emocionais, tais como, coértex pré-frontal, hipocampo e amigdala
(HERKENHAM et al.,, 1990; VAUGHAN; CHRISTIE, 2005). Eles podem estar
presentes tanto em neurdnios quanto astrocitos (HAN et al., 2012; NAVARRETE;
ARAQUE, 2008) e também sao encontradas em regides periféricas, embora em
niveis mais baixos (VAUGHAN; CHRISTIE, 2005). A expressado de CB1 é majoritaria
em terminais axonais pré-sinapticos, entretanto, estes receptores também podem
ser encontrados em dendritos ou no corpo celular de neurénios (LETERRIER et al.,
2006; NYIRI et al., 2005). No hipocampo, estes receptores S30 expressos
principalmente em interneurdnios GABAEérgicos que co-liberam colecistocinina (CCK)
(KATONA et al., 1999). Todavia, os receptores CB1 também estdo presentes em
terminais axonais de neurdnios piramidais glutamatérgicos, mas em uma
concentracdo 20 vezes menor que em interneurénios GABAérgicos (KAWAMURA et
al., 2006). Por outro lado, os receptores CB2 sdo expressos predominantemente em
células do sistema imunoldégico, tanto periférico como no SNC, no qual podem estar
presentes na micréglia ou em tecidos vasculares (RAMIREZ et al., 2012). Assim,
esses receptores estdo mais envolvidos em condi¢bes de inflamacéo, sendo os
receptores CB1 mais importantes para fungdes cognitivas, como a memoaria.

Os ligantes endbégenos dos receptores canabinoides sdo conhecidos como

endocanabinoides (ECs). Estes compostos sdo pequenas moléculas lipidicas
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derivadas de acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, principalmente do
acido araquiddnico, e os mais conhecidos e estudados sao a anandamida (AEA) e o
2-aracdonil-glicerol (2-AG). A sintese destas moléculas ocorre por demanda a partir
de fosfolipidios de membrana, que sao hidrolisados por fosfolipases. A
despolarizacdo do neurdnio pés-sinaptico induz ao influxo de Ca?* pelos canais de
calcio dependentes de voltagem, ativando a diacilglicerol lipase (DGL), que promove
a sintese de 2-AG, e a N-acil-fosfatidiletanolamina fosfolipase D (NAPE-LPD), que
sintetiza a AEA. O 2-AG também pode ser sintetizado pela ativacao de receptores
metabotropicos glutamatérgicos do tipo | (I-mGIuR), que ativam a proteina
fosfolipase B (PLCB). Desta forma, diferentemente dos neurotransmissores
classicos, os ECs ndo sdo armazenados em vesiculas sinpticas. Eles sao
sintetizados pelo neurbnio pos-sinaptico e liberados por difusdo através da
membrana para estimular os receptores CB1 presentes nos terminais pré-sinapticos,
agindo como “mensageiros retrégrados” (CASTILLO et al.,, 2012; VAUGHAN;
CHRISTIE, 2005; WANG; UEDA, 2009).

Assim, resumidamente, a sinalizacdo endocanabinoide segue o0s seguintes
passos (Fig. 7): a partir de um estimulo, o terminal pds-sinaptico é despolarizado
induzindo a sintese de ECs; estes se difundirdo pela membrana pos-sinaptica e irdo
interagir com os receptores CB1 na porcdo pré-sinaptica, levando a inibicdo da
liberacdo de neurotransmissores do terminal pré-sinaptico (OHNO-SHOSAKU;
MAEJIMA; KANO, 2001; WILSON; NICOLL, 2001). Como esses receptores
localizam-se principalmente na porcdo pré-sinaptica dos terminais axdnicos
GABAérgicos, a sua ativacado levard a inibicdo da liberacdo de acido gama-
aminobutirico (GABA) (KATONA et al., 1999; VAUGHAN; CHRISTIE, 2005). Ou seja,
ocorrera a ‘“inibicdo da inibicao”, levando a facilitacdo de qualquer evento
subsequente de plasticidade glutamatérgica. Com isso, eventos importantes de
plasticidade sinaptica podem ocorrer, como a supressao da inibicao induzida por
despolarizacdo (DSI) (WILSON; NICOLL, 2001) e a regulacdo da excitabilidade
neuronal pela inibicAdo da LTD (I-LTD) (CHEVALEYRE; CASTILLO, 2003;
KREITZER, 2005). Dessa forma, como o SE possui 0 controle da atividade neuronal
e da liberacdo de neurotransmissores e assim, um papel regulatério em diversas
formas de plasticidade sindptica, ele esta fortemente envolvido na modulagédo da
memoéria e no controle das emocgdes (PIOMELLI, 2003; VAUGHAN; CHRISTIE,
2005).
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Figura 7 — Figura representativa da sinalizacéo do sistema endocanabinoide
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Os ECs, como 0 2-AG e a AEA, séo sintetizados nos neurdnios pés-sinpticos e se difundem, pela
fenda sindptica, onde agem sobre os receptores canabinoides nos neurdnios pré-sinapticos.
Conforme demonstrado, 0 2-AG é sintetizado em neurdnios pds-sindpticos através das enzimas
fosfolipase C (PLC) e diacilglicerol lipase (DAGL), as quais se localizam principalmente na membrana
plasmatica, sendo catabolizado pela enzima monoacilglicerol lipase (MAGL), localizada em neurdnios
pré-sinépticos. A biossintese da AEA também ocorre em neur6nios pés-sinapticos, principalmente
pela acdo da enzima N-acil-fosfatidiletanolamina fosfolipase D (NAPE-LPD), e o seu catabolismo
ocorre através da amidohidrolase de acidos graxos (FAAH, sigla em inglés), que se localiza
principalmente em neurdnios pré-sinapticos. Os transportadores de membrana dos ECs (TeCB)
localizados em neurdnios pré e pés-sinapticos facilitam a recaptagdo dos ECs. A ativacdo dos
receptores canabinoides causa uma reducao da excitabilidade do neurdnio pré-sinaptico, através da
despolarizacdo, com consequente reducao da liberacdo de neurotransmissores. TRPV1: do inglés,
transient receptor potential vanilloid 1. Fonte: adaptado de CARVALHO et al. (2017, p. 57).

A remocdo dos ECs da fenda sinaptica ocorre através de transportadores
especificos presentes em neurdnios e astrocitos (Fig.5). ApOs ser recaptada para o
interior da célula, a AEA é hidrolisada pela enzima acido graxo amida hidrolase
(FAAH) em &cido araquidbnico e etalonamina. JA& o 2-AG ¢é hidrolisado
principalmente pela monoacilglicerol lipase (MGL) em acido araquiddnico e glicerol,
mas também pela FAAH (PIOMELLI, 2003; VAUGHAN; CHRISTIE, 2005).

E importante destacar também que a sintese de ECs e a ativacdo dos
receptores CB1 sdao recrutadas mediante situacbes de estresse, sugerindo uma

intima relacdo entre os sistemas canabinoide e glicocorticoide na modulacdo da
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memoria emocional (HILL et al., 2010; HOHMANN et al., 2005). Fundamentalmente,
estes sistemas regulam os componentes autondmicos associados a experiéncia
emocional através da sintese de noradrenalina e glicocorticoides pela ativacdo do
eixo HHA, conhecido por facilitar a consolidagcdo do traco mnemadnico durante
situacdes de estresse (HILL et al.,, 2010; RIEBE; WOTJAK, 2011). Por exemplo,
situacOes de estresse, como um choque, ativam o eixo HHA levando a liberagéo de
glicocorticoides na corrente sanguinea que ativam receptores glicocorticoides
presentes em neurdnios pos-sinapticos. Isso acaba induzindo a sintese de ECs, que
inibem a liberagdo de GABA de um interneurdnio inibitério relacionado a um
neurdnio noradrenérgico. Ocorrera, assim, um aumento da transmissédo
noradrenérgica e facilitacdo da consolidacdo da memoaria (Fig. 8) (HILL; MCEWEN,
2009).

Figura 8 — Figura representativa da interac&o entre os sistemas glicocorticoide e
endocanabinoide

Neurdnio pré-sinaptico Neurénio noradrenérgico

Inibe a
liberagao
de GABA

Aumenta liberagao de NE

Facilita consolidagdo da memdria

AMPc - PKA

Neurénio pés-sinaptico

A corticosterona (CORT) liga-se a um receptor de glicocorticoide (RG) que ativa a via Gs-AMPc/PKA
induzindo a sintese de ECs. Os ECs se difundem pela sinapse, e se ligam aos receptores CB1 nos
terminais GABAérgicos, inibindo a liberacdo de GABA. Essa inibicdo da liberacdo de GABA desinibe
a liberacdo de norepinefrina (NE) e aumenta a ativagdo dos receptores B-adrenérgicos pos-
sinapticos, aumentando a consolidacdo de memorias emocionalmente aversivas. Gs: proteina G
excitatoria; AEA: anandamida; 2-AG: 2-araquinodoilglicerol. Fonte: Baseado em HILL; MCEWEN
(2009, p. 4579).
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1.3 ENDOCANABINOIDES E MEMORIA

Desde a descoberta de que os receptores CB1 estdo envolvidos na regulacéo
de diferentes processos celulares e moleculares implicados na plasticidade sinaptica
no SNC, o sistema canabinoide tem atraido grande interesse na pesquisa em
neurobiologia e psicofarmacologia da memodria. Assim, existe uma grande
diversidade de estudos sobre o papel que o SE desempenha nas diferentes fases da
memoria (para uma revisao, ver KRUK-SLOMKA,; BIALA, 2016; QUILLFELDT; DE
OLIVEIRA ALVARES, 2015; e VARVEL; LICHTMAN, 2006). Todavia, esses estudos
apresentam dados conflitantes e dificeis de interpretar (MORENA; CAMPOLONGO,
2014).

Ha& um consenso geral de que a ativacdo do SE exerce um efeito inibitério
sobre a aquisicdo da memoria, como afirmam Morena e Campolongo (2014).
Pamplona e Takahashi (2006) demostraram que a administragdo intraperitoneal (i.p.)
do agonista CB1, WIN55,212-2 (2,5 e 5,0 mg/kg), prejudicou a aquisicdo da memoria
de medo contextual no Condicionamento Aversivo ao Contexto (CAC). Da mesma
forma, a administragdo subcuténea cronica de WIN55,212-2 (2mg/kg por dia, por 21
dias) teve efeito inibitério sobre a aquisicdo na tarefa de Labirinto Aquético de Morris
(em inglés, Water Maze Test, WMT) (MARCHALANT et al., 2008). Takahashi e
colaboradores (2005) também demonstraram que a administracdo i.p. de 1,0 mg/kg
de rimonabanto (um antagonista seletivo de CB1) produziu uma melhora na
aquisicdo e consolidacdo da memoéria na tarefa do labirinto em T elevado. Esse
estudo demonstrou inclusive que nem doses mais baixas (0,5 mg/kg) nem
superiores (2,0 mg/kg) foram capazes de melhorar a aquisicdo. Entretanto, um
estudo realizado em nosso laboratério demonstrou que a administracéo intra-CA1l de
anandamida e do antagonista CB1l, AM251, n&o influenciou na aquisicdo da
memoria na tarefa da esquiva inibitéria step-down (DE OLIVEIRA ALVARES et al.,
2008a).

Por outro lado, os dados presentes na literatura sobre o envolvimento da
sinalizacdo endocanabinoide na consolidacdo da memaria sao conflitantes. Diversos
estudos demonstraram que agonistas do receptor CB1 (administrados
sistemicamente ou intra-CA1l) inibiram a consolidacdo da memodria em tarefas
dependentes do hipocampo (JAMALI-RAEUFY et al., 2011; MACKOWIAK et al.,
2009; YIM et al., 2008; ZARRINDAST; NAVAEIAN; NASEHI, 2011). Kruk-Slomka e
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Biala (2016) demonstraram que a administracao i.p. do antagonista CB1, AM251 (1
e 3 mg/kg), facilitou tanto a aquisicdo quanto a consolidagdo da memdria no
paradigma da esquiva inibitoria step-through em camundongos. A administracao i.p.
de rimonabanto na tarefa do labirinto radial, teve o mesmo efeito (WOLFF;
LEANDER, 2003). Entretanto, trabalhos realizados em nosso laboratério
demonstraram que a infusdo intra-CA1 de anandamida facilitou a consolidagdo na
esquiva inibitoria step-down (DE OLIVEIRA ALVARES et al., 2008a), enquanto que o
antagonista AM251, a inibiu tanto na esquiva inibitéria step-down (DE OLIVEIRA
ALVARES et al., 2005, 2008a), quanto no CAC (DE OLIVEIRA ALVARES et al.,
2010). Campolongo e colaboradores (2009) demostraram uma facilitacdo da
consolidacdo com a infusdo de WIN55,212-2 na amigdala basolateral, e um prejuizo
com a infusédo de AM251, na tarefa da esquiva inibitdria step-down.

O nivel de aversividade da tarefa comportamental é um fator critico para
tornar a modulagdo da memoria sensivel a farmacos canabinoides (HOLTER et al.,
2005; NIYUHIRE et al., 2007; PAMPLONA; TAKAHASHI, 2006). E como ja
comentado, a ativacdo do sistema endocanabinoide e do sistema glicocorticoide
exerce efeito facilitatorio sobre a consolidacdo da meméria (CAMPOLONGO et al.,
2009; HILL et al., 2010; HILL; MCEWEN, 2009). Estudos realizados em nosso
laboratério demonstraram que a infusdo intra-CA1 de anandamida e AM251
influenciaram na consolidacdo da memoria na esquiva inibitéria step-down e no CAC
enquanto que sobre a habituacdo ao Campo Aberto ndo promoveram efeitos (DE
OLIVEIRA ALVARES et al., 2005, 2006, 2008a). Também foi demonstrado que a
acdo do SE depende da intensidade do choque na tarefa de Condicionamento
Aversivo ao Som (KAMPRATH et al.,, 2009). De acordo com estes achados, um
trabalho realizado por nosso grupo demonstrou que o SE hipocampal é recrutado
somente em um protocolo com choque forte (0,7 mA) e ndo com choque fraco (0,3
mA) no CAC. Além disso, foi evidenciado que uma fonte de estresse adicional ou
administracdo sistémica de dexametasona, um glicocorticoide sintético, antes do
protocolo com choque fraco é suficiente para recrutar a modulagdo endocanabinoide
hipocampal, sugerindo que a ativacdo do sistema glicocorticoide € uma etapa
necessaria para recrutar a modulagcdo endocanabinoide sobre a consolidacdo da
memoria (DE OLIVEIRA ALVARES et al., 2010).

Estudos sobre o papel do SE sugerem que a ativacdo deste sistema antes da

evocacdo modula negativamente esta etapa mnemonica (ATSAK et al., 2012; DE
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OLIVEIRA ALVARES et al., 2008a; PIRI; ZARRINDAST, 2011). Ja o bloqueio dos
receptores CB1 imediatamente ap0s a reativacdo, ou seja, durante a evocacao,
torna a memoaria insensivel a inibidores da reconsolidacdo. Isso demonstra que a
ativacdo desses receptores € necessaria para a desestabilizacdo da memoéria que
precede a reconsolidacdo (LEE; FLAVELL, 2014; SUZUKI et al., 2008). Além disso,
foi demonstrado que o uso do agonista CB1, ACEA (Arachidonyl-2-cloroetilamida),

no hipocampo permitiu a desestabilizacdo da memoria, sem efeito deletério na
reconsolidacdo (LEE; FLAVELL, 2014). Por outro lado, a ativacdo deste sistema
apos a evocacdo, modula negativamente a reconsolidacdo da memoria (DE
OLIVEIRA ALVARES et al., 2008b; LIN; MAO; GEAN, 2006; SACHSER et al., 2015;
SANTANA et al., 2016). Enquanto que a ativacdo do SE em diferentes estruturas

encefalicas exerce efeito facilitatério sobre a extincdo da memdria (DE OLIVEIRA
ALVARES et al., 2008b; DO MONTE et al., 2013; MARSICANO et al., 2002;
SACHSER et al., 2015) e estes efeitos parecem ser especificos para a extingdo de
memorias aversivas (HOLTER et al., 2005; NIYUHIRE et al., 2007).

Os dados sobre o papel do SE na modulacdo da plasticidade sinaptica de
longa duragdo no hipocampo também sdo bastante controversos e inconclusivos.
Alguns estudos indicam que a ativacéo dos receptores CB1 em fatias do hipocampo
inibe a inducdo da LTP (COLLINS DAWN R.; PERTWEE ROGER G.; DAVIES
STEPHEN N., 1995; TERRANOVA et al., 1995) e da LTD (MISNER; SULLIVAN,
1999). Por outro lado, ja foi demonstrado também que o bloqueio de CB1 pode tanto
facilitar, quanto inibir a LTP (BOHME et al., 1999; DE OLIVEIRA ALVARES et al.,
2006). Além disso, o WIN55,212-2, o AM404 e o AM251 administrados
sistemicamente inibiram a LTP na via de projecao colateral de Schaffer e o AM404
(inibidor da recaptacédo de anandamida) facilitou a LTD (ABUSH; AKIRAV, 2010).

Dessa forma, considerando a diversidade de dados sobre o papel do SE nos
processos mnemaonicos, nao é adequado categorizar a modulacao realizada por este
sistema simplesmente como inibitéria ou facilitatoria. Possivelmente a discrepancia
entre os dados referentes & modulagdo endocanabinoide seja devido as diferentes
condi¢cdes experimentais, principalmente a forma de administracdo, os farmacos
utilizados e as tarefas comportamentais realizadas (MORENA; CAMPOLONGO,
2014; QUILLFELDT; DE OLIVEIRA ALVARES, 2015).

Quanto ao papel do SE no processo de esquecimento, para 0O NOSSO

conhecimento, ndo ha nenhum estudo na literatura que aborde esse assunto. Ha
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somente um estudo de 2015, realizado por Njoo e colaboradores, que trouxe a tona
uma possivel interacdo entre o SE e a via de sinalizacdo da Racl. Eles observaram
gue tanto agonistas quanto antagonistas de CB1 alteram a atividade de Racl nos
espinhos dendriticos de neurdnios corticais excitatorios, levando, em dltima
instancia, a uma alteracado na dinamica de actina. Neste caso, o uso de agonistas
CB1 diminuiu e o uso de um agonista inverso aumentou a atividade de Racl. Como
explicado anteriormente, a ativacdo da via de sinalizacdo da Racl esta intimamente
envolvida com o esquecimento. Assim, nés acreditamos que essa interacdo entre o
SE e a Racl, observado por este estudo, pode ser um mecanismo subjacente ao
processo de esquecimento.

Dessa forma, considerando que (1) o SE participa de algum modo em cada
um dos processos mnemonicos; e (2) que 0 esquecimento seja um processo ativo,
ocorrendo através da ativacdo de diversos processos celulares e moleculares,
acreditamos que o SE também exerca um papel fundamental no esquecimento das
memorias. Hipotetizamos ainda, que esse sistema seja um dos mecanismos cuja
modulacdo seja necessaria para induzir ou impedir o processo de esquecimento
ativo. Portanto, nos propomos neste trabalho, a investigar o papel do SE no

esquecimento fisiol6gico através de ferramentais farmacoldgicas e comportamentais.
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2 JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos, muito tem se estudado acerca dos mecanismos de
aguisicao, consolidacdo, evocacao, reconsolidacéo e extingdo da memoaria. Porém,
pouco se sabe sobre uma das fases mnemonicas mais essenciais do nosso
organismo, o esquecimento. Recentemente, diversos estudos clinicos e pré-clinicos
tém mostrado o importante papel do sistema endocanabinoide nas diferentes fases
mnemaonicas. Tais estudos sugerem que a modulacdo desse sistema pode ter um
importante papel também no processo de esquecimento.

Assim, esse projeto visa investigar um dos possiveis mecanismos bioldgicos
responsaveis pelo esquecimento da memodria, o sistema endocanabinoide. Além
disso, serd gerado conhecimento que poderd ser aplicado para desenvolver
estratégias terapéuticas destinadas a prevenir o comprometimento da memoria
induzido pela idade ou por processos patolégicos, ou para acelerar o esquecimento
de memdérias traumaticas e mal adaptativas de longo prazo, como aquelas
classicamente observadas em condi¢cdes psiquiatricas, como transtorno de estresse

pés-traumatico (TEPT) e dependéncia de drogas.
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral e os objetivos especificos desse trabalho sdo descritos

abaixo.

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar, em ratos Wistar machos adultos através de ferramentas
farmacolégicas, o papel do sistema endocanabinoide, especificamente dos
receptores CB1, no processo de esquecimento fisiolégico de memodrias espaciais e

aversivas de longa duracéo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

(1) Tracar uma curva de esquecimento natural na tarefa de localizagdo de
objetos (LO).

(2) Investigar o efeito do bloqueio crénico dos receptores CB1 — administracao
sistémica dos antagonistas seletivos AM251 e SR141716 (rimonabanto) —
na manutencao e/ou esquecimento de memarias espaciais (tarefa de LO) e

aversivas (esquiva inibitoria step-through);

(3) Verificar o efeito da ativagdo crénica dos receptores CB1 — administracao
sistémica do agonista ndo-seletivo WIN 55,212-2 — na manutencdo e/ou
esquecimento de uma memoria aversiva fraca (esquiva inibitoria step-
through).
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4 ARTIGO CIENTIFICO

Esse trabalho foi escrito em formato de artigo cientifico, seguindo as normas
para submissao da revista Neurobiology of Learning and Memory. Tais normas estao

presentes no Anexo A.
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RESUMO

Embora as bases bioldgicas do esquecimento permanecam desconhecidas, estudos
recentes apoiam a hipdtese de que esse processo ocorra através da ativacdo de
diversos mecanismos celulares e moleculares, sendo, portanto, um processo ativo.
Ha uma gama enorme de estudos acerca da modulacdo do sistema
endocanabinoide (SE) sobre as fases da memoria. 1sso nos leva a crer que esse
sistema deva possuir um papel essencial também na modulacdo do
esquecimento/manutencdo das memorias. Assim, neste trabalho, objetivamos
avaliar se o SE est& envolvido na manutencdo/decaimento de uma memoria espacial
e memoarias aversivas de duas intensidades (forte e fraca). Verificamos que o
bloqueio crénico dos receptores canabinoide tipo 1 (CB1) (AM251, antagonista CB1
seletivo, i.p.) acelerou o esquecimento de uma memoaria aversiva forte formada com
o paradigma da esquiva inibitéria step-through. No entanto, a ativagéao cronica do SE
(WIN 55,212-2, agonista CB1 nao-seletivo, i.p.) ndo € necessaria para a manutencao
de uma memaria aversiva fraca. Além disso, demonstramos que o bloqueio crénico
dos receptores CB1 (SR141716, antagonista CB1 seletivo, i.p.) n&o produziu
nenhum efeito significativo na manutencao/esquecimento de uma memoaria espacial
formada através da tarefa de localizacdo de objetos. Juntos, nossos resultados
demonstram que a modulacdo do SE sobre a manutencdo/esquecimento das
memorias pode ser recrutada dependendo da forca da memodria e, dessa forma,

sugerem uma funcgéo relevante do SE no processo de esquecimento ativo.

Palavras-chave: Esquecimento. Sistema Endocanabinoide. CB1. Memdria aversiva.

Memoaria espacial.
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1 INTRODUCAO

Os receptores canabinoides tipo-1 (CB1) s&o os receptores acoplados a
proteina Gino (GPCR) mais abundantes do sistema nervoso central (SNC), tendo
densa distribuicdo em areas encefalicas intimamente relacionadas com processos
cognitivos e emocionais, tais como, cortex pré-frontal, hipocampo e amigdala
(Herkenham et al., 1990; Vaughan & Christie, 2005). A expressao desses receptores
€ majoritaria em terminais axonais pré-sinapticos e a sua ativacao, tipicamente, inibe
a adenilato ciclase com consequente fechamento dos canais de célcio dependentes
de voltagem, abertura dos canais de potassio e estimulacdo de proteinas quinases,
como a MAPK (Mitogen Activated Protein Kinases), o que por fim leva a inibicdo da
liberacdo de neurotransmissores do terminal pré-sinaptico (Ameri, 1999; Castillo,
Younts, Chavez, & Hashimotodani, 2012; Vaughan & Christie, 2005).

Nas sinapses, a sinalizacdo endocanabinoide funciona de modo retrégrado e
dependente de demanda, ou seja, apos a despolarizagdo sinaptica, o0s
endocanabinoides (ECs) séo sintetizados pelo neurdnio pds-sinaptico e liberados
por difusdo através da membrana para estimular os receptores CB1 presentes nos
terminais pré-sinapticos, agindo como “mensageiros retrogrados” (Ohno-Shosaku,
Maejima, & Kano, 2001; Piomelli, 2003; Wilson & Nicoll, 2001). Como esses
receptores localizam-se principalmente na porcdo pré-singptica dos terminais
axbnicos GABAérgicos, os ECs atuam, normalmente, inibindo a liberacdo de &cido
gama-aminobutirico (GABA) (Katona et al., 1999), conduzindo a uma facilitacdo de
qualquer evento subsequente de plasticidade glutamatérgica. Além disso, o controle
da inibicdo da liberagdo de neurotransmissores da ao sistema endocanabinoide (SE)
um papel regulatério essencial em diversas formas de plasticidade sinaptica, como a
LTP (potenciacdo de longa duracdo) e a LTD (depressdo de longa duracéo)
(Chevaleyre & Castillo, 2003; Chevaleyre, Takahashi, & Castillo, 2006; Collins Dawn
R., Pertwee Roger G., & Davies Stephen N., 1995; de Oliveira Alvares et al., 2006;
Terranova, Michaud, Le Fur, & Soubrié, 1995; Wilson & Nicoll, 2001), estando,
consequentemente, envolvido na modulacdo da memdéria e no controle das emocoes
(Piomelli, 2003; Vaughan & Christie, 2005).

Efetivamente diversos estudos demonstraram o envolvimento do SE na
modulacdo das diferentes etapas da memoaria (aquisicdo, consolidacdo, evocacéao,
reconsolidacdo e extingdo) (para uma revisdo, ver Kruk-Slomka & Biala, 2016;
Quillfeldt & de Oliveira Alvares, 2015; e Varvel & Lichtman, 2006). Todavia, para o
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nosso conhecimento, ndo h& estudos na literatura sobre o envolvimento do sistema
endocanabinoide em um dos processos mnemoOnicos mais importantes, o
esquecimento.

Acredita-se que o0 processo de esquecimento possua o0 papel de remover
aquelas memorias indesejadas e desnecessarias formadas durante o dia, garantindo
gue o sistema mnemonico ndo se sobrecarregue e, assim, assegurando a sua
funcionalidade. Por esse motivo o esquecimento é considerado um dos atributos
cognitivos mais fundamentais do encéfalo (Davis & Zhong, 2017; Hardt, Nader, &
Nadel, 2013; Pergher & Stein, 2003; Richards & Frankland, 2017). Além disso, esse
processo ganha destague na patologia de muitas doencas neuroldgicas, em especial
na doenca de Alzheimer (Hsieh et al., 2006; Knobloch & Mansuy, 2008; Shankar et
al., 2007). No entanto, os estudos que descrevem 0S mecanismos moleculares
subjacentes ao esquecimento ainda s&o escassos e muito pouco explorados.

No sentido biolégico e fisiolégico, o processo de esquecimento refere-se a
auséncia de expressdo de uma memoria previamente adquirida, resultado do
decaimento da LTP (Hardt et al., 2013; Hardt, Nader, & Wang, 2014; Sachser,
Haubrich, Lunardi, & de Oliveira Alvares, 2017). Durante muitos anos acreditou-se
gue o esquecimento era decorrente de uma degradacéo progressiva e passiva do
traco mnemonico com a simples passagem do tempo ou que esse processo ocorria
devido a interferéncias de novos aprendizados principalmente durante as fases de
consolidacédo e evocacdo das memdrias ou ainda que fosse somente uma falha de
evocacao (Davis & Zhong, 2017; Hardt et al., 2013; Pergher & Stein, 2003; Richards
& Frankland, 2017; Wixted, 2004). No entanto, evidéncias acumuladas nos ultimos
anos apoiam a hipétese de que o processo de esquecimento ocorra através da
ativacdo de diversos processos celulares e moleculares, sendo, portanto, um
processo ativo (Dong et al., 2015; Hardt et al., 2014; Migues et al., 2016; Sachser et
al., 2017, 2016; Villarreal, Do, Haddad, & Derrick, 2002). Até 0 momento ja foram
identificadas duas cascatas celulares e moleculares que embasam a existéncia do
esquecimento ativo: o esquecimento dependente da endocitose dos receptores
AMPA e o dependente de Racl (Davis & Zhong, 2017).

A literatura demonstra que o esquecimento dependente da endocitose dos
receptores AMPA ocorre pela sinalizagcdo poés-sindptica mediada pelo influxo
modesto de Ca?* pelos receptores N-metil D-aspartato (NMDAR) que contém a

subunidade GIuN2B ou pelos canais de Ca?* dependentes de voltagem do tipo L
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(LVDCC) (Hardt et al., 2013, 2014; Sachser et al., 2017, 2016; Villarreal et al., 2002).
Isso leva a ativagcdo da fosfatase calcineurina e a degradacéao da proteina quinase C
tipo zeta (PKMCQ), o que desestabiliza os GIuA2-AMPARs (receptores acido a-amino-
3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénicos contendo a subunidade GIuA2) da
membrana, favorecendo sua endocitose (Dong et al., 2015; Migues et al., 2016;
Sachser et al., 2016). Com isso, ocorre 0 enfraguecimento da sinapse, e assim, 0
decaimento da LTP, levando ao esquecimento ativo.

De forma resumida, o esquecimento dependente de Racl parece ocorrer
devido a remodelacgdo dos filamentos de actina do neurdnio, 0 que ocorre atraves da
ativacdo da via de sinalizacdo da Racl. Foi visto, em Drosophila melanogaster, que
o sinal de neurdnios dopaminérgicos recebido pelos neurdnios essenciais para a
formacdo e manutencdo da memodria (no caso da Drosophila, mushroom body
neurons), induz a ativacdo de um complexo proteico formado pela Racl, Pac3 e
cofilina, o que por fim leva ao remodelamento do citoesqueleto de actina e ao
esquecimento ativo (Cervantes-Sandoval, Chakraborty, MacMullen, & Davis, 2016;
Davis & Zhong, 2017; Shuai et al., 2010). De fato, em vertebrados, foi visto que a
ativagcdo génica da Racl acelera o decaimento das memorias, enquanto que a sua
inibicdo impede o decaimento (Gao et al., 2015; Jiang et al., 2016; Liu et al., 2016;
Liu, Lv, Wang, & Zhong, 2018; Oh et al., 2010).

Assim, considerando que (1) o SE participa de algum modo em cada um dos
processos mnemonicos; e (2) que 0 esquecimento Seja um processo ativo,
ocorrendo através da ativacdo de diversos processos celulares e moleculares,
acreditamos que o SE também exerca um papel fundamental no esquecimento das
memorias. Hipotetizamos ainda, que esse sistema seja um dos mecanismos cuja
modulacdo seja necessaria para induzir ou impedir 0 processo de esquecimento
ativo. Portanto, nos propomos a investigar o papel do SE no esquecimento

fisiologico através de ferramentas farmacoldgicas e comportamentais.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos com idade aproximada de 60 a 90 dias,

pesando entre 250 e 350 g. Os animais foram fornecidos pelo Centro de
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Reproducéo e Experimentagdo de Animais de Laboratério (CREAL) da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e foram mantidos no biotério do
Departamento de Biofisica da UFRGS (Instituto de Biociéncias, Laboratorio de
Neurobiologia da Memdria). Foram acondicionados de 4 a 5 animais por caixa de
policarbonato cobertas com grades metalicas e forradas com maravalha, com agua
e comida ad libitum, em um ambiente com temperatura controlada (20°C +2),
umidade constante e ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes acesas das 7h as 19h).
Todos os experimentos foram conduzidos durante o ciclo claro. Os animais tiveram
duas semanas para se habituarem ao biotério e as novas caixas-moradia, além de
terem sido manipulados durante dois dias na sala experimental para se habituarem
ao experimentador e a sala, antes que os experimentos iniciassem. E importante
destacar que para cada procedimento comportamental e administracdo
farmacoldgica utilizamos grupos diferentes e independentes de animais. Todos 0s
experimentos foram conduzidos de acordo com o guia nacional (Lei Federal
11.794/2008) de cuidados com animais. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica

da universidade e possui 0 numero 33313.

2.2 FARMACOS

AM251: antagonista seletivo do receptor CB1 (Tocris), na dose de 1 mg/mL/kg
em solucdo DMSO 8% (Merck), administrado intraperitonialmente (i.p.) durante seis
dias consecutivos (uma injecéo por dia) (Kruk-Slomka & Biala, 2016).

SR141716 (Rimonabanto): antagonista seletivo do receptor CBl1
(Carbosynth), na dose de 1 mg/mL/kg em solucdo DMSO 8% (Merck), administrado
i.p. durante quatro ou seis dias consecutivos (uma injecdo por dia) (Takahashi,
Pamplona, & Fernandes, 2005).

WIN 55,212-2: agonista néo-seletivo do receptor CB1 (Carbosynth), na dose
de 0,25 mg/mL/kg em DMSO 8% (Merck), administrado i.p. durante quatro dias
consecutivos (uma injecéo por dia) (Pamplona & Takahashi, 2006).

Os grupos controle receberam injecdes de DMSO 8% (Merck), preparado em
PBS 0,15M, no mesmo volume, pela mesma via de administracdo e durante o
mesmo tempo do que os grupos droga.

Em todos os experimentos o tratamento farmacoldgico foi iniciado 24h apds o

treino da tarefa comportamental (momento em que a memodria ja esta
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completamente consolidada). Os testes foram realizados 30h apds a Ultima
administragéo das drogas.

2.3 PROTOCOLO DE LOCALIZACAO DE OBJETOS

O processo de esquecimento de memorias espaciais foi avaliado através da
tarefa de localizacdo de objetos (LO). Para esta tarefa, utilizamos uma caixa preta
de madeira (dimensdes: 60 x 60 x 60 cm) com dicas visuais em preto e branco
diferentes em cada uma de suas paredes. A sala experimental era iluminada
somente por uma lampada que fornecia uma iluminacdo constante de 40 lux,
posicionada acima da caixa experimental de modo a ndo produzir sombras. Durante
todo o protocolo havia um ruido de fundo para abafar sons externos. Apés a retirada
de cada animal da caixa experimental ela era cuidadosamente limpa com alcool
70%.

Este protocolo consistiu em 3 diferentes fases: (1) 2 dias consecutivos de
exposi¢cao a caixa por 10 min, para habituacdo dos animais na auséncia dos objetos;
(2) 3 sessdes de treino de 5 min, com intervalos de 5 min, realizados em um mesmo
dia; nessas sessfes 0s animais foram expostos a dois objetos idénticos (dois
saleiros de vidro com tampas verdes) posicionados lado-a-lado, mas em cantos
opostos da caixa; e (3) sessao de teste de 5 min (realizada um, trés, cinco e sete
dias apés o treino), na qual um dos objetos foi deslocado para uma posicao diferente
da anterior.

A memoria da tarefa de LO é expressa quando 0s animais permanecem por
mais tempo explorando o objeto que teve sua posicao alterada. Foi considerado
como exploracdo dos objetos quando o animal cheirou ou tocou o objeto com as
patas dianteiras ou com o nariz e vibrissas. O tempo de exploracao foi computado
para cada objeto e expresso como uma porcentagem do tempo total (indice de
exploracdo) de ambos os objetos, calculado como: thovo X 100/(ttamiliar + tnovo), ONde
thovo € O tempo de exploracdo do objeto reposicionado e tramiiar € 0 tempo de
exploracdo do objeto que néo teve sua posi¢ao alterada. Protocolo baseado na

metodologia de Sachser et al., 2016.

2.4 PROTOCOLO DE ESQUIVA INIBITORIA STEP-THROUGH
O processo de esquecimento de memorias aversivas foi avaliado através da

tarefa da esquiva inibitoria step-through. Esta tarefa foi realizada em uma caixa
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automatizada composta por dois contextos interligados por uma porta: um contexto
listrado e iluminado (somente com a luz de uma webcam fixada acima do contexto),
e outro escuro, sendo os dois com dimensdes de 33 x 22 x 22 cm, e contendo um
assoalho de barras metalicas.

Este protocolo é composto apenas pelas sessbes de treino e teste. A sessao
de treino consistiu em colocar o animal no compartimento iluminado com a porta
aberta e cronometrar 0 tempo até ele entrar no compartimento escuro, medida
chamada de laténcia. Quando ele adentra no compartimento escuro (com as quatro
patas) fecha-se a porta e o animal recebe choques nas patas (protocolo forte — 4
choques com intensidade de 0,3mA e duracdo de 1ls/choque, com intervalo de 5s
entre cada choque; protocolo fraco — 2 choques com intensidade de 0,3mA e
duracdo de 1s/choque, com intervalo de 5s entre cada choque), sendo retirado
imediatamente depois. Cinco ou sete dias apds o treino foi realizado o teste no qual
0os animais foram colocados no compartimento iluminado com a porta aberta e a
laténcia para entrar no contexto escuro foi cronometrada. O tempo maximo
analisado foi de 10 min. Apds a retirada de cada animal da caixa experimental ela
era cuidadosamente limpa com alcool 70%. Protocolo baseado na metodologia de
Dong et al., 2015.

2.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram expressos em média + EP, quando normalmente distribuidos
(teste de normalidade de D’Agostino & Pearson, p>0,05) e foram analisados com
teste t de Student (dependente e independente) ou one-way ANOVA seguida pelo
teste post hoc de Tukey’s para teste de compara¢cdes multiplas, quando apropriado.

Para os dados que ndo seguem uma distribuicdo normal (teste de
normalidade D’Agostino & Pearson, p<0,05), os resultados foram expressos em
mediana e intervalo interquartil e analisados pelo teste de Mann-Whitney, para teste-
t ndo pareado, ou teste de Wilcoxon, para teste-t pareado.

Valores de p<0,05 foram considerados significativos. O nimero de animais

por grupo esta indicado nas legendas das figuras.

3 RESULTADOS
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31 O SE NAO ESTA ENVOLVIDO NA MANUTEN(;AO E NEM NO
ESQUECIMENTO DE MEMORIAS ESPACIAIS

Para avaliar o papel do SE, especificamente dos receptores CB1, no
decaimento de memoérias espaciais ao longo do tempo, utilizamos a tarefa de
localizagcé&o de objetos (LO). Primeiro, realizamos uma curva de esquecimento para
verificarmos 0 momento em que 0S animais comecam a esquecer a memodria
espacial formada com esse protocolo. Para isso testamos os animais varios dias (1,
3, 5 e 7 dias) ap0s a aquisicdo da memoria espacial (Figura 1A) e calculamos o
indice de exploracdo como indicativo da manutencdo da memoria (Figura 1B).
Descobrimos que até cinco dias apos o aprendizado, 0s animais expressavam uma
preferéncia significativa pelo objeto deslocado (1 dia, t7=5,797, p=0,0007; 3 dias,
t8)=4,749, p=0,0014; 5 dias, t7=3,263, p=0,0138, teste One-sample comparada a
uma hipétese conhecida de 50%). No entanto, os animais testados sete dias apés o
treino ndo mostraram preferéncia pelo objeto reposicionado (te)=2,241, p=0,0663,
teste One-sample), indicando que a memoria espacial foi esquecida. Esses
resultados ndo foram devido a uma maior exploracdo da caixa do que dos objetos,
assim como também ndo sdo devido a uma diferenca de exploracdo entre o0s
grupos, ja que o tempo total gasto explorando os objetos ndo foi diferente entre os
grupos (Figura 1C, F (3, 40) =2,21, p=0,10, one-way ANOVA). Assim, neste estudo,
a memoria espacial formada com o protocolo de LO é mantida até cinco dias apds
treino, sendo que em sete dias ela ja foi esquecida.

Em seguida administramos o farmaco SR141716 (Rimonabanto) — injecdes
sistémicas cronicas — um antagonista seletivo do receptor CB1, para verificarmos
qual a possivel acdo do SE na manutencdo/esquecimento da memoria espacial.
Nossos resultados demonstraram que a inibicdo cronica do receptor CB1 durante
quatro dias nédo teve efeito sobre a manutencdo da memoria espacial (Figuras 1D-E,
teste de 5 dias, veiculo DMSO 8% t©=3,841, p=0,0040; e SR141716 t«9=4,889,
p=0,0009; teste One-sample comparada a uma hipotese conhecida de 50%), assim
como a inibicdo desses receptores durante seis dias também néo teve efeito sobre o
esquecimento dessa memoria (Figuras 1G-H, teste de 7 dias, veiculo DMSO 8%
t9=0,4837, p=0,6401; e SR141716 t©=0,05275, p=0,9591; teste One-sample
comparada a uma hipotese conhecida de 50%). O tempo total gasto explorando os
objetos néo foi diferente entre os grupos, como revelado pelo teste t de Student
entre DMSO 8% e SR141716 (Figura 1F, t18=0,4663, p=0,6466, teste de 5 dias;
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Figura 11, tas=1,131, p=0,2728, teste de 7 dias; teste t de Student). Portanto, esses
resultados sugerem que a manutencdo e o esquecimento de uma memoaria espacial

nao dependem da modulacéao do SE.
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Figura 1. O SE néo é necessario para a manutencao ou o esquecimento da memdaria espacial. (A) Desenho

experimental da tarefa do LO. (B) Indice de exploracéo realizado nos dias 1, 3, 5 ou 7 apds o aprendizado. Os

animais mantém a memoéria até o dia 5, pois passam mais tempo explorando o objeto que foi deslocado. (C) O

tempo total gasto explorando os objetos ndo diferiu entre os grupos. (D, E) indice de exploracdo do grupo

controle (DMSO 8%) e do grupo tratado com inje¢8es sistémicas crbnicas do antagonista CB1 (SR141716, 1

mg/mL/Kg) durante 4 dias ap6s o aprendizado. (G, H) indice de exploragéo do grupo controle (DMSO 8%) e do

grupo tratado com inje¢cBes sistémicas cronicas do antagonista CB1 (SR141716, 1 mg/mL/Kg) durante 6 dias

apos o aprendizado. Em ambos os momentos, o bloqueio dos receptores CB1 ndo alterou a retencdo da

memodria. (C, F e 1) O tempo total gasto explorando os objetos ndo diferiu entre os grupos. Os dados sdo média +

EP (n=9-8).
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3.2 O BLOQUEIO DOS RECEPTORES CB1 INDUZ O ESQUECIMENTO DE UMA
MEMORIA AVERSIVA FORTE

Como ja demonstrado por outros estudos, a modulacédo do SE costuma ser
recrutada somente para o processamento mnemaonico de experiéncias emocionais, 0
que envolve também o recrutamento do sistema glicocorticoide (de Oliveira Alvares
et al., 2010; Holter et al., 2005; Niyuhire et al., 2007; Pamplona & Takahashi, 2006).
Os nossos dados anteriores parecem ir de encontro com a literatura, ja que a
modulacdo do SE nao foi recrutada para a manutencao/esquecimento da memdria
espacial. Assim, nos perguntamos: (1) qual a participagdo do SE no
esquecimento/manutencdo de memdrias aversivas; e (2) se existe um recrutamento
diferenciado do SE para o esquecimento/manutencdo de memoérias aversivas fortes
e fracas.

Para responder essas questdes, primeiramente realizamos um protocolo de
treino forte no paradigma da esquiva inibitéria step-through (Figura 2A). Neste
protocolo, os animais nao tratados retém a memoéria por 7 dias (Figura 2B, p=0,0059
para o grupo DMSO 8% quando comparamos laténcias de treino versus teste,
através do teste de Wilcoxon), confirmando a formacdo de uma memoria forte e
duradoura com esse treino. Apés o bloqueio crénico do receptor CB1 (AM251,
1mg/mL/kg, i.p. durante 6 dias) observamos uma reducédo significativa na laténcia
para entrar no contexto aversivo, indicando que a memoéria havia sido esquecida
(Figuras 2A-C; p=0,3594, para AM251 quando comparamos treino versus teste,
através do teste de Wilcoxon; p=0,017 guando comparamos 0 grupo controle versus
tratado, pelo teste de Mann-Whitney). Dessa forma, os dados sugerem que a
manutencdo de uma memoaria aversiva forte e duradoura depende da ativacao dos
receptores CB1.

Para responder a segunda questao, realizamos um protocolo de treino fraco
no paradigma da esquiva inibitoria step-through (Figura 2D). Neste protocolo, os
animais nao tratados ja esqueceram a memoéria em 5 dias (Figura 2E, p=0,5703 para
o grupo DMSO 8% quando comparamos laténcias de treino versus teste, através do
teste de Wilcoxon), confirmando que com esse treino € formada uma memdéria mais
fraca (p=0,0205, test-t pareado do treino versus teste de 2d, através do teste de
Wilcoxon), esquecida mais rapidamente. Como no experimento anterior vimos que o

bloqueio dos receptores CB1 induziu o esquecimento de uma memoria aversiva
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forte, levantamos a hipétese de que a ativacdo desses receptores poderia impedir o
decaimento da memdéria. Assim, administramos WIN 55,212-2, um agonista nao-
seletivo dos receptores CB1, i.p. durante quatro dias consecutivos até o teste no
quinto dia (Figura 2D), para verificarmos se essa memoria seria mantida. Porém, o
teste de Wilcoxon néo revelou diferengas significativas entre a laténcia do treino
versus teste (Figura 2E-F; p=0,1719 para WIN 55,212-2, através do teste de
Wilcoxon; p=0,5320 através do teste de Mann-Whitney), sugerindo que o SE né&o

esta envolvido no esquecimento de memarias aversivas fracas.
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Figura 2. A ativacdo dos receptores CB1 é necesséria para a manutencdo de memorias aversivas fortes,
mas nao é suficiente para impedir o esquecimento de memdrias aversivas fracas. (A) Desenho
experimental do protocolo forte (4 chogques de 0,3mA) da esquiva inibitoria step-through. (B) Teste de Wilcoxon
p=0,0059, para DMSO 8%; teste de Wilcoxon p=0,3594, para AM251. (C) Teste de Mann-Whitney p=0,017. (B-C)
O grupo controle retém a memdria por 7d e injecdes cronicas do antagonista do receptor CB1, AM251 (1
mg/mL/kg i.p.), aceleram o decaimento da meméria. (D) Desenho experimental do protocolo fraco (2 choques de
0,3mA) da esquiva inibitria step-through. (E) Teste de Wilcoxon p=0,5703, para DMS0 8%; teste de Wilcoxon
p=0,1719, para WIN 55,212-2. (F) Teste de Mann-Whitney p=0,5320. (E-F) O grupo controle retém a memoria
por 5d e inje¢des crbnicas de um agonista CB1, WIN 55,212-2 (0,25 mg/mL/kg i.p.), ndo foram suficientes para

impedir o decaimento da memoéria. Os dados sao expressos em medianas com intervalo interquartil (n=9-8).

4 DISCUSSAO
O presente estudo examinou o papel do SE no processo de esquecimento de

memaorias espaciais e aversivas. Em suma, verificamos que a modulacdo do SE é
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somente recrutada em tarefas que envolvem um forte componente emocional, ja que
as drogas canabinoides produziram efeito somente no protocolo forte da esquiva
inibitoria (Figura 2A-C). Nesse caso 0 bloqueio cronico dos receptores CB1 induziu o
esquecimento da memoaria aversiva forte e duradoura formada com esse paradigma,
sugerindo que a ativacao dos receptores CB1 é essencial para a manutencdo dessa
mem©éria ao longo do tempo.

Nossos dados corroboram a literatura, pois diversos estudos ja demonstraram
gue a modulacdo do SE é recrutada somente em situacfes de estresse. Sabe-se
que o nivel de envolvimento emocional causado pela aversividade da tarefa e
condi¢cOes experimentais promove a ativacdo de neuromoduladores do estresse, que
€ necessaria para recrutar o sistema endocanabinoide (Atsak et al.,, 2015; de
Oliveira Alvares et al., 2010; Hill et al., 2010; Hohmann et al., 2005; Morena &
Campolongo, 2014). De fato, ja foi visto que os glicocorticoides (GCs) sao liberados
do cortex adrenal em resposta a um estimulo estressante, atravessam livremente a
barreira hematoencefalica (Joéls, 2008; McGaugh & Roozendaal, 2002) e atuam
sobre receptores glicocorticoides acoplados a proteina G (MGCR, rapidos, nao
gendmicos, ligados a membrana) localizados na membrana pdés-sindptica de
neurénios (Di, Malcher-Lopes, Halmos, & Tasker, 2003; Di, Malcher-Lopes,
Marcheselli, Bazan, & Tasker, 2005; Tasker, Di, & Malcher-Lopes, 2006). Essa
ativacdo induz a sintese de ECs (Di et al., 2005; Hohmann et al., 2005), que irdo,
entdo, se difundir até a membrana pré-sinaptica de neurbnios proximos e interagir
com os receptores CB1 (Di et al., 2003), possivelmente inibindo a liberacdo de
GABA (Katona et al., 1999; Wilson & Nicoll, 2002) e facilitando qualquer evento
subsequente de plasticidade glutamatérgica (Chevaleyre & Castillo, 2003; Hill &
McEwen, 2009; Wilson & Nicoll, 2001). N6s acreditamos que esse seja 0 mecanismo
recrutado na formacdo da memdria aversiva com o protocolo forte da esquiva deste
estudo (Figura 2A). Esse mecanismo possivelmente também é recrutado em todos
0S momentos em que essa memoaria € evocada (por exemplo, durante o sono),
levando a manutencdo dos mecanismos moleculares essenciais para manter essa
memoria ao longo do tempo (sintese de PKMC e novos GluA2-AMPAR, e sua
estabilizacdo na densidade pds-sinaptica), no nosso caso, durante sete dias (Figura
2B). No entanto, a partir do momento em que os receptores CB1 sédo bloqueados

cronicamente, a inibicdo mediada pelo GABA acabaria induzindo o decaimento da
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LTP nos neurdnios responsaveis por sustentar essa memoria, resultando no seu
esquecimento ativo (Figura 2C).

Acreditamos ainda que esse esquecimento ativo pode ser tanto o mediado
pela endocitose dos receptores AMPA, como o0 induzido pela Racl.
Interessantemente, um estudo de 2015, realizado por Njoo e colaboradores,
verificou que a inibicdo dos receptores CB1 leva a ativacdo da cascata de
sinalizacdo mediada pela Racl. Assim, seria muito interessante verificar se o
esquecimento obtido em nosso estudo € dependente da ativacdo da Racl, ja que
uma interacé@o entre o SE e essa via de sinalizacao ja foi demonstrada.

A relacao entre o sistema GC e endocanabinoide também explica o porqué da
administracdo dos farmacos canabinoides n&o ter resultado em nenhum efeito
significativo na tarefa de localizacdo de objetos (tarefa considerada neutra, sem
envolvimento emocional) (Figura 1E-H) e no protocolo fraco da esquiva inibitoria
(Figura 2D-G). Como essas tarefas possuem uma aversividade e um envolvimento
emocional menor do que o treino forte da esquiva, o sistema glicocorticoide foi
pouco, ou nédo foi recrutado e assim uma quantidade pequena de ECs foi sintetizada
e liberada dos neurdnios (Hill & McEwen, 2009; Hill et al.,, 2010; Morena &
Campolongo, 2014). Esses dados vao de encontro também com o fato do
recrutamento endocanabinoide depender do nivel de aversividade da tarefa
(protocolo forte versus fraco da esquiva) e da natureza do estimulo (estimulo
aversivo versus espacial/neutro). Alguns estudos obtiveram resultados bastantes
parecidos com 0s nossos, visto que a modulacdo endocanabinoide influenciou na
consolidacdo da memdéria na esquiva inibitéria step-down e no condicionamento
aversivo ao contexto (CAC), enquanto que sobre a habituacdo ao campo aberto (de
Oliveira Alvares et al., 2005; de Oliveira Alvares, Genro, Diehl, & Quillfeldt, 2008; de
Oliveira Alvares et al., 2006), sobre a extincdo em tarefas de aprendizagem
associativa com estimulos apetitivos (Holter et al., 2005) ou na tarefa de
reconhecimento de objetos (Campolongo et al.,, 2012), ndo promoveram efeitos.
Também foi demonstrado que a acdo do SE depende da intensidade do choque
utilizado no CAC (de Oliveira Alvares et al., 2010) e no condicionamento aversivo ao
tom (Kamprath et al., 2009).

A via de administracdo sistémica seria outra explicagdo para essa falta de
efeito dos farmacos. Como ha uma enorme quantidade de receptores CB1
espalhados por todo o SNC (Herkenham et al., 1990; Vaughan & Christie, 2005), a
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administracao sistémica acaba fazendo com que as drogas ajam sobre diferentes
estruturas, que muitas vezes respondem diferentemente a modulagdo canabinoide.
Assim, as acdes em uma regido podem ser contrabalanceadas por acdes noutra(s)
area(s), nao resultando em efeitos significativos. Uma alternativa para contornar
esse problema seria a microinjecdo dos farmacos em estruturas especificas
relacionadas com a fungdo mental a ser estudada, no nosso caso, no hipocampo.
Porém, em nosso laboratorio, microinjecdes cronicas acabam acarretando danos na
estrutura encefalica (gliose, por exemplo), comprometendo os resultados. Além
disso, a escolha pela via de administracdo sistémica também ocorreu para nao
submeter os animais a tantos procedimentos invasivos (cirurgia e microinjecdes
diarias), tornando o modelo mais fiel a realidade.

O fato da administracao sistémica cronica de SR141716 n&o produzir nenhum
efeito sobre a manutencéo/esquecimento da memoaria espacial do LO (Figura 1E-H),
também pode ser explicado pela intima relacdo entre o SE e endovaniloide. Desde a
descoberta de que a anandamida pode ter atividade sobre o receptor TRPV1 (do
inglés, transient receptor potential vanilloid 1), aléem de CB1 (Smart et al., 2000;
Szallasi & Di Marzo, 2000; Zygmunt et al., 1999), um crescente numero de
evidéncias vem sugerindo que o SE e o sistema endovaniloide desenvolvem um
papel modulatério sinérgico (Di Marzo & De Petrocellis, 2012; Ross, 2003). Estudos
imunoistoquimicos mostraram que o receptor CB1 e o receptor TRPV1 estdo
colocalizados por uma extensa area do hipocampo (Cristino et al., 2006; Toth et al.,
2005) e recentemente um trabalho demonstrou que estes sistemas possuem uma
relacdo funcional e compartilham certas vias de sinalizacdo no hipocampo durante a
plasticidade sinaptica (Tahmasebi et al., 2015). Assim, pode ter acontecido uma
compensacdo do sistema endovaniloide quando bloqueamos cronicamente o0s
receptores CB1 na tarefa de LO. De fato, a anandamida possui uma seletividade
maior pelo receptor TRPV1 do que pelo CB1 em alguns tecidos (Ross, 2003; Smart
et al., 2000). Mas, ndo acreditamos que esse tenha sido o caso, ja que: (1) assim
como para o SE, o sistema endovaniloide também é recrutado preferencialmente em
situacOes de estresse (Genro, de Oliveira Alvares, & Quillfeldt, 2012; Marsch et al.,
2007); e (2) foram observados efeitos do AM251 sobre a manutengdo da memaoria
aversiva forte (Figura 2C), ou seja, nesse caso nao ocorreu uma compensacao pelo
sistema endovaniloide. Dessa forma, a hipétese da relacdo entre o SE e GC se

aplica melhor aos dados.
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Pode-se pensar também que a falta de efeitos da administracdo sistémica
cronica de WIN 55,212-2 sobre o esquecimento da memaria aversiva fraca (Figura
1E-F), seja devido a baixa dose utilizada. Porém, deve-se lembrar que
administramos a droga cronicamente. Assim, com o tempo, haveria niveis relevantes
desse farmaco agindo sobre o SE. Dessa forma, tentamos mimetizar a pouca
liberacéo de ECs que ocorre em situacdes de baixa aversividade. Além disso, como
esse farmaco € um agonista ndo seletivo, doses mais altas facilitariam a sua ligacéao
ao receptor CB2, ao invés de CB1 (por qual ele tem mais afinidade) (Felder et al.,
1995; Pamplona & Takahashi, 2006).

Em resumo, nossos resultados sugerem que a modulacdo do SE sobre a
manutencdo/esquecimento das memodrias é recrutada em situacdes particulares,
como diante de um aprendizado com um certo nivel de aversdo ou envolvimento
emocional. Sob uma perspectiva geral, propomos a inibicdo cronica dos receptores
CB1, como um possivel mecanismo de inducdo do esquecimento ativo das
memorias aversivas. Esse novo mecanismo poderia ser utilizado como uma nova
estratégia terapéutica para acelerar o esquecimento de memdrias traumaticas e mal
adaptativas de longo prazo, como aquelas classicamente observadas em condi¢oes
psiquiatricas, como transtorno de estresse pos-traumatico (TEPT) e dependéncia de
drogas. Por fim, para nosso conhecimento, esta é a primeira demonstracdo de que o

SE esta envolvido na manutencdo/esquecimento das memorias.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho demonstramos que a modulacdo do SE sobre a
manutencdo/esquecimento das memoérias é recrutada dependendo do nivel de
aversividade ou envolvimento emocional relacionado a tarefa. Esses dados vao de
encontro com diversos dados da literatura que demostram que o0 sistema
glicocorticoide estd envolvido na sintese e liberacdo dos ECs. Em suma,
apresentamos um novo mecanismo que pode estar envolvido no processo de
esquecimento ativo, além de um novo papel da modulagdo do SE: a indugcdo do
processo de esquecimento ativo através da inibicdo cronica dos receptores CBL.
Propomos ainda que esse mecanismo possa ser utilizado como uma nova estratégia
terapéutica para acelerar o esquecimento de memoérias traumaticas e mal
adaptativas de longo prazo.

Como, para 0 nosso conhecimento, este foi 0 primeiro estudo que se propos a
avaliar o papel do SE na manutencdo ou esquecimento das memarias, possuimos
diversas perspectivas para esse trabalho. Seria interessante administrar um agonista
CB1 no protocolo de localizagcdo de objetos, assim como, no protocolo forte da
esquiva inibitéria (nesse caso, antes seria necessario descobrir o momento em que
essa memoéria é esquecida fisiologicamente). Também seria importante administrar
um antagonista CB1 no protocolo fraco da esquiva inibitéria. Com isso, veriamos 0s
efeitos da modulacdo completa do SE nesses tipos de memorias e nossos
resultados teriam maior consisténcia.

Pode-se investigar também se nos casos em que o SE ndo mostrou efeitos
sobre a manutencdo/esquecimento, ndo ha uma participacdo do sistema
endovaniloide, ja que estudos vem mostrando uma intima relacdo entre esses
sistemas. Também seria interessante verificar se a administracdo de glicocorticoides
exogenos teria alguma influéncia sobre a modulagcdo do SE no protocolo fraco da
esquiva.

Por fim, a fim de complementar o trabalho e conferir maior consisténcia aos
achados comportamentais, pode-se empregar a técnica de western blot, para tentar
rastrear as possiveis mudancas celulares e moleculares provocadas pela modulagéo
canabinoide. O western blot das fracbes sinapticas do hipocampo apdés o
esquecimento induzido pelo AM251, permitiria quantificar os receptores GIluA2-

AMPA, a proteina quinase PKM(, a fosfatase calcineurina e a proteina Racl, por
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exemplo, esclarecendo se o bloqueio dos receptores CB1 levou ao esquecimento da
mem©éria aversiva através dos mecanismos jA conhecidos subjacentes ao
esquecimento ativo. Seguindo essa linha, também poderiamos blogquear os
receptores GIuN2B-NMDA ao mesmo tempo que bloqueamos CB1, para vermos se
essa memodria seria esquecida ou ndo, nessas condi¢cdes. Dependendo desses
resultados, seria possivel verificar também qual cascata bioquimica esta envolvida

no esquecimento ativo induzido pelo SE.
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Figure captions
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from these products, authors only need to select the appropriate journal template
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will be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the
references yourself, they should be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: Citations in the text should follow the referencing style used by the American
Psychological Association. You are referred to the Publication Manual of the
American Psychological Association, Sixth Edition, ISBN 978-1-4338-0561-5, copies
of which may be ordered online or APA Order Dept., P.O.B. 2710, Hyattsville, MD
20784, USA or APA, 3 Henrietta Street, London, WC3E 8LU, UK.
List: references should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the
same year must be identified by the letters 'a’, 'b', 'c', etc., placed after the year of
publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J. A. J., & Lupton, R. A. (2010). The art of writing a
scientific article. Journal of Scientific Communications, 163, 51-59.
https://doi.org/10.1016/j.5¢.2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:
Van der Geer, J., Hanraads, J. A. J., & Lupton, R. A. (2018). The art of writing a
scientific article. Heliyon, 19, e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.

Reference to a book:
Strunk, W., Jr., & White, E. B. (2000). The elements of style. (4th ed.). New York:
Longman, (Chapter 4).


https://service.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/26093
https://service.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/26093
http://books.apa.org/books.cfm?id=4200067

94

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G. R., & Adams, L. B. (2009). How to prepare an electronic version of your
article. In B. S. Jones, & R. Z. Smith (Eds.), Introduction to the electronic age (pp.
281-304). New York: E-Publishing Inc.

Reference to a website:

Cancer Research UK. Cancer statistics reports for the UK. (2003).
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ Accessed
13 March 2003.

Reference to a dataset:

[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T. (2015). Mortality data for
Japanese oak wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1.
https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Reference to a conference paper or poster presentation:

Engle, E.K., Cash, T.F., & Jarry, J.L. (2009, November). The Body Image Behaviours
Inventory-3: Development and validation of the Body Image Compulsive Actions and
Body Image Avoidance Scales. Poster session presentation at the meeting of the
Association for Behavioural and Cognitive Therapies, New York, NY.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word
Abbreviations.

Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance
your scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to
submit with their article are strongly encouraged to include links to these within the
body of the article. This can be done in the same way as a figure or table by referring
to the video or animation content and noting in the body text where it should be
placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly relate to the
video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the file in one of our recommended file formats with a
preferred maximum size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files
supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier
Web products, including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your files: you can
choose any frame from the video or animation or make a separate image. These will
be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For
more detailed instructions, please visit our video instruction pages. Note: since video
and animation cannot be embedded in the print version of the journal, please provide
text for both the electronic and the print version for the portions of the article that
refer to this content.

Data visualization

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact
and engage more closely with your research. Follow the instructions here to find out
about available data visualization options and how to include them with your article.

Supplementary material


http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/
http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/
https://www.sciencedirect.com/
https://www.elsevier.com/authors/author-schemas/artwork-and-media-instructions
https://www.elsevier.com/authors/author-resources/data-visualization
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Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be
published with your article to enhance it. Submitted supplementary items are
published exactly as they are received (Excel or PowerPoint files will appear as such
online). Please submit your material together with the article and supply a concise,
descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide
an updated file. Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch
off the 'Track Changes' option in Microsoft Office files, as these will appear in the
published version.

Research data

This journal encourages and enables you to share data that supports your research
publication where appropriate, and enables you to interlink the data with your
published articles. Research data refers to the results of observations or
experimentation that validate research findings. To facilitate reproducibility and data
reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.
Below are a number of ways in which you can associate data with your article or
make a statement about the availability of your data when submitting your
manuscript. If you are sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite
the data in your manuscript and reference list. Please refer to the "References”
section for more information about data citation. For more information on depositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit
the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your
article directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to
link articles on ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to
underlying data that gives them a better understanding of the research described.
There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can
directly link your dataset to your article by providing the relevant information in the
submission system. For more information, visit the database-linking page.

For supported data repositories, a repository banner will automatically appear next to
your published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text
of your manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR:
AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data
(including raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and
methods) associated with your manuscript in a free-to-use, open access repository.
During the submission process, after uploading your manuscript, you will have the
opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley Data. The datasets
will be listed and directly accessible to readers next to your published article online.
For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief


https://www.elsevier.com/authors/author-resources/research-data
https://www.elsevier.com/authors/author-resources/research-data/data-base-linking
https://www.elsevier.com/authors/author-resources/research-data/data-base-linking#repositories
https://www.elsevier.com/books-and-journals/enrichments/mendeley-data-for-journals
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You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional
raw data into one or multiple data articles, a new kind of article that houses and
describes your data. Data articles ensure that your data is actively reviewed, curated,
formatted, indexed, given a DOI and publicly available to all upon publication. You
are encouraged to submit your article for Data in Brief as an additional item directly
alongside the revised version of your manuscript. If your research article is accepted,
your data article will automatically be transferred over to Data in Brief where it will be
editorially reviewed and published in the open access data journal, Data in Brief.
Please note an open access fee of 500 USD is payable for publication in Data in
Brief. Full details can be found on the Data in Brief website. Please use this
template to write your Data in Brief.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your
data is unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to
indicate why during the submission process, for example by stating that the research
data is confidential. The statement will appear with your published article on
ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement page.



https://www.journals.elsevier.com/data-in-brief
https://www.elsevier.com/__data/assets/word_doc/0004/215779/Datainbrief_template.docx
https://www.elsevier.com/__data/assets/word_doc/0004/215779/Datainbrief_template.docx
https://www.elsevier.com/authors/author-resources/research-data/data-statement

