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RESUMO 

 

 Os sistemas endocanabinóide e colinérgico muscarínico têm um importante 

papel modulador sobre a atividade neural tanto excitatória, quanto inibitória no 

sistema nervoso central, participando de inúmeros processos, entre eles, os 

mecanismos de aprendizagem e memória. Partindo do fato de que os receptores 

canabinóides CB1 têm alta concentração em áreas relevantes para a memória, 

como o hipocampo (responsável pelo componente contextual), ou o córtex 

infralímbico (envolvido na manutenção da extinção), inicialmente investigamos os 

efeitos do potente agonista CB1, CP55,940 sobre a consolidação e a reconsolidação 

da memória: essa área cortical ainda não fora estudada nesta etapa do 

processamento de memórias, nem aquele fármaco havia sido adequadamente 

investigado. A seguir, visando compreender o possível sinergismo entre os sistemas 

endocanabinóide CB1 e colinérgico muscarínico M4 no processamento de memórias 

aversivas em ratos, estudamos os efeitos da infusão concomitante de concentrações 

subefetivas do agonista CB1 e da toxina muscarínica seletiva para M4 (MT3 - 

extraída da peçonha da serpente mamba verde africana), na área CA1 do 

hipocampo, sobre a consolidação da memória, verificando também seus efeitos 

sobre a plasticidade neural de ratos Wistar machos adultos. 

 Os resultados do presente trabalho mostraram uma clara modulação 

endocanabinóide, tanto da consolidação quanto da reconsolidação da memória, 

envolvendo igualmente receptores CB1 no hipocampo e no córtex infralímbico: o 

efeito amnéstico duradouro foi diferente do obtido por nosso grupo usando a menos 

seletiva Anandamida em outra tarefa, aversiva inibitória (de Oliveira Alvares et al., 

2008b): as diferenças farmacológicas e entre tarefas explicariam, em parte, esses 

achados contrastantes. Na segunda parte, onde estudamos o sinergismo apenas na 

consolidação, constatamos uma forte interação complementar dos subsistemas CB1 

e M4 afetando a resposta comportamental, com efeito amnéstico observado apenas 

na presença dos dois fármacos juntos (CP55,940+MT3, cada qual em concentração 

subefetiva). A infusão concomitante de ambos, nessas mesmas concentrações, 

também foi capaz de inibir a indução e a manutenção da potenciação de longa 

duração (LTP) na mesma região CA1 hipocampal, reforçando a hipótese de que a 



 
  

 
 

semelhança farmacológica observada nos efeitos de cada subsistema, com 

agonistas ou antagonistas, em cada uma das diferentes fases da memória, sugere 

que cada subsistema atua como “sobressalente”, complementar ao outro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
  

 
 

ABSTRACT 
 

 The endocannabinoid and muscarinic cholinergic systems play a pivotal role in 

the modulation of neural activity, both excitatory and inhibitory, in the central nervous 

system, taking part in numerous processes, among which are mechanisms of 

learning and memory. Based on the fact that cannabinoid receptors CB1 have high 

concentration in areas relevant to memory, such as the hippocampus (responsible for 

the contextual component), or the infralimbic cortex (involved in the maintenance of 

extinction), we initially investigated the effects of the potent CB1 agonist CP55,940 

on the consolidation and reconsolidation of memory: neither has this cortical area 

been studied in this phase of memory processing nor has this drug been adequately 

investigated. In order to understand the possible synergism between the 

endocannabinoid CB1 and the muscarinic cholinergic M4 systems in the processing 

of aversive memories in rats, we studied the effects of the concomitant infusion of 

subthreshold concentrations of the CB1 agonist and the selective muscarinic toxin for 

M4 (MT3 – extracted from the venom of the African green mamba snake), in the CA1 

region of the hippocampus, on the consolidation of memory, also verifying their 

effects on the neural plasticity of adult male Wistar rats.     

 The results of the present study evidenced a clear endocannabinoid 

modulation, both in the consolidation and reconsolidation of memory, equally 

involving CB1 receptors in the hippocampus and infralimbic cortex: the long-lasting 

amestic effect differed from that obtained by our group using the less selective 

Anandamide in another behavioral experiment, the aversive inhibitory task (de 

Oliveira Alvares et al., 2008b): pharmacological differences and those between tasks 

would explain, in part, these contrasting results. In the second part, in which we 

studied the synergism only in consolidation, we found a strong complementary 

interaction between CB1 and M4 subsystems affecting the  behavioral response, with 

an amestic effect only observed in the presence of both drugs together 

(CP55,940+MT3, each in a subthreshold concentration). The concomitant infusion of 

both, in these same concentrations, was also able to inhibit the induction and 

maintenance of long term potentiation (LTP) in the same CA1 region of the 

hippocampus, reinforcing the hypothesis that the pharmacological similarities 



 
  

 
 

observed in the effects of each subsystem, using agonists or antagonists, in each of 

the different memory phases, suggest that each subsystem acts as a “spare”, 

complementary to each other.     
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1. Introdução 
 

1.1 Memória e suas classificações 
 

 A memória geralmente é um termo utilizado para expressar uma informação 

que foi armazenada. Biologicamente, a memória é um processo cujas experiências 

comportamentais formam um "traço de memória" que serão armazenados 

difusamente no córtex cerebral (Gouty-Colomer et al., 2015). E ela pode ser 

classificada em diferentes formas de acordo com as suas características. De acordo 

com o tipo a memória pode ser classificada como declarativa e não declarativa. 

 A memória declarativa consiste na capacidade que um indivíduo possui em 

expressar um fato (memória semântica) ou um evento (memória episódica) (Riedel 

et al., 2015). Animais também têm esse tipo de memória, porém a nomeamos como 

explícita, pois eles não possuem a capacidade de linguagem para nos declarar um 

fato ou evento. Esse tipo de memória é frequentemente fácil de formar e de ser 

esquecida e, geralmente, é disponível para uma evocação consciente (Agrest, 

2001).   

 A aprendizagem não-declarativa é a capacidade que um indivíduo possui de 

reter informações de várias habilidades mnemônicas diferentes que só podem ser 

expressos através de desempenho, os seja, não podem ser verbalizadas (Squire & 

Zola, 1997; Setlow, 1997). Devido este fato, ela também pode ser chamada de 

memória de procedimento, como o seu próprio nome sugere, refere-se a 

informações relacionadas à aquisição de habilidades motoras (Tulving, 1987). Para 

que ocorra a formação de uma memória não-declarativa é necessário muitas 

repetição e prática, porém essa memória tem menor probabilidade de ser esquecida 

(Cruz-Morales et al., 2008). 

 Um grande número de pesquisas tem sugerido que estas duas formas de 

aprendizagem são mediadas por diferentes estruturas cerebrais. Evidência sugere 

que a aprendizagem declarativa é mediada pela formação hipocampal, as estruturas 

relacionadas ao lobo temporal medial e as estruturas diencefálicas, enquanto 

aprendizagem não-declarativa é mediada por uma variedade de outras estruturas 

cerebrais, tais como a formação hipocampal, estriado e circuitos fronto-basais 
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(Squire & Zola, 1997; Hitti & Siegelbaum, 2014; Skirrow et al., 2015; Badre et al., 

2014; Ullman et al., 2005).  

 Além disso, a memória pode ser classificada de acordo com o tempo: 

curtíssima duração (ou de trabalho), curta duração (curto prazo) ou longa duração 

(longo prazo). 

 A memória de trabalho é um tipo de mecanismo que nos permite lembrar algo 

por um curtíssimo período de tempo para concluirmos uma informação (Miller, 1956; 

Tetzlaff et al., 2012). Por exemplo, ao ler um parágrafo é necessário manter a 

informação das primeiras palavras para entendermos o significado total de uma 

mensagem. Uma característica interessante da memória de trabalho é que ele tem 

uma capacidade limitada entre quatro e sete itens de armazenamento (Miller, 1956; 

Cowan, 2001). Estudos sugerem que regiões específicas do córtex frontal 

(dorsolateral e ventrolateral) são fundamentais para formação da memória de 

trabalho (Owen 1997; Cohen et al. 1997). 

 Em relação à escala de tempo a memória de curta duração pode armazenar 

itens por alguns minutos ou até dias. Esse tipo de memória é vulnerável a 

perturbações (Walker, 2003), porém ela pode ser consolidada e tornar uma memória 

de longa duração (Dudai, 2004). O hipocampo é uma das mais importantes 

estruturas cerebrais requeridas para a formação da memória de curta duração 

(Goonawardena et al., 2011), porém sabe-se que a amígdala também está envolvida 

influenciando emocionalmente nos processos de formação da memória. (McGaugh, 

2000). 

 A memória de longo prazo tem uma escala de tempo que pode durar dias, 

meses, anos e até mesmo uma vida inteira. Para a formação deste tipo de memória 

é necessária uma plasticidade sináptica de rede cortical, principalmente o córtex pré-

frontal, com estruturas hipocampais para o armazenamento das informações 

(Frankland & Bontempi 2005; Dudai, 2004). 
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1.2. Modulação do Sistema endocanabinóide sobre as fases da memória 
 

 A memória é o processo cujas experiências comportamentais formam um 

traço duradouro. Ou seja, é a capacidade que um indivíduo tem de armazenar as 

informações. Mas para que esse processo ocorra, é necessário um tempo para que 

o traço de memória se consolide em algumas regiões do encéfalo. As fases do 

processamento da memória são divididas em três etapas: aquisição, consolidação e 

evocação.  

 A aquisição das informações também é denominada aprendizado. A ativação 

do sistema endocanabinóide com a administração sistêmica dos agonistas dos 

receptores canabinóides (THC ou Win55212–2) antes do treino prejudica a aquisição 

da memória nas tarefas: labirinto aquático de Morris, condicionamento aversivo 

contextual e de reconhecimento de objetos em ratos (Da & Takahashi, 2002; 

Lichtman et al., 1995; Pamplona & Takahashi, 2006). Semelhante desempenho 

ocorre com a infusão do agonista indireto (AM404 - inibidor da recaptação de 

anandamida) no hipocampo prejudicando a aprendizagem na tarefa de 

condicionamento aversivo contextual (Lin et al., 2011). 

 A consolidação é o período em que as informações aprendidas podem ser 

armazenadas. Alguns estudos têm demostrado que a administração sistêmica pós-

treino de agonistas dos receptores canabinóides (HU-210 ou Win55212–2) prejudica 

a consolidação da memória nas tarefas de condicionamento aversivo contextual 

(Mackowiak, et al., 2009) e labirinto aquático de Morris (Yim, et al., 2008).  

 Existe uma discreta divergência no que se refere a infusão de agonistas 

canabinóide (anandamida ou Win55212–2) na área CA1 do hipocampo. A 

administração intra-hipocampal de WIN55212–2 (0,25-0,5 ug / rato ou 10 nmol/side) 

prejudicou a consolidação de memória nas tarefas de esquiva inibitória (Jamali-

Raeufy et al., 2011) e reconhecimento de objetos (Clarke et al., 2008). Outros 

estudos demostraram um efeito facilitatório com infusão de anandamida (0,17 ng / 

lado) no hipocampo dorsal (De Oliveira Alvares, et al., 2008) e de WIN55212–2 na 

amígdala basolateral (50 ng / lado) (Campolongo et al., 2009) na tarefa de esquiva 

inibitória.  

 A evocação é quando o indivíduo lembra o que foi memorizado. Estudos 

demonstram que a administração sistêmica ou local de agonistas dos receptores de 
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canabinóide (THC ou Win55212–2) pré-teste sempre prejudica a evocação da 

memória nas tarefas de reconhecimento de objeto (Campolongo et al., 2013), 

esquiva inibitória (Piri et al., 2011; Mishima et al., 2001) e condicionamento aversivo 

contextual (Atsak et al., 2012). 

 A memória consolidada pode sofrer extinção (reexposição de longa duração -  

envolve um novo aprendizado que inibe a memória original) ou reconsolidação 

(reexposição de curta duração - a memória pode ser labilizada tornando-se 

suscetível a mudanças).  A ativação do sistema endocanabinóide com agonista Win 

55,940 (i.p. ou CA1) facilita a extinção da memória nos testes de condicionamento 

aversivo contextual (Pamplona et al., 2006) e esquiva inibitória (Abush and Akirav, 

2010) em ratos. De modo semelhante ocorreu com a infusão de AM404 

intracerebroventricular na tarefa de condicionamento aversivo contextual (Bitencourt 

et al., 2008) no processo de extinção da memória. 

 Estudos relataram que o sistema endocanabinóide também está envolvido na 

reconsolidação da memória. Infusões do antagonista do receptor CB1 (AM251) no 

hipocampo dorsal de ratos facilitou a reconsolidação (de Oliveira Alvares et al., 

2008b), enquanto microinfusões dos agonistas (Anandamida, WIN55,212-2 ou HU-

21) no hipocampo dorsal (de Oliveira Alvares et al., 2008b) amígdala (Lin et al., 

2006) ou córtex insular (Kobilo et al., 2007) prejudicaram a reconsolidação da 

memória de medo em ratos. 

 De acordo com o que foi declarado, percebe-se que existe uma clara 

influência do sistema endocanabinóide sobre as fases da memória e que eventos 

ambientais podem modular as respostas aos efeitos cognitivos dos canabinóides nos 

processos mnemônicos. 
 

 

     

Figura 1: Esquema representativo das fases da memória 
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1.3. Anatomia e organização do hipocampo e do córtex medial pré-frontal  
 

 O hipocampo é um órgão situado dentro do lóbulo temporal do encéfalo e faz 

parte do sistema límbico, região que regula emoções (O'Keefe & Nadel, 1978; 

Nalloor et al., 2012). O hipocampo é associado principalmente com a navegação 

espacial e memória, em particular memória a longo prazo (Frankland & Bontempi, 

2005; Bush et al., 2015). 

 A formação hipocampal do rato tem forma de “C” e está situado na parte 

caudal do encéfalo. Existem três sub-regiões distintas que são classificadas como: o 

giro denteado (DG), o hipocampo propriamente dito (que consiste em CA3, CA2 e 

CA1) e o subiculum. O córtex da formação hipocampal tem três camadas: molecular, 

polimorfa (hilo) e camada de células piramidais (Förster et al., 2006) (Figura 2). 

Devido à diferença na organização celular/conexão do giro denteado, este também 

apresenta uma classificação cortical particular: a camada ou estrato granular, o hilo e 

as fibras musgosas (fibras eferentes que estabelecem sinapses com células de CA3 

e CA2) (Mongiat & Schinder, 2011; Scorza et al., 2005).  

 O córtex pré-frontal é uma estrutura envolvida na extinção do medo 

condicionado, estudos com lesões pré-frontais levaram a um déficit na extinção de 

memória aversiva (Morgan et al., 1993; Sotres-Bayon et al., 2006). Na parte ventral 

do córtex pré-frontal encontra-se o córtex infralímbico, que está envolvido no 

processamento da memória (Morgan e LeDoux 1995). Desde então, a acumulação 

de evidências sugeriu que a plasticidade do córtex infralímbico é importante neste 

tipo de processamento. Inibidores da síntese de proteínas (Santini et al., 2004), 

inibidores de MAPK (Hugues et al., 2004), bloqueadores dos receptores NMDA 

(Burgos-Robles et al., 2007) injetado localmente no córtex infralímbico prejudicaram 

a extinção da memória. 
  

1.4. Rede neural do hipocampo 
 
 O hipocampo é uma estrutura localizada no lobo temporal que faz conexão 

direta e indireta com várias estruturas encefálicas, mantendo o funcionamento de 

uma rede de informações importantes para a sobrevivência do indivíduo. 

 As informações chegam no hipocampo através das fibras do córtex entorrinal 
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seguindo o seguinte circuito interno: córtex entorrinal, giro denteado, CA3, CA2, 

CA1, subiculum e retorna ao córtex entorrinal.  Outro circuito com extensão maior é 

o circuito de Papez que segue a seguinte ordem: hipocampo, fórnix, corpos 

mamilares, núcleo anterior do tálamo, córtex cingulado, córtex temporal e 

hipocampo. Essas conexões permitem a formação da memória, aprendizagem, 

linguagem, navegação espacial comportamento motor e emocional (Andersen et al., 

2007).  

 Porém, o hipocampo não se limita a estas conexões, existem outras 

aferências e eferências com amígdala, área septal, córtex orbitofrontal, córtex 

infralímbico e com áreas de associação envolvidos com processamento da memória 

e modulação emocional (Andersen et al., 2007; Rolls, 2015).  

 Dentre todas essas redes neurais cabe ressaltar, neste trabalho, como ocorre 

a conexão entre o hipocampo e o córtex infralímbico. Sabe-se que o subiculum é 

uma das principais eferências hipocampal, feixes de fibras da parte proximal do 

subiculum, próximo a CA1, seguem para o córtex infralímbico. A lesão desta via leva 

a incapacidade de formação de novas memórias declarativas (Figura 3). 
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Figura 2: Rede neural do hipocampo. Resumo da organização transversal das 

conexões através da formação hipocampal. Esta figura destaca a possibilidade de 

que a informação é segregada através da formação do hipocampal fazendo conexão 

com várias estruturas encefálicas, inclusive o córtex infralímbico. LEA (área 

entorrinal lateral), MEA (área entorrinal medial). Fonte: Andersen, 2007, p. 108. 
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1.5. Papel do hipocampo na memória 
 

 Desde a década de 50 estudos apontam para a importância do hipocampo no 

processamento da memória (Milner & Penfield, 1956; Scoville & MilnerI, 1957; 

Penfield; Milner, 1958). Alguns fatores se tornaram históricos para que hoje 

pudéssemos denominar o hipocampo como peça chave neste quebra-cabeça. 

Primeiramente, a desenfreada intervenção clínica de lobotomia para indivíduos 

diagnosticados com disfunção cerebral mínima (agressividade, hiperatividade, 

distúrbio de aprendizagem, instabilidade de humor). Felizmente, essa intervenção 

quase não é mais utilizada devido as sequelas emocionais que provocam nos 

indivíduos (Freeman & Watts, 1939; Halstead et al., 1946; Hutton, 1947).  

 Outro caso que ajudou a ciência e entender muito a respeito da memória foi 

do paciente HM, Henry Gustav Molaison. Aos 9 anos de idade, ele foi diagnosticado 

com traumatismo craniano após uma queda da bicicleta. Em consequência deste 

fato, teve crises epilépticas que foram se agravando com a idade. Aos 27 anos, HM 

passou por um procedimento cirúrgico para remoção bilateral do hipocampo na 

tentativa de aliviar as constantes crises epilépticas. A cirurgia foi um sucesso, o 

objetivo principal foi alcançado, porém HM ficou com incapacidade de formação de 

novas memórias declarativas (Milner & Penfield, 1956). 

 Atualmente, existem cerca de 27.000 estudos científicos correlacionando 

memória e hipocampo. Hoje, sabe-se que esta estrutura está intrinsecamente 

relacionada com todas as fases de memória (Izquierdo & Medina, 1993; Lee & 

Kesner, 2004; Suzuki et al., 2004). Desde a década de 90 nosso laboratório estuda o 

papel do hipocampo na memória e aprendizado. Quillfeldt et al. (1996), verificou o 

efeito da microinfusão bilateral de CNQX no hipocampo e amigada, no córtex 

entorrinal (CE) e no córtex parietal posterior (CPP) de ratos na tarefa de esquiva 

inibitória em diferentes tempos (1, 31 e 60 dias após o treino). O CNQX alterou a 

evocação da memória quando administrado no HPC e A um dia após o treino, 

quando administrado no CE 1 ou 31 dias após o treino, e quando administrado no 

CPP 1, 31, ou 60 dias após o treino. Os resultados sugerem que o HPC e amígdala 

estão envolvidos na expressão da memória alguns dias após a aquisição. O CE está 

envolvido na expressão de memória para até 31, porém inferior a 60 dias após a 

aquisição. O CPP e que está envolvido na expressão de memória pelo menos até 2 
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meses após a aquisição. 

 Outro estudo interessante realizado na mesma tarefa revela que o hipocampo 

e amígdala, córtex entorrinal e o córtex parietal atuam ativamente na consolidação e 

na evocação de memórias aversivas. No que diz respeito ao hipocampo e amígdala, 

a infusão bilateral de antagonista NMDA (AP5) ou agonista GABA A (muscimol) 

causou amnésia retrógrada. Além disso, a administração pré-teste de CNQX (um dia 

após o treino) no hipocampo e amígdala bloqueou temporariamente a evocação da 

memória (Izquierdo et al., 1997).  

 Outro estudo revela uma clara influência dos canais de cálcio dependente de 

voltagem do tipo L no hipocampo dorsal. Infusão bilateral de 280 ng de nifedipina 

(antagonista de canais de cálcio dependente de voltagem do tipo L) em CA1 

imediatamente após o treino na esquiva inibitória provocou um efeito facilitatório na 

consolidação da memória de ratos (Quevedo et al., 1998).  Além disso, verificamos 

que diferentes processos mnemônicos (atualização, precisão e fortalecimento da 

memória) mediados pela reconsolidação de uma memória de medo também 

dependem da ativação dos canais de cálcio dependente de voltagem do tipo L no 

hipocampo dorsal (De Oliveira Alvares et al., 2013). 

 Cabe ressaltar que alterações colinérgicas através de lesão com ácido 

ibotênico no núcleo basal magnocelular causam alterações dos astrócidos 

encontrados no hipocampo de ratos provocando déficit cognitivo em ratos Wistar 

(Swarowsky et al., 2008; Melo e Souza, et al. 2000).  

 De acordo com o que foi declarado, percebe-se uma clara influência 

modulatória do hipocampo na aquisição, evocação, reativação e formação da 

memória declarativa. Por isso, nosso interesse em investigar a ação sinergética dos 

sistemas endocanabinóide e colinérgico muscarínico no processamento da memória 

de aversiva na área CA1 do hipocampo dorsal. 

 

 

 

 

 

 

 



21 
 

 
 

 

 

 

 

 
Figura 3: Formação hipocampal do rato. Circuito básico da conexão hipocampal 

onde a entrada (input) de informação ocorre através do córtex entorrinal (EC) 

estabelecendo conexão com o giro denteado (DG) e neurônios piramidais de CA3 

através da via perfurante (PP). Os neurónios CA3 também recebem aferências do 

DG através das fibras musgosas (MF). Eles enviam axônios às células piramidais 

CA1 através da colateral Schaffer (SC), bem como às células CA1 no hipocampo 

contralateral pela via associativa comissural (AC). Os neurónios de CA1 também 

recebem informações da via Perfurante e enviam (output) axónios para o Subiculum 

(Sb). Esses neurônios, por sua vez, formam um circuito hipocampal ao fazerem 

sinapse com o córtex entorrinal ou seguem para áreas de associação do neocortex.  

LEC: córtex entorrinal lateral, MEC: córtex entorrinal medial   
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1.6. Papel do infralímbico na memória 
 
 Estudos indicam que o córtex pré-frontal contribui para o funcionamento de 

processos cognitivos que são necessários para a programação de sequências 

complexas de comportamento (Fuster, 2000; Miller 2000; Brown & Bowman, 2002). 

Em especial o córtex infralímbico que faz parte de um circuito neural que medeia os 

processos de consolidação e extinção da memória de medo (Quirk et al., 2006; Quirk 

& Mueller, 2008).  

 Laurent et al. (2009) usando uma abordagem optogenética, com a ativação de 

neurônios no IL (canal rodopsina) durante o condicionamento ao tom em diferentes 

fases (extinção ou teste/evocação), verificaram que ativando neurônios do IL durante 

a extinção ocorreu uma redução da expressão de medo fortalecendo a extinção da 

memória no dia seguinte. Isso sugere que a atividade IL durante a extinção da 

memória provavelmente facilita o armazenamento da extinção em outras estruturas. 

 Além disso, o córtex infralímbico provavelmente está relacionado com o 

processamento da memória de trabalho (Granon et al., 1994; Ragozzino & Kesner, 

1998; Aultman & Moghaddam, 2001). Lesão neurotóxica no córtex pre-límbico e 

infralímbico não altera a aquisição da memória, a discriminação visuoespacial no 

labirinto em Y e a discriminação condicionada entre tom e luz. Porém, quando se 

exige mais discriminação no condicionamento entre tom e luz os animais com lesão 

apresentam dificuldade na memória de trabalho. Isso sugere que o PL-IL 

provavelmente estão envolvidos no planejamento das futuras respostas 

comportamentais com base em informação previamente adquiridos (Delatour B & 

Gisquet-Verrier, 1999). Cabe ressaltar que essa modulação do processamento da 

memória no córtex pré-frontal ocorre principalmente por uma grande influência 

modulatória do sistema dopaminérgico (Williams & Goldman-Rakic, 1995) e do 

sistema colinérgico (Dunnett el at, 1990). 
 

1.7. Plasticidade sináptica hipocampal 
 
 Plasticidade é um processo dinâmico que se refere à capacidade que o 

sistema nervoso possui em mudar e se adaptar a novas mudanças ambientais. Após 

a aprendizagem de uma memória declarativa, ocorrem modificações nas atividades 
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sinápticas acarretando uma potenciação de longa duração (LTP) no hipocampo. O 

aumento sustentado da força sináptica provocada por uma estimulação de alta 

frequência nas fibras aferentes excitatórias hipocampais permite a propagação LTP.   

 As informações chegam ao hipocampo através do córtex entorrinal, pela via 

perfurante, que faz sinapse com o giro denteado. Os axônios das células granulares 

do giro denteado formam as fibras musgosas que fazem sinapse com CA3. Em 

seguida, as células piramidais de CA3 se ramificam e formam feixes de axônios, 

chamado colateral de Schaffer, que seguem para CA1. Além disso, feixes das 

células piramidais de CA3 podem deixar o hipocampo através do fórnix (Izquierdo, 

2002). Estímulos elétricos na colateral de Schaffer podem provocar uma LTP 

podendo durar muitas horas, semanas e, acredita-se que até por toda a vida, assim 

como as memórias declarativas (Miller & Mayford, 1999).  

 A maioria das sinapses excitatórias cerebrais é glutamatérgica. Existem vários 

tipos de receptores de glutamato, tais como: AMPA, Cainato, NMDA e 

metabotrópicos (Genoux & Montgomery, 2007). Após a liberação de glutamato na 

fenda sináptica, principalmente os receptores do tipo AMPA são ativados, permitindo 

a entrada de íons Na+, acarretando uma despolarização no neurônio pós-sináptico. A 

despolarização promove a saída do íon Mg+2 dos canais ionotrópicos dos receptores 

NMDA, que permite a passagem do Ca+2 e mais Na+ (Burnashev, 1992).  O aumento 

de Ca+2 no meio intracelular ativa várias enzimas, tais como: a proteína cinase A 

(PKA) e a proteína cinase dependente de Ca+2 -calmodulina do tipo 2 (CaMKII). 

Essas proteínas cinases fosforilam uma série de proteínas; por exemplo, elas podem 

ativar os receptores AMPA e estimular a inserção desses receptores na membrana 

pós-sináptica. Esse mecanismo é fundamental para que ocorra a LTP, um tipo de 

plasticidade que pode contribuir para a formação de memórias declarativas (Shifman 

et al., 2006). Além disso, a proteína cinase A, a qual depende da ativação da 

adenilato ciclase que catalisa a conversão de ATP em AMPc, fosforila a proteína 

CREB encontrada no núcleo da célula, que ativa vários loci gênicos e induz a 

síntese de RNAm de uma série de proteínas que são usadas posteriormente para 

constituir novos receptores, o que também contribui para a efetividade da LTP (Wang 

et al., 2006). (Figura 4). 
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Figura 4: Plasticidade sináptica, potenciação de longa duração: (A) diagrama 

esquemático demonstrando as regiões CA1, CA3 e giro dentado (DG). (SC = 

colateral de Schaffer, MF= fibra musgosa) e os posicionamentos dos eletrodos para 

estudar a plasticidade sináptica hipocampal (Stim= eletrodo de estimulação, 

Rec=eletrodo de registro). (B) Modelo de transmissão sináptica nas sinapses 

excitatórias, onde o glutamato libertado sinapticamente liga-se tanto o NMDA como 

os AMPARs. O Na+ flui através do canal do AMPAR, mas não através do canal do 

NMDAR por causa do bloqueio do Mg2+. A despolarização da célula pós-sináptica   

abre os canal NMDA permitindo o influxo  de Na + e Ca2 +. O aumento resultante de 

Ca2 + pós-sinaptica é necessário para desencadear os eventos subsequentes que 

conduzem à plasticidade sináptica, bem como LTP. (Citri, A & Malenka, RC, 2008). 
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1.8. Sistema endocanabinóide e memória 
 

 O sistema endocanabinóide é um sistema de sinalização endógena que atua 

em várias funções do sistema nervoso central (SNC) e sistema nervoso periférico 

(SNP), por exemplo, na emoção, controle alimentar, nas funções motoras, entre 

outros (Ameri, 1999). Os receptores CB1 e CB2 são do tipo metabotrópicos 

encontrados no SNC (Howlett et al., 2002), sendo que o mais abundante é o 

receptor CB1, e estão acoplados a uma proteína Gi/o. Quando o neuromodulador se 

liga neste receptor, ativa-se a Proteína G. Esta inibe a atividade da adenilato-ciclase 

e, consequentemente, os canais de Ca2+ dependentes de voltagem ficam fechados. 

Além disso, a proteína G pode ativar a proteína cinase ativada por mitógeno 

(MAPK), que atua sobre os canais de K+ permitindo sua abertura para o fluxo de 

íons (McAllister et al., 2002). (Figura 5) 

 Os endocanabinóides são pequenas moléculas lipídicas derivadas de ácidos 

graxos poliinsaturados de cadeia longa, principalmente do ácido araquidônico. A 

anandamida e 2-AG são sintetizados a partir de fosfolipídios de membrana em 

neurônios pós-sinápticos, sendo o aumento de cálcio intracelular o fator 

desencadeante, da ação das enzimas N-acilfosfatidiletanolamida-fosfolipase D 

seletiva (NAPE-PLD) e diacilglicerol lipase (DAG lipase).  

 A hidrolização da anandamida ocorre através das enzimas ácido graxo amida 

hidrolase (FAAH) e do 2-AG pela monoacilglicerol lipase (MAG Lipase). Os 

endocanabinóides agem localmente e são produzidos sob demanda (Di Marzo et al., 

1998). Em preparações de hipocampo, mostrou-se que os canabinóides, atuando 

através dos receptores CB1, inibem a liberação de glutamato (Shen et al., 1996), 

acetilcolina (Gifford et al., 1997) e noradrenalina (Schlicker et al., 1997).  

 Considerando-se a circuitaria local da região-alvo, a área CA1 do hipocampo 

dorsal, acredita-se que após o treino do CAC ocorra um aumento da síntese de 

endocanabinóides na membrana pós-sináptica dos neurônios piramidais (Wilson & 

Nicoll, 2002) que, por sua vez, atuando como mensageiros retrógrados se ligariam a 

receptores CB1 nos terminais pré-sinápticos, seja de neurônios GABAérgicos, seja 

de glutamatérgicos (Katona et al., 2000; Kawamura et al., 2006). Os receptores CB1 

localizados nos axônios terminais da colateral de Schaffer no hipocampo inibem a 

liberação de glutamato em neurônios piramidais CA1 (Hoffman et al., 2010), e esta 
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talvez seja a causa do efeito amnéstico, tanto na consolidação, quanto na evocação 

da memória. 

 Trabalhos anteriores em nosso laboratório investigaram o papel dos 

receptores canabinóides CB1 no hipocampo dorsal de ratos, na formação e 

evocação de memórias aversivas e não-aversivas, bloqueando uma possível ação 

fisiológica dos endocanabinóides (De Oliveira Alvares et al, 2005, 2008 a, b), 

incluindo-se a demonstração de que a mesma concentração de AM251 que foi 

amnésica, foi capaz de bloquear a indução de potenciação de longa duração no 

hipocampo dorsal (De Oliveira Alvares et al, 2006).  

 Na tabela 1, aparecem alguns resultados incluindo os dados da controversa 

anandamida. Note-se que a infusão de anandamida exógena (De Oliveira Alvares et 

al, 2008a) não produz efeitos “exatamente opostos” aos do antagonista AM251, 

particularmente no momento da evocação da memória, mas é perfeitamente 

complementar nas demais fases: consolidação, reconsolidação e extinção. Isso se 

deve provavelmente à inespecificidade desse ligante para com os receptores CB1, 

uma vez que também se liga a vários outros alvos causando efeitos os mais 

diversos. 

 A anandamida liga-se aos receptores NMDA (Hampson et al., 1998), 

Muscarínicos – inclusive M4 (Zygmunt et al., 1999; Christopoulos & Wilson, 2001; 

Lau & Vaughan, 2008), baunilhóides / TRPV1 (Di Marzo et al., 2001; Ross et al., 

2001), e é possível que também atue como um bloqueador neurotrófico (Sancho et 

al., 2003) e/ou modulador do transporte da glicina (Pearlman et al, 2003). Tal 

inespecificidade poderia explicar a ausência de efeito na evocação, porém como 

esta etapa possui mecanismos endógenos diferenciados (Szapiro et al., 2002), isso 

ainda precisa ser melhor investigado. A anandamida também não teve efeitos sobre 

memórias menos aversivas como a da habituação ao campo aberto (De Oliveira 

Alvares et al, 2008 a, b). O conjunto de estudos que realizamos diferencia-se dos de 

outros autores principalmente pelo fato de os fármacos terem sido infundidos 

intrahipocampalmente: a quase totalidade dos estudos anteriores foi realizada com 

tratamentos sistêmicos e, quando estudados intracerebralmente, empregou-se um 

antagonista menos seletivo que o AM251 (Ki =7.49 nM; Gatley et al., 1996), o 

SR141716A (Ki =11.5 nM), que, na verdade, é um agonista inverso (Landsman et al., 

1997). 
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Figura 5: Mecanismo de ação do endocanabinóide sobre o receptor CB1: ativação 

do receptor canabinóide por agonistas ativa proteínas heterotriméricas Gi/o 

acarretando à inibição da adenilato ciclase (AC) que inativa a Proteína quinase A 

(PKA), ou a proteína quinase activada por mitogénio (MAPK) causando o 

fechamento dos canais de Ca2+. 
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 Durante a evocação o traço de memória é labilizado, podendo encaminhar-se 

para dois destinos diferentes (e antagônicos) conforme o tempo de exposição: 

exposições curtas (de 3 a 5 min) levam à reconsolidação do traço, com eventuais 

modificações do mesmo, enquanto que exposições mais prolongadas (de 25 a 40 

min) levam à extinção do traço; ambos processos envolvem síntese proteica de novo 

(Bustos et al., 2009; Debiec et al., 2002; Pedreira and Maldonado, 2003; Boccia et 

al., 2004, 2007; Suzuki et al., 2004; Tronson and Taylor, 2007). Ou seja, a evocação 

da memória não é um processo passivo, mas recruta diversas cascatas bioquímicas 

para “decidir” o rumo dessa memória recém-evocada. O envolvimento dos 

endocanabinóides com a extinção da memória, especialmente das aversivas, é bem 

conhecido (Varvel et al., 2005; Suzuki et al., 2004; Marsicano et al., 2002). Já sobre 

a reconsolidação, sabemos menos, e os resultados, em geral de estudos sistêmicos, 

chegam a ser contraditórios (Suzuki et al., 2004; Kobilo et al., 2007; Lin et al., 2006).  

De Oliveira Alvares et al (2008a) encontraram sobre a reativação da memória, que 

AM251 facilitou (e anandamida bloqueou) a reconsolidação, mas AM251 bloqueou (e 

anandamida facilitou) a extinção da memória do Condicionamento Aversivo 

Contextual (De Oliveira Alvares et al, 2008a).  

 Já realizamos alguns estudos preliminares em eletrofisiologia ex vivo (em 

fatias de hipocampo) onde pudemos verificar o bloqueio da indução da potenciação 

de longa duração (LTP) em CA1 (com estímulo tetânico na via perfurante) com a 

infusão de AM251 (De Oliveira Alvares et al., 2006): a LTP tem uma longa história 

como candidato a (ou modelo de) mecanismo de formação de memória (Izquierdo & 

medina, 1993; Lamprecht & LeDoux, 2004), especialmente no hipocampo, uma 

estrutura sabidamente essencial para a formação da memória: os endocanabinóides 

são um dentre vários sistemas endógenos que modulam este tipo de evento plástico.  

 Recentemente Sachser et al. (2015) estudaram a influência dos receptores 

CB1 no processamento da memória emocional no córtex retrosplenial (CRS). Para 

isso, animais foram treinados no CAC e receberam microinfusão de AM251 (11 

ug/ul) ou CP55,940 (5 ug/ul) no CRS pós-treino, pós-reconsolidação e pré-extinção. 

Verificaram que o sistema endocanabinóide atua no processamento da 

consolidação, reconsolidação e extinção da memória no CRS e está modulação é 

semelhante ao que ocorro no hipocampo através dos receptores CB1, sugerindo que 

pode haver uma função moduladora geral do sistema endocanabinóide no 
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processamento da memória emocional em outras áreas corticais.  

 Compreender o papel dos receptores CB1 de diferentes estruturas no 

processamento de memória e suas bases biológicas é muito importante pois além de 

se tratar de um sistema proeminente e difundido de receptores no SNC, pouco se 

sabe acerca de suas funções em cada estrutura, em particular o que fazem na 

mediação dos efeitos cognitivos da Cannabis. 

 

1.9. Modulação muscarínica colinérgica M4 e memória 
 

 Embora se conheçam 5 genes que codificam os receptores muscarínicos, 

respectivamente denominados m1, m2, m3, m4 e m5, somente dispomos de 

agentes farmacológicos capazes de distinguir três subtipos, M1, M2 e M3, e estes, 

além de serem pouco seletivos, não são de emprego fácil em estudos funcionais que 

visem elucidar os papéis específicos de cada subtipo (Jerusalinsky et al., 1998). Os 

anticorpos subtipo-específicos existentes, por sua vez, ligam-se geralmente a 

regiões intracelulares dos receptores, o que, embora permita um estudo qualitativo 

de distribuição de receptores em fatias permeabilizadas de tecido, não viabiliza 

estudos funcionais (Jerusalinsky et al., 1998).Toxinas de origem natural têm se 

mostrado muito úteis na descoberta de novas drogas e fármacos, mas também 

podem ser úteis em etapas mais precoces do estudo de novas drogas, ajudando a 

identificar alvos terapêuticos em potencial, quase sempre devido a sua vocação de 

alta especificidade / seletividade por subtipos particulares de receptores e canais 

iônicos. Quando combinada com sua alta potência (e, por vezes, a uma ação 

virtualmente “irreversível”, duradoura), toxinas seletivas podem ser decisivas em 

estudos funcionais onde se investiga os papéis fisiológicos ou patofisiológicos deste 

ou daquele receptor ou canal iônico (Jerusalinsky et al., 1998; 2000). 

 As chamadas toxinas muscarínicas foram encontradas nas mambas verdes 

(Dendroaspis angusticeps – Figura 6), serpentes africanas cujo veneno apresentava 

componentes colinomiméticos (Harvey & Karlsson, 1980). Dentre as primeiras 

toxinas isoladas daquelas serpentes estavam as fasciculinas, potentes inibidores da 

acetilcolinesterase (Rodriguez-Ithurralde et al., 1983) e as dendrotoxinas (Harvey & 

Karlsson, 1984). Quillfeldt et al., (1990,1991), estudaram os efeitos comportamentais 

da fasciculina-2 administrada no hipocampo, amígdala e septo de ratos (Quillfeldt el 
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al., 1990 e 1991). Duas frações proteicas isoladas em 1988 (Adem et al.), 

denominadas MT1 e MT2 (de “muscarinic toxins”), deslocavam a ligação do 

antagonista muscarínico 3H-QNB em córtex cerebral de ratos; contudo, como a 

diminuição do “binding” de QNB era somente parcial (cerca de 50%), tanto na 

presença de MT1, quanto na de MT2, supôs-se que as mesmas talvez se ligassem 

apenas a alguns subtipos do receptor muscarínico (Jerusalinsky et al., 1992). Em 

seguida, Jerusalinsky et al., (1989) isolaram estas proteínas com propriedades 

muscarínicas, mais tarde identificadas como sendo exatamente a MT1 e a MT2. 

 Enquanto isso, Karlsson (1991) e seus colegas na Suécia continuaram 

isolando diferentes proteínas de peso molecular semelhante (ao redor de 7 KDa) e 

de ação muscarínica (Jolkkonen et al., 1995; Jerusalinsky et al., 1997). Algumas 

foram sequenciadas, como é o caso da MT1, da MT2 e da MT3 ou m4-toxina (Max 

et al., 1993 a,b; Liang et al., 1996), da MT4 (Vandermeers et al., 1995) e também da 

MT7, uma isotoxina da m1-toxina de Potter (Max et al., 1993a, Potter et al., 1996). 

Todas estas toxinas são relativamente semelhantes quanto à posição de seus oito 

resíduos cisteína, o que implica - em princípio - em um padrão similar de distribuição 

de pontes dissulfeto e, portanto, estruturas tridimensionais similares. A primeira 

estrutura completamente determinada foi a da MT2, mediante o emprego de 

ressonância magnética nuclear e modelagem molecular (Ségalas et al., 1995), 

mostrando ser pertencente ao grupo das toxinas de “três-dedos” (three-fingered 

toxins) com três alças ricas em b-estruturas unidas a um núcleo globular com quatro 

pontes dissulfeto (ibidem). Dos 13 aminoácidos comuns às a-neurotoxinas 

curaremiméticas extraídas do mesmo veneno - postuladas como sendo o “sítio” que 

se liga ao receptor nicotínico -, somente dois estão presentes na sequência da MT1 

ou da MT2 (Ducancel et al., 1991; Karlsson et al., 1991). A MT1 e a MT2 são 

incomuns quanto ao fato de ambos serem agonistas dos receptores M1 e também 

por atuarem - possivelmente como antagonistas - sobre os receptores M4 

(Jerusalinsky & Harvey, 1994; Kornisiuk et al., 1995a, b): MT1 tem mais ou menos a 

mesma afinidade por ambos receptores, enquanto que MT2 é quatro vezes mais 

seletiva para M1 que para M4; ambos bloqueiam os receptores M4, mas MT2 só o 

faz em altas concentrações. 

 Comparadas com outros agentes colinérgicos conhecidos, estas toxinas 

exibem as maiores especificidades em termos de ação farmacológica: a m1-toxina 
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(ou MT7) bloqueia seletivamente os receptores M1, enquanto que a m4-toxina (ou 

MT3) bloqueia os receptores M4. A MT3 é, até hoje, o mais seletivo antagonista 

disponível para bloquear especificamente receptores M4, sendo 214 vezes mais 

seletivo para M4 que para M1 e quase nenhuma afinidade pelos demais subtipos 

(Olianas et al., 1997). A MT3 (ou m4-toxina) tem sido proposta como um antagonista 

de receptores muscarínicos centrais porque antagoniza a ação inibitória da 

acetilcolina sobre a adenil ciclase previamente estimulada por forscolina ou por 

dopamina (Olianas et al., 1997).  

 Estudos de distribuição de receptores foram feitos com emprego do 

antagonista muscarínico 3HNMS como “repórter” da ligação de MT2 e MT3, 

permitindo mapear os sítios de receptores M1 e M4 (Jerusalinsky et al., 1989, 1992, 

Kornisiuk et al., 1995a,b). Consistentemente com as evidências comportamentais, 

confirmou-se, por exemplo, a presença de receptores M4 em áreas do cérebro 

associadas com aprendizagem e memória (Harvey et al., 1998). No córtex cerebral 

todos os subtipos de receptores são expressados, com destaque para M1 (Cortés & 

Palacios, 1986; Frey & Howland, 1992), enquanto que em tronco cerebral, pobre em 

receptores muscarínicos, predomina M2 (Frey & Howland, 1992). Na formação 

hipocampal de ratos predominam M1 e M4 (Yasuda et al., 1993; Wall et al., 1991) e 

o estriado mostrou-se a região mais rica em M4 (Boulai et al., 1996). Os 

experimentos com MT3 sugerem níveis de receptores M4 que, em geral, estão de 

acordo com as distribuições supramencionadas obtidas com outros métodos 

(Jerusalinsky et al., 1998). Concentrações similares de receptores M4 são 

encontradas no córtex frontal e em CA3 do hipocampo, seguida por concentrações 

intermédias em CA1 e Giro Denteado (Jerusalinsky et al., 1998). Assim, embora 

tanto M1 quanto M4 estejam muito bem representados na área hipocampal, há 

diferenças claras entre as sub-regiões.  

 A memória pode ser facilitada ou bloqueada por diversos tipos de tratamentos, 

particularmente pela administração de agentes farmacológicos após o treino. O 

envolvimento do sistema colinérgico na modulação da memória já é um tema 

clássico (Russell, 1982; Bartus et al., 1987; Izquierdo, 1989). Drogas que prolongam 

a ação da acetilcolina mediante a inibição da enzima acetilcolinesterase, por 

exemplo, podem melhorar a memória, mas podem, também, enfraquecer memórias 

fortes devido ao excesso do neurotransmissor (Ellis & Kesner, 1981). Na doença de 



32 
 

 
 

Alzheimer observa-se grande extensão de perda celular no núcleo basal de Meynert, 

origem das principais aferências colinérgicas ao córtex e à amígdala (Whitehouse et 

al., 1986). A ativação de mecanismos colinérgicos muscarínicos parece melhorar a 

memória: baixas doses de inibidores da colinesterase como a fisiostigmina (Stratton 

& Petrinovich, 1963; Introini-Collison & McGaugh, 1988) e agonistas muscarínicos 

(Introini-Collison & Baratti, 1992) facilitam a memória, enquanto antagonistas 

muscarínicos geralmente induzem amnésia (Introini-Collison & Baratti, 1992; 

Whishaw et al., 1985). Tais efeitos foram observados em diferentes tarefas 

comportamentais como a esquiva inibitória (Introini-Collison & McGaugh, 1988), 

esquiva ativa de duas vias (Flood et al., 1981), aprendizado espacial (Decker & 

Gallagher, 1987) ou reforço alimentar (Stratton & Petrinovich, 1963). A participação 

do sistema colinérgico das regiões septal, hipocampal e basal-amigdalar são vitais 

na modulação de memórias em formação (McGaugh, 1988). 

 Estudos comportamentais em ratos com infusão de MT1, MT2 e MT3 (por 

exemplo, Jerusalinsky et al., 1993, 1995) verificaram-se que a MT2 se comporta de 

forma semelhante ao agonista muscarínico oxotremorina quando injetado no 

hipocampo dorsal de ratos após o treino, causando uma facilitação da memória para 

a tarefa de esquiva inibitória, efeito este reversível com a administração 

concomitante de escopolamina, o que atesta sua especificidade colinérgica 

(Jerusalinsky et al., 1995). Assim, quando injetada no hipocampo dorsal de ratos, a 

MT3 foi amnésica, prejudicando o desempenho dos animais, sugerindo que a 

participação dos receptores M4 locais é essencial na consolidação (Jerusalinsky et 

al., 1998; Ferreira et al, 2003) e na evocação (Diehl et al. 2007) de memórias 

aversivas. Resultados preliminares com a infusão dessas toxinas na amígdala 

(dados não publicados da dissertação de Gaieski, 2000), sugerem a ausência de 

efeito da MT1 e MT2, e um pronunciado efeito facilitatório da MT3, contrariando o 

obtido no hipocampo e sugerindo diferenças entre a circuitaria-alvo na amígdala e no 

hipocampo que merecem um estudo mais cuidadoso. A MT3 não teve qualquer 

efeito sobre a memória da Habituação ao campo aberto, tarefa pouco aversiva, nem 

na consolidação, nem na evocação da memória (Ferreira et al, 2001; Diehl et al. 

2007). 

 Assim, o papel dos receptores M4 na memória começa a ser desvendado e é 

promissor: Mulugeta (2003) demonstrou-se que os receptores M4 são perdidos em 
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pacientes com Alzheimer. Mais recentemente, demonstramos que a inibição 

muscarínicada adenilato ciclase estimulada por foskolina, no hipocampo e no 

estriado, deve-se principalmente à mediação pelos receptores M4 (Sánchez et al., 

2009a), além de termos mostrado um papel importante dos receptores M4 no 

controle da plasticidade sináptica que ocorre nas sinapses das colaterais de Schaffer 

que chegam em CA1 (Sánchez et al., 2009b). 

 

 
Figura 6: Mamba-verde-oriental (Dendroaspis angusticeps) é uma serpente 

arborícola, nativa do sudeste de África que produz a toxina MT3. 
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1.10. Interações entre os Sistemas Endocanabinóide e Colinérgico Muscarínico 
 
 A modulação endocanabinóide hipocampal empregando, entre outros 

fármacos, o antagonista CB1 bastante seletivo, AM251 (de Oliveira Alvares et al., 

2005, 2006, 2008 a,b), e a modulação colinérgica muscarínica empregando agonista 

seletivo M4, MT3 (Ferreira et al., 2003, Christopoulos & Wilson, 2001) nos revelou 

uma grande surpresa quando ambos os sistemas parecem ter em comum (ver tabela 

1, abaixo). 
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 A literatura sugere diversos pontos de conexão entre ambos subsistemas 

modulatórios, a começar pela descoberta da associação entre a modulação 

muscarínica M2/M4 e a sinalização endocanabinóide (Lau & Vaughan, 2008; Liu et 

al, 2009). A anandamida, o primeiro ligante endógeno descoberto para os receptores 

CB1, é conhecida por sua inespecificidade (Zygmunt et al., 1999), e parece inclusive 

ligar-se diretamente aos próprios receptores muscarínicos, com predileção pelo 

subtipo M4 (Christopoulos e Wilson, 2001; Lagalwar et al, 1999). Do ponto de vista 

neuropsicofisiológico, seria muito interessante demonstrar a existência de uma 

efetiva intercomplementariedade funcional entre esses dois sistemas modulatórios. 

Neste trabalho nos aprofundamos a estudar possíveis interações entre ambos 

subsistemas modulatórios, bem como tentar compreender melhor sua natureza 

fisiológica e sua posição citoarquitetônica. Até o momento, nossos resultados nestas 

duas linhas temáticas que desenvolvemos em neurofarmacologia comportamental 

da memória apontam para o seguinte cenário: 

 

- considerando-se que memórias aversivas (EI e CAC) são moduláveis pelos 

receptores muscarínicos colinérgicos M4 no hipocampo dorsal de ratos (Diehl et al, 

2007; Ferreira et al., 2003; Jerusalinsky et al., 1998); 

 

- considerando-se que o mesmo se dá por ação de endocanabinóides, posto que 

fármacos seletivos para os receptores CB1 afetam diferentes fases do 

processamento da memória (de Oliveira Alvares et al., 2005, 2008a,b); 

 

- considerando-se que – em que pese serem neurotransmissores muito diferentes 

quanto a sua natureza química, origem e liberação - ambos receptores, M4 e CB1 

são metabotrópicos, inibitórios, e predominantemente (mas nem sempre) localizados 

em regiões pré-sinápticas, operando normalmente para inibir a liberação dos 

neurotransmissores da sinapse que controlam (Jerusalinsky et al., 1995; Ameri, 

1999; Van der Zee & Luiten, 1999; Wilson & Nicoll, 2002; Marsicano et al., 2002; 

Sánchez et al., 2009a,b); 

 

- considerando-se que, em ambos os casos os fármacos seletivos foram efetivos em 

diferentes tarefas aversivas (EI e CAC), mas mostraram-se incapazes de afetar 
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memórias de caráter menos aversivo, como da habituação ao campo aberto (Diehl 

et al, 2007, Ferreira et al., 2003 e de Oliveira Alvares et al., 2005, 2008a); 

 

- e, por fim, considerando-se que as diferentes fases do processamento da memória 

são afetadas de forma muito parecida por estes dois sistemas (de Oliveira Alvares et 

al., 2008 a,b; Diehl et al, 2007; Ferreira et al., 2003), como na tabela abaixo: 
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 Dado exposto, percebe-se que ambos subsistemas – o endocanabinóide/CB1 

e o colinérgico/M4 – podem ter um papel similar, pelo menos no hipocampo dorsal 

de ratos e no contexto cognitivo de processamento de memórias aversivas. Isso 

levanta uma série de questões específicas, todas testáveis empiricamente, se há um 

efeito sinergético entre esses dois sistemas. Além disso, será que esses sistemas 

são afetados por propriedades plásticas nas células do CA1 do hipocampo dorsal 

(pulsos pareados, LTP) com a coadministração de MT3 e CP55,940. 
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2. Objetivos 
 

 2.1.  Objetivo geral  
 A partir de resultados anteriores, este trabalho teve como objetivo verificar os 

efeitos da microinfusão do agonista do receptor CB1 - CP55,940 - no hipocampo 

dorsal ou no córtex infralímbico sobre processamento da memória aversiva. Além 

disso, verificar o efeito sinergético entre os sistemas endocanabinóde CB e 

colinérgico muscarínico M4 na consolidação de memória aversiva buscando 

confirmar as modulações entre ambos no hipocampo dorsal de ratos. 

 

  2.1.1.   Objetivo específico do capítulo 1 
1. Verificar os efeitos da administração intrahipocampal pós-treino de diferentes 

concentrações de CP55,940 na tarefa de CAC - Condicionamento Aversivo ao 

Contexto (curva dose-resposta); 

2. Verificar os efeitos da administração intrahipocampal pós-treino de 

concentração efetiva de CP55,940 concomitante a uma concentração sem 

efeito próprio de AM251 na tarefa de CAC; 

3. Verificar os efeitos da administração no córtex infralímbico do agonista 

CP55,940 sobre a reconsolidação da memória no modelo de condicionamento 

aversivo contextual 

4. Verificar os efeitos da administração intrahipocampal do agonista CP55,940 

sobre a reconsolidação da memória no modelo de condicionamento aversivo 

contextual 

 

2.1.2.   Objetivo específico do capítulo 2 
 

1. Verificar o efeito da infusão concomitante das concentrações sem efeito 

próprio de CP55,940 e MT3 na tarefa de CAC; 

2. Estudar os efeitos de fármacos canabinóides e colinérgico muscarínico sobre 

a indução e manutenção da Potenciação de longa duração in vivo. 
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3. Resultados 

 

Capítulo I 

Artigo: “Involvement of the infralimbic cortex and CA1 hippocampal area in 
reconsolidation of a contextual fear memory through CB1 receptors: effects of 
CP55,940. 
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3. Resultados 
 

Capítulo II 

Artigo: “Synergetic interactions of CB1-mediated endocannabinoid and cholinergic 
muscarinic M4 modulations of the CA1 hippocampal circuitry upon memory 
consolidation”. 
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Abstract 

------------ 

Introduction 

That the multiplicity of neurotransmitter and neuromodulators interact reciprocally is 

not new nor unexpected, but every specific functional case demands to be proven 

separately in order to strenghten its case. Since it was shown that the non-selective 
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endocannabinoid ligand anandamide could bind to muscarinic receptors (Lagalwar et 

al, 1999), with particular affinity for the M4 subtype (Christopoulos e Wilson, 2001), 

evidence started to accumulate pointing to different interactions between both 

modulatory subsystems. 

 

Both CB1 and M2/M4 subtypes of muscarinic cholinergic receptors are metabotropic 

in nature, signalling via the Gi-protein to inhibit adenylate cyclase (Azad, 2004; 

Sánchez, 2009b), that reduces cyclic adenosine monophosphate (cAMP) production 

(Serpa et al, 2015, Guo et al, 2010), resulting in the inhibition of voltage-dependent 

Ca2+ channels and the activation of K+ channels (McAllister et al, 2002, Shapiro et 

al, 2001). The co-presence of such identical functional subsystems (that produce the 

exact same cell response – essencially the inhibition of neurotransmitter release) 

raises the possibility that they actually share responsibilities in a complementary 

fashion, e.g., by being one the backup system for the other.  

 

Evidence in the literature seems to support this hypothesis. Thus, the activation of 

muscarinic receptors could increase the production of endocannabinoids in the brain 

(Ohno-Shosaku et al., 2003; Fukudome et al., 2004), and that M1-induced inhibition 

of GABAergic transmission is mediated by endocannabinoids in the periaqueductal 

gray matter (Lau & Vaughan, 2008). Both the genetic deletion in CB1-knockout mice 

or the administration of the CB1 antagonist SR141716 had increased the sensitivity 

to the non-selective muscarinic agonist alkaloid pilocarpine in inducing seizures, 

despite CB1 agonist CP 55,940 being innefective (Kow et al., 2014). Another study 

evaluated the sequential activation of M3 receptors and cannabinoid CB1 receptors 

to obtain synergistic contractile effects of the bovine ciliary muscle via the activation 

of Rho-kinase and protein kinase C, with carbachol enhancing the effects of 

anandamide (Romano & Lograno, 2013). 

 

In terms of plasticity, it was shown that hippocampal activation of CB1 receptors 

impairs the late phase of long-term potentiation (late-LTP) by altering the protein 

translation machinery through a cholinergic pathway (Navakkode, 2014). Synaptic or 

pharmacological postsynaptic activation of M1/M3 receptors converts postsynaptic 

Hebbian LTP to presynaptic anti-Hebbian LTD in neurons of the dorsal cochlear 
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nucleus, which promotes endocannabinoid signaling via a Ca2-assisted / Gq-coupled 

pathway leading to activation of PLC (Zhao & Tzounopoulos, 2011). Rat pallidal 

synapses short-term plasticity shows evidence of GABAergic modulation inducible by 

M1 agonist, and blocked by atropine, pirenzepine, or mamba toxin-7, resulting in a 

reduced amplitude of inhibitory postsynaptic currents (IPSCs); conversely, evoked 

IPSCs exhibited short-term depression modulated by muscarine via the activation of 

presynaptic cannabinoid CB1 receptors (Hernández-Martínez et al., 2015). 

Cholinergic interneurons are key modulators of stimulation-induced endocannabinoid 

signaling in the striatum, including the lasting disinhibition induced by long-term 

depression at excitatory striatal synapses via CB1Rs. (Adermark, 2011). 

 

Beyond the neurochemistry and plasticity-related events, could higher brain functions 

be also influenced by these interactions? In our lab we have been investigating the 

involvement of both subsystems in learning and memory over the years. The main 

cholinergic tool has been muscarinic toxin MT3, extracted from green mamba, which 

has more than 200-fold higher affinity for M4 than for M1 receptors (Ki=1.2 and 

250nM, respectively; Jerusalinsky et al, 1998), to this day the most selective M4 

antagonist available. The endocannabinoid system has been assessed mostly 

through the very selective CB1 inverse-agonist AM251 (De Oliveira Alvares et al, 

2005, 2006, 2008a, b). For several reasons, but specially drug-specificity concerns, 

agonists have been less succesfully explored for both modulatory subsystems. 

 

Departing from the confirmation of the presence of M4 receptors in brain areas 

involved with learning and memory, specially the hippocampus (Wall et al., 1991; 

Yasuda et al., 1993; Harvey et al., 1998) and the striatum - the richest area (Boulai et 

al., 1996), we have shown, in collaboration with colleagues in Buenos Aires and 

Montevideo, that the density of M4 receptors in the hippocampus was consistent with 

previous studies employing different methods: M1 and M4 have similar densities in 

the whole region, while the distribution among subareas differ, with higher 

concentrations of M4 in the Frontal Cortex and CA3, and intermediate values in CA1 

and Dentate Gyrus (Jerusalinsky et al., 1998). Then, we have shown that M4 

receptors would be the main subtype responsible for muscarinic inhibition of 

forskolin-stimulated cyclic AMP production, both in hippocampus and striatum 
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(Sánchez et al., 2009a), and also that, in the hippocampal Schaffer collaterals-CA1 

synapses, basal transmission was decreased and LTP induction prevented by a MT3 

concentration that would bind mainly to M4 receptors (Sánchez et al., 2009b).  

 

Thus, when infused into the CA1 area of the dorsal hippocampus or rats, MT3 was 

amnestic post-training, disrupting the consolidation of the step-down Inhibitory 

Avoidance (IA), an aversive task (Jerusalinsky et al., 1998; Ferreira et al, 2003) but 

facilitatory pre-test, i.e., favouring a better performance in memory retrieval (Diehl et 

al. 2007). Noticeably, this selective M4 antagonist  did not affected either the 

consolidation or the retrieval of Open Field Habituation (OF), a non-aversive task 

(Ferreira et al, 2003; Diehl et al. 2007). These findings are consistent, e.g, with 

demonstrations of the selective compromise of M4 receptors in Alzheimer's disease 

(Mulugeta et al., 2003).  

More recently, when we started to investigate the role of endocannabinoid modulation 

through CB1 receptors in the same CA1 area we found a very similar set of results 

upon another aversive task, context fear conditioning (CFC). Thus, the selective 

antagonist / inverse agonist AM251 was amnestic post-training, disrupting the 

consolidation of CFC, but not of the OF (De Oliveira Alvares et al, 2005), employing 

the very same AM251 concentration shown to block the induction of long-term 

potentiation in an in vivo electrophysiological register (De Oliveira Alvares et al, 

2006). When infused pre-test, however the effect upon retrieval was facilitatory (De 

Oliveira Alvares et al, 2008a). The agonist anandamide, on the other hand, was 

facilitatory post-training but caused no pre-test effect (ibidem), but another, more 

selective and potent agonist, CP55,940 was basically amnestic post-training 

(Santana et al., 2016), probably reflecting differences in affinity between both 

substances. In further studies, opposite effects of AM251 (in the same concentration 

infused in the same structure) in two different post-reactivation phases - memory 

reconsolidation (facilitatory) and extinction (amnestic) (De Oliveira Alvares et al, 
2008b). 

In order to evaluate the putative synergetic action of endocannabinoid and 

cholinergic muscarinic modulations in this hippocampal subregion upon the 

consolidation of an aversive memory (CFC), we evaluated the effects of 

concomitantly infusing a subeffective concentration of both the CB1 agonist CP 
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55,940 and the M4 antagonist MT3 to check if their subthreshold actions compound 

somehow to attain effectivity. Complementarily, we investigated the in vivo 

electrophysiology after infusion of these same drugs, separately or concomitantly, in 

order to understand their effect upon CA1 synaptic plasticity underlying memory 
consolidation. 

 

2. Material and Methods 

 

Behavioral procedure 

Animals. Male Wistar rats, age 2-3 months, weighing 250-350g from our breeding 

colony (CREAL/UFRGS) were used. Animals were housed in plastic cages, four to 

five in a cage per cage, under a 12 h light/dark cycle and at constant temperature of 

24+1ｰC, with water and food ad libitum. All experiments were conducted in 

accordance with local animal care guidelines (Brazilian Federal Law 11,794/2008) 

and approved by the Ethics in the Use of Experimental Animals Committee of Federal 

University of Rio Grande do Sul (CEUA, Project UFRGS #17,862). 
Conditioning chamber (context). The conditioning chamber (context training) 

consisted of an illuminated Plexiglas box (20x25x22cm, with a grid of parallel 0.1 cm 

caliber stainless steel bars spaced 1.0 cm apart) with constant fan background sound 

(white noise). The novel context was a rectangular box with dimensions similar to the 

conditioning one, with a smooth floor, one wall painted with black-and-white vertical 
stripes, and without background white noise. 

Contextual Fear Conditioning (CFC): training session. In the training session, rats 

were placed in the conditioning chamber to habituate for 3 min before receiving two 

2-s, 0.7-mA footshocks separated by a 30-s interval (unconditioned stimulus); they 

were kept in the conditioning environment for an additional minute before returning to 
their homecages. 

Memory consolidation: after subjects were exposed in the Contextual Fear 

Conditioning they were infused immediately after training. For the experiments 
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investigating the effects of intrahippocampal of CP 55.940, MT3 and CP 

55.940+MT3 upon memory consolidation. 

Test session. Test consisted of measuring freezing response of the animals to 

a 4 min exposition to the same training context. 

Stereotaxic surgery and cannulae placement. Animals were anesthetized with a 

ketamine and xylazine association (75 and 10 mg/kg, respectively) infused 

intraperitoneally. A 22-gauge guide cannula was implanted bilaterally at AP= − 4.0 

mm, LL= ｱ3.0 mm, DV= -1.6 mm from Bregma, positioned just 1.0 mm above the 

CA1 area of the dorsal hippocampus (according to Paxinos & Watson, 1998). After a 

recovery from the surgery of at least 5 days, behavioral procedures were performed. 

After that, all animals were sacrificed, their brains dissected and fixed on 10% 

formaldehyde in order to verify the cannulae placement under low magnification. 

Animals with inaccurate cannulae placements were excluded from the statistical 
analysis (Figure 1a). 

Drugs. CP 55,940 (Tocris Cookson Inc., Ellisville, MO, USA) a potent non-selective 

cannabinoid receptor agonist CB1, CB2 and GPR55 was dissolved in sterile isotonic 
saline with 8% dimethyl sulfoxide at a concentration of 5μg/μl. 

The Muscarinic Toxin 3 (MT3) an M4 antagonistwas diluted as appropriate in 

phosphate buffered saline (PBS; pH 7.4) at a concentration of 1μM. The MT3 have 

provided new pharmacological tools to investigate the muscarinic effect on memory. 

Intrahippocampal infusion. At the time of infusion, a 30-gauge infusion needle was 

fit into guide cannulae, with its tip protruding 1.0 mm beyond the guide cannula end 

and aimed at the pyramidal cell layer of CA1 of the dorsal hippocampus or in the 

infralimbic cortex. A volume of 0.5 μl (CP,55940) or (MT3) was bilaterally infused at a 

slow rate (20 μL/h) and the needle was removed only after waiting another additional 

30 sec. 

Statistical analysis. Since data was found to be normally distributed (Kolmogorov-

Smirnov test with Lilliefors correction) and analyzed with One-way ANOVA followed 

by a post hoc Tukey. After confirming the homocedasticity (Levene test) and 

normality of the data distribution (Kolmogorov-Smirnov test), experiments were 
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analyzed with t-test. Significance was set at P < 0.05.  

Electrophysiological procedure in vivo. Adult male Wister rats were anaesthetized 

with urethane (1.5 mg/kg) and placed in a stereotaxic frame. Concentric bipolar 

stimulating electrodes were positioned in the Schaffer collateral (coordinates: -4.0 

mm posterior to bregma, -3.0 mm lateral). The final dorsoventral position (3.0 mm 

below the surface of the cortex) was adjusted to produce a proper Schaffer Collateral 

response. Glass micropipettes were filled with 0.3 mol/L sodium chloride and were 

lowered into contra lateral CA1 area (coordinates: -4.0 mm posterior to bregma, -2.5 

mm lateral to the midline).  The final dorsoventral position (2.5 mm below the surface 

of the cortex) was adjusted to produce a maximal potential field response (Figure 
1b). 

The stimulus intensity was set to give 50% of the amplitude of the field potential 

evoked responses. Field potentials were evoked by paired pulses stimuli at a rate of 

0.1Hz and recorded for at least 10 min after establishment of stable baseline 

responses. The high-frequency stimulation (HFS) protocol applied consisted of one 

series of 10 trains with a 2s interval between trains each composed of 20 pulses at 

100 Hz. After, the paired pulses evoked field potentials that were recorded for 2 h in 

order to verify LTP occurrence and possible facilitation changes.   

The baseline recording was obtained for each animal until achieving a stable result 

for at least 30 minutes before LTP induction. Data acquisition was performed using 

WinLTP software and the simulation protocol was generated by the simulator itself 

(Grass simulator acho q S48). A stimulating current was applied to the Schaffer 

collateral region of the hippocampus to obtain an input/output relationship curve. 

Using this curve, we determined the size of the stimulating current that resulted in 

half of the maximal output response. Furthermore a baseline recording was obtained 

for each animal until achieving a stable result for at least 30 minutes before LTP 
induction.  
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3. Results 

 

3.1. Modulation of memory consolidation happens only when the cholinergic 

muscarinic and endocannabinoid systems are working together. 

The subthreshold doses of CP55,940 (0,1ug/ul), MT3 (1ug/ul) and both concomitantly 

were administered 15 min before test session revealing in the One-way ANOVA a 

significant difference among groups (F3, 29 = 3.501, p = 0.028). Tukey post-hoc test 

showed that animals had a significant impaired hippocampal memory consolidation 
by infusion of CP+MT3 (p = 0.034) (Figure 2). 

3.2. Effects of CP 55,940 and MT3 on the induction and maintenance of long-term 

potentiation in vivo 

Next, we addressed if this modulation of synaptic plasticity is also evident in the 

integer brain in an experimental design more similar to the behavior tasks, since drug 
infusion was punctual (Figure 1b). The CP 55,940 0,1ug/ul and MT3 1ug/ul  also did 

not influence baseline of field excitatory postsynaptic potential (fEPSP) normalized 

amplitude (Figure 3a). so it does not change basal excitability of field responses. 

One-way ANOVA a significant difference among groups (F3, 12 = 4.825, p = 0.029). 

Tukey post-hoc test showed that animals had a significant impaired of hippocampal 
long-term potentiation by infusion of CP+MT3 (p = 0.025) (Figure 2). 

 

4. Discussion 

 

In this report rats were injected bilaterally into the hippocampus with subthreshold 

doses of MT3+CP55,940 after training, which was performed 2 days after acquisition, 

and froze significantly less than those injected with only vehicle, CP55,940 or MT3 

subthreshold doses (Figure 2). Then, we organized our experimental designs in 

order to understand more about the synergetic effect between cholinergic muscarinic 

and endocannabinoid systems on the cognitive process. With effective subthreshold 

doses of CP55,940 and MT3 we proceeded to investigate the effects upon memory 
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consolidation. The putative contribution of CB1 and M4 receptors impaired retention 

of fear memory causing an amnestic effect. Likewise, the same effect was observed 

with the infusion of the same concentration of the cocktail into the CA1 area before 

LTP protocol, showing that it can disrupt induction of this important plastic event 
(Figures 3a-c). 

 

In the introduction we reviewed some previous converging evidence suggesting a 

synergistic action of M4 and CB1 modulatory sybsystems, but recently, a optogenetic 

study of cholinergic activation with theta-frequency inhibitory postsynaptic currents 

(IPSCs) in the hippocampal slices of mice, showed that IPSC rhythms generated by 

endogenous muscarinic acetylcholine receptors to be sensitive to CB1 receptor 

agonists (Nagode et al, 2011), indicating that endocannabinoid and muscarinic 

modulatory effects may indeed involve similar mechanisms of action. 

 

CA1 subarea of the hippocampal formation has been our main target for years mostly 

because it has a well-defined local circuitry responsible for the major hippocampal 

output to the neocortex, via the Entorhinal and the Subiculum (Amaral and Lavenex, 

2007, Buhl and Whittington, 2007), Since the hippocampus contributes mostly to the 

formation / consolidation of new memories (Akirav, 2011; Lopez-Fernandez et al, 

2007) and this trace is established engaging several cortical areas (Sommer et al, 

2005; Tronel et al, 2002) that will later assume the more lasting responsibility in terms 

of retrieval – “Sistems Consolidation”, the output section of the formation is a more 

than logical option. Hippocampal pyramidal neurons, granule cells and interneurons 

were shown to be immunopositive for M1 and M4 receptors, with a weak M2 staining 

(Rouse and Levey, 1997), with the metabotropic M2/M4 receptors being preferentially 

coupled to the pertussis toxin-sensitive Gi/o proteins (Caulfield and Birdsall, 1998), 

i.e., these muscarinic receptors operate mainly inhibiting cells (Kornisiuk et al., 1995; 

Jerusalinsky et al., 1997; Taylor & Brown, 1999).  

 

Another particularly relevant aspect of M4 receptors is that they are commonly 

expressed as heteroreceptors at the pre-synaptic terminals of either inhibitory or 

excitatory neurons (Rouse and Levey, 1997, Rouse et al., 1999). Similarly, CB1 

receptors are present mainly upon presynaptic terminals of the CCK-expressing 
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subclass of GABAergic/inhibitory interneurons and – with a ~20-times smaller density 

– also upon glutamatergic/excitatory “main” neurons (Kawamura et al. 2006; Xu & 

Chen, 2014), and effectively act as neuromodulators inhibiting the release of 

glutamate and GABA (Elphick and  Egertová, 2001). The presynaptic cell location of 

CB1 receptors in CA1 area GABAergic interneurons allowed a consistent 

interpretation of the observed behavioral effects found with selective drugs in 
memory consolidation and retrieval at least (Quillfeldt and De Oliveira Alvares, 2015). 

Considering that the exact same pharmacological profile was observed in relation to 

M4 muscarinic receptors, and the present findings converge supporting a co-

expression / complementary function of both modulatory subsystems, possibly in the 

same cells - something that remains to be proven - we propose the same circuitry to 

explain the M4 behavioral findings (Jerusalinsky et al., 1998; Ferreira et al, 2001, 
Diehl et al. 2007) - (Figure 4). Since the next logical step would be to assess the 

possibility of both modulatory subsystems actually acting as mutual spare systems, 

one in relation to the other, we believe the present results contribute positively to this 
hypothesis. 

Taken together, our results strongly suggest the necessary participation of both CB1 

and M4 receptors in the dorsal hippocampus as positive modulation of memory 
consolidation on the Contextual Fear Conditioning task and in the participation of 

synaptic plasticity at the synapses in the rat. 
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FIGURE LEGENDS 
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Figure 1: Cannula (A) and electrodes (B) placements: Nissl staining of a coronal 
section showing the cannula lesion and the electrodes (adapted from Paxinos & 
Watson, 1998). Only animals with the correct cannula and electrodes placement 
were considered in the statistical analysis. 
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Figure 2: Experimental design is shown in the top of panel. Data presented as Mean 
± SEM of percent freezing time. (B) Animals infused with CP55,940, MT3 or  
CP55,940+ MT3 immediately after CFC training: only the CP55,940+ MT3 group 
exhibited a significantly lower freezing level in the test (48 h later) compared to its 
control (N = 7, 7, 7 and 12). One-Way ANOVA with Tukey HSD post hoc test, P < 
0.05. 
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Figure3: Hippocampal LTP decay in vivo is regulated by sinergetic effect of CB1 and 
M4. Corresponding representative traces of anesthetized rats infused with vehicle, 
CP 55,940, MT3 and CP 55,940+MT3 15 min before LTP induction. The plot presents 
CA1-evoked synaptic potentials recorded for 80 min (A) with the % of change of 
normalized amplitude in three distinct intervals (1 = baseline response; 2 = treatment 
(10-20 min); 3= after HFS and 4 = 55-60 min after HFS) (n = 3 - 4 per group).  (B) 
The concomitant infusion of CP55,940+MT3 exhibited a significantly lower amplitude 
compared to its control group (N = 4, 3, 3 and 3). One-Way ANOVA with Tukey HSD 
post hoc test, P < 0.05.  
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4. Discussão 

 

4.1. Participação dos receptores CB1 na reconsolidação de uma memória 
aversiva no córtex infralímbico e no hipocampo. 
 

No artigo 1 observamos que existe um forte envolvimento dos receptores CB1 

no córtex infralímbico e no hipocampo durante o processo de reconsolidação da 

memória de medo condicionado contextual. 

 A infusão bilateral do potente agonista CB1, CP55940, no córtex infralímbico e 

no hipocampo dorsal imediatamente após a sessão de reativação da memória de 3 

min. Prejudica a reconsolidação de memória (Fig. 2). Cabe ressaltar que este efeito 

foi mantido em testes subsequentes de 8 dias após a infusão de CP55940, evitando 

recuperação espontânea. 

 Para validarmos o protocolo e a concentração mais efetiva em nosso 

laboratório, realizamos uma curva dose-resposta que nos confere a melhor 

concentração de 5µg/µl (Fig1A). Além disso, utilizamos a subdose (dose sem efeito) 

do antagonista seletivo do receptor CB1, AM251, para reverter o efeito de CP55,940, 

descartando o envolvimento de outros receptores (CB2, GPR55) no processo de 

reconsolidação de memória aversiva.  

 O córtex infralímbico está localizado no córtex pré-frontal (IL) e tem sido 

caracterizado como um complexo de retransmissão de informações que modula o 

comportamento cognitivo (Fincham & Anderson, 2006; Gilmartin & Helmstetter, 

2010), consolidação da memória (Laurent & Westbrook, 2009) e a  extinção da 

memória (Thompson et al., 2010; Izquierdo et al., 2006; Milad & Quirk, 2002), 

através de modulação de neurotransmissores (Mueller, 2008) e amplas conexões 

com outras áreas do cérebro (Barker et al., 2014). Chang et al. (2010), 

demonstraram que lesões focais no IL prejudica a retenção de extinção em ratos 

Sprague-Dawley. Da mesma forma, há amplas evidências sobre o envolvimento de 

IL em extinção de memória a partir de estudos que aplicam a estimulação elétrica 

durante a extinção do medo condicionado, provocando a redução da expressão de 

medo (Milad et al., 2004;. Vidal-Gonzalez et al. ., 2006). 

 Estudos anteriores em nosso laboratório mostraram que o agonista CB1, 

anandamida, apresenta um efeito facilitatório sobre a consolidação da memória. O 
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fato de que o agonista CP55,940 não causou o efeito facilitatório que descrevemos 

anteriormente para a anandamida (De Oliveira Alvares et al., 2008b). Na verdade, a 

infusão pós-reativação da CP55,940 seria mais uma comprovação de resultados 

obtidos do que um estudos de perfusão intracerebrais - por exemplo, avaliar 

diferentes efeitos com infusão de CP55,940 (Ameri, 1999; Wilson & Nicoll, 2002; 

Oliveira Alvares De et al., 2008a;. Quillfeldt e De Oliveira Alvares, 2015, Morena & 

Campolongo, 2014). Em consequência deste fato, tentamos replicar a facilitação da 

consolidação observada com AEA através de uma curva de concentração-resposta 

mais ampla do que foi mostrada no artigo (dados não mostrados), porém sem 

sucesso. 

 Acreditamos que a diferença entre nossos resultados, mesmo que usando um 

agonista do receptor CB1, pode ser atribuída por dois fatores: primeiramente, as 

tarefas comportamentais usadas eram diferentes, no experimento com anandamida 

o treino sobre a consolidação da memória e foi realizado na esquiva inibitória (EI), 

enquanto CP55,940 foi realizado no CAC. Outro fator, que acreditamos ser mais 

relevante, é devido às diferenças entre ambas as substâncias farmacológicas - 

anandamida e CP55,940 - em termos de afinidade, eficácia, potência e, 

especialmente, a seletividade. Enquanto anandamida é apenas um agonista parcial 

dos receptores CB1 e não se liga ao CB2, o mais proeminente do endocanabinóide 

2-AG é um agonista completo para ambos os receptores (Sugiura et al., 1997;. Di 

Marzo & De Petrocellis, 2012). CP55,940, que é muito mais potente do que Δ9-THC 

(Rinaldi-Carmona et al, 1996), tem um perfil farmacológico semelhante ao do 2-AG, 

com um Ki de 0,6 - 5,0 e 0,7 - 2.6 nM para CB1 e CB2, respectivamente (Thomas et 

al., 1998), e também atuam como um antagonista de GPR55 (Kapur et al, 2009). 

Assim, ambos os agonistas, AEA e CP55,940 são seletivos de maneiras diferentes. 

 O efeito facilitador encontrado em nosso laboratório com AEA (De Oliveira 

Alvares et al., 2008a) pode ser explicado pela modulação de endocanabinóide sobre 

os receptores baunilhóides. Genro e colaboradores (2012) demonstraram que o 

antagonista TRPV1, capsazepina, prejudica a consolidação da memória nas duas 

tarefas (EI e CAC), o que é consistente com a ideia de AEA agindo através TRPV1 

(Genro et al., 2012). 

 Com uma concentração eficaz de CP55,940 em mãos iniciamos a investigar 

efeitos sobre reconsolidação da memória no IL e HPC. Após a reativação (3 min. 
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reexposição ao contexto sem choque) a infusão desta droga no IL prejudicou a 

reconsolidação da memória, porém o efeito resistiu a recuperação espontânea por 

pelo menos 8 dias após o treinamento (Figura 2-A). O mesmo efeito foi observado 

com a infusão de a mesma droga e concentração no hipocampo CA1 (Figura 3). 

 Recentemente, foi demonstrado que Δ9-THC sozinho ou co-administrado com 

o canabidiol, foi capaz de prejudicar a reconsolidação de uma memória aversiva até 

22 dias (Stern et al., 2015). Resultados semelhantes foram obtidos com WIN55,212, 

outro agonista CB1, infundido em uma área cortical diferente, o no córtex insular, 

durante a reconsolidação de uma memória aversiva (Kobilo et al., 2007), e na 

amígdala, durante a reconsolidação do sobressalto potenciado pelo medo (Lin et al., 

2006). Com este trabalho somos os primeiros a demonstrar o envolvimento do córtex 

infralímbico na reconsolidação de memória através de um mecanismo mediado por 

receptores CB1. 

 Todos os achados convergem de forma consistente no que nestas áreas 

cerebrais interligadas (IL e HPC) o sistema endocanabinóide atua modulando 

negativamente este processo cognitivo (reconsolidação), e até mesmo de uma forma 

artificial, através do agonista exógeno como CP55,940 foi capaz de inibir o traço de 

memória aversiva quando infundido durante a sua fase lábil (Quillfeldt e De Oliveira 

Alvares, 2015). 
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4.2. Efeito sinergético entre os sistemas endocanabinóide e colinérgico 
muscarínico sobre o processo de consolidação da memória. 
 

 No segundo manuscrito, observamos um claro efeito sinergético entre os 

sistemas colinérgico muscarínico e canabinóides empregando a MT3 e o CP55,940 

no processamento da memória. Para isso, os ratos foram injetados bilateralmente no 

hipocampo dorsal, com uma concentração sem efeito próprio de MT3 + CP55,940 

após o treino. Dois dias após a aquisição da memória o teste revelou um efeito 

amnéstico sobre a consolidação da memória (Figura 2). Contribuindo com esse 

resultado, o mesmo efeito foi observado com a infusão das mesmas concentrações 

em CA1 utilizando o protocolo eletrofisiológico de LTP (Figura 3). 

 Vários estudos indicam que o sistema colinérgico muscarínico e sistema 

canabinóide apresentam muitas semelhanças nos processamentos fisiológicos da 

memória a aprendizagem. Verificamos que os receptores M4 e CB1 são 

abundantemente expressos em regiões encefálicas associados a memória e 

aprendizagem, tais como, hipocampo, amígdala, córtex pré-frontal (Buckley et al., 

1988; Levey AI et al., 1995; Wang, et al., 2014). Além disso, observa as seguintes 

semelhanças, (1) os dois sistemas são metrabotrópicos, (2) as vias de sinalização 

são através da proteína Gi (3) que inibem a adenilato ciclase (4) modulando 

negativamente a liberação de neurotransmissores (Azad, 2004; Sánchez, 2009b, 

Serpa et al., 2015, Guo et al., 2010, McAllister et al., 2002, Shapiro et al., 2001). 

 Através de uma curva dose-resposta do CP55,940 (dados não mostrados), 

utilizamos a concentração sem efeito de 0,1μg/μl microinjetada depois do teste o 

qual não provocou nenhum efeito sobre a consolidação da memória no CAC. O 

mesmo se deu no caso da MT3, através de pesquisa bibliográfico encontramos a 

melhor concentração sem efeito de 1μg/μl sobre a consolidação da memória no CAC 

(Ferreira et al., 2003). 

 Nossos resultados demonstram que a administração das subdoses de MT3 e 

a CP55,940 foram capazes de causar um efeito amnéstico na consolidação no CAC 

quando administrada imediatamente após o treino. Esse resultado nos dá suporte à 

ideia de que existe um claro efeito sinergético entre ambos os sistemas sobre o 

medo condicionado. 

 O efeito amnéstico da CP55,940 e MT3 concomitantes sobre o processo de 

consolidação da memória deve-se principalmente à sua ação inibitória sobre a 
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modulação pós-sináptica. Provavelmente, a MT3 durante a consolidação atue sobre 

os interneurônios GABAérgicos do hipocampo, onde a toxina inibiria a atividade do 

receptor M4, que, por sua vez, modularia negativamente a liberação do 

neurotransmissor inibitório GABA. Isto produziria, então, o efeito amnéstico 

(Jerusalinsky et al., 1995; Ferreira et al., 2003). O processo similar pode ocorrer com 

o sistema endocanabinóide CB1, onde o CP55,940 também promove uma ação 

inibitória sobre a modulação pós-sináptica influenciando no processamento da 

memória  

 Os resultados do presente trabalho mostraram uma clara modulação 

endocanabinóide, tanto da consolidação quanto da reconsolidação da memória, 

envolvendo igualmente receptores CB1 no hipocampo e no córtex infralímbico: o 

efeito amnéstico duradouro observado foi diferente do obtido por nosso grupo 

usando a menos seletiva Anandamida em outra tarefa, a aversiva inibitória (de 

Oliveira Alvares et al., 2008b): as diferenças farmacológicas e entre tarefas 

explicariam, em parte, esses achados contrastantes. Na segunda parte, onde 

estudamos o sinergismo apenas na consolidação, constatamos uma forte interação 

complementar dos subsistemas CB1 e M4 afetando a resposta comportamental com 

efeito amnéstico observado apenas na presença dos dois fármacos juntos 

(CP55,940+MT3, cada qual em concentração subefetiva). A infusão concomitante de 

ambos, nessas mesmas concentrações, também foi capaz de inibir a indução e a 

manutenção da potenciação de longa duração (LTP) na mesma região CA1 

hipocampal, reforçando a hipótese de que a semelhança farmacológica observada 

nos efeitos de cada subsistema, com agonistas ou antagonistas, em cada uma das 

diferentes fases da memória, sugere que cada subsistema atua complementar ao 

outro. 
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5. Conclusão 
 

7.1 A administração intra-hipocampal pós-treino do Condicionamento aversivo 

ao contexto do potente agonista canabinóide, CP55,940, teve um efeito 

amnéstico sobre a consolidação da tarefa somente na concentração de 5 

ug/ul, demonstrando um papel inibitório desse sistema sobre o processo de 

consolidação da memória no hipocampo dorsal. 

 

7.2 A admistração da CP55,940 e AM251 (concentração sem efeito próprio) 

reverteu o efeito amnéstico, o que parece ser mediado pelos receptores CB1. 

 

7.3 A administração bilateral da CP55,940 no hipocampo dorsal, 

imediatamente após a reativação da memória de curta duração (3 min.), inibe 

a reconsolidação da memória na tarefa de condicionamento aversivo ao 

contexto em ratos Wistar. 

 

7.4 A administração bilateral da CP55,940 no córtex infralímbico, 

imediatamente após a reativação da memória de curta duração (3 min), inibe 

a reconsolidação da memória na tarefa de condicionamento aversivo ao 

contexto em ratos Wistar. 

 

7.5 A administração concomitante bilateral da CP55,940 e MT3, agonista 

sintético CB1 e antagonista M4 no hipocampo, imediatamente após o treino, 

inibe a consolidação da memória na tarefa de condicionamento aversivo ao 

contexto em ratos Wistar. 

 

7.6 A mesma concentração da CP55,940 e MT3 (em dose sub efetiva) foi 

capaz de inibir a indução e manutenção da potenciação de longa duração 

(LTP) no hipocampo de rato, sugerindo um mecanismo de ação celular 

comum.  
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