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RESUMO

Sabe-se que o sistema canabindide enddégeno esta envolvido com 0s processos
de formacdo e evocacdo da memodria. Agonistas dos receptores CB1 exibem
diferentes efeitos conforme a via de infusdo, seja ela sistémica, seja local,
atingindo estruturas especificas do encéfalo. Neste estudo pretendemos
estabelecer o perfil farmacolégico-comportamental e eletrofisiolégico do agonista
CP55,940 quando administrado no hipocampo dorsal de ratos, estrutura em que
h& poucos estudos prévios com este farmaco: diferente de outros agonistas como
a WIN55,212 e mesmo a pouco seletiva anandamida, o CP55,940 restringe-se a
receptores canabinéides e chega a ser mais potente que o A>-THC, embora nao
discrimine entre os receptores CB1 (central) e CB2 (periférico). Os farmacos foram
infundidos bilateralmente, em diferentes concentragcbes, na area CAl do
hipocampo, imediatamente apds o treino ou antes do teste na tarefa de
Condicionamento Aversivo ao Contexto (CAC), visando estudar seus efeitos,
respectivamente, na consolidacdo e na evocacdo da memoria. A CP55,940 pos-
treino foi amnéstica apenas na concentracdo de 5 pg/pl, e esse efeito foi revertido
pelo antagonista AM251, seletivo para CB1, em concentracdo sem efeito proprio,
comprovando tal efeito dever-se a acdo sobre os receptores CB1. O mesmo efeito
foi observado 24h apds o treino, na infusdo pré-teste, se bem que agora a
CP55,940 foi efetiva também em concentracfes mais baixas, sugerindo que 0s
receptores desse sistema enddgeno tenham ficado mais sensiveis a seus ligantes

em funcdo do aprendizado; a seletividade por CB1 neste caso, porém, nao ficou



claramente atestada pois o efeito de 5 pg/pl de CP55,940 so6 foi revertido com uma
concentragdo maior de AM251. Na eletrofisiologia, uma concentragédo de
CP55,940 comparavel a efetiva sobre a CAC (10uM), ndo foi capaz de inibir a
inducdo da LTP, ja que a potenciagdo s6 se sustentou por cerca de 30min — ndo
passou de uma LTP. Esses resultados reforgcam e diversificam estudos anteriores,
inclusive de nosso grupo, que comprovam a participacéo dos receptores CB1 na
formacdo elou evocacdo de novas memoérias aversivas, bem como possiveis
alteracfes plasticas na densidade desses receptores em funcdo da experiéncia
cognitiva, embora ndo necessariamente mediadas por eventos sinapticos plasticos

como a LTP.



ABSTRACT

The endogenous cannabiboid system is known to be involved memory formation
and retrieval processes. CB1 agonists may cause different effects according to the
administration pathway, be it systemic or locall/intrastructure. Here we try to
establish the behavioral-pharmacologic and electrophysiologic profile of the agonist
CP55,940 infused into the rat dorsal hippocampus, a structure less studied with
this drug: different from other agonists such as WIN55,212 or even the poorly
selective anandamida, CP55,940 sticks only to cannabinoid receptors and is more
potent than A°-THC, but does not distinguish between central CB1 and peripherical
CB2 receptors. The drug was infused bilaterally in different concentrations into the
CALl area of the hippocampus, right after training or pre-test in the Context Fear
Conditioning (CFC) task, in order to study its effects upon memory consolidation
and retrieval, respectively. Post-training CP55,940 was amnestic only at 5 pg/ul,
and the CB1-selective antagonist AM251 reverted this effect in a concentration
without action per se, which proves that the original effect is mediated by CB1
receptors. The same amnestic effect was observed 24h after training, in the pretest
infusion, only that now CP55,940 was affective also with lower concentrations,
suggesting that these receptors are now more sensitive to its endogenous ligands
due to learning; CB1-selectivity, however, is not clearly proven here since 5 ug/ul
of CP55,940 was reverted only by a higher concentration of AM251. In
electrophysiology, a concentration of CP55,940 compatible with that found
effective upon CFC (10uM), was not able to block LTP induction, since the

potentiation was not sustained for more than 30min — it was only a STP. These



results teinforce and diversify previous findings, including some from our own lab,
that prove the involvement of CB1 receptors in memory consolidation and/or recall,
as well as possible plastic changes in receptor density due to the cognitive
experience, despite not necessarily mediated by plastic synaptic events such as

LTP.
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1. INTRODUCAO

A memoria é 0 processo cujas experiéncias comportamentais formam um
traco duradouro. Ou seja, € a capacidade que um individuo tem de armazenar as
informacdes. Mas para que esse processo ocorra, € necessario um tempo para que o
traco de memoéria se consolide em algumas regies do encéfalo. As fases do
processamento da memoria sao divididas em trés etapas: aquisicdo, consolidacao e
evocacao (Quillfeldt, 1994).

A Aquisicdo é o momento em que o individuo responde aos estimulos que
levardo a formagdo de uma memoria, também conhecido como “aprendizagem”. Em
seguida, vem a consolidacao, periodo em que o traco de memodria é relativamente
instavel e esta sendo modulado por varias informacdes sobre o ambiente (McGaugh,
Roozendaal & Cahill, 1999).

O hipocampo € a principal estrutura onde se formam as memaorias
declarativas. A funcdo dos receptores metabotropicos CB1 no hipocampo esta
relacionada a mudancas plasticas e memdrias de experiéncias comportamentais. Os
receptores canabindides do tipo CB1 sdo os mais abundantes receptores
metabotropicos do encéfalo, sendo encontrados principalmente em areas
classicamente relacionadas com o aprendizado e memadria como hipocampo, cortex,
nucleos da base e cerebelo (Wilson e Nicoll, 2002; Ameri, 1999; Hampson &

Deadwyler, 1998, 2000; Marsicano et al., 2002).



Em funcéo de trabalhos anteriores de nosso grupo, acreditamos que esses
receptores modulam tanto a plasticidade singptica no hipocampo, quanto a
consolidacdo e evocacdo da memoria. Para investigar essa hipotese, foram
microinjetados AM251 (antagonista do receptor CB1) e anandamida (agonista do
receptor CB1l), o que acarretou um efeito amnésico e facilitatorio sobre a
consolidacdo, respectivamente. Entretanto, a administracdo pré-teste de AM251
provocou um efeito facilitatorio sobre a evocacdo da memoria (De Oliveira Alvares et
al., 2006, 2008).

Neste trabalho, entdo, investigamos a acdo do sistema endocanabindide sobre
a consolidacdo e evocacdo da memdria utilizando outro farmaco, o agonista nao
seletivo CB1 conhecido como CP55,940, administrado intrahipocampalmente seja
pos-treino (efeito na consolidacdo), ou pré-teste (efeito na evocacao), em diferentes
concentracbes. Para verificar sua especificidade aos receptores CB1, tentar-se-a
reverter os efeitos encontrados com a infusdo concomitante do antagonista seletivo
CB1 AM251 em concentracfes sem efeito proprio.

Além disso, estudamos as propriedades elétricas do hipocampo
(eletrofisiologia), pois 0 aprendizado e a memaria ocorrem através das modificacoes
das func¢des sinapticas, em particular envolvendo fenbmenos como a potenciacao de

longa duracao na regido envolvida com a consolidacao do tragco de memodria.



1.1. MEMORIA E APRENDIZAGEM

A memoéria é uma das func¢des cognitivas mais complexas que a natureza
produziu e as evidéncias cientificas sugerem que o aprendizado de novas
informagdes e 0 seu armazenamento causem alteragbes estruturais no sistema
nervoso (Reis, 2009).

Grande parte do processo de consolidagdo da memoria ocorre nas primeiras
horas apés o aprendizado e envolve uma série de mudancgas na conectividade
sinaptica em circuitos locais do hipocampo. Mas a estabilizacdo das informacdes é
um processo mais prolongado, que depende de uma gradual reorganizacédo e
progressivamente torna-se independente do hipocampo, passando a ser
armazenada difusamente no coértex cerebral, o que é conhecido como consolidacéo
sistémica da memoaria (Frankland et al., 2005).

Sempre que nos lembramos de algo, ou seja, evocando uma memdria, estamos
tendo acesso ao que foi armazenado e, geralmente, adicionam-se novas
informacfes aquela memoria: conseguentemente, trata-se de uma constante

reconstrucdo (Dalmaz & Neto, 2004).

1.2. CLASSIFICACAO DA MEMORIA

A memoria pode ser classificada em diferentes formas com base nas suas

caracteristicas. Entre as classificacdes, podemos citar quanto ao tipo, que pode ser
3



entre declarativa e ndo-declarativa, ou quanto a duragdo, que pode ser de trabalho

ou imediata, curta duracao, longa duracéo e remota (McGaugh et al., 2000).

1.2.1. MEMORIA DECLARATIVA

A memoria declarativa, também classificada como explicita, é a capacidade que
o individuo tem de expressar um fato ou evento. Por isso, ela se subdivide em
semantica ou episodica. A memoria semantica refere-se a fatos, ou seja, conceitos
gue aprendemos durante a graduacdo, ensino medio e fundamental (portugués,
matematica...). Enquanto a memoria episédica refere-se a eventos do passado, por
exemplo, o dia do seu casamento, o nascimento de um filho. Esse tipo de memoria é
frequentemente facil de formar e também de ser esquecida e, geralmente, é
disponivel para evocacao consciente (Agrest, 2001).

Cabe ressaltar que a memoria do tipo declarativa depende da integridade do

lobo temporal e do diencéfalo (Barense et al., 2010).

1.2.2 MEMORIA NAO-DECLARATIVA

A memoria ndo-declarativa refere-se a capacidade de reter informacfes que
nao podem ser verbalizadas. Ela também pode ser chamada de memoéria de

procedimento, ou seja, que armazena informacfes relacionadas a aquisicdo de
4



habilidades, habitos e comportamentos motores: por exemplo, andar de bicicleta,
nadar, tocar um instrumento. A formacdo de uma memadria ndo-declarativa tende a
requerer repeticdo e pratica durante um periodo mais longo, mas essas memarias
tém menor probabilidade de serem esquecidas (Setlow et al, 2000)

A aprendizagem e o armazenamento das memadrias de procedimentos do tipo
motor dependem das aferéncias corticais de areas sensoriais de associacdo para 0s
nacleos da base, principalmente o estriado (Kreitzer et al, 2008).

De modo a adaptar esse conceito ao uso em animais, que nao utilizam a
verbalizagdo, hoje emprega-se mais o termo memadria implicita para referir-se a
memoria nado-declarativa, € memoria explicita como equivalente da memodria

declarativa (Squire et al.,1987).

1.2.3. MEMORIA DE CURTA E LONGA DURACAO

A memoria também pode ser classificada de acordo com o tempo em que uma
determinada informacéo fica armazenada.

As memorias de curta duracdo sdo memorias que duram segundos ou horas e
gue estdo vulneraveis a perturbacbes. A memoéria de longa duracdo pode ser
recordada apos dias, meses ou anos depois de serem armazenadas (Izquierdo et al.,

1998).



Para armazenar uma informacgéo de longo prazo, é necesséria a consolidacao
das informacdes (Dudai, 2004). Desde 1893, através de estudos de Ramoén & Cajal,
postula-se que essa acdo obedece a uma certa dinamica morfolégica nas sinapses.

Posteriormente, estudos sugerem que as memdrias seriam armazenadas na
forma de memoria de curta duragdo e, seletivamente dependendo da importancia
atribuida a informacado, sao convertidas em memoria de longa duracdo através da
consolidacdo da memodria. Entretanto, a consolidacdo da memdria ndo requer
necessariamente a memoria de curto prazo como intermedidria. Tanto a memaria de
curta duracdo quanto a memoéria de longa duracdo podem existir em paralelo

(Izquierdo, 1992).

1.2.4. MEMORIA DE TRABALHO

A memoria de trabalho também é conhecida como memoria imediata, onde o
armazenamento de uma informacdo dura poucos segundos. Ela é utilizada em
momentos que precisamos reter uma informacdo por um tempo limitado, por
exemplo, repetir o nimero de telefone para si mesmo até discarmos, sendo que, no
momento que falamos ao telefone, esquecemos o niumero (Cowan, 2008).

Esse tipo de memodria ndo requer um traco de memdria estavel, ou seja, ndo
necessita da plasticidade sinaptica relativamente duradoura para que ocorra a

consolidacdo. A memodria de trabalho € processada principalmente no cértex pré-



frontal, cujos neurénios ficam ativados até a resolugcdo do problema para manter o

foco da atencao (Izquierdo, 2002).

1.3. AMNESIA

E normal esquecermos fatos ou eventos da vida diaria. Porém, a amnésia €
caracterizada como uma perda da memodria e / ou da capacidade de aprender. Apés
uma alteracao cerebral, a perda da memoria pode se manifestar de duas formas, que
sdo: amnésia retrégrada e amnésia anterégrada (Squire et al., 1997).

Amnésia retrograda se refere a perda da memodria para eventos antes do
trauma. E a amnésia anterograda € a incapacidade de formar novas memodrias

declarativas apoés a alteracao cerebral (Milner et al., 2005).

1.4. ESTRUTURAS CEREBRAIS ENVOLVIDAS COM A MEMORIA — ENGRAMA

O engrama € a localizacdo da memdria e também é conhecido como traco de
memoaria (Gerber et al., 2004).

Evidéncias indicam que ndo existe apenas um locus para memoria. Desde
1949, Hebb postula que o armazenamento da memoria é distribuido em varias

regides do encéfalo (Hebb, 1949).



O lobo temporal medial é uma regido importante de armazenamento da
memoria de longo prazo, pois possui um grupo de estruturas interconectadas que
atuam no processamento e da memoria declarativa, tais como: hipocampo, amigdala,
cortex entorrinal, cortex perirrinal e cortex para-hipocampal (Eichenbaum, 2004;
Pelletier, 2008; Lima, 2009; Ramos, 2008; Alvarez & Squire 1994).

O diencéfalo também estd envolvido com a memoéria e amnésia,
principalmente o tadlamo (nucleo anterior e dorsomedial) e o hipotalamo (corpos
mamilares). Essas estruturas, além de participarem do processamento da memodria,
atuam na mediacao e expressao da emocao (Carvalho-Netto et al., 2010).

Ja a amigdala € fundamental para formacdo de memoarias relacionadas com
componentes de atencéo e emocao (Lazzaro et al., 2010). A area septal medial tem
funcdo semelhante a do complexo amigdalbide, ou seja, regulacdo dos processos
emocionais (Elvander et al., 2006).

O hipocampo, a amigdala e o cortex entorrinal sdo interconectados por vias
aferentes e eferentes. O cortex entorrinal tem conexfes com o cortex parietal
posterior e cortex pré-frontal. Todas essas estruturas desempenham papeis de forma
integrada na meméria (Quillfeldt et al., 1996; Izquierdo et al., 1997; Lorenzini et al.,

1999).



1.4.1. HIPOCAMPO

O hipocampo é uma estrutura localizada no cértex temporal medial e esta
envolvido, por exemplo, com a formacdo da memdria declarativa. Ele é a principal
regido em que se formam as memoérias complexas e € modulado por muitas
estruturas encefalicas, tais como, amigdala, septo medial e nlcleo basalis de
Meynert.

Uma grande via de entrada de informac¢des no hipocampo é proveniente do
cortex entorrinal e a eferéncia do hipocampo é através do fornix (Cooper &

Lowenstein, 2001).

1.5. POTENCIACAO DE LONGA DURACAO — LTP

A eletrofisiologia consiste no estudo das propriedades elétricas em células e
tecidos. A base biologica para o aprendizado e a memdria ocorre principalmente
através das modificacGes da funcao sinaptica (Wang et al., 2006)

Sabendo que plasticidade € a capacidade do sistema nervoso de alterar o
funcionamento do sistema motor e perceptivo baseado nas mudancas ambientais.
Entdo, a plasticidade das funcdes sinapticas pode acarretar uma potenciacdo ou
depressdo de potenciacdo para uma posterior consolidacdo da memoria (Zhang,

2010).



As informacdes chegam no hipocampo através do cortex entorrinal, pela via
perforante, que faz sinapse com o giro denteado. Os axdnios 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 axodnios,
chamados colateral de Schaffer, que seguem para CAl. Além disso, feixes das
células piramidais de CA3 podem deixar o hipocampo através do fornix (Izquierdo et
al., 2002).

Estimulos elétricos na colateral de Schaffer podem provocar uma potenciacéo
de longa duracdo que pode durar muitas horas, semanas e, acredita-se que até por
toda a vida, assim como as memorias declarativas (Miller & Mayford, 1999).

A maioria das sinapses excitatorias cerebrais € glutamatérgica. Existem varios
tipos de receptores de glutamado, tais como: AMPA, Cainato, NMDA e
metabotropicos (Genoux & Montgomery, 2007).

Apés a liberacdo de glutamato na fenda sinaptica, principalmente os
receptores do tipo AMPA sdo ativados, permitindo a entrada de ions Na’,
acarretando uma despolarizacdo no neurbnio poés-sinaptico. A despolarizacao
promove a saida do fon Mg*? dos canais ionotrépicos dos receptores NMDA, que
permite a passagem do Ca*? (Burnashev, 1992). O aumento de Ca'? no meio
intracelular ativa varias enzimas, tais como: a proteina cinase A (PKA) e a proteina
cinase dependente de Ca*?-calmodulina do tipo 2 (CaMKII). Essas proteinas cinases
fosforilam uma série de proteinas; por exemplo, elas podem ativar os receptores

AMPA e estimular a insercdo desses receptores na membrana pos-sinaptica. Esse

10



mecanismo € fundamental para que ocorra a LTP, um tipo de plasticidade que pode
contribuir para a formacdo de memodrias declarativas (Shifman et al., 2006).

Além disso, a proteina cinase A, a qual depende da ativacdo da adenilato
ciclase que cataliza a conversdo de ATP em AMPc, fosforila a proteina CREB, que
encontra-se no nucleo da célula, a qual ativa varios loci génicos e induz a sintese de
RNAmM de uma série de proteinas que sdo usadas posteriormente para constituir
novos receptores, o que também contribui para a efetividade da LTP (Wang et al.,
2006).

As proteinas cinases contribuem para a manutencdo de uma modificacao
sinaptica, mas provavelmente apenas por um tempo, minutos ou horas. ApGs esse
tempo, um dos artefatos para a memoria de longa duracédo € a sintese de novas
proteinas que sdo usadas para organizar novas sinapses e possibilitar a retencdo da
memoria. Por exemplo, a proteina cinase M (PKM{) mantém as memarias através

da regulacao de GIuR2 para ativar receptores AMPA. (Migues et al, 2010).

1.6. SISTEMA ENDOCANABINOIDE

A Cannabis sativa (maconha ou marijuana), conhecida como canhamo, é
cultivada ha mais de cinco mil anos para a producdo de cordas e fitas utilizadas na
confeccdo de tecidos. Desde 2600 A.C. essa planta € consumida pelos chineses,

para tratar caimbras, dores reumaticas e menstruais (Mechoulam et al, 1986). Anos

11



mais tarde, seu principio ativo foi isolado e sua estrutura quimica pode ser descrita, 0
tetra-hidrocanabinol (THC) (Gaoni et al, 1964).

Atualmente, inUmeros anélogos sintéticos da C. sativa sdo prescritos como
antieméticos (para alivio dos sintomas relacionados com o enjéo, as nauseas e 0s
vomitos), estimulantes do apetite aos pacientes com doencas oncoldgicas e em uso
de quimioterapicos. (Aggarwal et al., 2009)

O sistema endocanabindide é um sistema de sinalizacdo enddégena que atua
fisiologicamente em vérias funcdes do sistema nervoso central (SNC) e sistema
nervoso periférico (SNP), por exemplo, na emocéo, controle alimentar, nas funcdes
motoras, entre outros (Ameri, 1999).

O primeiro ligante fisiologico identificado dos receptores canabindides foi a
anandamina, em 1992. Os agonistas endogenos mais estudados sdo anandamina e
2- araquidonoilglicerol (2-AG).

O primeiro receptor do sistema endocanabindide a ser identificado foi em 1988
(Devane et al, 1988). Porém, apenas em 1993 ele foi denominado receptor CB1. Em
seguida, um outro receptor foi identificado e foi chamado de CB2 (Munro et al, 1993)

Os receptores CB1 e CB2 séo do tipo metabotrépicos encontrados no SNC
(Howlett et al, 2002), sendo que o mais abundante é o receptor CB1l, e estédo
acoplados a uma proteina Gi/o. Quando o neuromodulador se liga neste receptor,
ativa-se a Proteina G. Esta inibe a atividade da adenilato-ciclases e,
consequentemente, os canais de Ca2+ dependentes de voltagem ficam fechados.

Além disso, a proteina G pode ativar a proteina cinase ativada por mitégeno (MAPK),
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gue atua sobre os canais de K+ permitindo sua abertura para o fluxo de ions

(McAllister et al, 2002) (Figura 1.1).

Pre-sinaptico

Neurotransmissores
Classicos ¢

°
Endocanabindide

Figura 1.1

Mecanismo de acéo do endocanabindide sobre o receptor CB1

O neuromodulador do tipo endocanabindide é clivado na membrana pos-
sinaptica e liberado para o0 neurbnio pré-singptico. Devido esse fato, os
endocanabinéides sdo denominados mensageiros retrogrados regulando a

transmissao sinaptica (Wilson& Nicoll, 2002).
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Os endocanabindides sdo pequenas moléculas lipidicas derivadas de &cidos
graxos poliinsaturados de cadeia longa, principalmente do acido araquidénico. A
anandamida e 2-AG sdo sintetizados a partir de fosfolipidios de membrana em
neurbnios pos-sinapticos, sendo o0 aumento de calcio intracelular o fator
desencadeante, através da acdo das enzimas N-acilfosfatidiletanolamida-fosfolipase
D seletiva (NAPE-PLD) e diacilglicerol lipase (DAG lipase), respectivamente. A
hidrolizagdo da anandamida ocorre através das enzimas hidrolase &cida amina graxa
(FAAH) e do 2-AG pela monoacilglicerol lipase (MAG Lipase). Os endocanabinéides
agem localmente e sdo produzidos sob demanda (Di Marzo et al, 1998), conforme

mostrado na figura 1.2.

Remodelagem de Fosfolipides

Precursores derivados RZ:I'f"tg \ L rom
defosfolipides" (b (XD
Mﬂ.F"E—F"LD¢ iDAGLipaw

2 OH

OH

2-Araquidonoilglicerol

MHG Lipase

v~ C_::,Vi =

Figura 1.2

Formacao e inativacdo dos endocanabindide.
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1.7. SISTEMA ENDOCANABINOIDE E MEMORIA

Evidéncias indicam que o sistema endocanabindide estd envolvido com
comportamento. Varios estudos mostram que agonistas de canabindides
comprometem a aprendizagem e a memodria (Lichtman et al, 1995; Pamplona &
Takahashi, 2006; Abush & Aquirav, 2010).

Pensando sobre o mesmo assunto, mas tracando caminhos diferentes sobre
os efeitos de agonistas de canabindides, nosso grupo postulou que a aprendizagem
nao segue, necessariamente, esses padroes simples. Principalmente quando os
processos de memaria emocionais estdo envolvidos (por exemplo, o medo), podendo
ter um efeito facilitatério sobre a consolidacdo da memdria na tarefa da esquiva
inibitéria (De Oliveira Alvares et al, 2008). Neste trabalho, a microinfusdo do agonista
seletivo no hipocampo dorsal anandamida (0,17ng/lado) teve um efeito facilitatério
sobre a consolidacdo da memoria. Entretanto, ndo encontraram efeito sobre a
evocacgao e aquisicdo da memoria na mesma tarefa. Além disso, a micro infusdo de
antagonista do receptor CB1, AM251 (5,5 ng/lado), provocou um efeito facilitatério
sobre a evocacdo da memaria e amnésico sobre a consolidacdo. Porém, ndo houve

efeito sobre a aquisicdo da memoria (Tabela 1).
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Tabela 1

Aquisicao Consolidacao Evocacao
AM251 @ l T
Anandamida @ T @

@ - Sem efeito
t - Efeito facilitatorio

l - Efeito amnésico

Outros estudos postulam que administracdo do agonista de canabindide induz
déficit em vérias tarefas dependente de hipocampo, tais como, labirinto radial e
aquatico (lwasaki et al., 1992; Lichtman et al., 1995; Ferrari et al., 1999; Varvel et al.,
2001; Da Silva & Takahashi, 2002).

Além disso, microinfusdo de agonista de receptor de canabindide no
hipocampo altera o desempenho dos animais no labirinto radial e no labirinto em T
(Lichtman et al, 1995; Egashira et al, 2002; Suenega & Ichitani, 2004), sugerindo que
0s receptores CB1 hipocampais estejam envolvidos com o0 processamento da
aprendizagem e memoaria.

Na Figura 1.3 podemos observar alguns agonistas e antagonistas do receptor

CB1.
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AGONISTAS CANABINOIDES

CP 55,840
N3o-classico
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} Cci— W
a ch
SR141716A AM251

Figura 1.3

Agonistas e antagonistas do receptor de endocabindides
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi verificar o efeito do agonista CP55,940

sobre os processos de consolidacao e evocacdo da memoria aversiva da tarefa de

Condicionamento Aversivo Contextual (CAC), bem como seu papel na indugéo da

potenciacao de longa duracgéo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Estudar os efeitos da administracao intrahipocampal pos-treino de diferentes

2.2.2.

2.2.3.

2.2.4.

concentragdes de CP55,940 na tarefa de CAC - Condicionamento Aversivo ao
Contexto (curva dose-resposta);

Estudar os efeitos da administracdo intrahipocampal pods-treino de
concentracdo efetiva de CP55,940 concomitante a uma concentracdo sem
efeito préprio de AM251 na tarefa de CAC;

Estudar os efeitos da admistracdo intrahipocampal pos-treino CP55,940 em
baixas concentracdes na tarefa de CAC;
Estudar os efeitos da admistracéo intrahipocampal pré-teste de CP55,940 na

tarefa de CAC (curva dose-resposta);
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2.2.5. Estudar os efeitos da administragdo intrahipocampal pré-teste de
concentragédo efetiva de CP55,940 concomitante a uma concentragdo sem
efeito proprio de AM251 na tarefa de CAC;

2.2.6. Estudar os efeitos de CP55,940 sobre a inducdo e manutencdo da

Potenciacao de longa duracéao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS PARA TESTE COMPORTAMENTAL

Foram utilizados ratos Wistar machos com 2 a 3 meses de idade e pesando
de 250 a 300 gramas, fornecidos pelo Centro de Reproduc¢éo e Experimentagcdo com
Animais de Laboratério (CREAL) do Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Campus Centro), transportados e
mantidos no Ratéario do Laboratério de Psicobiologia e Neurocomputagédo (LPBNC)
no Departamento de Biofisica (Campus do Vale).

O ambiente do ratario era climatizado (22-26°C, unidade constante) e
submetido a um ciclo de iluminacdo de 12h claro / 12h escuro (luzes acesas das 6 as
18 h durante todo o ano). Racdo padronizada e agua fresca eram fornecidas ad

libitum.

3.2. ANESTESIA

Antes de serem submetidos a um procedimento cirargico, 0S animais
receberam anestesia intraperitonial, com uma combinacdo de cetamina (Dopalen, da
Agribrands) e Xilazina (Anasedan, da Agribrands), numa mistura de 75 e 10mg/Kg,

respectivamente.
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A cetamina é um anestésico geral de agdo rapida produzindo uma profunda
analgesia. Enquanto a Xilasina provoca um estado de sedacdo, analgesia e um
acentuado relaxamento muscular.

Depois de confirmada a auséncia de resposta a estimulos nociceptivos (perda

de sensibilidade), iniciavam-se os procedimentos cirlrgicos.

3.3. PROCEDIMENTOS CIRURGICOS PARA COMPORTAMENTO

ApOs estarem anestesiados, 0s animais eram tricotomizados, colocados num
esterotaxico para ratos (Figura 3.1) e uma incisdo a bisturi expunha a calota
craniana. Depois da retirada do periésteo, visualizavamos o Bregma, ponto que
serve de referéncia para as coordenadas estereotaxicas adaptadas a partir do atlas
de Paxinos & Watson (1997). Cabe ressaltar que essas coordenadas foram
confirmadas com a realizacdo de cirurgias-piloto previamente estabelecidas no
LPBNC. Para a regido hipocampal dorsal as coordenadas utilizadas foram, em

centimetros:

antero-posterior (AP) - 0,40 cm
(posi¢éo com relagé@o ao bregma)

latero-lateral (LL) +/- 0,30 cm
(posi¢édo com relagéo a linha sagital)
dorso-ventral (DV) - 0,16 cm

(posicéo abaixo da dura-mater)
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Em seguida, com a utilizagdo de uma broca odontoldgica, foram realizados
orificios bilaterais nos locais correspondentes as coordenadas AP e LL do hipocampo
dorsal.

Canulas de aco, previamente autoclavadas, confeccionadas a partir de
agulhas hipodérmicas com calibre 22 e medindo 9 milimetros, eram posicionadas
sobre cada orificio presas a uma cénula guia de aco inoxidavel (diametro externo de
0,7mm, calibre 27 e diametro interno de 0,3 mm) que, por sua vez, estava fixada na
torre do estereotaxico. Em seguida, as canulas eram baixadas lentamente através da
torre mével do estereotaxico até encostarem na dura-mater, a partir da qual se
calculava a coordenada DV.

Apoés as canulas estarem no ponto correto, com a ponta a um milimetro acima
da regido do hipocampo dorsal, elas eram fixadas no cranio utilizando um acrilico
autopolimerizante. Além disso, um parafuso também era colocado em um orificio
feito no 0sso occipital para garantir a permanéncia do “capacete” na cabega do
animal durante todo o periodo experimental.

Através das canulas eram introduzidas agulhas finas (Mizzy) com diametro
externo de 0,3mm e 1 cm de comprimento, por onde as drogas foram injetadas. A
mizzy penetrava 1 mm a mais que a canula, evitando assim que a droga subisse por
capilaridade no espaco entre a mizzy e a canula, alterando a quantidade de
substancia administrada na estrutura.

Cada céanula era fixada com acrilico dentario que, quando seco, formava um

“capacete” sobre o cranio.
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Figura 3.1
Cirurgia estereotaxica para implantacéo bilateral de canulas no hipocampo dorsal.
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3.3.1. POS-OPERATORIO: RECUPERACAO DOS ANIMAIS

Imediatamente ap0és a cirurgia, 0s animais eram colocados em uma caixa de
recuperacdo, onde permaneciam aquecidos por meio de uma lampada
incandescente vermelha (invisivel para os roedores) até despertarem da anestesia.
Em seguida, retornavam para a caixa de origem. Apds um periodo de recuperacéo

de 3 a 4 dias, 0s animais estavam prontos para os procedimentos comportamentais.

3.3.2. TAREFA DE CONDICIONAMENTO AVERSIVO AO CONTEXTO

A tarefa de condionamento aversivo (CAC) era realizada numa camara de
observacao (29 X 19 X 29 cm?) com duas paredes de chapas galvanizadas, uma de
madeira e outra de acrilico permitindo a visualizacdo do animal. O assoalho é
formado por barras metalicas, onde € possivel a apresentacdo de choques ao
animal. A iluminacéo era feita com uma lampada fluorescente branca (Figura 3.2).

Os animais foram retirados do ratario do LPBNC e colocados numa sala de
experimento, também climatizada, por um periodo de aproximadamente 10 minutos
antes de se iniciar o experimento.

Para o treino, o rato era colocado dentro da caixa sobre as barras metalicas e,
ap6s 3 minutos de exploracdo, eram aplicados 2 choques de 0,7 mA (2s). Ap6s 30
segundos, eram aplicados mais 2 choques com o mesmo tempo e intensidade. O

rato era retirado quando se completavam os 4 minutos.
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O teste geralmente ocorria 24 horas apds o treino. O animal foi colocado,
novamente, no contexto aversivo por 4 minutos, onde o tempo de congelamento era

guantificado.
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Figura 3.2
Tarefa de Condicionamento Aversivo ao Contexto
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3.3.3. PREPARACAO E ADMINISTRACAO DOS FARMACOS

Para investigar tanto a consolidacdo quanto a evocacdo da memoria eram
infundidos farmacos nos animais, respectivamente, apés o teste ou antes do treino.
Os animais foram divididos em grupos e receberam infusédo bilateral de CP 55940
(0,01pg/pl, 0,1 pg/ul, 1 pg/pl, 5 pg/ul ou 10 pg/ul, Tocris), AM251 (0,2uM ou 1uM,
Tocris) ou veiculo ( DMSO 8% em TFS).

A droga era administrada através de uma microsseringa Hamilton de 10l
conectada a uma mangueira de polietileno, onde a sua outra extremidade esta
conectada a uma agulha muito fina, mizzy.

Apés o animal ser imobilizado, posicionava-se a mizzy cuidadosamente
através da canula que estava fixada na cabeca do animal e a injecédo era feita pelo
sistema propulsor automatico que a Hamilton possibilita.

e Volume: 0,50 pl/hora

e Velocidade: 20,0 pl/hora

Completada a infusdo de 0,5 pl, aguardava-se alguns segundos antes de se
remover a mizzy, para se garantir a absorcao/difusdo dos farmacos no tecido,
evitando o refluxo. Cada operacdo de injecdo foi realizada simultaneamente em
ambos os lados.

Dependendo da fase da memdria a ser estudada, os farmacos eram

administrados em tempos distintos: para avaliar a consolidacdo da memdria, os
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farmacos eram administrados imediatamente apds o treino; para avaliar a evocacao

da memodria, os farmacos eram administrados 15min antes do teste.

3.3.4. CONTROLE DO POSICIONAMENTO DAS CANULAS

No final de cada experimento, 0os animais eram sacrificados e injetava-se 0,5
pl de azul de metileno em cada uma das cénulas. Depois, 0s encéfalos eram
dissecados e colocados em solucéo de formaldeido a 10%.

Apos a fixagdo do tecido, cortavam-se os encéfalos e analisavam-se o
posicionamento das canulas. Os animais que apresentaram posicionamentos
incorretos das canulas eram excluidos da analise estatistica.

Alguns encéfalos foram dissecados a partir de animais perfundidos
intracardiacamente, seccionados em vibratomo e impregnados com cresil violeta

(técnica histolégca de Nissl — ver Figura 3.3).
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Figura 3.3
Fotografia de corte coronal do cérebro de rato no nivel do hipocampo corado pela técnica
de Nissl. As setas indicam o posicionamento das canulas acima do hipocampo dorsal.
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3.3.5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados comportamentais (% de tempo de congelamento no CAC) foram
inicialmente avaliados para saber se estavam distribuidos normalmente (teste de
Kolmogorov-Smirnov com correcao Lilliefors, P<0,05): como estavam, foi possivel
utilizar-se testes estatisticos paramétricos.

A seguir, os dados comportamentais - ou quantidade % de tempo de
congelamento - foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) de uma via,
tendo como fatores os grupos e a sessao (avaliou-se apenas o teste). Os resultados
eram, entdo, ordenados utilizando-se o teste post hoc de Tukey para multiplas

comparacdes com significancia P < 0,05.

3.4. PROCEDIMENTO ELETROFISIOLOGICO

3.4.1. ANIMAL

Eram utilizados ratos Wistar machos até 2 meses de idade e pesando de 100
a 150 gramas, fornecidos pelo Instituto de Biologia Celular e Neurociéncias da
Facultad de Medicina da Universidade de Buenos Aires, onde estes experimentos

foram realizados.
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Os ratos ficavam confinados em gaiolas com no maximo 5 animais e eram

limpas 2 vezes por semana. Os animais tinham acesso livre ao alimento.

3.4.2. PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Imediatamente apds o rato ser decapitado, sua cabeca era introduzida no gelo
com o focinho para cima para que 0 sangue escorresse. Em seguida, dissecava-se o
encéfalo, que era mergulhado num recipiente com liquido cefalorraquidiano artificial e
gas carbogénio (5% CO,, 95% O,) para que o sangue fosse lavado.

Cortava-se a parte frontal e cerebelar usando duas laminas, e cortes coronais
de 400um de espessura eram obtidos no vibratomo. ApoOs separar-se 0 hipocampo
do encéfalo cuidadosamente com um pincel, o0 mesmo era incubado em liquido
cefalorraquidiano artificial (Selig e Malenka, 1997), borbulhando com gas carbogénio
e em temperatura ambiente. (Figura 3.4)

Apés duas horas de estabilizacdo o corte era posicionado na camara de
registro, perfundido continuamente com liquido cefalo-raquidiano artificial e

posicionavam-se 0s eletrodos de estimulo e registro no hipocampo.
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Figura 3.4
(a) Corte do encéfalo para obtencéo das fatias de hipocampo. (B) Corte coronal mostrando a estrutura
hipocampal. (C) Fatia do hipocampo de 400 um fixado na camara de registro.
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3.4.3. POSICIONAMENTO DOS ELETRODOS

Preparacao do eletrodo de registro: o capilar de vidro era estirado no puxador
de micropipeta (World Precision Instruments, modelo Pul-2). Depois, o liquido
cefalorraquidiano artificial era inserido no interior do capilar de vidro. Em seguida,
dobra-se cuidadosamente o capilar utilizando a chama de um isqueiro.

Posicionamento do eletrodo de estimulo (eletrodo bipolar de tungsténio) era
nas Colaterais de Schaffer (stratum radiatum). (Figura 3.5.A)

O eletrodo de registro (capilar de vidro com resisténcia de aproximadamente
5MQ) utilizado para captar os potenciais exitatérios pos- sinapticos (PEPS) de campo
era localizado nos dendritos das células piramidais de CAl. (Figura 3.5.A)

Com o eletrodo de estimulacéo o estimulo era feito com pulso duplo (1-4mA,
50us cada pulso). A frequéncia da estimulacéo utilizada era de 0,033Hz.

Em seguida, ajustdvamos o tempo entre os pulsos buscando uma maxima
facilitacdo por duplo-pulso. Essa facilitacdo consiste hum aumento da resposta do
segundo pulso em relacdo ao primeiro, devido a uma maior concentracéo de Ca®" na
regido pré-sinaptica em resposta a um pulso prévio, ou seja, 0 segundo aumento de
Ca’" é adicionado ao restante do primeiro permitindo a facilitacdo (Figura 3.5.B). Este
protocolo de duplo pulso permite avaliar os eventuais efeitos pré-sinaptica da droga a

ser testada (Lynch e Schubert, 1980; Auerbach e Segal, 1996; 1997).
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Figura 3.5
(A) Esquema da posicéo dos eletrodos: eletrodo de estimulo (vermelho) na colateral de Schaffer e de
registro (azul) em CAL. (B) Exemplo de registro correspondente ao eletrodo azul, observa-se o
aumento da amplitude do segundo pulso (facilitagdo por duplo-pulso)
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3.4.4. INDUCAO DA POTENCIACAO DE LONGA DURACAO (LTP)

Para a inducdo da LTP, utilizamos a estimulacdo do tipo teta (3 trens
separados por 10 segundos, cada um com 25 rajadas a 5Hz de 4 pulsos cada um a
100hz) (Hernandez et al.,, 2005), que é um protocolo que simula o0s ritmos que
aparecem espontaneamente no hipocampo quando se expde o0 animal a uma tarefa
comportamental, por exemplo, reconhecimento espacial (Buzsaki, 2002; O Keefe,

1993) e, portanto, tem maior similaridade com os processos fisiolégicos (Figura 3.6).

Taxa de repeticdo de Pulsos em Trem
rajadas - 25

I
I
I
I
I
I
Intervalo

N -
A

e

1 2 3 4

NUmero de pulsos

Figura 3.6
Esquema de inducdo da LTP
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3.4.5. PREPARACAO DOS FARMACOS

Utilizamos a mesma concentracdo de CP 55940 5ug/ul, diluida para chegar a
10uM em 20 ml de tampéo (liquido cefalorraquidiano artificial). Esta foi a

concentracgéo utilizada para perfundir os cortes de hipocampo.

3.4.6. ANALISE ELETROFISIOLOGICA

Para a analise eletrofisioldgica utilizamos o programa WInLTP: trata-se de um
programa de estimulacdo, aquisicdo e analise dos registros eletrofisiologicos de
Potenciacdo de Longa Duracdo (PLD) e Depressdo de Longa Duracdo (DLD)

disponivel em http://www.ltp-program.com/indexWinLTP.htm.

Para este trabalho analisamos a inclinacédo (slope) e a amplitude do primeiro

pulso.

3.4.7. ANALISE ESTATISTICA

Na analise estatistica dos resultados eletrofisiolégicos, os dados foram
previamente avaliados como paramétricos (teste de Kolmogorov-Smirnov com
correcao Lilliefors, P<0,05), e, entdo, analisados mediante o teste t de Student para

amostras independentes com significancia P <0,05.
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3.5. APROVACAO DO PROJETO E CONSIDERACOES BIOETICAS

Este trabalho é parte do Projeto registrado no Sistema Pesquisa da UFRGS
sob o N° 17.862, intitulado “ModulagBes convergentes endocanabindide (CB1) e
muscarinica colinérgica M4 em diferentes fases do processamento de memorias
aversivas em ratos: interacdes, dependéncia do estresse e plasticidade sinaptica”,
tendo sido aprovado pelo Comité de Etica no Eso de Animais (CEUA/UFRGS). Seus
aspectos éticos e metodoldgicos, as Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais,
especialmente a Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008, que disciplina a criagéo e

utilizacédo de animais em atividades de ensino e pesquisa.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito da administracao intrahipocampal bilateral p6s-treino de CP55,940
em diferentes concentracdes na tarefa de Condicionamento Aversivo ao

Contexto.

Animais foram infundidos na regido dorsal do hipocampo, imediatamente
apoés o treino, com o CP55,940 inicialmente nas seguintes concentracoes:
0,01pg/ul,  0,1pg/ul, 1pg/ul, 5Spg/ul e 10pg/ul. Foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA de uma via, F(4,46)=4,021,
P= 0,007, com N =10,10,10,12 e 9, respectivamente). Ver Figura 4.1.

O teste post hoc de Tukey mostrou diferenca significativa apenas na

concentracao de 5ug/ul comparado com o grupo controle (P=0,006).
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Figura 4.1

Efeito da infusdo bilateral intrahipocampal imediatamente apés o treino de CP55,940 na tarefa de
Condicionamento aversivo ao contexto. (A) Protocolo experimental utilizado. (B) Percentual de
freezing (resposta de congelamento) na sesséo de teste dos diferentes grupos experimentais:
Veiculo (n=10), CP 0,1pg/il (n=10), CP 1ug/ul (n=10), CP 5ug/ul (12), e 10ug/pl (9). (*) Diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle (teste post hoc de Tukey, P<0,05)
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4.2. Efeito da administracdo intrahipocampal bilateral pds-treino de
CP55,940, sem e com infusdo concomitante de AM251 0,2uM na tarefa de

Condicionamento Aversivo ao Contexto.

Os animais foram infundidos na regiao dorsal do hipocampo, imediatamente
apos o treino, com o CP55,940 na concentracdes de 5ug/ul, ou CP55,940 5ug/ul
concomitante com 0,2uM do antagonista CB1 AM251. Foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA de uma via, F(2,18)=4,421,
P= 0,027, com N =7, 6 e 8, respectivamente). Ver Figura 4.2.

O teste post hoc de Tukey mostrou diferenca estatisticamente significativa

entre o CP 55940 na concentracdo de 5ug/ul com o grupo controle (P=0,022).
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Figura 4.2

Efeito da infusdo bilateral intrahipocampal imediatamente apés o treino de CP55,940 ou CP55,940
+ AM251 na tarefa de Condicionamento aversivo ao contexto. (A) Protocolo experimental utilizado.
(B) Percentual de freezing (resposta de condelamento) na sesséo de teste dos diferentes grupos
experimentais: Veiculo (n=7), CP 5pg/pl (6), e CP 5pg/pl +AM251 0,2uM (8). (*) Diferenca
significativa em relagdo ao grupo controle (teste post hoc de Tukey, P<0,05)
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4.3. Efeitos da administracdo intrahipocampal bilateral pos-treino de varias
concentragbes baixas de CP55,940 na tarefa de Condicionamento Aversivo

ao Contexto.

Para saber se concentracdes ainda menores de nosso agonista produzem
algum efeito (por exemplo, facilitatério) ndo observado com as concentracfes
“‘maiores” empregadas no experimento 4.1 — a exemplo do efeito facilitatério
registrado previamente por nosso grupo com a infusdo de baixas concentracdes
do agonista Anandamida (De Oliveira Alvares et al., 2008) - os animais foram
infundidos na regido dorsal do hipocampo, imediatamente ap0s o treino, com
CP55,940 nas seguintes concentracfes: 0,1ng/ul, 1ng/pl e 10ng/pl. Nao foi
encontrada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA de
uma via, F(3,26)=0,081, P= 0,970, com N =9, 7, 8 e 6, respectivamente). Ver

Figura 4.3.
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Figura 4.3

Efeito da infusdo bilateral intrahipocampal imediatamente apds o treino de CP55,940 na tarefa de
Condicionamento aversivo ao contexto. (A) Protocolo experimental utilizado. (B) Percentual de
freezing (resposta de congelamento) na sesséo de teste dos diferentes grupos experimentais:
Veiculo (n=9), 0,1ng/ul (n=7), 1ng/pl (8) e 10ng/ul (6). Nao ha diferenca significativa entre os
grupos (ANOVA de 1 via, P=0,970).
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4.4. Efeito da administracdo intrahipocampal bilateral pré-teste de CP55,940
em diferentes concentracdes na tarefa de Condicionamento Aversivo ao

Contexto.

Animais foram infundidos na regido dorsal do hipocampo, 15min antes do
teste, com 0 CP55,940 nas seguintes concentracdes: 0,1ug/pl, 1pg/ul e 5ug/ul. Foi
encontrada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA de
uma via, F(3,26)=7,838, P= 0,001, com N =7, 7, 8 e 8, respectivamente). Ver
Figura 4.4.

O teste post hoc de Tukey mostrou diferenca significativa de cada
concentracédo de CP55,940 com relacdo ao grupo controle: CP 0,1ug/ul (P=0,002),

CP 1pg/ul (P=0,015) e CP 5ug/ul (P=0,001).

44



A 24h X

TR ﬂ' [T

Infuséo
B

100 -
=]
= 50 -
Q
£ 60- L
a * * *
=
g T T
O T
=2 20 A

0
Controle CP 01 pgdul CF Tagful CPF Sugful
Tratamento
Figura 4.4

Efeito da infusdo bilateral intrahipocampal 15min pré-teste de CP55,940 na tarefa de
Condicionamento aversivo ao contexto. (A) Protocolo experimental utilizado. (B) Percentual de
freezing (resposta de congelamento) na sessdo de teste dos diferentes grupos experimentais:
veiculo (n=7), 0,1ug/ul (n=7), 1pg/pl (8) e 5ug/ul (8). (*) Diferenca significativa em relacéo ao grupo
controle (teste post hoc de Tukey, P<0,05)
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4.5. Efeitos da administracdo intrahipocampal bilateral pré-teste de
CP55,940, sem e com infusdo concomitante de AM251 0,2uM na tarefa de

Condicionamento Aversivo ao Contexto.

Animais foram infundidos na regido dorsal do hipocampo, 15min antes do
teste, com o CP55,940 na concentracdes de 5ug/ul, ou CP55,940 5ug/ul
concomitante com 0,2uM do antagonista CB1 AM251. Foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA de uma via, F(2,19)=5,201,
P= 0,016, com N =7, 7 e 8, respectivamente). Ver Figura 4.5.

O teste post hoc de Tukey mostrou diferenca estatisticamente significativa,
com relacdo ao grupo controle, tanto do grupo CP55,940 5ug/ul (P=0,035) quanto

o grupo CP 5 + AM251 0,2uM (P=0,024).
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Figura 4.5

Efeito da infusdo bilateral intrahipocampal 15min pré-teste de CP55,94 ou CP55,940 + AM251 na
tarefa de Condicionamento aversivo ao contexto. (A) Protocolo experimental utilizado. (B)
Percentual de freezing (resposta de congelamento) na sessao de teste dos diferentes grupos
experimentais: Veiculo (n=7), CP 5pg/ul (7), e CP 5pg/pl +AM251 0,2uM (8). (*) Diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle (teste post hoc de Tukey, P<0,05)
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4.6. Efeitos da administracdo intrahipocampal bilateral pré-teste de
CP55,940, sem e com infusdo concomitante de AM251 1,0uM na tarefa de

Condicionamento Aversivo ao Contexto.

Animais foram infundidos na regido dorsal do hipocampo, 15min antes do
teste, com o CP55,940 na concentracdes de 5ug/ul, ou CP55,940 5ug/ul
concomitante com concentragdo mais alta (1,0uM) do antagonista CB1 AM251
para ver se assim revertiamos o efeito da CP. Foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA de uma via, F(2,18)=4,504
P= 0,026, com N =7, 8 e 6, respectivamente). Ver Figura 4.6.

O teste post hoc de Tukey mostrou diferenca estatisticamente significativa
do grupo CP55,940 5ug/ul com relagdo ao grupo controle (P=0,031), enquanto

gue o grupo CP 5 + AM251 0,2uM teve apenas tendéncia a diferir (P=0,076).
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Figura 4.6

Efeito da infusdo bilateral intrahipocampal 15min pré-teste de CP55,94 ou CP55,940 + AM251 na
tarefa de Condicionamento aversivo ao contexto. (A) Protocolo experimental utilizado. (B)
Percentual de freezing (resposta de congelamento) na sessao de teste dos diferentes grupos
experimentais: Veiculo (n=7), CP 5pg/pl (8), e CP 5pg/pl +AM251 1,0uM (6). (*) Diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle (teste post hoc de Tukey, P<0,05)
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4.7. Efeitos do CP55,940 sobre a indugédo e manutencdo da Potenciacdo de

Longa Duracgao ap0s estimulo Teta em fatia de hipocampo dorsal

Os resultados obtidos na eletrofisiologia encontram-se nas figuras 4.7A e
4.7B.

Na figura 4.7A observamos os Potenciais Excitatorios PoOs-Sinapticos de
Campo (PEPSc) dos primeiros pulsos variando com o tempo e mostrados 5
minutos antes, 25 minutos durante e 60 minutos depois da administracdo da droga
(linha horizontal). O CP55,940 em concentracdo equivalente aos 5ug/upl das
infusdes intra-hipocampais (experimentos 4.1-6) foi preparado a 10 uM em 20ml
de tampdo, solucéo utilizada para perfundir o corte na camara de registro. Apos a
aplicacao do protocolo de inducdo da PLD (seta vertical), percebe-se reducao da
magnitude da inducdo da PLD apresentando uma diferenca estatisticamente
significativa nos ultimos 5 minutos (P=0,031, teste t de Student).

O histograma da Figura 4.7B ilustra de forma simplificada a diferenca no
nivel dos PEPSc (P=0,031 pelo teste t de Student) nos ultimos 5 minutos do

registro entre os grupos controle e tratado.
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Figura 4.7
(A) Curso temporal das curvas de potenciais excitatorios pds-sinapticos de campo (PEPSc) no
primeiro pulso, antes, durante e depois da administracdo do agonista CP55,940 (linha horizontal),
em funcao da aplicacdo de protocolo de inducdo de PLD (estimulagdo em ritmo Teta —TBS: theta
burst stimulation - flecha vertical). Grupos Controle (N=6) e CP55,940 (N=4). (B) Média das curvas
normalizadas dos 5 Ultimos minutos com relacdo ao primeiro pulso: diferenca significativa pelo
teste t de Student (P<0,05).
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5. DISCUSSAO

5.1. Efeitos da CP55,940 sobre a consolidagdo da memoria

Os resultados mostrados nas Figuras 4.1 a 4.7 sugerem que o CP55,940,
um potente agonista ndo-seletivo do receptor CB1 (Gatley, 1997; Thomas, 1998;
Ryberg, 2007) consideravelmente mais potente que A’-THC em testes
comportamentais e em ensaios de ligacdo ao receptor, quando administrado no
hipocampo dorsal, € capaz de (a) bloquear a consolidacao (Figuras 4.1 e 4.2) e (b)
a evocacao (Figuras 4.4 e 4.5). A infusdo de concentracdo sem efeito proprio de
AM251 concomitantemente ao CP55,940 reverteu o efeito amnésico deste
agonista em ambos os casos (Figuras 4.2 e 4.5), sugerindo que sua acao se deva
especificamente aos receptores CB1.

O efeito amnéstico pela estimulacdo dos receptores CB1 hipocampais
sugere que estes atuem modulando negativamente em ambas etapas do
processamento da memoria da tarefa de Condicionamento Aversivo ao Contexto
em ratos, mas isso precisa ser analisado em comparacdo com outros estudos
(inclusive nossos, anteriores) utilizando outros agonistas.

Assim, vemos, na figura 4.1, a curva dose-resposta do CP55,940, na qual a
concentracdo de 5ug/ul microinjetada depois do teste provocou uma amnésia nos
animais, prejudicando a consolidacdo da memodria da CAC. Estes resultados

estdo de acordo com os resultados encontrados em outros laboratérios, os quais
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encontram um efeito amnésico pos-treino com administracdo de agonistas
canabindides em diferentes tarefas (lwasaki et al., 1992; Lichtman et al., 1995;
Ferrari et al., 1999; Varvel et al., 2001; Da Silva & Takahashi, 2002; Suenega &
Ichitani, 2004), inclusive pouco aversivas, como 0 reconhecimento de objetos,
onde a administracdo do agonista WIN-55,212-2 (1-10 nmol/lado) — mais seletivo
aos receptores CB1 - no hipocampo dorsal prejudicou a consolidagdo da memdéria
(Clarke, 2008).

Varios desses estudos, porém, foram feitos com infusdo sistémica, o que
dificulta entender especificamente o papel do hipocampo na mediacdo dessa
etapa do processamento da memoria, como € o caso do estudo com ratos
tratados poés-treino com 0,1 mg/kg i.p. do agonista CB1 HU-210 (ou 3-(1,1-
dimetillheptil)-(-)-11-hidroxi-8-tetrahidrocanabinol), na mesma tarefa de CAC:
também neste caso, porém, verificou-se uma amnésia, efeito que foi revertido com
a infusdo concomitante do antagonista AM251 (3 mg/kg, i.p. - MacKowiak et al.,
2009).

Por outro lado, este achado aparentemente contradiz resultados anteriores
de nosso laboratério empregando outro agonista, a anandamida, quando uma
concentragdo baixa desse farmaco (0,17ng/lado), infundida imediatamente apds o
treino na tarefa de Esquiva Inibitoria, promoveu um efeito facilitatorio. Naquele
caso, utilizamos uma concentracdo baixa porque concentracfes altas de um
agonista pouco seletivo poderiam causar acfes inespecificas, com a droga

atuando sobre outros alvos moleculares, e, assim, acarretando efeitos
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inesperados. Esse mesmo raciocinio nos fez suspeitar que a concentracdo de
CP55,940 que estdvamos utilizando talvez fosse muito alta, de modo que
resolvemos estender nossa curva dose-resposta para concentragcdes cada vez
menores. A Figura 4.3 mostra essa varredura de baixas concentragdes, onde,
porém, ndo achamos nenhum efeito.

Cabe ressaltar que a anandamida tem um perfil farmacolégico bem
diferente da CP55,940, pois é ainda menos seletiva pelos receptores CB1 que
esta: além de ser agonista do receptor CB1 é um agonista pouco seletivo dos
receptores baunilhdides (vanilloid) do tipo TRPV1 (Soneji et al., 2010), NMDA
(Hampson, 1998) e muscarinico (Christopoulos & Wilson, 2001; Goonawardena,
2010), entre outras acdes. Assim sendo, a inespecificidade da anandamida néo
suporta facilmente uma conclusdo mais generalizada acerca dos efeitos de
agonistas, e nossos achados confirmam isso (Figuras 4.1-2). Como o efeito
amneésico pos-treino da CP55,940 sobre a CAC na concentracdo de 5ug/ul foi
revertido (Figura 4.2) pela infusdo concomitantemente do antagonista seletivo CB1
AM251 em concentracdo sem efeito proprio (0,2uM), somos levados a pensar que
a diferenca entre esses resultados se deva antes a inespecifidade da anandamida
do que a alguma caracteristica particular da CP55,940, mesmo que esta droga
também ndo seja muito seletiva (De Oliveira Alvares et al., 2008).

A propésito, Lichtman et al. (1995) observaram déficits de memoria no
labirinto radial de 8 bracos com a infusdo da mesma CP55,940, mas ndo com

anandamida, em estrita coincidéncia com o conjunto dos achados de nosso
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laboratdrio: a diferenca é que, neste estudo, investigou-se memaria de trabalho, e
ndo memoria explicita de longo prazo, como é o caso da CAC.

Em nossos estudos anteriores 0 antagonista CB1 AM251 (na concentracao
de 5,5 ng/lado) foi claramente amnésico quando administrado poés-treino no
hipocampo (De Oliveira Alvares et al., 2005, 2006, 2008), o que, ademais, era
consistente com o efeito que observamos de inibicdo da inducdo da LTP em fatias
do hipocampo perfundidas com 0,2uM de AM251 (De Oliveira Alvares et al.,
2006). Apesar de serem tarefas diferentes - esquiva inibitoria com descida da
plataforma versus CAC - ndo sabemos explicar como € possivel obter-se um
mesmo efeito farmacologico-comportamental, a amnésia, tanto com um
antagonista seletivo CB1 quanto com um agonista que parece estar atuando
através desses mesmos receptores. Uma possibilidade pode residir no fato de a
AM251 poder ser antes um agonista-inverso que um antagonista puro e simples, a
exemplo de seu analogo SR141716A (Landsman et al., 1997; Pertwee, 2005),
causando efeitos proprios ao invés de apenas bloquar farmacologicamente a
ligacdo dos endocanabindides liberados naquelas sinapses. Outra, mais plausivel,
pode residir na propria inespecificidade da CP55,940.

Sabe-se que a CP55,940 é um potente agonista para os receptores CB1,
CB2 e moderado para GPR55 (Ryberg E, 2007). Ja é conhecida a existéncia dos
receptores CB1 no hipocampo. Porém, recentes estudos indicam a existéncia de
receptor CB2 no hipocampo (Brusco, et al, 2008A e 2008B, Ankur, 2009). Além

disso, investigaram a existéncia de outro receptor transmembrana acoplado a
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PTNG, sendo classificado como um terceiro receptor para endocanabindide,
GPR55.

No método Northern blot, detectaram RNAmM de receptor GPR55 em
encéfalos humano nos nucleos caudado e putamém. Porém, nao havia
nenhuma evidéncia de expressdo no hipocampo, talamo, ponte, cortex
frontal e cerebelo. A andlise in sito de GPR55 em encéfalos de ratos
encontraram em vasta expressdo de RNAm no hipocampo, alguns nucleos
talamicos e regides do mesencéfalo. ( Sawzdargo, 1999).

Com isso, percebe-se que a microinfudo de CP55,940 no hipocampo
dorsal de ratos ativa receptores CB1, CB2 e provavelmente GRP55, provocando
um efeito caracteristco de déficit na consolidacdo e evocacdo da
memoria.  Entretanto, realizamos a micro infusdo de  CP55,940
concomitante com AM251 sabendo que este € antagonista do receptor
CB1, mas agonista do receptor GPR55 (Pertwee R, 2007). Entdo, o CP55,940,
guando blogueado pelo AM251, continuou modulando os receptores CB2 e,
provavelmente, o GPR55 permanecendo um efeito amnésico sobre a evocacao da
memoria. Essa € uma das hipéteses do porque o AM251 ndo seja capaz de

reverter o efeito amnésico. (Figura 4.5)
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5.2. Efeitos da CP55,940 sobre a Evocacao da memoaria

A seguir, realizamos o estudo dos efeitos sobre a evocagdo da memoria da
CAC: a figura 4.4 mostra que a CP55,940, quando administrada pré-teste no
hipocampo dorsal de rato, alterou a evocacdo da memdria na tarefa de CAC da
mesma forma que o fizera pés-treino, ou seja, prejudicando-a. O efeito amnéstico -
resposta diminuida em comparacdo ao grupo controle - foi estatisticamente
significativo em todas as diferentes concentractes estudadas (0,1ug/ul, 1pg/ul e
5ug/ul).

Como a tentativa de reverter o efeito da concentracdo mais alta de
CP55,940 (5ug/ul) com a infusdo concomitante de 0,2uM de AM251 n&o funcionou
(Figura 4.5), aumentamos a concentracdo do antagonista para 1uM, o que
finalmente funcionou (Figura 4.6). Neste ponto, esses experimentos ainda nao
estdo completos para publicacdo, pois deveriamos ter tentado reverter a
concentragdo mais baixa de CP55,940, que ja era amnésica (0,1pg/ul),
contornando o problema de sua baixa seletividade (0 que esta sendo feito em
paralelo com a apresentacdo desta dissertacdo). Mesmo assim, o fato de 0,2uM
de AM251 nédo ter conseguido reverter o efeito da CP55,940, como fez no
experimento 4.2 pos-treino (mas uma quantidade maior, sim), sugere que a
guantidade de receptores CB1 apds o treino seja maior que na situacao anterior,

imediatamente pds-treino.
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A possibilidade dessa alteracdo plastica (aumento no namero de
receptores) resultante do aprendizado aversivo ndo é meramente hipotética, pois
ja foi demonstrado que tarefas envolvendo certo nivel de estresse séo capazes de
promover a liberacdo de endocanabindides, no hipocampo (Kamprath et al. 2006)
e outras estruturas relevantes, como a amigdala (Marsicano et al., 2002).
Recentemente, alias, nosso grupo mostrou que imediatamente apds uma sessao
de aprendizado aversivo — quando se inicia a consolidacdo da memoria — ocorre
um recrutamento de receptores CB1 que € mediado por glicocorticoides liberados
pelo contexto comportamental (De Oliveira Alvares et al., 2010). Isso “fecha” a
seguinte cadeia de eventos: estresse - liberacdo de glicocorticoides - liberagao
pos-sinaptica de endocanabindides - modificacdes plasticas decorrentes desse
processo (por exemplo, aumento ou diminuicdo na densidade de receptores).
Podemos, a principio, descartar a hipotese de desensibilizacdo, ou seja,
diminuicdo da quantidade dos receptores-alvo CB1, pois o pulso de
endocanabindides ativado por demanda tem vida muito curto, restando a
possibilidade muito interessante para explicar os presentes achados de que o que
estd acontecendo € um aumento na densidade de receptores CB1. Mas essa
suposicao ainda precisa ser demonstrada, o que ficara para trabalhos futuros.

Esses resultados pré-teste também estdo de acordo com recentes estudos
realizados em outros laboratoérios, onde o agonista do receptor CB1 teve um efeito
amneéstico também sobre esta fase da memaria (Nasehi et al., 2009; Davies et al.,

2002; Hampson e Deadwyler, 1999; Hernandez-Tristan et al., 2000; Lichtman,
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1995), contudo, mais uma vez nao convergem com nossos achados anteriores
utilizando a anandamida pré-teste, quando ndo verificamos qualquer efeito nas
doses de 0,17ng/lado e 1,75ng/lado (De Oliveira Alvares et al., 2008).

Como j& comentamos antes, € possivel que a infusdo de agonistas
exdgenos artificiais como a CP55,940, que possui afinidade por outros receptores
(como CB2, ja detectado no hipocampo, e GPR55, entre outros), promova efeitos
gue seriam mais de responsabilidade desses outros alvos que propriamente dos
receptores CB1. E verdade que o fato de seu efeito ter sido revertido pela AM251
sugere terem sido os receptores CB1 os mediadores daquele efeito, mas embora
a AM251 (IC50 = 8 nM, Ki = 7.49 nM) seja 306 vezes mais seletiva pelos CB1 que
pelos CB2, ela foi recentemente mostrada ser um potente agonista GPR55 (com
EC50 = 39 nM), o que pode complicar sua “pureza” enquanto ferramenta de
discriminacdo farmacologica (Pertwee, 2005; Rydberg et al., 2007). Mas,
considerando-se que apenas o0s receptores CB1 estejam envolvidos, o efeito pré-
teste da CP55,940 poderia refletir um aumento na densidade dos mesmos em
funcdo dos eventos plasticos locais que se seguiriam a um aprendizado, hipotese
também mencionada acima, mas cujo teste ndo estava entre 0os objetivos deste
trabalho.

Ja no caso de nosso estudo anterior com anandamida, como se tratava da
infusdo exdgena da mesma molécula ligante enddgena ja naturalmente produzida
pelo animal, é de se esperar que somem suas quantidades aumentando o pool

endégeno de anandamida e, apenas em funcéo disso, desloquem o estado do
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sistema para outra regido da curva de resposta fisiologica, onde 0 excesso de
tbnus pode estar recrutando outras respostas. Se considerarmos ambos
fenbmenos juntos — 0 aumento no pool de ligantes endégenos (anandamida) e o
(suposto) aumento na densidade dos receptores CB1 pela plasticidade pos-
aprendizado, um aumento poderia estar compensando fisiologicamente o outro,
“neutralizando-o”. Infelizmente, ndo temos, até este ponto, elementos para decidir

entre estas possibilidades.

5.3. Mecanismo possivel dos efeitos observados da CP55,940

Considerando-se a circuitaria local da regido-alvo, a area CAl do
hipocampo dorsal, acredita-se que apos o treino do CAC ocorra um aumento da
sintese de endocanabindides na membrana pods-sinaptica dos neurdnios
piramidais (Wilson e Nicoll, 2002) que, por sua vez - atuando como mensageiros
retrégrados - se ligariam a receptores CB1 nos terminais pré-sinapticos, seja de
neurdnios gabaérgicos, seja de glutamatérgicos (Katona et al., 2006; Takahashi e
Castilho, 2006; Kawamura et al., 2006). Os receptores CB1 localizados nos
axonios terminais da colateral de Schaffer no hipocampo inibem a liberacdo de
glutamato em neurénios piramidais CAl (Hoffman, 2010), e esta talvez seja a
causa do efeito amnéstico, tanto na consolidacdo, quanto na evocac¢do da

memoria.
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A eletrofisiologia consiste no estudo das propriedades elétricas em células e
tecidos, buscamos com essa ferramenta investigar a capacidade que o sistema
nervoso tem de alterar o funcionamento de subsistemas como o hipocampal em
funcdo de mudancas no ambiente, ou seja, visamos estudar a dinamica da
plasticidade sinptica nesta estrutura.

Nossos resultados no experimento eletrofisiolégico da Figura 4.7, mostram
gue o agonista CP55,940, na mesma concentracdo de 5ug/pl causa uma amnésia
anterograda em todos os experimentos comportamentais (Figuras 4.1-6), foi capaz
de inibir a inducéo da potenciacdo de longa duracédo (LTP) em cortes horizontais
de hipocampo dorsal de ratos.

A diminuicdo da amplitude das fatias perfundidas com CP55,940 sugere
gue os canabindides exercam seus efeitos sobre o potencial excitatério pos-
sinaptico (PEPS) de campo mediante um mecanismo pré-sinaptico, o que esta de
acordo outros resultados eletrofisiolégicos utilizando agonistas dos receptores
CB1 (Auclair et al., 2000).

Os receptores de glutamato, mediante vias de sinalizacao intracelular, sao
fundamentais para a inducdo e manutencdo da LTP e, portando, para a
aprendizagem ou formacéo/evocacdo de memoérias (Peng et al.,, 2011). S&do os
receptores de glutamato os que possibilitam a transmissao exitatéria pos-sinaptica
no hipocampo. Outra evidéncia de que é a modulacdo da atividade dos receptores
glutamatérgicos, em especial dos receptores NMDA, que estd associada a

inducdo da LTP, aparece na doenca de Alzheimer. Nesta patologia este receptor
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altera sua funcionalidade e prejudica a inducdo da LTP e, consequentemente, a
aprendizagem e a memoéria (Rammes et al., 2011). Como as sinapses
glutamatérgicas da regido CA1l sdo, em boa parte, moduladas pela liberacdo de

endocanabindides, este poderia ser 0 mecanismo basico de todos os efeitos aqui

descritos.
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6. CONCLUSAO

Utilizando o potente agonista sintético CP55,940, ampliamos nosso
entendimento acerca do sistema endocanabindide hipocampal nos processos de

formacao e evocacdo de memorias aversivas. Em particular:

6.1. a CP55, 940, quando infundida no hipocampo dorsal de ratos imediatamente
apos o treino na tarefa de CAC, foi amnésica, mas apenas na concentracao
de 5pg/ul (experimentos 4.1 e 4.3), ou seja, 0 agonista foi capaz de

bloquear a consolidagdo dessa memoria aversiva,

6.2. em que pese esse farmaco ser pouco seletivo, o efeito parece ser mediado
pelos receptores CB1, pois foi revertido pela infusdo concomitante de

AM251 em concentracdo sem efeito préprio (experimento 4.2);

6.3. a CP55,940, quando infundida no hipocampo dorsal de ratos 15 minutos antes
do teste na tarefa de CAC, também foi amnéstica, porém em todas as
concentracfes estudadas (experimento 4.4), ou seja, 0 agonista também foi
capaz de bloquear a evocacao dessa memoaria aversiva; o fato de fazé-lo
sob concentracdes menores do agonista sugere que o0 sistema esta

sensibilizado em funcdo dos processos plasticos resultantes do
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aprendizado, possivelmente com um aumento na densidade dos receptores

CB1;

6.4. o efeito pré-teste parece, novamente, ser mediado pelos receptores CB1, pois
foi revertido pela infusdo concomitante de AM251, apenas em uma
concentragcdo mais alta, reforcando a sugestdo acima de que esteja
aumentada a densidade de receptores CB1 nesta etapa de expresséo de

memodrias ja adquiridas (experimentos 4.5 e 4.6);

6.5. a mesma concentracdo de CP55,940 que foi amnésica em ambas fases da
memoria, foi capaz de inibir a inducdo e manutencdo da potenciacédo de
longa duracdo (LTP) em uma fatia de hipocampo de rato, sugerindo um

mecanismo comum de acao em nivel celular (experimento 4.7).
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