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RESUMO

O Padrdo de separacdo (PS) permite que eventos semelhantes sejam
armazenados como memorias distintas. Estudos indicam que déficits no PS ocorrem
em doencas neurodegenerativas e psiquiatricas, levando a prejuizos cognitivos,
como na doenca de Alzheimer, e a generalizacdo da resposta de medo, como no
transtorno de estresse pos-trauméatico. Os mecanismos que melhoram o PS séo de
interesse terapéutico para o tratamento dessas doencas. Um trabalho do nosso
grupo mostrou que a ativagdo dos receptores canabindides CB1 e CB2, no
hipocampo dorsal de ratos, melhorou o PS de uma memoria de medo condicionado,
no entanto, ndo se sabe se esses receptores controlam o PS de uma memoaria do
tipo declarativa. Nosso objetivo foi avaliar o papel do sistema endocanabindide no
PS de uma memdria declarativa. Para isso, foram utilizados ratos Wistar machos
submetidos ao protocolo de PS, uma versdo modificada do protocolo de localizac&o
de objetos tradicional. Na sessdo de aprendizado, os animais foram expostos — por
trés minutos — a um campo aberto com dois objetos idénticos e alinhados. No teste
de PS, a localizagdo de um dos objetos foi modificada para a posicao 5 (varia entre
1 e 5), como determinado no teste de padronizacdo do protocolo, e o indice de
discriminagéo (ID) foi avaliado. Foram realizados trés experimentos que consistiram
da administracdo do agonista CB1/CB2 (WIN 55,212-2; 0,25 ou 0,5 mg/kg, i.p.) ou
veiculo, imediatamente ap6s o aprendizado. No experimento 1, o teste de PS foi
feito 30 minutos apds o aprendizado. No experimento 2, o teste de PS foi feito 1 hora
apos o aprendizado e no experimento 3, o teste de PS foi feito 3 horas apés.
Quando o teste de ANOVA foi significativo, o posthoc de Newman-Keuls foi aplicado.
A ANOVA de 1 via mostrou que o tratamento com WIN, na dose de 0,25 mg/kg,
aumenta o ID em relagcéo ao grupo controle no tempo de 30 minutos, sugerindo uma
melhora no PS. Quando o teste de PS foi feito 1 hora apds o aprendizado, nao
houve nenhuma diferenca entre os grupos. Apés 3 horas, houve uma tendéncia da
maior dose de WIN (0,5 mg/kg) reduzir o ID (ANOVA de uma via; P=0,08) em
relacdo ao grupo controle. Os resultados implicam que a ativacdo dos receptores
CB1/CB2 melhora o PS de uma memodria de localizacdo de objetos nos momentos
proximos ao aprendizado, sugerindo um alvo para melhorar o PS em condi¢des
como a doenca de Alzheimer. No entanto, quando testados em momentos tardios
em relacdo ao aprendizado, uma dose maior do agonista tende a prejudicar o PS.
Os resultados confirmam a hip6tese de que o sistema endocanabindide participa do
PS de memodrias declarativas.

Palavras-chave: Padrao de Separacdo. Memoria. Receptores CB1/CB2.



ABSTRACT

Pattern Separation (PS) is the process of storing similar memories as highly
dissimilar and non-overlapping representations. Studies indicate that PS impairments
occur in neurodegenerative and psychiatric diseases, leading to cognitive
impairments, as observed in Alzheimer’s disease, or fear generalization, as seen in
Post-Traumatic Stress Disorder. Mechanisms that improve PS are interesting
alternatives to the current therapies for these diseases. A study by our group showed
that the activation of CB1 and CB2 receptors in the dorsal hippocampus of rats
improved the PS of a fear-conditioned memory, however, there’s no evidence
showing that these receptors control the PS of a declarative memory. Our goal was
to evaluate the endocannabinoid system’s role in the PS of a declarative memory.
To achieve that, male, adult Wistar rats were subjected to the object PS task, a
modified version of the Object Recognition Task. In the learning session, the animals
were exposed, for 3 minutes, to an open field containing two identical objects placed
in a straight line, opposite to each other. In the PS task, one of the objects was
moved to the fifth position (varies from 1 to 5) and the discrimination index (DI) was
evaluated. The first experiment consisted of a padronization to determine the best
object location in T2. Thereatfter, three tests were performed, which consisted of the
administration of a CB1/CB2 receptor agonist (WIN 55,212-2; 0,25 or 0,5 mg/kg; i.p.)
or vehicle immediately after the learning session. In the first experiment, the PS was
measured 30 minutes after learning. In the second and third experiments, it was
measured 1 and 3 hours after learning, respectively. When one-way ANOVA was
significant, Newman-Keuls posthoc test was performed. One-way ANOVA showed
that treatment with 0,25 mg/kg WIN 30 min after learning increases the DI, when
compared to the control group, suggesting a PS improvement. When the task was
performed 1 hour after learning, there was no statistical difference between groups.
When measured 3 hours after learning, one-way ANOVA showed a trend (P=0.08)
that the higher dose (0,5 mg/kg WIN) would reduce the DI, when compared to the
control group. The results imply that the activation of CB1/CB2 receptors improves
the PS of an object location memory in moments close to learning, suggesting a
target to improve PS in diseases such as Alzheimer’s. However, when measured in
moments farther from learning, a higher dose of the agonist tends to impair the PS.
The results confirm the hypothesis that the endocannabinoid system participates in
the PS of a declarative memory.

Key-words: Pattern Separation. Memory. CB1/CB2 receptors.
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1 INTRODUCAO

1.1 O PADAO DE SEPARACAO HIPOCAMPAL

O padréao de separacdo (PS) é uma funcdo do hipocampo que nos permite
distinguir entre situagdes similares como eventos diferentes, tendo grande influéncia
no sucesso das nossas interacdes sociais e tarefas do dia a dia (Sahay et al., 2011).

O PS ¢ influenciado pela neurogénese, com grande participacdo do giro
denteado (GD) e cortex entorrinal (CE): com a transferéncia de informacgdes entre o
CE e o GD, ocorre a separagcdo e processamento individual das informacdes,
possibilitando sua discriminacdo. O PS é complementado por um processo
denominado pattern completion (PC) que envolve a regido CA3 do hipocampo e faz
com que a memoria seja evocada de maneira especifica. Dentre 0s mecanismos
gque melhoram o PS e o PC destaca-se o papel da neurogénese (Hagen et al.,
2015).

Estudos indicam que déficits no PS elou no PC ocorrem em doencas
neurodegenerativas e psiquiatricas, levando a prejuizos cognitivos como na doenca
de Alzheimer, e a generalizagdo das respostas de medo que ocorre em transtornos
psiquiatricos como no transtorno de estresse pos-traumatico (TEPT); enquanto o PS
excessivo pode ser visto em doencas como o autismo e transtorno obsessivo-
compulsivo (Sahay et al., 2011).

Além da diminuichio do PS estar relacionado com doencas
neurodegenerativas, também estd presente como fator normal do processo de
envelhecimento (Toner et al., 2009), sendo que essa perda pode ser melhorada com
o aumento da neurogénese hipocampal adulta pelo uso de farmacos (i.e.:
antidepressivos), aprendizado, enriquecimento ambiental e exercicio fisico regular
(Sahay et al., 2011).

1.2 SISTEMA ENDOCANABINOIDE

O sistema endocanabindide é responsavel pela modulacdo de diversas
funcdes neuronais, inclusive algumas relacionadas aos diferentes tipos de reacdes
de defesa, oferecendo um contrabalanceamento as consequéncias de um estimulo

estressante. Esse sistema é composto pelos neurotransmissores endodgenos



analogos ao A°-tetrahydrocannabinol (A°-THC), composto que gera a maioria dos
efeitos psicoativos observados no uso da Cannabis sativa (Howlett et al., 2002). Os
principais endocanabindides sdo a araquidonoil etanolamina, apelidado de
anandamida e o glicerol 2-araquidonoil (2-AG), apesar de haverem muitos outros.

No sistema nervoso central, o A°-THC age primariamente no receptor
canabindide 1 (CB1) — receptor mais densamente expresso no cérebro—, podendo
também agir no receptor canabindide 2 (CB2) — que é encontrado em menor
guantidade, sendo majoritariamente expresso em regifes pos-sinapticas no corpo
celular de neurdnios e em micréglias (Onaivi et al., 2006).

A anandamida e 0 2-AG agem de maneira distinta, sendo o 2-AG um agonista
total dos receptores CB1 e CB2, e a anandamida um agonista parcial desses
receptores, que pode ainda se ligar aos receptores de potencial transitorio do tipo 1
(TRPV1). Ambos compostos séo liberados em situagdes de estresse e controlam a
liberacdo de outros neurotransmissores, promovendo alteracbes na plasticidade
neural (Munro et al., 1993).

Os efeitos mediados pelos endocanabindides tém curta duragéo, devido a sua
rapida remocdo da fenda sindptica, por difusdo passiva a um gradiente de
concentracdo, devido a sua natureza lipofilica, ou por um transportador especifico
(Giuffrida et al., 2001). No interior dos neurdnios a amida hidrolase de acidos graxos
(FAAH, do inglés fatty acid amide hydrolase) e a monoacilglicerideo lipase (MGL),
hidrolisam, respectivamente, a anandamida e o 2-AG (McKinney & Cravatt, 2005).

Um trabalho do nosso grupo mostrou que o canabidiol (CBD), o segundo
composto mais presente na Cannabis sativa e desprovido de efeitos psicoativos,
administrado sistemicamente em ratos, prejudicou a generalizagdo da memoria de
medo (Stern et al., 2017). Esse efeito dependeu da ativacdo dos receptores CB1 e
CB2 presentes no hipocampo dorsal, sugerindo um papel para o sistema
endocanabindide na funcédo de PS hipocampal, uma fun¢do ainda ndo descrita para
esse sistema de neurotransmissdo. Portanto, a hipdtese desse trabalho é que o

sistema endocanabindide controla o PS.

1.3 MODELO DE PS DE LOCALIZACAO DE OBJETOS

O modelo de PS de localizacéo de objetos (OPS) foi padronizado e descrito

por Hagen et al. (2015). Esse modelo consiste em uma derivacdo do teste de



localizacdo de objetos (OLT; do inglés object location task) onde dois objetos
idénticos sao apresentados ao animal em um campo aberto quadrado, posicionados
em dois dos quatro cantos (escolhidos randomicamente), na sessdo de aquisicao;
apO0s uma pausa, na sessao teste um dos objetos € movido para outro canto da
caixa e 0 animal € novamente exposto a esse contexto (Ennaceur et al., 1996). Do
mesmo modo, o OLT deriva do teste de reconhecimento de objetos (ORT; do inglés
object recognition task) que mantem a mesma metodologia do OLT mas, ao invés de
mudar a localizacdo de um objeto na sesséao teste, ocorre a troca do objeto em si por
um objeto dissimilar (Ennaceur & Delacour, 1988).

A grande diferenca observada entre o OPS e o OLT é a possibilidade de
avaliar, através do uso de diferentes posi¢cdes para 0 objeto na sessao teste, a
mudanca de posicdo minima necessaria para que o roedor perceba a alteragéo,
inferindo, assim, que esta ocorrendo o uso do PS e ndo de outros mecanismos de

memoéria (Hagen et al., 2015).



2 OBJETIVOS

O objetivo desse estudo foi avaliar o papel do sistema endocanabindide no
protocolo de padréo de separacdo de memaria de localizacdo de objetos através do

uso de um agonista dos receptores CB1 e CB2.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Padronizar o protocolo de PS de memdria de localizacao de objetos;

Avaliar se o tratamento com WIN 55,212-2 (agonista CB1/CB2)
imediatamente apds o treino melhora o PS apés 30 minutos;

Avaliar se o tratamento com WIN 55,212-2 (agonista CB1/CB2)
imediatamente apos o treino melhora o PS apés 1 hora;

Avaliar se o tratamento com WIN 55,212-2 (agonista CB1/CB2)

imediatamente apds o treino melhora o PS apds 3 horas.



3 JUSTIFICATIVA

Os resultados desse estudo sobre a influéncia do sistema endocanabinoide
no padrdo de separacdo de memoria de reconhecimento de objetos podem ser Gteis
para o tratamento de doencas como Alzheimer e transtorno de estresse pos-
traumatico, além de outras doencas neurodegenerativas ou psquiatricas onde é
observada uma queda no PS hipocampal dos pacientes. Além disso, esse projeto
pode auxiliar no entendimento de como os derivados da Cannabis como o THC e

CBD melhoram os sintomas de doengas como as acima citadas.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Nos experimentos foram utilizados ratos machos Wistar de 3 meses, pesando
de 250 a 320 g, dispostos em grupos de 4 a 5 ratos por caixa (50 x 30 x 15 cm), nas
seguintes condi¢des: ciclo claro/escuro de 12 h (inicio da fase clara as 7:00 h),

ambiente com temperatura controlada de 22 + 1 °C e livre acesso a comida e agua.

4.2 PROTOCOLO DE PADRAO DE SEPARACAO DE LOCALIZACAO DE
OBJETOS

Os experimentos foram realizados sempre no mesmo periodo do dia, entre 12
e 17 horas. No primeiro dia os animais foram apresentados ao Campo Aberto vazio
em uma sessdo de familiarizacdo com o ambiente, onde permaneceram por 5
minutos, retornando em seguida para a caixa moradia. De acordo com a
metodologia proposta por Hagen et al., 2015, a sessdo de aquisi¢ao (T1) se deu no
segundo dia, onde dois objetos idénticos foram colocados equidistantes em uma
linha horizontal da arena a 15 cm da parede (posi¢cao 1). Em T1, os animais foram
colocados na arena voltados para a parede frontal e exploraram a arena por 3
minutos, voltando para a caixa moradia em seguida. A sessdo T2 ocorreu em trés
periodos de tempo apds T1, sendo eles meia hora, 1 hora e 3 horas. Nessa sesséo
T2 um dos objetos foi movido a uma distancia de 30 cm em relagcdo a posicéo
original (posicéo 5 de Hagen et al., 2015, sendo a posicéo 1 a original e a posicao 5
a mudanca maxima de posicdo). Os ratos exploraram 0 novo arranjo por 3 minutos.
Durante as duas sessfes a orientacdo dos objetos foi a mesma e eles foram limpos
com etanol 70% para que ndo houvesse pistas olfatérias. O tempo de exploracao
dos objetos — determinado pela dire¢cdo do nariz do animal a uma distancia maxima
de 2 cm do objeto ou quando o animal tocar o objeto com o nariz — foi quantificado

manualmente com um cronometro.



4.3 APARATO E OBJETOS

Foi utilizado um Campo Aberto redondo medindo 1 metro de diametro e 43
cm de altura das paredes laterais, de madeira branca com marcacdes pretas no
chéo. Foi colocado um quadrado de papel preto (15 cm x 15 cm) na parede frontal
da arena para ajudar na localizagcdo espacial dos animais. Os objetos utilizados
foram dois cilindros idénticos de ac¢o inox, de 12 cm de altura e 10 cm de diametro,
com ambas as extremidades fechadas. Um esquema do aparato, objetos e posicoes

utilizados pode ser observado na figura 1.

Figura 1 — Representacéo esqueméatica do campo aberto e das posi¢des do objeto em T2 (1, 2, 3, 4,
5). Os objetos ficam sempre localizados a 15cm da parede.

De acordo com Hagen et al., 2015, o teste de PS de localizacdo de objetos
fornece medidas de tempo de exploracdo e discriminacdo entre objetos. Essas
medidas sdo dadas pelo tempo de exploracdo (TE) de cada objeto, sendo as
medidas “a1” e “a2” para o TE de cada objeto em T1 e “a3” e “b” para o objeto
estatico e o que foi mudado de posicao, respectivamente, em T2. A partir desses TE,
séo calculadas as variaveis el, e2, d1 e d2, onde el e e2 sdo o tempo total de
exploracdo dos objetos em T1 e T2, respectivamente; d1 e d2 s&o indices de
exploracdo em T2, sendo d1 a diferenca da exploracdo entre os objetos (d1=b-a3) e
d2 uma medida de discriminagéo, corrigida pela atividade de exploragéo (d2=d1/e2).
O indice d2 (indice de Exploracéo; IE) é o indice utilizado nas analises e varia de -1



a 1, sendo esses extremos indicativos de minima e maxima discriminacao,
respectivamente, e 0 indicativo de nenhuma discriminagao.
Os valores de al, a2, a3 e b foram obtidos por contagem manual do tempo de

exploracdo dos objetos, com um cronémetro.

4.4 DROGAS

Foi utilizada a seguinte droga: WIN 55,212-2 (agonista CB1/CB2; 0,25 ou 0,50
mg/kg) dissolvido em Tween 80 (5% da solucéo final) e posteriormente dissolvido em
solucéo salina (NaCl a 0,9%; pH = 7,04).

4.5 EXPERIMENTOS

Os experimentos tiveram como intuito avaliar o efeito da administragcdo do
agonista dos receptores CB1 e CB2 sobre o PS de localizacao de objeto.

Grupos independentes de ratos foram submetidos ao protocolo de PS da
memoéria de localizacdo de objetos durante o qual, imediatamente apos T1, cada
animal do grupo recebeu veiculo ou WIN 55,212-2 na dose de 0,25 ou 0,5 mg/kg e
30 minutos, 1 h ou 3 h ap6s foram expostos a T2.

4.5.1 Experimento de Padronizac&o do Protocolo OPS

Esse experimento inicial consistiu em um teste para padronizar o protocolo
OPS no nosso laboratoério e avaliar a melhor posicao para realizar os experimentos
de localizacao de objetos.

Os animais foram divididos em quatro grupos. Todos 0S grupos passaram
pela sesséo de familiarizacdo ao ambiente (5 min) e no dia seguinte pela sesséo de
aquisicdo (T1; 3 min). Imediatamente apdés T1 todos os grupos receberam veiculo e
30 min apés, foram expostos a T2. Para o primeiro grupo (n=7) o objeto, em T2,
permaneceu na posi¢cdo 1. Para o segundo grupo (n=7) o objeto foi movido para a
posicdo 3, para o terceiro grupo (n=6) foi movido para a posi¢ao 4 e para o quarto

grupo (n=8), para a posic¢éao 5.



4.5.2 Experimento 1

Os animais foram divididos em trés grupos. Todos 0s grupos passaram pela
sessdo de familiarizacdo ao ambiente (5 min) e no dia seguinte pela sessao de
aquisicdo (T1; 3min). Imediatamente ap6s T1, o primeiro grupo recebeu veiculo, o
segundo grupo recebeu uma dose de 0,25 mg/kg de WIN 55,212-2 e o terceiro
grupo recebeu uma dose de 0,5 mg/kg do mesmo composto (n=8 animais/grupo). 30

minutos apaos, foram expostos a T2.

4.5.3 Experimento 2

Os animais foram divididos em trés grupos. Todos 0s grupos passaram pela
sessdo de familiarizacdo ao ambiente (5min) e no dia seguinte pela sessdo de
aquisicdo (T1; 3min). Imediatamente ap6s T1, o primeiro grupo recebeu veiculo, o
segundo grupo recebeu uma dose de 0,25 mg/kg de WIN 55,212-2 e o terceiro
grupo recebeu uma dose de 0,5 mg/kg do mesmo composto (n=6-10 animais/grupo).

1 hora apds, foram expostos a T2.

4.5.4 Experimento 3

Os animais foram divididos em trés grupos. Todos 0s grupos passaram pela
sessdo de familiarizacdo ao ambiente (5min) e no dia seguinte pela sessdo de
aquisicdo (T1; 3min). Imediatamente ap6s T1, o primeiro grupo recebeu veiculo, o
segundo grupo recebeu uma dose de 0,25 mg/kg de WIN 55,212-2 e o terceiro
grupo recebeu uma dose de 0,5 mg/kg do mesmo composto (n=4-7 animais/grupo).

3 horas apés, foram expostos a T2.
4.6 ANALISES ESTATISTICAS
Os diferentes intervalos de tempo e doses foram comparados usando ANOVA

de uma via, quando o teste de ANOVA foi significativo, o posthoc de Newman-Keuls

foi aplicado. Os resultados foram considerados significativos quando P<0.05.
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5 RESULTADOS
5.1 EXPERIMENTO DE PADRONIZACAO DO PROTOCOLO OPS

A ANOVA de uma via mostrou que apos 30 minutos nao houve uma diferenca
entre a discriminacdo de T2 nas posicbes 1, 3, 4 e 5 [Fig. 2; F(3,24)=0,24; P=0,87].
Entretanto, escolhemos a posicédo 5 para a continuidade aos experimentos, devido a

maior tendéncia de discriminacao nessa posicao.

0.91

0.6- [ Veiculo

0.31

|

indice de discriminacdo

S O
[5)] w
L 1

P1 P3 P4 P5

Figura 2 — O grafico representa, em barras, a média + E.P.M de cada indice de discrimina¢do nas
diferentes localiza¢des do objeto, 30 min apés T1. P1, P3, P4 e P5 correspondem as posicdes 1, 3, 4
e 5, respectivamente.

5.2 EXPERIMENTO 1

A ANOVA de 1 via mostrou um efeito significativo do tratamento com WIN
guando os animais foram expostos a T2 apds 30 minutos [Fig. 3; F(2,24) = 4,23;
P=0,03]. O teste de posthoc de Newman-Keuls mostrou que a menor dose de WIN

(0,25 mg/kg) aumentou o ID, sugerindo uma melhora no PS.
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Figura 3 — O tratamento com WIN 55,212-2 na dose de 0,25 mg/kg melhora o ID quando testado 30
minutos apés T1l. As barras representam a média + E.P.M. *P<0,05 em comparacdo ao grupo
veiculo.

5.3 EXPERIMENTO 2

A ANOVA de uma via mostrou que 1 hora ap6s T1 ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos experimentais [Fig. 4; F(2,26) = 0,81; P=0,47].
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Figura 4 — O tratamento com WIN imediatamente apds T1 ndo afeta a discriminacdo da localizacdo
do objeto apés 1 hora. As barras representam a média + E.P.M.

5.4 EXPERIMENTO 3

A ANOVA de uma via mostrou que 3 horas apdés T1 ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos experimentais [Fig. 5; F(2,16) = 2,90; P=0,08].
Entretanto, houve uma tendéncia (P=0.08) de que a maior dose de WIN reduza o ID,

sugerindo uma piora no PS nessa dose e nesse tempo.
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Figura 5 — O tratamento com WIN imediatamente apos T1 ndo afeta a discriminagdo da localizagao
do objeto apés 3 horas. As barras representam a média + E.P.M.
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6 DISCUSSAO

A padronizacdo do protocolo de OPS foi baseada no protocolo proposto por
Hagen et al. (2015). Algumas modificacbes ocorreram no momento da padronizagao
do protocolo no laboratério — como por exemplo a localizagdo do objeto em T2:
enquanto o autor utilizou P3, na nossa padronizacdo ndo houve diferenca no ID
entre as posi¢des no tempo de 30 min apds T1 (Fig. 2), entdo foi utilizada a posi¢ao
5 que apresentou maior tendéncia ao resultado esperado, e onde, segundo o
protocolo seguido como base, os animais ainda utilizam o PS para completar a
tarefa e ndo outras fungdes de memdéria. Em P5, apesar de ndo haver discriminacéo
pelos animais controle (veiculo) no tempo de 30 min (Fig. 3), essa discriminagao
pode ser observada nos grupos de 1 h e 3 h (Fig.4 e Fig.5, respectivamente). As
diferencas encontradas no nosso trabalho em relagdo a Hagen et al. (2015) podem
ter ocorrido devido as diferencas de linhagem dos animais utilizados, embora ambos
os trabalhos tenham sido feitos em ratos machos. Curiosamente, nas nossas
condicbes, apos 1 ou 3 horas, o ID aumenta nos animais controle em relacdo ao
tempo de 30 minutos, o contrario do que foi visto por Hagen et al. (2015).

Os animais tratados com a menor dose de WIN 55,212-2 (0,25 mg/kg)
imediatamente apés T1, quando testados 30 min apds, em T2, apresentaram um
aumento significativo no 1D, sugerindo que a ativacdo CB1/CB2 imediatamente apos
a aquisicdo da tarefa melhora o PS. Quando testados 1 h e 3 h apds T1, os ratos
que receberam a dose de 0,25 mg/kg do agonista CB1/CB2 né&o tiveram um maior
ID, o que indica que a ativacdo desses receptores melhora o PS 30 min apés a
aquisicdo, mas ndo 1 h ou 3 h apds, sugerindo uma participacdo desse sistema no
controle do PS apenas nos momentos iniciais.

No entanto, os animais tratados com a maior dose de WIN (0,5 mg/kg)
imediatamente apds T1 apresentaram uma tendéncia de piora do ID 3 horas depois,
sugerindo uma reducao no PS. Esse resultado pode ter ocorrido devido ao fato de
que o WIN 55,212-2 funciona produzindo uma curva em “U” dependendo da dose
(Renard et al., 2017). De fato, estudos demonstraram que uma dose baixa dessa
droga (0.01 pM) é capaz de ativar receptores CBl1 e exercer atividade
neuroprotetora, enquanto em doses altas (10 uM), ativa receptores TRPA1l que
interferem com esse efeito (Koch et al., 2011); e que doses baixas de WIN (50 ng;

intra-PLC) aumentam significativamente o disparo espontdaneo de neurdnios
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dopaminérgicos da area tegmentar ventral, enquanto doses altas (500 ng; intra-PLC)
inibem esses disparos (Draycott et al., 2014), o que reforga a afirmacgao de que essa
droga apresenta efeitos antagdnicos, de maneira dose-dependente. Ainda, um
estudo demonstrou que o WIN na dose de 1 mg/kg € capaz de afetar negativamente
a memoria de reconhecimento de objetos, enquanto em doses maiores (3 e 5 mg/kg)
€ capaz de diminuir a atividade exploratdria (Baek et al., 2009). Sugere-se também
gue o mecanismo de extingdo de memarias de medo depende do PS (Benevento et
al., 2017). Curiosamente, baixas doses de WIN, inclusive a mesma utilizada nesse
trabalho (0,25 mg/kg), melhoram o processo de extingdo (Pamplona et al., 2006),
enquanto que doses mais altas n&o interferem nesse processo (Chhatwal et al.,
2005), no entanto, permanece por ser investigado se essa melhora da extincao
depende de uma melhora no PS. Considerando que endocanabindides sao liberados
sob demanda ap6s um estimulo, é possivel inferir que o WIN, principalmente em
doses mais altas, pode agir mesmo em receptores de sinapses ndo ativas, o que
levaria & auséncia ou perda de efeito. Por isso, é necessario que em experimentos
futuros, também seja avaliado o efeito de antagonistas dos receptores CB1/CB2 no
PS.

O PS é uma funcao hipocampal atribuida principalmente ao giro denteado e
ao cortex entorrinal. Ha estudos que evidenciam a ocorréncia do PS no GD e na
regido CA3 de roedores através de registros eletrofisiologicos e immediate-early
gene imaging, e em humanos através de fMRI (Yassa et al., 2011).

Foi demonstrado, também, que o PS depende da neurogénese hipocampal,
uma vez que camundongos que sofreram ablacdo da neurogénese hipocampal
apresentaram déficits ao completar tarefas de reconhecimento espacial tanto em um
labirinto radial como numa tarefa no aparato touch screen, quando essas tarefas
eram relacionadas ao PS (Clelland et al., 2009). Ainda, um aumento na neurogénese
hipocampal de camundongos levou a uma melhora no PS (Sahay et al., 2011).

Em humanos, sugere-se que o PS esteja comprometido em doencas
neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer (Hanson & Madison, 2010; Ally et
al. 2013) e em doencas psiquiatricas como a esquizofrenia, a ansiedade
generalizada e o transtorno do estresse pos-traumatico (TEPT; Besnard & Sahay,
2016; Lopresto et al., 2016). A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca
neurodegenerativa caracterizada por progressiva perda de memoéria e da

capacidade cognitiva. Estudos demonstram, também, que ha uma diminuicdo da
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neurogénese no GD do hipocampo em pacientes com DA (Crews et al.,, 2010) —
processo que é indispensavel para o PS (Clelland et al., 2009; Sahay et al., 2011).
Além disso, a diminuicdo do PS é um sintoma normal do envelhecimento, sendo
observado em diversos estudos com idosos saudaveis (Holden et al., 2013; Cés et
al., 2018; Reagh et al., 2018; Dillon et al., 2017). Curiosamente, em individuos
idosos ou mesmo com DA, o uso de canabidiol e/ou A%-THC, dois fitocanabindides
que dependendo da dose aumentam a neurogénese, melhora os sintomas
cognitivos dos pacientes. Assim, de maneira especulativa, pode ser que ao
aumentar a neurogénese, essas substancias melhoram o PS, no entanto, futuros
experimentos precisam ser realizados para confirmar essa hipotese.

A realizacao desse trabalho foi incentivada pelo fato de que uma pesquisa do
nosso grupo demonstrou que a ativacado dos receptores canabindides CB1 e CB2
melhoraram o PS de uma memdéria de medo condicionada (Stern et al., 2017) de
modo que nossa hipétese foi a de que a ativacdo desses receptores, ou seja, a
modulacdo pelo sistema endocanabindide — além dos mecanismos ja descritos de
ativacdo do GD/CA3 e neurogénese — seria capaz de melhorar o PS de uma
memoria neutra. De maneira preliminar, nossos resultados confirmam a nossa
hipotese, sugerindo que o sistema endocanabindide pode ser um importante alvo
para o controle do PS.
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7 CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Com os resultados desse trabalho, confirma-se a hipotese de que o sistema
endocanabindide participa do processo de PS, modulando seu funcionamento.

Experimentos adicionais serdo necessarios para verificar qual o mecanismo
de acdo através do qual o sistema endocanabindide modula o PS e o efeito de
outros canabinéides — como A%-THC e CBD — no PS.

Apesar de ser um trabalho inicial, acredito que possa ser utilizado como base

para diversos outros estudos relacionados ao PS, DA, TEPT ou envelhecimento.
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